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RESUMEN

Existe un contaminante silencioso y que muy poco consideran, los micros plasticos
que se encuentran en aguas y suelos en cantidades mas que considerables que
afectan de manera directa a la flora y fauna que habitan en el ecosistema
impactado. Los resultados de la presente tesis demuestran que las cepas de
Pseudomonas y Bacillus tienen la capacidad de degradar micro-particulas de
Polietileno de Alta Densidad (PEAD). Estas cepas fueron aisladas de una muestra
de rafia foto-impactada y sensible al tacto, de un basurero doméstico, estabilizadas
en suero fisioldgico, cultivadas en primera instancia en agar Nutritivo, y Mueller
Hinton. Se replicaron en medios diferenciales (Agar Sangre, MacConkey vy
Sabouraud) y el medio utilizado para la degradacion del PEAD fue un medio
sintético mineral enriquecido con micro-particulas de PEAD. La secuenciacion de
los consorcios encontrados dio a conocer la presencia de cepas de Pseudomonas
y nuevas cepas de Bacillus para la degradacion de PEAD, las que mediante las
técnicas de gravimetria y microscopia electrénica de barrido confirmaron degradar
estas micro-particulas. Este trabajo se llevd a cabo a escala de laboratorio
ofreciendo una alternativa innovadora y facil de aplicar en ecosistemas impactados
de forma amigable con el medio ambiente.

Palabras Clave: Medio ambiente, plasticos, micro-plasticos, bacterias nativas, polietileno
de alta densidad.
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ABSTRACT

Innumerable public and private entities concerned about climate change and the
environment, they constantly present alternatives to counteract or mitigate the
damage by fighting the overproduction of polluting materials such as Plastics.
However, a silent pollutant that is less considerated, are micro plastics found in
water and soil in in very substantial quantities that directly affect animal, plants and
microorganisms that inhabit the impacted ecosystem. The results of this thesis show
that the strains of Pseudomonas and Bacillus have the capacity to degrade micro-
particles of High Density Polyethylene (HDPE). These strains were isolated from a
raffia photo-impacted and sensitive to the touch, from a domestic dump, stabilized
in physiological saline, cultured in the first instance on Nutritive agar, and Mueller
Hinton. They were replicated in differential mediums (Blood Agar, MacConkey and
Sabouraud) and the medium used for the degradation of HDPE was a synthetic
mineral medium enriched with HDPE micro-particles. With the sequencing of the
consortiums was found the presence of strains of Pseudomonas and new strains of
Bacillus for the degradation of HDPE, which by gravimetric techniques and scanning
electron microscopy confirmed to degrade these micro-particles. This work was
carried out on a laboratory scale offering an innovative and easy to apply alternative

in ecosystems impacted in an environmentally friendly way.

Keywords: Environment, plastics, micro-plastics, native bacteria, high density polyethylene.
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INTRODUCCION

El mundo enfrenta hoy una de sus etapas mas criticas, con un avance
descontrolado en todos los aspectos posibles de las industrias, se ha vuelto comun
escuchar o hablar de contaminacion, efecto invernadero, cambio climatico, etc. que
afectan en general a todos los ecosistemas y vienen causando dafos progresivos
que se han tornado en destruccién. Nuevas industrias de derivados del petrdleo
como diésel, gasolina, detergentes, plasticos, etc. se han desarrollado generando
nuevos productos y con ello nuevas amenazas para nuestro planeta. La industria
de los plasticos es una industria relativamente nueva, pero con una amplia gama
de productos empleados en ambientes domésticos en industriales. Cepillos y
cremas dentales, tuberias, y empaques para alimentos son solo algunos de los
principales productos de esta industria. El plastico es uno de los principales
enemigos de la naturaleza al ser un material sintético derivado de hidrocarburos
que tarda mas de 400 anos en degradarse (dependiendo de su estructura), por lo
que se le podria considerar “acumulable” y un contaminante que, aunque no
parezca, causa dafos irreversibles. Sin embargo, el mayor problema no radica en
los envases, fibras y productos plasticos fabricados, radica en los “micro-plasticos”,
que al ser particulas con un tamafio menor o igual a 5mm representan un grupo de
agentes contaminantes imposible de detener por ser poco perceptibles a la vista,
volviéndose asi el asesino silencioso de rios, lagos y océanos. Los micro-plasticos
no se generan solo por el deterioro de los macro plasticos en suelos y aguas,
muchas de estas pequenas perlas forman parte de productos de nuestro uso diario
como cosméticos, pastas dentifricas, exfoliantes, etc. Resulta ser completamente
imposible remover totalmente este material con los conocimientos actuales sobre

el tema. Lagunas, rios y hasta bahias estan impregnadas con este material,
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generando contaminacion en océanos y arrecifes, y cuando los plasticos son
ingeridos por las distintas especies ocasionan dafos irreversibles generando un

ciclo de contaminacion repetitivo y sin aparente solucion.

El llevar a cabo una degradaciéon completa, donde el polimero “blanco” se reduce
a moléculas organicas menos complejas como CO2 o CHgs4, el proceso es
denominado mineralizacion, el cual requiere de grandes esfuerzos y de diversos
grupos de microorganismos. En el caso de bacterias podriamos hablar de varios
grupos como las metanogénicas, entre las que se encuentran las arqueobacterias
como Methanosaeta 'y Methanospirillum, las fermentativas hidroliticas o
eubacterias como Chlorobium o las acetogénicas como es el caso de
Desulfovibrio y Desulfomatuculum. Todas estas especies vinculadas al tema
presentan condiciones muy dificiles de cultivo debido a sus asociaciones
sintroficas, entonces, podemos decir que obtener cultivos puros en el caso de estas
asociaciones es dificil y que ha generado varios errores en la correcta clasificacion

de todos sus elementos.

Sin embargo, existen otras especies de bacterias cuya versatilidad metabdlica es
muy amplia y son capaces de adaptarse y sobrevivir en una gran variedad de
condiciones y parametros. En este grupo, encontramos diversos géneros de los
cuales los mas conocidos y estudiados son: los géneros Pseudomona y Bacillus.,
cuyas caracteristicas de adaptabilidad a tan variadas condiciones incrementan su
interés por encima de otras especies para utilizarlas como herramientas
biotecnoldgicas. Muchas soluciones podran ser planteadas con el tiempo y los
avances de la ciencia, sin embargo, la raiz del problema es la falta de informacion

que refiere de manera directa A la educacion en nuestro pais. Debemos replantear
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y empezar a formar a las nuevas generaciones con otro pensamiento y nuevos
habitos. Por otro lado, potenciar el ambito de la investigacion en entidades
educativas aumenta considerablemente las posibilidades de encontrar soluciones
y, de forma innegable, mejora nuestra educacion.

Por lo antes mencionado, se planteo la realizacion del trabajo de investigacion
titulado: “AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION MOLECULAR 16S rRNA DE
CEPAS BACTERIANAS CON CAPACIDAD DE BIODEGRADACION DE PEAD
(POLIETILENO DE ALTA DENSIDAD) MICRO CONTAMINANTE EN AGUAS

SINTETICAS A ESCALA LABORATORIO.”
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HIPOTESIS

Dado el crecimiento desmesurado de la industria de polimeros derivados de
petroleo y el consumo masivo de productos altamente contaminantes que
convertidos en desechos urbanos comunes forman parte de un proceso de
descomposicion de muchos afos, es posible aislar e identificar microrganismos que
formen parte del proceso tradicional de descomposicion y que de forma individual
tengan la capacidad de degradar polimeros de alto peso molecular como el

polietileno de alta densidad.
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OBJETIVOS

General
Aislar y caracterizar molecularmente mediante la secuencia 16s rRNA de cepas
bacterianas con capacidad de biodegradacion de PEAD (polietileno de alta

densidad) micro contaminante en aguas sintéticas a escala laboratorio.

Especificos

1. Hallar e identificar fragmentos de plasticos como desechos urbanos con signos
visibles y tangibles de degradacion con alta probabilidad de contener cepas
bacterianas con capacidad de degradacion de PEAD.

2. Aislar, identificar y caracterizar molecularmente mediante el segmento 16s
rRNA bacterias nativas con capacidad de degradacion de PEAD.

3. Conformar asociaciones y consorcios bacterianos con alta capacidad de
degradacion de micro particulas de PEAD.

4. Adaptar y re-direccionar el metabolismo de cepas puras y consorcios
conformados en medios sintéticos contaminados con micro particulas de
PEAD comercial.

5. Evaluar morfolégicamente el ataque y degradacion biologica del PEAD

comercial por cepas puras y consorcios conformados.
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CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1 Especies microbiolégicas con capacidad depuradora de Polietileno de

alta Densidad y otros polimeros sintéticos.

Primero que nada, debemos saber que son los plasticos, su composicién quimica
y su comportamiento frente a diversos agentes que encontramos en la naturaleza
de forma cotidiana. El primer material sintético creado por el hombre fue el plastico,
no obstante, antes de su aparicidn otras resinas naturales ya eran utilizadas por el

hombre, como la goma, laca, betin, ambar, gutapercha, etc ['.

Se define polimeros como aquel compuesto de elevado peso molecular constituido
por unidades estructurales repetitivas que se componen basicamente de C, H, O
21 El polietilieno como su nombre lo refiere es la union de varios mondémeros
(polimero) de etileno que al polimerizar se unen mediante dobles enlaces
generando una larga cadena de carbonos unidos mediante enlaces simples.
Existen varios tipos de polietileno que se diferencian entre si por su estructura y
configuracion. EI PEAD o polietileno de alta densidad es un polimero no ramificado,
de configuracion lineal, cuyos angulos formados por los enlaces que lo conforman
miden aproximadamente 109°, por lo que su estructura se torna tetraédrica en la

cadena principal ¥, (Figura 1).
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Figura 1. Configuracion sp® para atomos de carbono de la cadena principal de la

molécula de Polietileno B,

Desde hace tres décadas, el uso descontrolado de los plasticos para el
empaquetado (por ejemplo, comida rapida), el transporte, la industria y la
agricultura en zonas rurales y urbanas, ha elevado el grave problema de la
eliminacién de residuos de plastico y su contaminacion. Ligero, inerte, duradero,
resistente y de bajo costo son las principales ventajas del plastico, mientras que
tiene desventajas como ser recalcitrante para la biodegradacion y es dificil de
degradar de forma natural. El uso mundial de plasticos esta creciendo a una tasa
del 12% anual y, alrededor de 0.15 mil millones de toneladas de polimeros
sintéticos se producen en todo el mundo cada afio . La tasa de acumulacién de
residuos de plastico en el medio ambiente es de 25 millones de toneladas/afo y
por consiguiente, se considera un grave peligro ambiental [ 81, Se estima que el
plastico es un 20% de residuos solidos municipales (RSU) en los Estados Unidos

y Alemania [, el 7,5% de los RSU en Europa occidental y el 25% en Australia. En
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Turquia, se desecharon 11 millones de toneladas de plastico por afio ["l. En el afio
1999-2000, India importdé mas de 120,000 toneladas de plastico ®l. Anualmente,
India genera 5,6 millones de toneladas métricas de desechos de plastico, y Delhi
representa unas impactantes 689,5 toneladas métricas por dia. Segun la Junta
Central de Control de la Contaminacién (CPCB) de la India, el total de desechos
plasticos que se recolectan y reciclan en el pais es de 9,205 toneladas por dia
(aproximadamente el 60% del total de desechos de plastico) y 6,137 toneladas
siguen sin recogerse y ensuciarse. Los infractores principales en la generacién de
tales desechos son cuatro, Delhi que aporta 689,5 toneladas por dia, seguido de

Chennai (429,4 toneladas), Kolkata (425,7 toneladas) y Mumbai (408,3 toneladas)

[9]

Microorganismos como bacterias y hongos estan envueltos en el proceso de
degradacion de plasticos tanto los naturales como sintéticos ['%. La biodegradacion
de plasticos procede de manera activa en diferentes condiciones y tipos de suelo
o entorno, esto debido a que los microorganismos responsables de dicha accion
difieren entre si, y cada uno de ellos tiene un mecanismo de crecimiento ideal para
las condiciones en las que se encuentren. Todos los polimeros y en especial los

plasticos son sustratos potenciales para microorganismos heterotroficos 1.

Las bacterias reportadas por la literatura con capacidad de metabolizar polietileno
pertenecen a los géneros: Burholderia, Pseudomona, Bacillus, Brevibacillus
borstelensiscepa, Arthobacter, Antrhobacter paraffineus y algunas especies
aisladas en ambientes marinos. En el caso de los hongos se reporta el género
Asperrgillus, A. fumigatus y A. terreus son los mas mencionados por la bibliografia,

también los géneros Curvulari, Penicillum y Fusarium, especificamente Fusarium
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solani. Las Archaeas también se encuentran dentro de los microorganismos con
capacidad de degradar polimeros en este caso el microorganismo mas
representativo es Nitrosopomilus maritimus. Algunos de estos microorganismos
prefieren trabajar en grupos, por lo que se han establecido consorcios microbianos

indefinidos que también participan en la degradacién de plasticos 2.

Algunas especies del género Bacillus fueron encontradas al revisar el proceso de
degradacion de ciertas peliculas de polietileno de baja densidad (PEBD) en las que
se encontré también estearato de cobalto como catalizador pro-oxidante ['3l. En
este caso se utilizaron compuestos oxigenados y no oxigenados de bajo peso
molecular extraidos del polimero y se reportaron pérdidas del 8% de su peso
original "4, Otro caso similar se dio en India con especies del mismo género, pero
con un porcentaje de pérdida mucho mayor al presentado en el caso anterior, esta
vez la perdida seria del 19%. Al trabajar con el género Pseudomona con moléculas
de polietileno de alta densidad (PEAD) se obtiene un resultado muy similar, donde

la pérdida es de 15% del peso original [,

Existen otros géneros como los Actinomycetes que son capaces de degradar
polimeros de la naturaleza del PEBD. Rhodococcus sp. Es quiza la especie que
mejor los representa ya que se ha reportado que tienen la capacidad de formar
biopeliculas en la superficie de laminas de PEBD con un alto contenido de pro-
oxidantes como aditivos, que se presume quizas hayan podido ser absorbidos o
asimilados por el microorganismo. El microorganismo Rhodococcus ruber se ha
visto implicado en procesos de degradacion mediante la adhesién a laminas de

polimeros '], mientras que a Rhodococcus rhodochrous se le atribuye la capacidad
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de adherirse y utilizar el polietileno con aditivos (hierro y manganeso) como fuente

de carbono '], (Figura 2).

Por aproximadamente tres afios y medio se estudié la degradacion termo-oxidativa
del polietileno, reportando que el proceso da como resultado residuos acidos
organicos, que al adicionar Arthrobacer paraffineu desaparecian, lo que significaba

que este los estaba utilizando "8,

Figura 2. Adhesion de Rhodococcus rhodochrous a laminas de polietileno (PE) con

aditivos de Fe (A) y Mn (B) '],

Las especies de microorganismos fueron identificadas, aunque no fueron
nombradas. ['® Durante nueve semanas se puso en contacto el género Curvularia
con laminas de polietileno y fue hasta el final de esta novena semana que se
observo penetracion en las laminas de PEAD. El género Aspergillus reporta
capacidad para degradar el polietilieno como también lo hacen hongos del género
Penicillium 34 A. fumigatus y A. terrius presentaron acciones similares [, (Figura

3).
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Figura 3. Penetracion de hifas de A. terrius (C) y A. fumigatus (D) 1211,

Es evidente que existen innumerables especies y consorcios microbianos con
capacidad de degradar PEAD y otros polimeros de alto peso molecular, pero
muchas de estas especies aun no han sido identificadas, por lo que estamos frente

a una brecha de informacion.

Los microorganismos degradadores de polietileno y las enzimas que producen son
considerados unicamente cuando son poblaciones sobresalientes en numero. Los

microorganismos hasta ahora reportados son los que se mencionan en la Tabla 1.
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Tabla 1. Microorganismos degradadores de polietileno. Bioprospeccion de la
degradacion de polietileno 221,

Grupo Microorganismo Pretratamiento Tipo de tratamiento biolégico Referencia
Cultivo sumergido, con medio
Termo-oxidacion  de cultivo agua de mar a 302C
. durante 12 meses.
Bacillus cereus - - "
Cultivo sumergido, con medio
Sin pretratamiento de cultivo agua de mar a 302C
durante 12 meses. Shudhakar
Cultivo sumergido, con medio et al., 2008
Termo-oxidacién  de cultivo agua de mar a 302C
. . . rante 12 m .
Bacterias Bacillus sphericus du a. te efes -
Cultivo sumergido, con medio
Sin pretratamiento de cultivo agua de mar a 302C
durante 12 meses.
Bacill . tratamient Fermentacion sdlida: suelo, Nowak et
acillus sp. sin pretratamiento
P P durante 7 meses y medio. al., 2011
. R Cultivo sumergido con medio
Pseudomonas sp. sin pretratamiento Balasubram
mineral, durante 1 mes. .
i ” " anianetal.,
ultivo sumergido con medio
Arthrobacter sp.  sin pretratamiento i g 2010
mineral, durante 1 mes.
Oxidacién por un  Cultivo en medio sdlido
. . Motta et
Curvularia sp. agente quimico  sabouraud, durante 2 meses y al.. 2009
especifico una semana. b
Exposicion a b .
. - Fermentacion sélida: compost
Aspergillus sp. condiciones i, i T
medioambientales Y > ) Ojeda et al.,
Exposicion a 8. 2 2009
T . Fermentacion sélida: compost
Penicillium sp. condiciones
. b y suelo, durante 12 meses.
medioambientales
Aspergillus Fermentacion sdlida: compost,
P i € Foto-oxidacion K P
fumigatus durante 3 meses y 10 dias.
Hongos
Aspergillus T Fermentacién sélida: compost,  Zahara,
foto-oxidacion H
terreus durante 3 meses y 10 dias. 2010
1 - Y Fermentacion sélida: compost,
Fusarium solani foto-oxidacion B
durante 3 meses y 10 dias.
Cultivo sumergido con medio
Rhodosecels sin pretratamiento sintetico, (tiempo no Santa etal,
i i i ico,
ruber B e R 2012
especificado).
Medio basico de sales
. . Koutny et
Rhodococcus sp. foto-oxidacion minerales con tween 80,
al., 2009
durante 1 mes.
i g Fermentacion sélida: compost, X
Nitrosopumilus | N K ., Jakubowicz
Arqueas i termo-oxidaciéon  durante 20 meses, siete dias y
maritimus etal., 2011

suelo, durante 20 meses.

Consorcio | de
suelo y compost

Consorcios no

termo-oxidacién

Fermentacion sélida: compost,
durante 15 meses, diez dias y
suelo, durante 16 meses.

Husarova et
al., 2010

Consorcio Il de
suelo y compost

definidos

termo-oxidacion

Fermentacion sélida: suelo,
durante 24 meses.

Mumtaz et
al., 2009

Consorcio lll de
suelo y compost

termo-oxidacién

Cultivo liquido con caldo
minimo David con dextrosa,
durante 10 dias.

Soni et al.,
2009

Rhodococcus

Actynomicetes
v rhodococcus

foto-oxidacion

Fermentacion sélida: compost
y suelo, durante 10 meses
siete dias y el suelo durante 11
meses.

Fontanella
et al., 2010.

Todos estos microorganismos tienen diversas rutas metabdlicas para degradar el

polietileno, algunas de las cuales pueden ser las que se mencionan en la Tabla 2.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

Tabla 2. Diversas rutas de degradacion de polimeros [23],

Degradacion Termo-

Factores (Requerimiento/ actividad)  Foto-degradacién Biodegradacién

oxidativa
Agente Activo Luz LV 0, Radiacion de Calory Oxigeno Agentes Microbioldgicos
alta energia
Requerimiento de Calor Negativo Mayor a . la Negativo
temperatura ambiental
Rango de Degradacion Im'C@Imente L lento Rapido Moderado
Rapida propagacion
Amigable con el medio
Otras Consideraciones ambiente si la radiacion No es eco amigable  Eco amigable
con alta carga
energética no se usa.
Limite de Aceptacion Aceptable y costoso No es aceptable Barato y bastante aceptable

1.2 Microorganismos emergentes con capacidad bioactiva de remocién de
micro-plasticos en aguas.

La capacidad bio-activa de remocidén de micro-plasticos o degradacion de estos
varia de acuerdo a la fuente de donde provienen, ya sean aceites o petroleo, el mar
con residuos microscopicos de desechos urbanos, lodos, etc. Por lo que es
necesario estudiar las diferentes bacterias que participan en la degradacion de
polimeros contaminantes. Generalmente los procesos de digestion de polimeros
se dan por adhesion a la superficie de los mismos, generando colonizacién masiva
de microorganismos en estas. De todas las bacterias con capacidad degradadora
de polimeros sintéticos mencionadas antes hay algunas con mayor potencial
degradador, mejores capacidades y por ende mejores resultados. Como es el caso

del género Pseudomona, el mas mencionado en investigaciones sobre el tema.

Las Pseudomonas son bacilos curvados y alargados ligeramente cuya versatilidad
metabdlica, productividad y adaptabilidad son sorprendentes. Estas especies se
caracterizan por la presencia de plasmidos con genes para la codificacion de

enzimas que participan en una amplia variedad de reacciones degradando
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compuestos que no son metabolizados facilmente casi por ningun grupo de
bacterias. Estas juegan un papel catabdlico en las reacciones y participan también
en sistemas de control bioldgico 4. Todas estas caracteristicas aumentan el
interés por estos microorganismos desde el punto de vista biotecnoldgico.Varias
especies del género Pseudomona participan activamente en el ciclo de carbono de
la naturaleza, por lo que se les considera entre los microorganismos aerobios mas
versatiles en la degradaciéon de muchos compuestos organicos de alto peso
molecular. Estos compuestos se encuentran como tales en el medioambiente o
como unidades de compuestos de alto peso molecular. Otra caracteristica
importante para la investigacion es su capacidad de crecer en medios de cultivo

que contienen cadenas de carbono como Unica fuente de energia 1291,

Los microorganismos que biodegradan hidrocarburos de petroleo tales como
hidrocarburos aromaticos poli ciclicos (PAH’s) incluyendo naftaleno, hidrocarburos
aromaticos como tolueno, o hidrocarburos alifaticos como n-alcano, son aislados
del medioambiente, particularmente de sitios contaminados con petroleo. Algunas
de las rutas metabdlicas microbianas responsables de la degradacion son las alk
(Ce a Ci2 n-alcanos), nah (naftaleno) y xyl (tolueno) han sido ampliamente
caracterizadas (Tabla 3); estan generalmente relacionadas con plasmidos
catabdlicos encontrados en Pseudomonas spp., por ejemplo, los plasmidos OCT,

NAH y TOL [26],

El PEAD como cualquier polimero pertenece al grupo de derivados de petréleo, y
representa quimicamente a uno de los mas simples, un alcano. Los n-alcanos son
el grupo mas abundante de compuestos encontrados en el petroleo crudo y estos

compuestos pueden ser biodegradados
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S Plastico usado Microorganismos / Metodo de Evaluacion de Resultados obtenidos / Méxima degradacion ~ Referencia  §r Plastico usado Microorganismos / Metodo de Evaluacicn de Resultados obtenidos / Mdxima degradacién ~ Referencia
No Cultivo biodegradacion obtenida No Cultivo biodegradacién obtenida

(Técnica/Observacion) (Técnica/Observacidn)
1 Peliculas de PVC Phanerachaete chyrosporium PVL  FTIR (Cambios visibles en La superficie de la pelicula de mezclade PVC ~ Alietal.2009 11 Plasticoy polietileno  Fadama Soil (Bacteria-S. Aureus,  Pérdida de peso y anlisis La pérdida maxima en peso de bolsas de Abdullhi and

mezcladas con
Celulosa

Tratamiento del entierro del sueloy
tratamiento del matraz agitado

el polimero). Ensayo de ~ celulosa se decolor, algunas grietas y la
placa y produccion de CO2 erosion de la pelicula también fue visible.
FTIR confirm que el acortamiento del pico se
debid a la degradacion del polimero. EI 02
(10.21g /1) producido después de 30 dias
mostrd una degradacion significativa del

2 Copolyesters film

Compostaje utilizando materia
prima para el cultivo de mushrum.
Cultivo de placa de agar (cepas
Pleurotus Ostreatus, Inonotus
hispidus, Phanerochaete
chrysosporium, Irpex lacteus,
Agaricus bisporus, Stropharia
rugosoannulata, Polyporus
squamosus)

Compostaje bajo condiciones
controladas

polimero.
SEM, cromatografia e El estudio SEM reveld . Hispidus, causd la Sasek et al.
permeacion en gel (GPC). perforacion del filamento y su destruccin 2006

Reduccion de la viscocidad parcial entre varios hongos estudiados. La
disminucion significativa de la viscosidad
reducida durante la degradacion indicd la
participacion activa de la hidrolisis en la
escision de la cadena principal del polimero. Se
observd una degradacion intensiva de
copoliesteres aromatico-alifaticos.

3 Poli (butilenos

Aspergillus oryzae RIB40 (ATCC-

Despeje del sobrenadante La enzima de degradacion de PBA se identifico  Maeda et al.

succinato) 4149) de cultivo. como cutinasa. Se observd que el acido butirico 2005
emulsionado PBS) Y Tratamiento de matraz en agitacion y el n-hexanol eran el sustrato mds preferido

poli (butilenos co para la enzima degradadora de plastico

adipato) emulsionado hiodegradable.

(PBSA)

4 Poli-3- 134 cepas puras de hongos marinos  Zona clara formada enel De las 32 cepas de levaduras marinasy 102 Matawuly and
hidroxialcanoatos 0 aislados flngicos marinos medio turbio en placas de cepas de hongos marinos, solo alrededor del ~ Molitoris 2009
(PHA), poli-b- (Coleccion de cultivos del Instituto  agar o la profundidad de 4% de las cepas degradaron BIOPOLTM y
hidroxibutirato (PHB),  Botanico, Universidad de Ratishona). [a limpieza aproximadamente el 6% de homopolimero de
es decir, BIOPOLTM  Penicillium simplicissimum (IMI PHB puro despolimerizado.

300465) como cultivo de referencia
Ensayo de placa de agar

5 PHB (dcido poli-3-  Hongos aislados de liquenes en Zona clara enmediode  De 15 habitats naturales y 8 liquenes, se Lee etal. 2005

hidroxibutirico) hdbitats naturales y compost de prueba aislaron 105 hongos totales, de los cuales 41

6 Poliéster-poliuretano
(PS-PUR)

suelo. (Aspergillus fumiga,
Penicillium spp., Protozoos,

Cultivo de placa de agar

Hongos aislados del suelo, pintura
de pared (atex) recubierta con
poliuretano y residuos plasticos de
diferentes habitats en Jordania.

cepas mostraron degradacion de PHB. Enel
degradador de PHB se descubrid que
Penicillium y Aspergillus son especies comunes
que pertenecen a los deuteromicetos (hongos
imperfectos). De 67 aislamientos, 31 cepas
bacterianas mostraron degradacion de PHB
confirmada por zonas claras en medio de
ensayo. Los protozoos también se encontraron
€n varias muestras, como estanques, tierra,
heno, estiércol de caballo y liquenes con
potencial de degradacion de PHB.

Zona clara enmedio de 4 aislamientos (Fusarium solani, Spicaria spp., lbrahim et al.

prueba, pérdida de peso  Alternaria solani y Aspergillus flavus) arrojaron 2011
de PS-PUR resultados positivos de biodegradacion,
indicados por zonas despejadas creadas debido

Cultivo de placas de agar, matraz de

agitacion liquida

ala hidrolisis de PS-PUR en medio de placa de
cultivo de agar de 2 capas.

Fusarium solani mostr una pérdida de peso
del 100% en los blogues de PS-PUR en los

Micrococcus, S. Pyogens, fisicoquimico del suelo

plastico y polietileno fue del 18.1% (estiércol de Saidu 2013

Fadama Soil (Bacteria-S. Aureus,
Micrococcus, S. Pyogens,
Pseudomona aerogenosa, B. subtilis,
B. Cereus, £. Coli, Klebsella
Pneumonia. Fungi-A. niger, A.
fumigates, A. flavus, Fusarium,
Mucor , Penicillium, Candida)
enmendado con excrementos de
aves de corral, estiércol de vaca y
fertilizante inorgdnico (NPK)
Tratamiento de entierro del suelo

11 Plasticoy polietileno Pérdida de peso y andlisis

fisicoquimico del suelo

La pérdida méxima en peso de bolsas de Abdullhi and
plastico y polietileno fue del 18.1% (estiércol de Saidu 2013
vaca) y del 6% (caida de aves de corral)

después de nueve meses.

Los resultados de las propiedades

fisicoquimicas del suelo Fadama mezclado con

fertilizantes orgdnicos e inorganicos después de

9 meses del andlisis mostraron un aumento en

el pH. El nitrégeno total disminuydy el P

disponible aumentd.

12 Poliuretano de FTIR

poliéster (PUR)

Los hongos enddfitos aislados de
plantas lefiosas de diversas familias
fueron recolectados en el Bosque
Nacional Yasuni en la selva
amazonica ecuatoriana.

Russell et al.
2011

El organismo de aclarado en agar solido se
identific como Lasiodiplodia spp. (cepa
E2611A). Cuatro organismos activos
pertenecian al género Pestalotiopsis, con una
alta relacion a nivel de especie con
Pestalotiopsis microspora. Los seis organismos
totales eliminaron PUR de manera més
eficiente que el hongo control positivo
Aspergillus niger. A Lasiodiplodia spp. (cepa
E2611A) fue el organismo mas activo en la
pantalla de eliminacién del medio liquido, junto
con un Pleosporales spp. (cepa E2812A) y una
Bionectria spp. (cepa E29108B), seguido de
Pestalotiopsis microspora (E3317B). Segun el
estudio FTIR, una pérdida completa del pico de
absorbancia a 1.735 cm-1 que corresponde al
enlace éster C (0) -0 en el polimero de
poliuretano. Se descubri que la serina
hidrolasa es responsable de la degradacion del
PUR.

Tanto en condiciones aerdbicas como
anaerabicas, se encontrd que dos aislamientos
de Pestalotiopsis microspora tienen una
capacidad Gnica para crecer en PUR como el
inico carbono

13 Pelicula de polietileno ~ Se tomaron muestras de suelo de
de baja densidad desechos sélidos municipales
[Aspergillus spp. (FSM-3,5,6,8) y
Fusarium spp. (FSM-10)

SEM, FTIR

Das and
Kumar 2014

Pérdida de peso maxima del 9% registrada con
Fusarium spp. FSM-10, mientras que la tasa
mas alta de evolucion de CO2 (20.26 g /L) y
nivel de mineralizacion (10.3%) se observd con

Pérdida de peso de tiras plasticas en Pérdida de peso, cambio
el matraz en agitacion enel pHy prueba de
evolucién de CO2

Aspergillus spp. Se observaron cambios
quimicos en la superficie de FSM-3 y se
confirmaron mediante FTIR. En todos los casos,
los medios se volvieron cidos.

En el estudio SEM, aparecid una pelicula de
control con una superficie lisa sin grietas ni
ninguna particula unida en su superficie
mientras estaba en tratamiento, se observd la
unién de hongos en la superficie de LDPE y la
formacion de varios agujeros e irregularidades.
En el estudio FTIR, se observd un aumento en la
banda de 1079 cm-1y 2418 cm-1 debido a la
formacion de estiramiento C= 0y O-H. El
tratamiento de los aislados fingicos dio como
resultado la distorsion del pico a 2920 cm-1.
FSM-10,3,6 aislado encontrd mas eficiente que
los otros hongos.

14 Pelicula de polietileno  Aspergillus Versicolor y Aspergillus  Prueba de Evolucion del

LDPE totalmente degradado a dioxido de Sindujaa et al.

de baja densidad spp. (Aislado del agua de mar) €02 carbono con una evolucién maxima de 4 g / | de 2011
cultivos sacudidos. Ensayo en placa para estudiar [a €02 después de 1 semana durante la
— - - — - - colonizacién, matraz en agitacién. biodegradacion de LDPE por Aspergillus spp.
7 Polietileno (PE) Se recogieron lodos residuales de la - SEM, prueba de evolucion Se observaron erosiones y gran rugosidad de fa Shah et al. s
X - . 5 Low Density Bacterial Consortial-Microbacterium SEM, FTIR, DSC FTIR, SEMy DSC revelaron que los consorcios ~ Negi et al.
pIanta de tratam'e/nto delodos, de C02 superﬂue con formacidn de fosas, quenose 2009 Polyethylene Film spp. Strain MK - (DQ31 8884), (calorimetria de barrido  causaron una importante degradacion 2011
Islamabad, Pakistan (Fusarium spp. detectaron en piezas de PE no tratadas en SEM. Pseudomonas putida cepa MK4 diferencial) superficial de la pelicula de LDPE y también un
AF4) Se produjeron 185¢ / | de C02 (0’45 g/ Ien (DQ31 8885) y PW1 (EU741 798), cambio en las caracteristicas estructurales de
de control) después de 2 Bacteria Te68R cepa PN1 2 la masa. Factores ambientales como la luz
Matraz en agitadén (250 G Control] Gespues 0e 2 Meses (DQ423487) Pseudomonas solar, la temperatura y la precipitacion pueden
aeruginosa strain PS1 (EU741797) & tener un papel en el aumento de la
(1 (EU753182) biodegradacion. Se estudiaron mediante
estudio comparativo in situ.
8 Poliuretano Trichoderma DIA-T spp. Proteasa, esterasay 9%, 86%, 50%, 36% de las cepas mostraron  Loredo-Trevin Estudio de biodegradacion in situ en
[acasa actividad de ureasa, proteasa, esterasa y etal. 2011 l:;zrraat?o v en condiciones
Matraz en agitacin lacasa. Durante la biodegradacion 16 Bolsa de polietileno  Bacillus subtilis, Bacillus Estudio de pérdida de  30% y 20% de pérdida de peso / mes observado Thakur 2012
amylolyticus, Arthobacter defluvii peso en cultivo liquido por Bacillus amylolyticus y
— Método de cultivo liquido (agitador Bacillus subtilis res.
9 HDPE, LDPE ybolsa de  MSW FTIR El espectro FTIR revel varios tipos de Orhanetal. — — a,] 'V?, 1 (, gitador ——— —
L 7 Polietileno Sitio de eliminacin de residuos Estudio de pérdida de  Pseudomonas, Brevibacillus y Rhodococcus ~ Nanda and
E150% (o / p) de MSW y pelicula productos de oricacion formadlos durante a arrojado con bolsas de polietileno peso degradaron el polietileno a 40.5%, 37.5%, 33% Sahu 2010
madura se enterr6 durante 15 biodegradacion del politileno. Se observd una (Brevibacillus, Pseudomonas y respectivamente en términos de pérdida de
meses a temperatura ambiente en pérdida de peso del 2,1% (LDPE) y del 1,3% Rhodococcus spp.) peso.
frascos desecadores de 2. (HDPE) y del 36% (NP). En NP, HOPE y LDPE se Estudio de Matraz e agitacion
registraron 82,76%,5,33% y 13,04% de pércida 18 Peliculas de plastico Streptomyces' spp., Mucor rouxii Per(?lda de pfeso La reduccidn enl eI% de eIongaao}n con cultivos  El-Shafei et al.
L . , desechables 1835, Aspergillus flavus promedio, cambioen la  bacterianos y fingicos se registrd como 28.5% y 1998
de resistencia a [a traccion. La tasa mas alta de I " y )
resistencia a la traccion y 46.5% respectivamente.
evolucion de CO2 de 46.2 mg / L registrada elongacin porcentual
dentro de 28 dias en NP. 19 Polietileno (baja Aspergillus fumigatus y Penicillium  Estudio de pérdida de  Penicillium spp. Se encontrd que era mas eficaz Singh et al.
— - - densidad) spp. peso para degradar el LDPE con una degradacion del 2012
10 Polythene Bag Brevibacillus, Pseudomonas y Weight loss Pseudomonas spp. de los lodos de aguas Abdullhi and 658%
Thodococcus spp. del drenaje del residuales se encontrd que era mas eficiente en Saidu 2013 Estudio de matraz agitado en cultivo
efluente textil suelo, lodo de biodegradabilidad @ 46.2% para polietileno liguido
alcantarillado y vertedero de basura natural y 29.1% para polietileno sintético, 20 Hojas de polietileno de Soil Sample from plastic waste Estudio de pérdida de ~ Cepa Aspergillus japonica F3 (36%), Fusarium ~ Singh and
doméstica respectivamente, en comparacion con las cepas baja densidad (LDPE)  disposable site (Fusarium spp., peso spp. F6 (32%), Aspergillus flavus F1 (30%) Gupta 2014

Matraz en agitacion

de otras fuentes.

Penicillium spp., Mucor spp.,
Aspergillus niger, A. japonicas and A.
flavus)

Cultivo de placa de agar

encontro eficiente en la biodegradacion de
Iplastic en 4 semanas en comparacién con el
resto de hongos en términos de peso loss.
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aerdbicamente por diferentes rutas. La degradacion de n-alcanos de cadena media
por Pseudomonas putida, la cual contiene al plasmido OCT, es iniciada por alcano
hidroxilasa. La oxidacion del grupo metilo de n-alcanos por alcano hidroxilasa
produce n-alcanoles que son posteriormente oxidados por alcohol deshidrogenasa
unida a la membrana, a n-alcanoles los cuales son subsecuentemente
transformados a acidos grasos y a acetil-CoA por aldehido deshidrogenasa y acetil-
CoA sintetasa, respectivamente. Se ha reportado también una ruta de degradacion
de n-alcanos produciendo alcoholes secundarios en la cual los n-alcanos son
oxidados por monoxigenasa a alcoholes secundarios, después a cetonas y
finalmente a acidos grasos ?’1. Algunas cepas de Aspergillus spp. Y especies de
Fusarium revelaron que la biodegradacion del plastico se debia a las enzimas
activas producidas por esta cepa fungica 8. Polietileno y plastico degradados en
diversa medida por Pseudomonas spp. (37.09% y 28.42%), Streptomyces spp.
(46.16% y 35.78%) y Aspergillus spp. (20,96% y 16,84%) en un periodo de 6 meses

en cultivo liquido (agitador) 29,

Por otro lado, existen también bacterias participantes en estos procesos sobre las
cuales hay informacion escasa, entre estas se encuentran algunas especies de
Bacillus como: B. amyloliquefaciens, B. tequilensis, B. subtilis, B. humi, B.

sinesaloumensis.

1.3 Rutas Bioquimicas

La degradaciéon microbiana de los plasticos es causada por ciertas actividades
enzimaticas que conducen a una divisién de la cadena del polimero en oligomeros
y monomeros. Estos productos hidroliticamente solubles en agua son absorbidos

por las células microbianas y son metabolizados. El metabolismo aerdbico produce
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diéxido de carbono y agua ['"®, mientras que el metabolismo anaerdbico da como
resultado el didxido de carbono, el agua y el metano como productos finales,
respectivamente 119,

La biodegradabilidad del polimero se puede caracterizar por el control de la tasa
de evolucion de CO, la absorcion de Oz, el cambio en las propiedades del polimero
(quimico vy fisico), la tasa de crecimiento de los organismos. Se deben seguir
multiples pruebas para evaluar la degradacion del plastico debido a las siguientes
razones [120;

1. La pérdida de peso puede deberse a la lixiviacion de aditivos, incluidos los
plastificantes.

2. La produccion de diéxido de carbono podria ser el resultado de la degradacién
de la fraccidn de bajo peso molecular del polimero, sin degradacion de las cadenas
mas largas.

3. La pérdida de aditivos o un cambio muy pequefio en el plastico de maquillaje
quimico pueden afectar la resistencia del plastico B%. Existen varias técnicas

disponibles para verificar el grado y la naturaleza de la degradacion (Tabla 4).

La literatura muestra que el gas CO2 es un producto importante emitido durante la
biodegradacion de polietileno B'. La generacion de aldehidos, cetonas y acidos
carboxilicos se registrd en el humo de la extrusion de pelicula de PEBD en un
proceso de revestimiento por extrusion B2, El caucho de Rhodococcus (C208)
produjo polisacaridos y proteinas mediante el uso de polietileno como fuente de
carbono. B3 En otro informe, R. rhodochrous ATCC29672 (Bacterium) vy
Cladosporium cladosporoide ATCC 20251 (Fungus) utilizaron un proceso de
revestimiento por extrusion B2, El caucho de Rhodococcus (C208) produjo

polisacaridos y proteinas mediante el uso de polietiieno como fuente de carbono
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331, En otro informe, R. rhodochrous ATCC29672 (Bacterium) y C. cladosporoide
ATCC 20251 (Hongo) usaron polietileno con produccion de polisacaridos y
proteinas, mientras que los asteroides Nocardia GK911 (Bacterium) produjeron

solo proteinas 34,

Tabla 4. Resumen de los métodos para el estudio de la biodegradacién 31l

Tabla 3: Técnicas existentes para la evaluacion de la degradacion del plastico

SN
Cambios en las propiedades del polimero Tipo de técnica Referencia
1 Mecanico: DMR (Analisis Mecanico Dinamico) Huang et al. 2005; Kathiresan
Resistencia a la traccién - Elongacién en 2003
caso de falla y médulo del polimero
2  Fisico: SEM Da Luz et al. 2013; Sasek et
Morfologia-microfisuras al. 2006
Densidad, angulo de contacto, viscosidad, HT-GPC (cromatografia de permeacion en gel a alta Kathiresan 2003
distribucién del peso molecular' temperatura)
Temperatura de transicién de fusiony Analisis termogravimétrico, DSC Ramis et al. 2004;
vidrio Zuchoswka et al. 1999
Regidn cristalina y amorfa Difraccién de X, Dispersion de rayos X de angulo Albertson et al. 1995
pequeiio y grande
3 Propiedades quimicas Espectroscopia Infrarroja Transformada de Fourier Da Luz et al. 2013; Doble et
(FTIR) al. 2008
4  Peso molecular Cromatografia de capa fina (TLC), Cromatografia de Deguchi et al. 1997;
gases (GC), Resonancia magnética nuclear (RMN), Albertson et al. 1995;
lonizacién por desorcidn laser asistida por matriz: ~ Cacciari et al. 1993
tiempo de vuelo, quimioluminiscencia,
Cromatografia de gases-Espectrometria de masas
(GC-MS).
5  Prueba de evolucién de CO2 GC Seneviratne et al. 2006;
Albertson et al. 1995
6  Actividad metabdlica de la célula Trifosfato de adenosina (ATP), diacetato de Kounty et al. 2006; Gilan et
fluorescentes (FDA), analisis de proteinas al. 2004

En general, la adherencia de microorganismos en la superficie de los plasticos
seguida de la colonizacion de la superficie expuesta es el principal mecanismo
involucrado en la degradacion microbiana de los plasticos. La degradacion
enzimatica de los plasticos por hidrélisis es un proceso de dos pasos: primero, la
enzima se une al sustrato del polimero y luego cataliza una escision hidrolitica. Los
polimeros se degradan en oligdbmeros, dimeros y mondmeros de bajo peso

molecular y finalmente se mineralizan en CO2 y H20.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

Por otro lado, el método de zona transparente con placas de agar es una técnica
ampliamente utilizada para seleccionar degradadores de polimeros y para evaluar
el potencial de degradacion de diferentes microorganismos frente a un polimero.
Las placas de agar que contienen polimeros emulsionados se inoculan con
microorganismos y la presencia de microorganismos degradadores de polimeros
se puede confirmar mediante la formacion de zonas de halo claro alrededor de las
colonias. Esto sucede cuando los microorganismos que degradan el polimero
excretan enzimas extracelulares que se difunden a través del agar y degradan el
polimero en materiales solubles en agua. Usando esta técnica, se confirmo que los
degradadores de polihidroxibutirato (PHB), polipropiolactona (PPL) vy

policaprolactona (PCL) estan ampliamente distribuidos en diferentes 231,

La mayoria de las cepas que pueden degradar PHB pertenecen a diferentes
taxones, tales como bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, Streptomyces y
hongos 1. Se ha informado que 39 cepas bacterianas de las clases Firmicutes y
Proteobacteria pueden degradar PHB, PCL y polibutileno succinato (PBS), pero no
acido polilactico (PLA) 8. Solo unos pocos microorganismos degradadores de PLA
han sido aislados e identificados. La poblacion de microorganismos degradadores
de polimeros alifaticos en diferentes ecosistemas se encontré en el siguiente orden:

PHB = PCL> PBS> PLA B9,

1.4 Micro plastico y PEAD: Comportamiento en aguas
PEA ([FOCH2CH200C(CH2)4CO-]n) es un precursor de poliuretano. A menudo se
mezcla con otros poliésteres para obtener propiedades deseables especificas,

como segmentos blandos B8, Los microorganismos que degradan polimeros
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electro-activos (PEA) se cribaron y aislaron usando PEA (Mn 3.000) como unica
fuente de carbono. Entre los microorganismos aislados que degradan PEA,
Penicillium sp. La cepa 14-3 exhibi6 la actividad mas fuerte. La PEA se degradd en
120 horas a altas concentraciones de células. Esta cepa puede degradar no solo

PEA sino también poliésteres alifaticos tales como PES, PBS y PBA 101,

La enzima responsable de la degradacién de PEA se ha purificado y se considera
que es un tipo de lipasa con amplia especificidad de sustrato. La enzima purificada
tiene un peso molecular de 25kDa y podria degradar varios tipos de poliésteres
alifaticos, como poli (B-propiolactona) (PPL) y poli (e-caprolactona) (PCL), pero no
poli (dI-3-metilpropiolactona) o poli (dI-3-hidroxibutirato) [“!l. Esta enzima también
puede hidrolizar aceites vegetales, triglicéridos y ésteres metilicos de acidos
grasos. Dado que la enzima purificada de Penicillium sp. La cepa 14-3 tiene
propiedades similares a la lipasa, algunas lipasas comercialmente disponibles y
esterasas se usaron para confirmar si eran capaces de degradar la PEA. Los
resultados mostraron que las lipasas de R. arrizus, R. delemar, Achromobacter sp.
Y Candida cylindracea y C. esterasa del higado de cerdo mostraron actividades en
PEA y PCL ™. La degradacion de plasticos deriva en micro-plasticos cuya
presencia es muy alta en aguas. Las condiciones y el tiempo de degradacion son
generadas por el ambiente que lo rodea (luz solar (UV), agentes mecanicos,
oxigeno, etc.). Los microplasticos primarios (MPPs), son particulas cuya
composicion quimica es variable y cuyo tamafo oscila entre los 0.1um y los 5mm
431, El llamado “material crudo” constituye parte de este, es decir, la materia prima
de la industria plastica, otra es utilizada por parte de la industria cosmética y

farmacéutica, como exfoliantes en productos de aseo personal y como medios de
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liberacién de farmacos, asi como en procesos industriales de sandblasting, en el
cual los pellets, son lanzados, contra una superficie, causando abrasion;
especialmente en procesos industriales por parte de las industrias aeronautica y
naviera. Estos contaminantes han sido reportados en las aguas oceanicas y playas
alrededor del mundo 14, generando un grave problema ambiental, debido en parte,
a que en el ambiente acuatico marino la degradacion quimica y erosion mecanica
son minimas, factores que contribuyen a su persistencia. Es por ello que estos
materiales pueden interactuar con una gran variedad de organismos; por otra parte,
si se depositan por accion de las corrientes oceanicas y/u otros factores climaticos
sobre las playas, estos quedan expuestos a procesos degradativos de mayor
intensidad como la radiacion ultravioleta, temperaturas altas, abrasion y otros
procesos fisicos que incrementan su fragmentacion. Cuando se trata en micro-
plasticos en el mar, se dice que la degradacién es mas lenta, esto es porque la
degradacion de estos se debe en su mayoria a los rayos UV procedentes de la luz
solar que de manera conjunta con el oleaje marino golpean y van fragmentando los
macro-plasticos y convirtiéndolos en trozos mas pequenos. Aproximadamente 300
millones de toneladas de plastico se producen de forma anual a nivel global y es
alarmante mencionar que tan solo el 20% procede a ser reciclado. El porcentaje
restante termina en los grandes botaderos que se generan en la tierra y en el mar,
algunos contaminando incluso hasta el aire. De todas las muestras recabas, el 83%
contenia micro-plasticos. Por lo que se pudo concluir que incluso el agua potable

contiene micro-plasticos.

En 1970 salieron a la luz los primeros informes que reportaban particulas pequefas
de plasticos como poliestireno y polipropileno en los océanos. Sin embargo, fue

recién para mediados del afio 2000 que el término “micro plasticos” fue acufado y
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aceptado. Hoy en dia este concepto se utiliza para describir particulas de plasticos

de hasta 5 mm de tamano %!,

Muchos de estos micro plasticos no son producto del proceso degradativo de sus
polimeros macromoleculares, sino que son parte de la fabricaciéon de productos de
la industria cosmética para el cuidado personal. Este es el caso de las esferas de
polietileno que son empleadas en la fabricacion de cremas faciales, maquillajes y
productos cosméticos, exfoliantes y hasta en pastas de dientes y muchos de
nosotros como consumidores potenciales no somos conscientes de esto. Se han
reportado casos en los que algunas veces micro particulas de polimeros han
reemplazado algunos ingredientes en productos naturales como conchas de piedra
pomez o semillas. El mayor problema radica en que ninguna de estas particulas es
filtrada en el proceso de tratamiento de aguas residuales, muy por el contrario,
suelen ser liberadas directamente a rios, lagos o al mar. La industria textil también
ha empleado estas particulas en la elaboracion de sus textiles sintéticos como
camisas o fibra polar o micro polar. El lavado de estas prendas y de otras prendas
sintéticas genera aguas residuales con alta carga de fibras plasticas (mas de 100

fibras por litro de agua) 1“1,

Segun estudios realizados por investigadores y colaboradores se pueden liberar
aproximadamente 1.900 fibras de micro plastico por cada lavada. La cantidad de
fibras encontradas en efluentes, varia de acuerdo a la ubicacion geografica y
también la cantidad de poblacion cercana, por o que se han observado en
efluentes de aguas residuales y lodos. Los desechos de cualquier tipo se
encuentran en mayor abundancia cerca al punto de emision u origen, y esto suele

ser en lugares cercanos a centros poblados o urbanos. Sin embargo, se han
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examinado diversas partes del océano desde el fondo hasta la superficie y también
las partes mas remotas como los polos y se ha logrado determinar que la cantidad
de micro plasticos habria aumentado significativamente a lo largo de las cuatro
ultimas décadas, esto sucede porque las aguas de los océanos circulan por todo el
mundo y con el paso del tiempo se producen zonas de convergencia que es en
donde los micro plasticos tienden a acumularse. Estos giros oceanicos
subtropicales a gran escala ocurren en el Océano indico Norte, el Atlantico Norte y
Sur, y el Pacifico Norte y Sur. Los desechos plasticos son un problema
transfronterizo clasico que se puede pensar en solucionar con la limpieza de playas
en las costas. Sin embargo, el problema mas grande se encuentra al cruzar el area
visible del océano porque la tecnologia desarrollada por el ser humano aun no es

capaz de eliminar micro plasticos del océano “71, (Figura 4).
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Figura 4. Reportes y articulos en revistas cientificas en pellets plasticos y micro

plasticos desde la década de 1970 18],
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Cualquier tipo de actividad desarrollada por la raza humana es un foco probable de
contaminacioén, tanto en la tierra como en el mar, pero entre estos dos el mar es el
que se ve mas afectado ya que cualquier tipo de contaminacion en la tierra puede
resultar en basura marina. La fragmentacion de plasticos de mayor tamafo es otra
de las fuentes importantes de origen de los microplasticos secundarios. Las
condiciones en las que se desarrollan la fragmentacion de estos materiales,
influyen mucho en la velocidad y en el tiempo que demora el proceso de
degradacion, condiciones importantes como temperatura, exposicion a luz

ultravioleta, etc. [49l.

Los desechos plasticos pueden entrar al océano directamente o pueden llegar a él
a través de otros cuerpos de agua o atmdsfera. La clave para detener el ingreso de
basura plastica al océano es evitar que entren dichos desechos al medio ambiente
en primer lugar. Los objetos mas grandes, la “macro basura”, son mucho mas
faciles de identificar y controlar que los objetos mas pequefios. Alrededor de la
mitad de la poblacién mundial vive a menos de 100 km de la costa, con un aumento
creciente de la poblacion en dicha zona. Esto significa que es probable que la
cantidad de desechos plasticos que entren en el océano desde fuentes terrestres

aumente, si no se hacen cambios significativos en la de gestion de estos residuos

[50]

Las propiedades de los plasticos estan asociadas a su biodegradabilidad. Las
propiedades quimicas y fisicas de los plasticos influyen en el mecanismo de
biodegradacion. Las condiciones de superficie (superficie especifica, propiedades
hidrofilicas e hidrofdbicas), las estructuras de primer orden (estructura quimica,

peso molecular y distribucién del peso molecular) y las estructuras de alto orden
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(temperatura de transicion vitrea, temperatura de fusién, médulo de elasticidad,
cristalinidad y estructura cristalina) de polimeros juegan un papel importante en los
procesos de biodegradacion.

En general, los poliésteres con cadenas laterales estdn menos asimilados que
aquellos sin cadenas laterales ['l. El peso molecular también es importante para la
biodegradabilidad porque determina muchas propiedades fisicas del polimero. El
aumento del peso molecular del polimero disminuy6 su degradabilidad. PCL con
mayor peso molecular (Mn> 4.000) se degradé lentamente por Rhizopus delemar
lipasa (endo-escote tipo) que con baja Mn P2, Ademas, la morfologia de los
polimeros afecta en gran medida sus tasas de biodegradacion. El grado de
cristalinidad es un factor crucial que afecta la biodegradabilidad, ya que las enzimas
atacan principalmente los dominios amorfos de un polimero. Las moléculas en la
region amorfa estan empaquetadas de manera suelta y, por lo tanto, la hacen mas
susceptible a la degradacion. La parte cristalina de los polimeros es mas resistente
que la region amorfa. La velocidad de degradacion del PLA disminuye con un
aumento en la cristalinidad del polimero 3. Como se muestra en la ecuacion, la
temperatura de fusiéon (Tm) de los poliésteres tiene un fuerte efecto sobre la
degradacion enzimatica de los polimeros. Cuanto mayor es la Tm, menor es la
biodegradacion del polimero 4. En general, Tm esta representado por la siguiente
férmula:

Tm=AH/AS (1)

Donde AH era el cambio de entalpia en la fusion y AS es el cambio de entropia en
la fusidn. Es bien sabido que las interacciones entre las cadenas de polimero

afectan principalmente al valor de AH y que las energias de rotacion interna
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correspondientes a la rigidez (la flexibilidad) de la molécula de polimero afectan
notablemente al valor de AS.

Estos materiales representan un riesgo inminente para la salud de todos los seres
vivos. Esto debido a la particularizacion en fragmentos mas pequefos que pasan
desapercibidos y son ingeridos de manera continua, lo cual representa una grave
amenaza contra la salud de seres humanos, aun asi, el polietileno de alta densidad
no es considerado como “Producto Quimico Peligroso” segun la definicion del
Estandar de Comunicacién de Riesgos de la OSHA 29. CFR 1910.1200. Los

efectos se detallan en la siguiente lista:

Contacto con los Ojos: Tanto el solido como el polvo del producto pueden
producir irritacion o lesién en la cornea, por accion mecanica. Temperaturas
elevadas pueden generar vapores en concentraciones suficientes para causar

irritacion en los ojos. Los efectos pueden incluir malestar 551,

Contacto con la Piel: El contacto prolongado no produce irritaciéon en la piel.
Lesion mecanica solamente. En condiciones de proceso normales, el material se
calienta a elevadas temperaturas; el contacto con el material puede causar

quemaduras 5%,

Absorcion por la Piel: No se prevén efectos nocivos por la absorcion a través de

la piel B3I,

Inhalacion: No es probable que una uUnica exposicidn al polvo cause efectos
adversos. Los vapores/humos liberados durante el procesado térmico pueden

causar irritacion respiratoria. Ingestion: Toxicidad por via oral muy baja. No se
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prevén efectos nocivos por ingestion de cantidades pequefas. Puede causar una

obstruccion en caso de ingestion 9,

Hablar sobre su comportamiento frente a diferentes agentes es también muy
importante. En el caso de los plasticos, estos rara vez se usan solos, generalmente
las resinas son mezcladas con otros materiales llamados aditivos, para realzar sus
propiedades. Entre estos quimicos encontramos a los plastificantes, los cuales
constituyen el grupo principal y son utilizados para incrementar el aprovechamiento
del material y aumentar su flexibilidad 6. Otros materiales incluyendo organicos
como carbon y silice para refuerzo, estabilizadores térmicos para permitir que el
plastico pueda procesarse a altas temperaturas, retardadores de fuego para
disminuir la inflamabilidad, pigmentos y estabilizadores UV para prevenir la
degradacion al ser expuestos a la luz, ademas de colorantes, agentes opacantes y
de brillo. Un amplio rango de sustancias que son utilizadas en la manufactura de
los plasticos, son resinas toxicas, y se encuentran ampliamente distribuidas en la
poblacién humana P71, Los ftalatos, por ejemplo, pueden constituir hasta un 50-60

% del peso total en la fabricacion del PVC %8,

Otro aditivo de importancia toxicolégica es el Bisfenol A, caracterizado por ser un
estrogeno agonista y un andrégeno antagonista, siendo sus niveles
correlacionados con efectos adversos en humanos y otras especies animales,
incluyendo problemas cardiacos, cancer, diabetes, alteraciones en los niveles de
circulacion de ciertas hormonas, obesidad, y anormalidades reproductivas 9.
También metales pesados como el plomo y compuestos como el tributil estafio son
usados en la produccién de PVC [ Los bifenilos policlorados o PCBs y los

bifenilos polibrominados o PBDEs han sido empleados como plastificantes, para
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incrementar el plegamiento y la suavidad, y como retardantes de fuego ¢'l. Por su
parte, el nonilfenol, utilizado como antioxidante y considerado como un disruptor
endocrino, puede generar efectos biolégicos negativos dentro de un rango bajo de

concentraciones [62],

1.5 Tratamiento de remocién de micro-plasticos en cuerpos acuiferos.

Evidentemente los micro-plasticos no son contaminantes sencillos de remover de
aguas en general. Esta remocién puede darse utilizando diferentes técnicas y
herramientas, por lo que podemos disgregar 3 grandes grupos de tratamientos de

remocion:

MecanicalFisica

Por remociéon mecanica nos referimos basicamente a operaciones de membrana,

micro filtracion, ultrafiltracion, nano filtracién y osmosis reversa.

Para el tamafio de particula vendrian a ser Micro filtracion y Ultrafiltracion.

La micro filtracion (MF) es la mas antigua de las cuatro tecnologias de membrana
actuadas por presion, que también incluyen la ésmosis inversa (Ol), nano filtracion
(NF) y ultrafiltracién (UF). Los primeros microfiltros fueron los del tipo de filtro en
profundidad, utilizado principalmente para propdsitos de laboratorio e industrial. En
la filtracion en profundidad, las particulas y microorganismos son atrapados en el
interior de la estructura interna del micro filtro. Después de la colmatacion total de
particulas o de una caida especifica de presion, los microfiltros se cambian. A
causa de la necesidad de un reemplazo regular de filtros, los micro-filtros de filtrado

en profundidad han tenido limite de aplicacion para tratamiento primario de agua
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potable, excepto en sistemas a muy pequefia escala o como pre-tratamiento para
Ol. En contraste con el concepto de eliminacion relativa por filtracion profunda, las
membranas de MF consiguen la eliminacion absoluta de contaminantes de una
corriente de alimentacion por un proceso de separacion basado en la retencion de
contaminantes sobre una superficie de membrana. Es el mas «libre» de los
procesos de membrana, teniendo un tamafio de poro desde 0,05 a 5mm. A
consecuencia de su gran tamafio de poro, se utiliza primariamente para eliminacion
de particulas y microbios y se puede operar bajo condiciones de ultra baja sesion.
Sin embargo, deberia notarse que la MF no elimina contaminantes basados
estrictamente en el tamafno del poro de membrana en todos los casos una capa de
torta, consistente en los materiales presentes en el agua de alimentacion, puede
formarse sobre la superficie de la membrana y suministrar capacidades adicionales

de eliminacion 63!,

Biolégica

En el area biolégica no se han encontrado reportes de tratamiento en campo
solamente en aguas sintéticas y a escala laboratorio. Como es el caso de la
industria quimica organica, es decir farmacéutica, textil, petroquimica, etc. Cuyo
objetivo fue determinar las mejores condiciones para llevar a cabo el tratamiento

biolégico de un efluente de la industria quimica de fabricacion de plasticos y resinas

[64]

Quimica

La remocidon con productos quimicos no presenta resultados. Sin embargo, los

efectos de la exposicion a particulas no son exclusivos de las particulas de micro-
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plasticos, ya que la mayoria de los organismos acuaticos pueden ingerir micro-
plasticos 5, Los estudios de efectos se han centrado principalmente en
organismos a niveles tréficos inferiores, es decir, zooplancton y vertebrados
bentdnicos ¢l porque se han identificado como particularmente susceptibles a la
ingestion de micro-plasticos. La comparaciéon de los efectos informados de los
micro-plasticos y los sedimentos suspendidos en diversos organismos de prueba y
en los diferentes niveles de organizacion bioldgica sugiere que las concentraciones

de efectos a menudo son comparables ['?'], (Figura 5).
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Mineral particles
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Figura 5. Valores de LOEC informados para micro-particulas de plasticoy

minerales [121],

Log'® transformé la concentracion mas baja del efecto observado (LOEC, mgL™")
en varias especies expuestas a una suspension de micro-plasticos o particulas
minerales; los valores se resumen usando 28 estudios experimentales. Las
respuestas se midieron en diferentes niveles de organizacion bioldgica

(macromoléculas, células, oérganos, individuos, poblacion y comunidad) en
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diferentes condiciones de exposicion. Los valores informados se trazan como un
nuamero de referencia del estudio (Informacion de apoyo, Tabla S1). Como la
concentracion LOEC, usamos la concentracién de prueba mas baja que dio como
resultado una respuesta significativamente diferente (en cualquier direccion) en
comparaciéon con un control libre de particulas. Las lineas verticales solidas
muestran valores medianos para cada grupo. Observe que la mayoria de los
valores, independientemente del tipo de particula, estan por debajo del limite de
descarga diaria aceptable para sélidos suspendidos totales (TSS; 100mgL™") en

aguas pluviales que se muestran como la linea punteada vertical ['21],

Ademas, los microplasticos utilizados en tales experimentos tienen particulas mas
pequenas y mas uniformes en comparacion con los espectros de tamafo del
sedimento natural 1. Esto ultimo implica que, segun el recuento de particulas, las
concentraciones micro-plasticas experimentales serian mas altas que las de las
particulas de sedimentos. Como la tasa de eliminacién en la mayoria de los
alimentadores no selectivos es una funcion de la abundancia de particulas, ['?? el
numero de particulas en un volumen de busqueda es mas importante que las
concentraciones basadas en masa. En consecuencia, se necesitan experimentos
controlados para concluir si los micro-plasticos tienen de hecho valores de LOEC
(concentracion mas baja a la cual se observa efecto) mas bajos y, por lo tanto,

mayor toxicidad en comparacion con las particulas naturales.

Los mecanismos de efecto de los microplasticos varian a través de escalas
biolégicas. Las particulas que son demasiado grandes (> 5mm) para translocarse
a organos sistémicos, en su mayoria pueden causar efectos letales, por ejemplo,

alimentacion comprometida, alteracion de la condicion y la fecundidad ©8l. A nivel
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macromolecular / celular, exposicién micro-plastica se ha relacionado con una serie
de biomarcadores, como el estrés oxidativo y la expresion de genes relacionados

con el estrés 69 [70],

Los valores de LOEC varian mucho tanto para micro-plasticos como para
sedimentos, sin diferencias significativas entre los tipos de particulas (figura 1, tabla
de informacion complementaria S4a). Sin embargo, las respuestas de mayor nivel
se producen a concentraciones significativamente menores de micro-plasticos en
comparaciéon con las particulas minerales (Tabla de informacion complementaria
S4b), aunque es probable que los mecanismos de efectos sean similares y estén
relacionados con la alimentacién. De hecho, Newcombe y MacDonald [l revisaron
los efectos bioldgicos de los sedimentos suspendidos en >70 estudios e informaron
efectos negativos sobre, por ejemplo, supervivencia de alevines en peces
salmonidos, obstruccion de apéndices de alimentacion en zooplancton,
alimentacion reducida y capacidad reproductiva junto con una mayor mortalidad y
disminucién de la poblacion en invertebrados bentonicos y pelagicos. Ademas, el
aumento de cargas de sélidos en suspension se ha relacionado con cambios
distintos en la estructura de la comunidad (figura 1, tabla de informacion de apoyo

S1). Los efectos micro-plasticos también estan relacionados con los alimentos.

Los efectos de la exposicion a micro-plasticos a menudo se relacionan con la
ingestidon de material no apto para consumo humano y, por lo tanto, con la
disminucidn de la ingesta caldrica [?l. La adicion de micro-plasticos a la suspensién
de alimentacién o al sedimento rico en compuestos organicos causa la dilucion de
la fuente de alimentacién para los alimentadores no selectivos [l 74l Otro

mecanismo que se ha sugerido es la adherencia de los micro-plasticos a los
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apéndices de alimentacion de los copépodos que dificultan la eficacia de lafiltracion
[75], Los estudios que emplean biomarcadores del estrés han informado de cambios
en el estado oxidativo y la expresion génica inducida por la exposicion de micro
plastico 9. Ademas, no puede descartarse que tales respuestas de biomarcadores
reflejen una menor ingesta caldrica en lugar de una toxicidad directa del micro
plastico per se. De hecho, los cambios en la ingesta calérica y el estado metabdlico
han demostrado que afectan a varios biomarcadores, como los marcadores de

estrés oxidativo [7°!,

De manera similar, la regulacion al alza de genes de resistencia al estrés (por
ejemplo, HSP60, HSP70 y FOXO) también se ha relacionado con un estado
nutricional comprometido en insectos ['/l. El agua natural no esta libre de particulas
como erroneamente se cree, entonces, la necesidad de controlar las particulas se
hace inminente ya que la presencia de cualquier particula puede afectar la ingesta
de alimentos, y las micro-particulas tanto naturales como antropogénicas tienen la
capacidad de causar efectos adversos a altas concentraciones, ha hecho que
muchos estudios no sean informativos o al menos, dificiles de usar en la evaluacion
de riesgos. Por lo tanto, es crucial utilizar entornos relevantes para el medio
ambiente cuando se prueban los efectos micro-plasticos y se controlan los factores
de confusién, como la ingesta de alimentos. Para implementar esto, las particulas
no alimentarias deben usarse en los tratamientos de control. Los desafios en la
evaluacion de los efectos de particulas, incluido el uso de particulas de referencia,
se han discutido en el contexto de las pruebas de toxicidad de nano-particulas 78],
La complejidad de los materiales de polimeros plantea desafios particulares para
el experimentador, ya que varios factores, como la forma, el tamafo, las

propiedades fisicoquimicas, los lixiviados, etc., deben ser considerados. Por lo
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tanto, la eleccion del material de referencia no es directa; sin embargo, los
requisitos previos generales son tanto la referencia como que las particulas de
prueba estan bien caracterizadas, lo cual es un caso raro en los estudios de efectos

micro-plasticos [/,

1.6 Perspectivas Futuras en el area

Una de las mejores noticias en cuanto a proyeccion a futuro de esta importante
industria es que esta es muy diversa y versatil, en cuanto a la variedad de productos
que fabrica como en los usos que podemos darles. Esto ha permitido el amplio
desarrollo de esta industria con el paso del tiempo, pero también nos abre la puerta
hacia la formulacion de nuevos materiales fabricados con herramientas
biotecnoldgicas que tengan caracteristicas potenciadas y mas amigables con el
medio ambiente. Pudiendo desarrollar nuevos procedimientos con la aparicion de

especies identificadas, pero sin relacién alguna en estos procedimientos.

Por otro lado, el desarrollo trajo consigo investigacion y esto nuevas posibles
soluciones para combatir tanto macro plasticos como micro-plasticos en nuestro
ecosistema en general, mediante diversos microorganismos, que a su vez también
pueden ser potenciados con herramientas genéticas y biotecnoldgicas para

degradar con mayor eficacia y en menor tiempo este tipo de materiales.
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CAPITULO I

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Lugar de ejecucion
El presente trabajo de investigacion se desarrollé de forma parcial en los siguientes
ambientes:

e Laboratorios designados H-101, H-301 y H-401 para el desarrollo de
proyectos de investigacion del Programa Profesional de Ingenieria
Biotecnoldgica de la universidad Catdlica de Santa Maria en la ciudad de
Arequipa, Peru. Brindando instalaciones adecuadas para el desarrollo y el
equipamiento de laboratorio.

e Laboratorios del Hospital de la Policia ubicado en Avenida Bolognesi N° 602
Urbanizacion La Marina. Arequipa, Peru.

e Laboratorios de Labvetsur ubicado en Av. Alfonso Ugarte Nro. 500a Z.I.
Arequipa, Peru.

e Laboratorios de BIOAL S.A.C ubicado en Av. Tomas Marsano Nro. 3664
Lima, Peru.

e Laboratorios de MacroGen, USA.
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2.2MATERIALES

e Material Bioldgico:
Microrganismos aislados de rafia en proceso de degradacion.

¢ Material de laboratorio:

Tubos de ensayo

Matraces Erlenmeyer (250, 500mL)
Pipetas (1, 5, 10mL)

Probetas (10, 20, 200mL)

¢ Reactivos y Material Quimico:

(NH4) SO4 (qp)
NaNOs (qp)
K2HPO4 (gp)
KCL (ap)
MgSOa (ap)
Levadura (gp)

Medio Agar Nutritivo
Medio Agar Mueller Hinton
Medio Agar Sangre

Medio Caldo Nutritivo
Medio Caldo BHI

e Instrumentacion y Equipos:

Microscopio
Incubadora

Mecheros Bunsen
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Placas Petri

Autoclave

Bateria Gram

Equipo de mineralizacién Denton Vacuum Desk Il
Microscopio electronico de barrido Tescan Modelo Vega Il
Secuenciador Metagenome Secuencing

PCR

2.3 METODOS

2.3.1 Obtencidon y preparacion de muestras de plasticos ambiental

La presente investigacion se llevdo a cabo mediante los procedimientos que se
detallan a continuacion: La muestra fue hallada en la provincia Jorge Basadre en
el departamento de Tacna, Peru (UTM) Latitud: -17.3000, Longitud: -70.64978. Se
delimité un area de 1m?, con mayor presencia del “analito” de interés, para llevar a

cabo el muestreo correspondiente.

Se determind y se tom6 nota de los parametros y condiciones ambientales en las
que se encontré la muestra: temperatura 21°C y humedad relativa promedio
55.15%. Se recolectaron con la ayuda de guantes y en una bolsa ZipLock. Las
muestras fueron rotuladas y empaquetadas en las mismas bolsas, en el rétulo se
considero las condiciones ambientales en las que fue encontrada y la hora de toma

de muestra. Se trasladaron a la ciudad de Arequipa para su posterior analisis.
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2.3.2 Estabilizacion con Suero Fisiolégico

Las particulas de plastico fueron estabilizadas con suero fisioldgico en placas Petri
de 20ml cada una, previamente esterilizadas. Se separaron en 2 grupos para

evaluar el tiempo de exposicién o de contacto.

e Placa 1: 24 horas en contacto con suero fisiolégico: Se depositaron los
fragmentos de plastico recolectados y 10mL de suero fisioldgico.
e Placa 2: 48 horas en contacto con suero fisiolégico: Se depositaron los

fragmentos de plastico recolectados y 10mL de suero fisioldgico.

Ambas placas fueron incubadas a temperatura ambiente. Luego de ser
correctamente cerradas y rotuladas se pusieron a buen recaudo y se dejaron

reposar a temperatura ambiente por 24 y 48 horas respectivamente.

2.3.3 Preparacion de Medios de Cultivo Microbiolégico generales y

enriquecidos

Se prepararon 2 placas de Agar nutritivo y Mueller Hinton. Para le medio sélido
Agar nutritivo (Tabla 5), se mezcldé y dejé reposar por 5 minutos, se calentd
ligeramente hasta ebullicion en agitacion constante, dejandolo hervir por
aproximadamente 2 minutos. Se llevo al autoclave y se esterilizo a 121°C durante

15 minutos.

Se dejo enfriar hasta 45°C aproximadamente y se coloc6 20 ml de medio por placas
Petri de vidrio de 9cm de diametro previamente esterilizadas. Se esperd a que las

placas enfriaran por completo y se almacenaron a temperaturas de 2°C a 8°C.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM —a&  DE SANTA MARIA

Tabla 5. Agar Nutritivo. (31g por litro de agua destilada.)

Férmula (en gramos por litro)

Infusion de carne 300g
Peptona acida de caseina 17.59
Almidén 1.5g
Agar 159

pH final: 7.3 +/- 0.1
Para la adecuada preparacion del medio sélido Agar Mueller Hinton (Tabla 6), se
dej6é embeber por 15 minutos y se calento hasta ebullicién en agitacién constante,

dejandolo hervir por aproximadamente un minuto.

Tabla 6. Agar Miieller Hinton. (37g por litro de agua destilada.)

Férmula (en gramos por litro)

Pluripeptona 5g
Extracto de carne 39
Cloruro de sodio 89
Agar 159

pH final: 7.3 +/- 0.2

Seguidamente se llevé al autoclave y se esterilizé a 121°C durante 15 minutos. Se
dej6 enfriar hasta 45°C aproximadamente y se colocaron 20mL de medio por placas

Petri de vidrio de 9cm de diametro previamente esterilizadas.

Se esper6 a que las placas enfriaran por completo y se almacenaron correctamente

a temperaturas de 2°C a 8°C.

2.3.4 Sembrado en placa

Luego del tiempo de enfriamiento de las placas de ambos medios de cultivo, se

tomoé un inoculo del suero fisiolégico con bacterias liberadas y estabilizadas
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recuperadas de los fragmentos de rafia del botadero domestico de ambas placas
(24 y 48 horas) que fueron sembrados por estria en las placas de medio Nutritivo

(Tabla 7) inicialmente, para asi poder establecer un primer conteo.

Tabla 7. Siembra por estria en Agar Nutritivo.

Muestra Temperatura: T1 Temperatura: T2
Placa A: 24h Ambiente 25°C aprox. Incubadora: 37°C
Placa B: 48h Ambiente 25°C aprox. incubadora: 37°C

Observamos en la Tabla 7 los datos de |la primera placa para la siembra en medio

Mueller Hinton, el tiempo y las temperaturas de incubacion.

Tabla 8. Siembra por estria en Agar Mueller Hinton.

Muestra Temperatura: T1 Temperatura: T2
Placa A: 24 h Ambiente 25 °C aprox. Incubadora: 37 °C
Placa B: 48 h Ambiente 25 °C aprox. incubadora: 37 °C

De la misma forma se realizd para la segunda placa para la siembra por estria en

medio Mueller Hinton (Tabla 8) y se incubo tanto a 25°C como a 37°C.

2.3.5 Evaluacion de crecimiento microbiano

Posterior a la siembra se seleccionaron las bacterias con potenciales
caracteristicas macroscépicas como color y tamano, bordes irregulares, textura de
la colonia, etc. Se dejaron por el mismo lapso de tiempo que los cultivos generales.

Luego se seleccionaron 7 colonias a las que se les realizaron repiques hasta que
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se obtuvieron cepas puras en placas diferenciadas facilitando su posterior

identificacion.

2.3.6 Preparacion de medios diferenciales

Se preparo 2 placas de Agar Sangre, McConkey y Sabouraud. El medio sélido Agar
Sangre (Medio de cultivo Enriquecido), 40g por litro de agua destilada (Tabla 9).
Se mezclé hasta lograr una suspension homogénea y se calenté en agitacion

constante hasta la ebullicion y se dejo hervir por un minuto.

Tabla 9. Agar Sangre (Medio de Cultivo Diferencial)

Foérmula (en gramos por litro)

Infusién de musculo de corazoén 3759
Peptona 10g
Cloruro de sodio 59
Agar 159

pH final: 7.3 +/- 0.2

Se dej6 enfriar hasta 45°C aproximadamente y se colocaron 20mL de medio por
placas Petri de vidrio de 9cm de diametro previamente esterilizadas.
Posteriormente se esper6 a que las placas enfriaran por completo fueron

correctamente almacenadas en un ambiente con temperaturas de 2°C a 8°C.

Se preparo también medio solido Agar McConkey Medio de Cultivo Diferencial con

la concentracion de 509 por litro de agua destilada (Tabla 10).
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Tabla 10. Agar MacConkey (Medio de Cultivo Diferencial).

Foérmula (en gramos por litro)

Peptona 179
Pluripeptona KTe|
Lactosa 10g
Mezcla de sales biliares 1.59
Cloruro de sodio 59
Agar 13.5g
Rojo neutro 0.03¢g
Cristal violeta 0.001g

pH final: 7.1 +/- 0.2
Posteriormente se esperé a que las placas enfriaran y fueron almacenadas en un
ambiente con temperaturas de 2°C a 8°C.Luego se prepar6 el medio solido Agar
Sabouraud (Tabla 11). Medio de Cultivo Diferencial. Se suspendié 65g de medio
deshidratado en un litro de agua destilada. Se calenté y agit6é frecuentemente y se

dejo hervir durante 1 minuto para disolver completamente los ingredientes.

Tabla 11. Componentes y concentraciones para Agar Sabouraud.

Formula en gramos por litro.

Digerido enzimatico de caseina 10,0 g
Dextrosa 40,09
Agar 15,09
Agua destilada c.s.p. 1000 mL

Se evito la ebullicidon y se esterilizé a 121°C durante 15 minutos, se distribuyd y se
dej6 enfriar a temperatura ambiente antes de su utilizacion. Posteriormente fueron

almacenadas en un ambiente con temperaturas de 2°C a 8°C.
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2.3.7 Sembrado en medios diferenciales

Una vez enfriadas comprobada la esterilidad de los medios de cultivo se procedio
a la siembra en estos medios. La siembra en Agar Sangre (Tabla 12) se realiz6 por

estria y se incub6 a 25 y 37°C.

Tabla 12. Agar Sangre: Pruebas diferenciales

Muestra Temperatura: T1 Temperatura: T2
Placa A: 24h Ambiente 25°C aprox. Incubadora: 37°C
Placa B: 48h Ambiente 25°C aprox. Incubadora: 37°C

En McConkey (Tabla 13) se realiz6 el mismo procedimiento con los repiques

obtenidos de los medios generales y enriquecidos.

Tabla 13. Agar Mc Conkey: Pruebas diferenciales

Muestra Temperatura: T1 Temperatura: T2
Placa A: 24h Ambiente 25°C aprox. Incubadora: 37°C
Placa B: 48h Ambiente 25°C aprox. Incubadora: 37°C

Los repiques obtenidos en las primeras siembras se hicieron por estria, de la misma

forma que los 2 anteriores, incubando a 25 y 37°C.

Tabla 14. Sabouraud: Pruebas diferenciales

Muestra Temperatura: T1 Temperatura: T2
Placa A: 24h Ambiente 25°C aprox. Incubadora: 37°C
Placa B: 48h Ambiente 25°C aprox. Incubadora: 37°C

Por ultimo, en el medio Sabouraud, también se evalud el crecimiento de cada

colonia en los medios diferenciales (Tabla 14).
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Se selecciond cepas por caracterizacibn macroscopica referenciadas

bibliograficamente para posible degradacion de PEAD.

2.3.8 Tincion Gram

Se agreg6 Cristal Violeta hasta cubrir el frotis y se dejé actuar por un minuto. Se
lavé con agua corriente, y se retird solamente el exceso de colorante.
Seguidamente se agreg6 el mordiente Lugol de la misma forma hasta cubrir la
muestra y se dejé actual por un minuto. Se lavé con agua corriente. Luego se

decoloraron todas las muestras con alcohol acetona y se lavé con agua corriente.

Después se agrego Zafranina hasta cubrir la muestra por completo y se dej6 actuar
también por un minuto. Transcurrido el tiempo se lavd con agua corriente. Se
dejaron secar todas las muestras a temperatura ambiente. Se observaron las

muestras a 40X y con aceite de inmersion a 100X.

2.3.9 Caracteristicas Microscopicas

Mediante Tinciones Gram se determind caracteristicas microscopicas en las

primeras siembras. Para ello se utilizaron los siguientes procedimientos:

Se tomaron portaobjetos nuevos y se lavaron de 2 a 3 veces con jabon carbdlico,
se enjuagaron bien y se lavaron nuevamente con alcohol de 95° varias veces,

posteriormente fueron flamearlos y se dejaron secar.

Una vez limpios se rotularon en uno de los extremos con letras desde la A hasta la
G. Se prepararon los Frotis bacterianos con las colonias de cada una de las placas

y agua estéril y se fijaron con calor.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

2.3.10 Purificacion de cepas bacterianas

Las cepas bacterianas se repicaron en placas estériles con medio fresco hasta

obtener colonias totalmente puras.

2.3.11 Identificacion y Caracterizacion Bioquimica

Las colonias puras fueron llevadas al centro de control de investigacion cientifica y
diagnostico “LABVETSUR” donde se identificaron bioquimicamente. Algunos de los
medios utilizados fueron: TSI, Urea, Gelatina, Oxidasa, y medios selectivos de

cultivo en placa.

2.3.12 Crio-conservacion en glicerol

Se inocularon en el caldo BHI y fueron envasadas para ser conservadas con
Glicerol. Por cada 100mL de muestra se utilizé 3mL de glicerol. Se tom6 1mL por
cada matraz y se trasladaron a tubos Eppendorf estériles. A cada tubo con 1mL de
in6culo se adicion6 0.3mL de glicerol para su conservacion. Para culminar con el

proceso de conservacion los 5 tubos Eppendorf fueron refrigerados a -40°C.

Preparacion de Cultivos Liquidos

Se seleccionaron las de interés para la investigacion y se preparé medio de cultivo
para posteriores siembras. Previo a esto se autoclavaron 5 matraces y se rotularon
con las letras de las cepas seleccionadas. Se prepararon 50ml de caldo BHI (Tabla
15) y se esterilizo el ambiente donde se realiz6 la inoculacién. Se limpid el meson
del laboratorio con alcohol de 95% y se garantizo la esterilidad del ambiente con el
mechero Bunsen encendido. Luego se coloc6 5ml de caldo en los matraces de

10mL y con la ayuda de un asa de Kolle se tom6 una colonia de cada placa y se
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inoculd en cada matraz, se agité y mezclo bien, se cerrd el matraz utilizando
Parafilm y se colocaron en el Shaker a 30rpm y con el Hot Plate a 37°C de
temperatura por 7 dias o hasta notar turbidez. Una vez generada turbidez se

sembro en medios sélidos facilitando también su conservacion.

Tabla 15. Caldo BHI (Cultivo Liquido)

Caldo BHI (Cerebro-Corazén)

Infusion de cerebro y corazon (sélidos) 8.0¢g
Digerido péptico de tejido animal 50¢g
Digerido pancreatico de caseina 16.0g
Cloruro sodico 5.0g
Glucosa 20g
Fosfato disédico de hidrogeno 25¢g

Preparacion del indculo liquido. Se tomaron 5mL de Caldo BHI fresco y estéril en
un matraz, con un asa de Kolle se tomé una colonia de cada bacteria purificada y

se disolvio en el medio. Se puso a incubar en el Shaker a 7 grados y 30rpm.

Posteriormente y por similitud en los géneros reportado bioquimicamente se realizo
una asociacion de las mismas en dos grupos. Luego se sometio el PEAD a
tratamientos mecanicos de molienda que facilitaron su biodegradacion. EI PEAD
fue lijado hasta obtener polvo fino de PEAD. Se purificé la muestra con imanes para

evitar restos de lijar.

2.3.13 Estandarizacion de PEAD

El PEAD puro se distribuyé en matraces de 10mL previamente esterilizados y
rotulados con numeros del 1 al 4. Se afiadié 1g de PEAD por matraz y luego se le
agrego a cada uno caldo BHI sin inoculo alguno, recién esterilizado. Estos matraces

también fueron colocados en el Shaker a 30rpm y 37°C de temperatura en el Hot
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Plate. Se tomaron muestras del PEAD en contacto con el caldo BHI cada semana
durante 1 mes. Cada uno de los matraces fue filtrado para eliminar el medio y tomar

unicamente el peso del PEAD.

Primero se peso6 cada papel filtro seco, luego se peso el papel filtro con el PEAD
que estuvo en contacto con el caldo BHI. Se puso cada papel filtro en el desecador

por 4 semanas y se tomaron datos de peso cada semana.

2.3.14 Preparacion del medio Sintético PEAD

Una vez estandarizado el peso del PEAD, se empez6 con la preparaciéon de medio
sintético para la degradacién. Se utilizaron materiales de laboratorio quimicamente

puros (Tabla 16).

Tabla 16. Medio de Crecimiento: Medio Sintético

Medio de crecimiento 1Lt

(NH4) SO4 0.10%
NaNO3 0.10%
K2HPO4 0.10%
KCL 0.10%
MgSO4 0.20%
Levadura 0.10%

Luego de haber preparado el medio de crecimiento, se le afadio el PEAD para

generar el medio enriquecido (Tabla 17).

Tabla 17. Medio de Cultivo Sintético Enriquecido con PEAD

Medio enriquecido
Medio de crecimiento 100mL
Polietileno en polvo 0.2g
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2.3.15 Adaptacion de las cepas al medio sintético o enriquecido

Se separaron en 2 grupos para evaluar su capacidad degradadora de PEAD. Luego
se esterilizaron 16 matraces de 10mL y se rotularon de la siguiente manera: GP1,
GP2, GP3, GP4, GP5, GP6, para el conjunto de Pseudomonas y para el consorcio
bacteriano: GC1, GC2, GC3, GC4, GC5, GC6. Los 2 matraces restantes, se

utilizaron como blancos.

e Grupo 1: Pseudomonas spp.

Se preparo caldo BHI fresco y estéril para iniciar con el proceso de adaptacion.

Las 2 variedades de Pseudomonas se inocularon en el matraz GP1 de 10mL de
capacidad con 5mL de caldo BHI en su interior, se colocé en el Shaker a 30rpm y
a 37°C de temperatura en el Hot Plate por 1 semana. Transcurrido el tiempo de
crecimiento, se tomaron 4mL del matraz GP1 y se colocaron en el matraz GP2 que
contenia 1 ml de caldo de crecimiento y 0.002g de PEAD. Este nuevo matraz se
coloco nuevamente en el Shaker a 30rpm y a 37°C de temperatura en el Hot Plate
por 1 semana. Transcurrido el tiempo de incubacién del matraz GP2 en el shaker,
se tomd una alicuota de 3mL y se inoculd en el matraz GP3 que contenia 2 ml de
caldo de crecimiento y 0.004g de PEAD. Este matraz se coloc6 nuevamente en el
Shaker a 30rpm y a 37°C de temperatura en el Hot Plate por 1 semana. Al cabo de
7 dias el matraz GP3 estaba listo para una nueva toma de muestra por lo que se
tomaron 2mL del GP3 y se inocularon en el nuevo matraz GP4 con 3mL de medio
de crecimiento y 0.006g de PEAD. Este se colocé nuevamente en el Shaker a
30rpm y a 37°C de temperatura en el Hot Plate por 1 nueva semana. Una vez
cumplidos los 7 dias de incubacion, se tomé una alicuota de 1ml del GP4 y se

coloco en un nuevo matraz GP5 con 4mL de medio de crecimiento con 0.008g de
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PEAD. Este nuevo matraz se colocé nuevamente en el Shaker a 30rpm y a 37°C
de temperatura en el Hot Plate por 1 semana. Finalmente se tomé una alicuota de
0.5mL del matraz GP5 y se coloc6 en el GP6 con 4.5ml de medio de crecimiento
con 0.009g de PEAD. Este matraz se colocé nuevamente en el Shaker a 30rpm y
a 37°C de temperatura en el Hot Plate por 2 semanas mas y se observo el
crecimiento y la turbidez cada 3 dias. Los matraces GP1, GP2, GP3, GP4 y GP5

fueron guardados en refrigeracion.

e Grupo 2: Consorcio Bacteriano

En simultaneo se realizd el mismo procedimiento con los matraces GC1-GC6. Se
prepar6 caldo BHI fresco y estéril para iniciar con el proceso de adaptacién. Las 5
variedades de bacterias identificadas bioquimicamente se inocularon en el matraz
GC1 de 10ml de capacidad con 5mL de caldo BHI en su interior, se colocé en el
Shaker a 30rpm y a 37°C de temperatura en el Hot Plate por 1 semana.
Transcurrido el tiempo de crecimiento, se tomaron 4mL del matraz GC1 y se
colocaron en el matraz GC2 que contenia 1mL de caldo de crecimiento con 0.002g
de PEAD. Este nuevo matraz se colocé nuevamente en el Shakera 30rpmy a 37°C
de temperatura en el Hot Plate por 1 semana.

Transcurrido el tiempo de incubacion del matraz GC2 en el Shaker, se tomé una
alicuota de 3ml y se inocul6 en el matraz GC3 que contenia 2mL del medio de
crecimiento con 0.004g de PEAD. Este matraz se colocé nuevamente en el Shaker
a 30rpm y a 37°C de temperatura en el Hot Plate por 1 semana. Al cabo de 7 dias
el matraz GC3 estaba listo para una nueva toma de muestra por lo que se tomaron
2mL del GC3 y se inocularon en el nuevo matraz GC4 con 3mL de medio de

crecimiento con 0.006g de PEAD. Este se colocé nuevamente en el Shaker a
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30rpm y a 37°C de temperatura en el Hot Plate por 1 nueva semana. Una vez
cumplidos los 7 dias de incubacion, se tomd una alicuota de 1mL del GC4 y se
coloco en un nuevo matraz GC5 con 4ml de medio de crecimiento con 0.008g de
PEAD. Este nuevo matraz se colocé nuevamente en el Shaker a 30rpm y a 37°C
de temperatura en el Hot Plate por 1 semana. Finalmente se tomé una alicuota de
0.5mL del matraz GC5 y se coloco en el GC6 con 4.5ml de medio de crecimiento
con 0.009g de PEAD. Este matraz se colocd nuevamente en el Shaker a 30rpm y
a 37°C de temperatura en el Hot Plate por 2 semanas mas y se observo el
crecimiento y la turbidez cada 3 dias. Los matraces GC1, GC2, GC3, GC4 y GC5
también fueron guardados en refrigeracion. Durante el tiempo de evaluacion
transcurrido se trabajoé con 2 blancos, uno para el caldo BHI y otro para el medio
enriquecido con PEAD. Transcurridas las 2 semanas de cultivo de los matraces
GP6 y GC6 se tomaron 2mL de cada matraz y se inocularon con 10mL de medio
de crecimiento fresco con 0.02g de PEAD en nuevos matraces estériles. El matraz
GP’ para el GP6 y el GC’ para el GC6 que se dejaron incubar en las mismas

condiciones por 2 semanas.

2.3.16 Evaluacion de la capacidad de degradacion de ambos grupos.

Al cabo de 2 semanas de incubacion se tomaron alicuotas de cada matraz para
conformar el sistema de avaluacion a mini-escala. Se autoclavaron 14 nuevos
matraces con 10mL de capacidad y se rotularon teniendo en cuenta el grupo al que
pertenecian y el tiempo de incubacion de cada uno. Ademas de los matraces se
cortaron, pesaron y rotularon 12 papeles filtro para la evaluacion correspondiente.

Se rotuldé y peso cada uno de los matraces. Se tomd nota de los cada uno de los
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pesos. Posteriormente se tararon y se agregd 0.01g de PEAD a cada matraz y

finalmente se agregd 4mL de medio por cada uno quedando listos para inocular.

Grupo 1: Pseudomonas spp. (GP’): Se inoculo el cada uno de los matraces
pertenecientes al grupo 1, 1mL de GP’. Matraces GP1’, GP2’, GP3’, GP4’, GP5’ y
GP6’ el matraz blanco fue rotulado como GPB’. Los 7 matraces fueron puestos en

el Shaker a 37°C de temperatura y a 30rpm por un periodo de 6 semanas.

Grupo 2: Consorcio Bacteriano (GC’): En simultaneo se inocul6 el cada uno de los
matraces pertenecientes al grupo 1, 1mL de GC’. Matraces GC1’, GC2’, GC3’,
GC4’, GC5’ y GC6’ el matraz blanco fue rotulado como GCB'’. Los 7 matraces
también fueron puestos en el Shaker a 37°C de temperatura y a 30rpm por un

periodo de 6 semanas.

2.3.17 Evaluacion y recopilaciéon de datos.

Grupo 1: Pseudomonas spp. (GP’) y Grupo 2: Consorcio Bacteriano (GC’)

Para esta etapa se esterilizaron 2 embudos, 2 baguetas y 2 beakers de 10mL cada
semana, ademas de 12 placas Petri de 20mL. Al cabo de la primera semana se
retir6 del Shaker el matraz GP1’ y GC1’, ambos contenidos en absolutas
condiciones de esterilidad fueron filtrados. Al término de la filtracidn cada papel fue
pesado obteniendo un dato inicial y fue llevado al desecador. En la segunda
semana se repitié el procedimiento con los matraces GP2' y GC2’. Fueron filtrados
y pesados. Ademas de tomar el peso de los matraces de la segunda semana se
registré un nuevo dato de peso de las muestras de la primera semana. Ambas

muestras son puestas en el desecador. En la tercera semana los matraces GP3’ y
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GC3 también fueron filtrados y pesados, adicionalmente se registraron
nuevamente pesos de las muestras de la primera y segunda semanay se colocaron
las 3 muestras en el desecador. En la cuarta semana se repite el proceso de
filtracion con los matraces GP4’ y GC4’. Luego, se registraron pesos de las
muestras de la semana 1, 2 y 3. Las 4 muestras recopiladas se colocaron en el
desecador. En la quinta semana se filtré con el material estéril las muestras GP%’
y GC5'’ y se registro el peso de las muestras de la semana 1, 2, 3 y 4. Luego se
colocaron nuevamente en el desecador. En la sexta semana de incubacién los
matraces GP6’ y GC6’ fueron filtrados y posteriormente de registraron los pesos de
las muestras de las semanas 2, 3, 4, y 5. Las 4 muestras fueron colocadas
nuevamente en el desecador. Luego de las 6 semanas de incubacién solo se
tomaron datos de peso. En la semana 7 se registraron unicamente datos de peso
de las muestras de las semanas 3, 4 y 5. Luego, se mantuvieron en el desecador.
En la semana 8 se registraron los pesos de las muestras de la semana4y 5y se
colocaron nuevamente en el desecador. Para la semana nueve solamente se
registro el peso de las muestras de la semana 5. Todos los matraces de enjuagaron
con agua destilada y se volvieron a filtrar para evitar resultados erréneos. La
turbidez se midié en base al blanco. Cada una de las muestras tuvo 5 datos de
peso. Los papeles filtros fueron cuidadosamente guardados en placas Petri

estériles, selladas y guardadas para los posteriores procedimientos.

2.3.18 Metalizacion de las muestras
La metalizacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Microscopia Electrénica de la
Universidad nacional de San Agustin, a cargo de la Ing. Violeta. Las muestras

fueron llevadas en placas Petri previamente esterilizadas y totalmente selladas a
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los laboratorios de Microscopia. Para la metalizacion las particulas de PEAD fueron
fijadas con una cinta de carbono, posteriormente fueron sometidas a un bombardeo
de particulas de Oro conocido como “Sputtering” por un lapso de 60 segundos
utilizando un metalizador de vacio marca Denton Vacuum Desk Il el cual le
proporciond un recubrimiento de grano fino (100A) uniforme y con la conductividad
necesaria para ser observado por MEB con solo un ciclo de revestimiento.
Finalmente fueron colocadas en porta muestras especiales y guardadas para su
visualizacion en el MEB.

Microscopia Electrénica de Barrido. Las muestras ya metalizadas se trasladaron
en cajas herméticas hasta el laboratorio de Microscopia Electronica en la facultad
de metalurgia de la Universidad Nacional Jorge Basadre Grogman. En el cual
fueron analizadas utilizando el Microscopio Electrénico de Barrido Marca Tescan

Modelo Vega Il con un aumento 1.00 y 5.00 kx.

2.3.19 Secuenciamiento 16s RNA

Las colonias bacterianas se procesaron utilizando determinados kits de
secuenciacion y un protocolo validado para MacroGen, todo esto luego del haber
sido repicado, purificado y sembrado, para la posterior extraccion de DNA de
bacterias en fase potencial mediante PCR (Tabla 18). Los datos de secuencia se
analizaron y utilizaron las bases de datos NCBI y BLAST, y la identificacién se
asigno utilizando las pautas del protocolo establecido por MacroGen. Asigno

utilizando las pautas del protocolo establecido por MacroGen.
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Tabla 18. Primers utilizados e informacion de la muestra a analizar.

# Sample Primer product Plate Well Primer Sequence (5 to 3) Primer
Name Name size (bp) Name Position Concentration
(pmol/ul)
81 P 27F aprox. 17- G9 AGAGTTTGA TCCTGGCTCAG 5
aeruginosa 1300 108
P5
82 Pspp 27F aprox. 17- G10 AGAGTTTGA TCCTGGCTCAG 5
1300 108
P5
177 P 1492R aprox. 17- G9 GGTTACCTTGTTACGACTT 5
aeruginosa 1300 108
P5
178 P spp 1492R aprox. 17- G10 GGTTACCTTGTTACGACTT 5
1300 108
P5

2.4 FLUJOGRAMA DE ACTIVIDADES
La Figura 6 presenta el diagrama de flujo de actividades ejecutado en el proyecto

de acuerdo a la metodologia presentada para la obtencion de los objetos.
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CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Obtencién y preparacion de muestras de plasticos ambiental.

Se obtuvieron pequefios fragmentos de rafia débiles al tacto. Se identificaron
facilmente por la abundancia de estos en el area (zona urbana). El material fue
hallado en botaderos urbanos localizados en el departamento de Tacna (Figura 7)
en avanzado proceso de foto-degradacion (luz UV). Se tomdé en cuenta, la
temperatura como unico parametro ambiental relevante para el cultivo de los

microrganismo en laboratorio.

f Punto de muestreo Leyenda
Imagen satelital ¢ -17.3000, -70.64978
4% Aerodromo Toquepala

Figura 7. Fotofrafia de geo localizacion en Google Earth sobre el punto toma de

muestra.
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Para la obtencién y preparaciéon de la muestra se utilizé una variacion de la Guia
de Muestreo de Suelos En el marco del Decreto Supremo N° 002-2013-MINAM,
Estandares de Calidad Ambiental (ECA) para Suelo. El muestreo elegido fue el de
identificacion, definido basicamente por la inspeccion de la zona. En este caso la
data histdrica sobre contaminacién de la zona nos expuso una gran cantidad de
extension de terreno muy contaminada, debido en su mayoria a un marco complejo
del ambito social, politico, econémico y por consecuencia ecoldgico Bl Las
variaciones también fueron dadas por el objetivo general de la investigacion,
orientado hacia el descubrimiento de especies nativas con alta probabilidad de ser
encontradas en estos polimeros. Ya que los posibles microorganismos aislados de
un determinado polimero, pueden servir para degradar 2 existen muchas
investigaciones sobre “biodegradacion de plasticos” y se utilizan actualmente

muchos microrganismos para lograr el cometido.

De esta manera la identificaciéon se dio de forma en la que el Unico requisito fue la

presencia del material de interés.

La principal caracteristica en este caso fue la fragilidad del material dada por un
proceso de foto degradacién, Este proceso se basa en que la energia de la luz
ultravioleta procedente de la luz solar es mayor que la energia de union de los
enlaces moleculares C-C y C-H y por lo tanto rompen las cadenas moleculares
reduciendo su peso molecular y propiedades mecanicas 3. Los fragmentos de
plastico fueron recuperados con la guia de protocolos estandar de toma de
muestra, rotulados, empaquetado y traslado para laboratorio, utilizando materiales

estériles.
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Los parametros ambientales manejados en laboratorio, fueron dados por las
condiciones en las que se encontraron 4. Entre los mas relevantes para el manejo

inicial de la muestras se encuentran la temperatura (Tabla 19) y la humedad

relativa.
Tabla 19. Temperaturas de muestreo in situ.
Temperatura Maxima Temperatura Minima
Fragmentos de Rafia 25°C 8°C

3.2 Estabilizacion de la muestra con Suero Fisiolégico

Tiempo: Tanto la placa A como la placa B presentaron crecimiento de varias
colonias. Sin embargo, se observé mayor crecimiento con indculo de la placa A (24

horas).

Temperatura: Las placas que fueron llevadas a la incubadora presentaron menor

crecimiento que las que crecieron a temperatura ambiente.

Tabla 20. Temperaturas de estabilizacion con suero fisiolégico.

Temperatura 37°C  Temperatura Amb.

Placa A Crecimientonormal Mayor Crecimiento
24 horas

Placa B Crecimiento normal Crecimiento normal
48 horas

En esta etapa el suero fisioldgico fue utilizado como un diluyente isoténico para las

células bacterianas con el fin de conservarlas y lavarlas para una adecuada
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preparacion para su posterior estudio (Tabla 20), esto en base a los parametros,
temperatura (ambiental) y tiempo de desprendimiento promedio (24 horas), sin
embargo se plantea el uso de caldo pre-enriquecido (Tripticasa de Soya) con los

nutrientes y las condiciones necesarias para su recuperacion de microrganismos

[85]

3.3 Sembrado en placa y evaluacion de crecimiento microbiano.

Los resultados de la siembra en medios generales y enriquecidos se desarrollaron
casi de la misma manera, la diferencia mas tangible estuvo en el aumento de la
velocidad de crecimiento de las cepas en el medio Mueller Hinton. La Figura 8
muestra el crecimiento en medio Mueller Hinton en su 5 dia a 37°C, en comparacion
con el Agar nutritivo, donde se desarrollé de forma mas rapida y pronunciada. Esto
debido a que en una poblacion de bacterias que se encuentren en crecimiento
equilibrado (medio adecuado, parametros nutricionales y ambientales constantes)

todos los constituyentes aumentan de manera proporcional en la unidad de tiempo.

Figura 8. Comparativo de crecimiento bacteriano con respecto al tiempo en medio

(A) Agar Nutritivo y (B) Miieller Hinton.
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Por lo que cuando se da el cambio de una cantidad de nutrientes a una cantidad
de mayor, se genera mayor crecimiento y proliferacion de las especies. Esto queda
demostrado en la siguiente ecuacion (2) 1231,

Velocidad de aumento de células = y. N° 0 masa de células

M: velocidad especifica de crecimiento

Por lo que en términos matematicos la velocidad de crecimiento de cualquier

componente en un tiempo corto puede expresarse como la siguiente ecuacion (3)

[124]

dZ=p.Z dt

La tincion Gram (Tabla 21) realizada sirvi6 como primer analisis microscépico de
las cepas obtenidas y también permitié obtener detalles sobre su estructura interna,

ademas de algunas funciones fisiologicas [12%.

Tabla 21. Evaluacién microscoépica y de crecimiento en medios generales.

Agar Agar Gram Gram (-)

© Nutritivo Mueller ()

a Hinton

()

M1 v v i\
M2 v v v
M3 y y

M4 v v v

M5 \ v v
M6 y y

M7 v v v
M8 v \ v
M9 v v
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3.4 Siembra en medios diferenciales.

Los resultados de la siembra en Agar sangre, de los repiques obtenidos del medio
Mueller Hinton, fueron importantes en cuanto a caracteristicas morfoldgicas, como
se puede apreciar en la Figuras 9 y 10. Se lograron aislar 9 cepas diferentes. En
1 muestra se observo ligera hemolisis Beta (Colonia 6), en las 9 restantes hemolisis

Gamma.

Figura 9. Fotografia de registro del crecimiento bacteriano en Agar Sangre.

Uno de los motivos principales por los que se sembr6 en Agar sangre, es porque
este le brinda soporte de nutriente necesarios para un 6ptimo crecimiento tanto a
bacterias aerobias de facil desarrollo como a bacterias exigentes en sus
requerimientos nutricionales. Lo que nos asegura abarcar un mayor rango de

posibles microorganismos creciendo en Agar Sangre [26],
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Figura 10. Fotografia de registro de crecimiento y caracteristicas macroscépicas en

Agar sangre.

Los resultados de la ultima observacion al microscopio bajo la técnica de tincion
Gram, nos dieron como resultado diversas formas, cocos y bacilos Gram (+) y

bacilos Gram (-).

La Figura 11, muestra bacilos curvos Gram (-) cuyas caracteristicas
macroscopicas se complementan con las descripciones ['?7], quien indica que este

tipo de caracteristicas corresponden al tipo Pseudomona Aeruginosa.
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Figura 11. Fotografia de Vista Microscopica 100X.

Los resultados de la tincion Gram (Tabla 22) corroboraron la pureza de las cepas
y las caracteristicas fisicas vistas al microscopio al mostrar los mismos resultados
que la tincién anterior.

Por otro lado, se evalud la velocidad de crecimiento de cada cepa por separado,
teniendo en cuenta los factores ambientales como temperatura y los medios de

siembra utilizados.
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Tabla 22. Evaluacion microscépica y de crecimiento en medios diferenciales.

Agar Agar Gram Gram (-)

Sangre Mac (+)

3 Conkey

S

ci v v v
C2 N - N
c3 v v v

c4 N - N

c5 v v v
C6 v v v

C7 \ - \

c8 N - \
co v v v

Los resultados (Tabla 23) mostraron mayor crecimiento a 37°C y evidenciaron
mayor velocidad en la cinética de crecimiento bacteriana al encontrar mayor

porcentaje de nutrientes en el medio, es decir en medio especificos o enriquecidos.

Tabla 23. Evaluacién del crecimiento en el tiempo. (P): (-) / (M): (+) / (A): (++)

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9

25°C + - + - + + - + +

37°C ++ + ++ + ++ ++ ++ ++ ++

3.5 Evaluacion Morfolégica y de crecimiento Microbiano
Las caracteristicas morfolégicas obtenidas a lo largo de las siembras y los repiques

en los diferentes medios utilizados fueron recopilados para otorgar un resumen de
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las caracteristicas fisicas mas resaltantes de las colonias (Tabla 24). Esta
informacion comparada con la bibliografia de identificacion ofrece una mejor visiéon

de las posibles especies y sub especies presentes en la placa.

Las caracteristicas morfologicas de las colonias como forma, tamafio, coloracion,
tipo de bordes, y textura ya sea mucoide o no, se determinaron de acuerdo a lo

reportado [86] para el género Staphylococcus 'y Pseudomona.

La identificacion macroscopica de una determinada bacteria, actualmente se
realiza bajo métodos y técnicas mas convencionales, basandose en caracteristicas
(Figura 12), como forma, color, textura, bordes, etc /1. Y fue tal cual este método
que se identifico morfolégicamente las cepas bacterianas, segun el texto de
Morfologia y Estructura bacteriana — 8 U.T. 12-1, las caracteristicas dependen
mucho del medio de cultivo, sus componentes, y aditivos. Ademas otro factor

importante radica en las condiciones de incubacion.

Forma Elevacion
Plana TR
Puntiforme Nee ot
Convexa

Circular

Umbilicada
Rizoide

j s
®
E -
Filamentosa % Acuminada A
* Plano-convexa -
\{. >

Irregular

Fusiforme Papilada

Figura 12. Forma y elevacion de las colonias ( )
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Tabla 24. Caracteristicas macroscopicas de las colonias obtenidas.

Cepa T°
37°C
M4 M5 M6
e Velocidad de crecimiento e Velocidad de e Velocidad de
lenta/moderada. crecimiento crecimiento
¢ Aerobia lenta/moderada. moderada/rapida
@ ¢ Cocos Gram (+) ¢ Aerobia ¢ Aerobia
2 e Crecié en agar Nutritivo, ¢ Crecié en agar Nutritivo, e Colonia medianas semi-
% Mueller Hinton y Agar Mueller Hinton y Agar transparente.
° sangre. sangre. * Bacilos pequefios
g e Colonias amarillentas, de e Bacilos pequefios Gram  curvos Gram (+)
o bordes regulares circulares (-) e Crecio en agar
pequenas”.. e Colonias de tamaiio Nutritivo, Mueller
medio, beige , de bordes Hinton y Agar sangre.
semitranparentes e
irregulares.
M1 M2 M3
e Velocidad de crecimiento e Velocidad de e Velocidad de
lenta/moderada. crecimiento crecimiento
e Aerobia lenta/moderada. lenta/moderada.
§ e Crecié en agar Nutritivo, ¢ Aerobia « Aerobia
2 Mueller Hinton y Agar eCocos Gram (+) ¢ Colonia medianas semi-
= sangre. e Crecio en agar Nutritivo, transparente .
§ e Bacilos pequeios Gram (-) Mueller Hinton y Agar e Bacilos Gram (+)
© e Colonias medianas marron sangre. e Creci6 en agar
© oscuro con bordes semi e Colonias circulares Nutritivo, Mueller
transparentes, e pequeiias blanquecinas Hinton y Agar sangre.
irregulares. (agar sangre). y de bordes regulares”.
M7 M8 M9
e Velocidad de crecimiento e Velocidad de crecimiento e Velocidad de
lenta/moderada. lenta/moderada. crecimiento
e Aerobia e Aerobia lenta/moderada.
e Bacilo Gram (+) e Crecié en agar Nutritivo, e Aerobia
n e Crecié en agar Nutritivo, Mueller Hinton y Agar
_g Mueller Hinton y Agar sangre. e Colonias de tamafo
7 sangre. e Bacilos pequeiios Gram (- medio, beige , de bordes
§ e Colonias medianas color ) semitranparentes e
g beige s de bordes e Colonias de tamano irregulares.
© irregulares semi- medio, marrén cremoso
© transparente (agar sangre). * Bacilos pequenos
curvos Gram (-)
¢ Crecio en agar
Nutritivo, Mueller

Hinton y Agar sangre.
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La forma de las colonias es una caracteristica determinante e indispensable en las
bacterias para poder iniciar con la identificacion de forma correcta. Las
caracteristicas morfolégicas mas importantes de una colonia bacteriana aislada

sobre un medio de cultivo sélido son [€8!:

e Tamano

¢ Morfologia

e Superficie

o Consistencia
e Pigmentacion
e Hemodlisis

e Olor

Rizoide

Ondulado Lobulado

Filamentoso Espiculado

Figura 13. Borde de las colonias.

Las bacterias halladas pertenecientes a los géneros Pseudomonas,
Staphylococcus y Bacillus, fueron identificadas en primera instancia mediante la
informacién proporcionada por la bibliografia. En el caso de los Bacillus algunas de

las especies se determinaron Unicamente por tincion Gram 9, cuyo aporte en la
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confirmacién fue importante. Para Pseudomonas ®°, la temperatura inicial al
momento del muestreo fue de 25°C, temperatura con la cual también se trabajo al

momento de estabilizar las bacterias P11,

Sin embargo, nos muestran dos graficas en las que el aumento hacia la
temperatura maxima genera una reaccion enzimatica en su maximo potencial ['28],
(Figura 14). Por la temperatura en la cual fueron encontradas las muestras,
pudimos determinar que se trataba de un pull de bacterias mesdfilas, que segun
ICMSF, 2000, son todas aquellas con la capacidad para desarrollarse en rangos
de temperatura inferiores o superiores a los 30°C, normalmente entre los 15 y 40°C

(129 (Figura 15).

Optimo

Tasa de Crecimiento

Minimo

| / Maximo ‘\

Temperatura

Figura 14. Optimizacién de reacciéon enzimatica por variacion de la temperatura 28],
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Figura 15. Comparacion de la reaccion enzimatica segun la naturaleza de los

microorganismos [129],

Los cultivos realizados en agar, las pruebas bioquimicas como Oxidasa, TSI, urea
y gelatina, son los protocolos establecidos por Labvetsur. Sin embargo, existen
otros protocolos como los planteados B8, que constituye pruebas preliminares que
se utilizan en la identificacion y la inmediata lectura de catalasa y oxidasa, ademas,
plantea que existen otras pruebas rapidas con resultados para lectura en un

maximo de 6 horas, luego de realizado el test, tales como la B-galactosidasa, la

ureasa y el indol, etc.

3.6 Pruebas Bioquimicas y tincion Gram

Todas las cepas obtenidas fueron sometidas a tincion Gram y a determinadas

pruebas bioquimicas. Estas fueron realizadas en las instalaciones de Labvetsur

(Anexo X) y los resultados se muestran en la Tabla 25.
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Tabla 25. Resultados de pruebas bioquimicas realizadas en Labvetsur.

Muestra Nombre

M1 Pseudomona flourescens
M2 Staphylococcus spp.

M3 Bacillus spp.

M4 Staphylococcus spp.

M5 Pseudomona flourescens
M6 Bacillus spp.

M7 Bacillus spp

M8 Pseudomona spp.

M9 Pseudomona aeruginosa

Al tener 2 especies de Pseudomonas, varias de Bacillus y algunas de
Staphylococcus, se formaron consorcios de trabajo, segun los reportes
bibliograficos sobre las especies, con referencia al trabajo y al material (PEAD),
fundamento que sirvio también para ubicar las especies de Pseudomonas de forma

individual en matraces diferenciados.

Figura 16. Fotografia de pruebas Bioquimicas realizadas en las instalaciones de

Labvetsur Arequipa.
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Cabe resaltar que existen innumerables sistemas y equipos multipruebas que nos
proporcionan mayor rapidez, seguridad y eficacia en los resultados sobre algunas
bacterias como los utilizados al realizar la identificacion en los laboratorios de

Labvetsur en Arequipa como muestra la Figura 16.

3.7 Crio conservacion

Se trabajo con glicerol como medio de preservacion por largos periodos de tiempo
[93], recomienda la liofilizacién y crio conservacion como meétodos efectivos que
aseguran la viabilidad, la pureza, tanto como la estabilidad fenotipica y genotipica
de las cepas estudiadas. Para la congelacion corresponde un método comun y
bastante simple, utilizado en su mayoria por la accesibilidad del mismo, capaz de
detener la actividad metabdlica y el crecimiento microbiano logrando reducir en un
gran porcentaje variaciones en los cultivos, contaminacion de los mismos y
mutaciones. Pueden usarse las temperaturas de congelacion de -20°C 6 -40°C o

bien la ultra congelacion a — 70°C ¢ -90°C 941,

Para la estabilizacibn de microorganismo orientada a largos periodos de
preservacion, trabajo inicialmente con levaduras en una solucion de Sacarosa al
10% logrando como plantea la preservacion de las levaduras por un periodo de 8

afos, pero como consecuencia tubo la diminucién irreversible de su metabolismo

[95]

Existen diversas formas de realizar una observacion de microorganismos frente al
microscopio, incluso se pueden observar vivos directamente bajo los aumentos

opticos. Sin embargo, casi siempre es necesario tefiirlos utilizando colorantes para
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facilitar su identificacion y la morfologia de ciertas estructuras que posiblemente
compongan la muestra [°¢l. Se encontraron 2 tipos de bacilos Gram positivos rectos
y curvados con un tamafio de 0.5- 1.0 x 1.5-5.0 ym; ¥ este tipo de
microorganismos perteneciente al género de Bacillus o Pseudomonas dentro de
sus principales caracteristicas no presentan formacion de esporas y son aerobias.
Para el género Bacillus sp. Es un grupo de bacilos Gram positivos rectos con un
tamafo de 0.5- 2.5 x 1.2-10 ym aerobios o0 anaerobios facultativos cuya prueba
catalasa dio positivo ['3%, refiere gran cantidad de especies y areas de ubicacion de

este microorganismo.

La identificacion microscopica se realizé mediante la técnica de Tincién Gram
diferencial. Este tipo de tincion es considerada como la basica y elemental para la
valoracion inicial de muestras para analisis bacteriolégico y de identificacion 8l La
tincion Gram realizada a las colonias con potencial para degradar PEAD nos dio
como resultado tantas bacterias bacilos Gram negativos como cocos Gram

positivos. Los resultados fueron corroborados 9.

Tabla 26. Establecimiento de consorcios bacterianos.

Matraz 1 (1P) Matraz 2 (1C)

Pseudomona flourescens Pseudomona flourescens

Pseudomona aeruginosa Pseudomona aeruginosa.
Bacillus spp.
Staphylococcus spp.
Bacillus spp.
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La asociacion de especies se dio por afinidad, basada en los reportes bibliograficos
encontrados, que sefalan al género Pseudomona como degradador de polimeros
como el PEAD, y al encontrar 2 sub-especies del mismo género, las agrupamos en
consorcios (Tabla 26). Segun bibliografia, estos consorcios tienen la capacidad de
degradar diferentes compuestos y tener mayor resistencia a factores externos o
ambientales con mucha mayor facilidad en grupo que de manera individual. Esto
como una consecuencia de la cooperacién que actia como un mecanismo de
proteccion frente a factores hostiles, agentes antimicrobianos, etc ['%°l. En resumen,
forman una poblacién con alta densidad de biomasa que hace las funciones de

escudo permitiendo el crecimiento y desarrollo constante de la poblacion.

Sin embargo, cuando la poblacién bacteriana es mixta, es decir, que lo conforman
bacterias que pertenecen a distintos géneros, es posible que en conjunto puedan
realizar actividades o funciones que de manera individual sera muy dificil o hasta
imposible, ya que trabajan en equipo pero dividen sus funciones para potenciar el
desarrollo en conjunto de los diferentes tipos de microorganismos. Pero cuando la
cantidad de nutrientes en el medio empieza a escasear, empiezan a competir entre
ellas y, debido a la diversidad de rutas metabdlicas presentes, solo algunas pueden
sobrevivir en la comunidad, convirtiendo a la minoria en una poblacion importante

(1011 (Figura 17).
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Figura 17. Fotografia de Inéculos en cultivos liquidos.

3.8 Estandarizacion de PEAD en caldo de cultivo BHI

La estandarizacion del PEAD se realizé con el fin de recopilar los datos necesarios
para que una vez puesto en contacto con las cepas bacterianas, mediante técnicas
gravimétricas o toma de pesos (Tabla 27) se pueda comprobar el consumo de
polietileno de alta densidad luego de tomados los datos de este material sumergido

en medio liquido y posteriormente desecado (Tabla 28).

Tabla 27. Pesos de papel filtro seco previo a ser sumergido en caldo BHI + PEAD

Pesos de Semana1 Semana 2 Semana 3 Semana 4
Papel Filtro.

Muestra 1 0.9867g 0.9835¢g 0.9975¢g 0.9688g
Muestra 2 0.9780g 0.9892g 0.9932g 0.9855¢g
Muestra 3 0.9934g 0.9847g 0.98909g 0.99769g
Muestra 4 0.9976g 0.9891g 0.9944¢g 0.9921g

Los papeles filtros recién obtenidos y pesados en la balanza analitica, arrojaban

pesos bastante mas elevados que los originales, evidentemente por la absorcion
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de liquido del papel, y manteniendo en incégnita el porcentaje de absorcion del

material.

Tabla 28. Pesos de papel filtro desecado con PEAD post sumergidos en caldo BHI

estéril.
Peso PEAD + Semana1 Semana 2 Semana 3 Semana 4
Papel Filtro
Muestra 1 1.9977 1.9947 2.0093 1.9803
Muestra 2 1.9831 1.9950 1.9981 1.9971
Muestra 3 2.0056 1.9987 1.9994 2.0067
Muestra 4 1.9956 1.9998 2.0073 2.0086

Los resultados de las técnicas gravimétricas generaron datos comparativos entre
el peso de los papeles filtro secos y los desecados bastante similares (Tabla 29),
por lo que podemos entender que no es material con capacidad de absorcion de
liquidos o de humedad, por otro lado, esto nos ofrece la posibilidad de trabajar con

el PEAD obteniendo datos con menos porcentaje de error.

Tabla 29. Diferencia de pesos, estandarizacion de peso de PEAD.

Diferencia Semana1 Semana2 Semana3 Semana4 Promedio

de Pesos

1semana  1.0093 1.0097 1.0083 1.0088 1.0090
2 semanas 1.0097 1.0092 1.0086 1.0087 1.0091
3 semanas 1.0096 1.0095 1.0088 1.0088 1.0092
4 semanas 1.0095 1.0093 1.0090 1.0084 1.0091

De la misma forma y con los mismos datos se elaboraron 2 figuras comparativas

que corroboran los resultados obtenidos y organizados en las tablas previas. La
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Figura 18, hace una comparacion de los pesos a lo largo de las 4 semanas del

proceso de contacto con el medio estéril y también de la toma de datos.

Lot Estandarizacion del PEAD en caldo BHI

1.008
1.006
1.004
1.002

1

1semana 2 semanas 3 semanas 4 semanas

Figura 18. Pesos de papel filtro en contacto con caldo BHI.

Mientras que la Figura 19 compara el promedio de cada semana para poder tener
un dato mas exacto de la variacion total y global del peso de las microparticulas de

PEAD en contacto con el calo BHI estéril.

Promedio
1.00... 1.0091

1.0090 1.0092

Figura 19. Promedio de pesos de papel filtro en contacto con caldo BHI.
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Una parte importante del procedimiento, corresponde al tratamiento de PEAD
previo al contacto con el medio a trabajar, trabajos de investigacion relacionados
como sugerian incineracion del material para reducir el volumen aumentando la
superficie de contacto 2. Se reemplazé este procedimiento por molienda o
trituracion a particulas finas para no alterar la estructura ni propiedades del material
(Figura 20).

El polietileno esta considerado como resina no higroscépica, es decir que tiene
buena proteccién contra la humedad y el agua segun la densidad utilizada ['%?l. La
humedad que recogen se adsorbe sobre la superficie del granulado. En este tipo
de resinas, la recoleccion tipica de humedad se debe a la condensacion %% por lo
que la técnica gravimétrica no se vio afectada luego del contacto con los inGculos

liquidos.

Figura 20. Fotografia Molienda de PEAD en laboratorio.
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3.9 Adaptacion de las cepas al con PEAD

Las cepas encontradas en su medio natural, poco a poco se fueron adaptando a
las condiciones de laboratorio. Pasaron de suero fisiologico a medio de cultivo
sintético con PEAD, en periodos determinados de tiempo, la adaptabilidad no sélo
la otorga la versatilidad de la cepa bacteriana, el ser mesofita permite trabajar en
un rango amplio de temperatura y potenciar los resultados ['°4. Sin embargo una
alternativa novedosa basada en la identificacion del mecanismo por el cual las
bacterias logran adaptarse a los cambios ambientales ['%], Segun este estudio las
bacterias cuya pared celular es la primera en tener contacto con el nuevo entorno,
produce D-aminoacidos un tipo de molécula que al ser liberada es capaz de
modular la sintesis de peptidoglicanos que son el principal componente de esta.
Al ser el primer contacto, permite a la bacteria protegerse y comunicarse con su
entorno, es por eso que la adaptacién se llevo a cabo por fases, en periodos
moderados de tiempo, La envoltura o pared celular de la bacteria es fundamental
para su supervivencia. Cuando las condiciones ambientales no son favorables, ya
sea por falta de nutrientes o por algun tipo de estrés al que se le someta, la bacteria
detiene su crecimiento automaticamente. Por lo que una falta de comunicacion y
adaptacion con el entorno por parte de la sintesis de peptidoglicanos pondria en
riesgo la supervivencia de la cepa en general, segun el investigador del CSIC Felipe

Cava, del Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa.

Los microorganismos que biodegradan hidrocarburos de petroleo tales como
hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs), incluyendo naftaleno, hidrocarburos
aromaticos como tolueno, o hidrocarburos alifaticos como n-alcanos, son aislados
del medioambiente, particularmente de sitios contaminados con petroleo. Algunas

de las rutas metabdlicas microbianas responsables de la degradacion son las alk
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(C6 a C12 n-alcanos), nah (naftaleno) y xyl (tolueno) han sido ampliamente
caracterizadas; estan generalmente relacionadas con plasmidos catabodlicos

encontrados en Pseudomonas spp., por ejemplo, los plasmidos OCT, NAH y TOL

[106]

Las cadenas de alto peso molecular son muy dificiles de digerir para los
microorganismos, esto debido a que por su longitud no son capaces de atravesar
la membrana celular de los microorganismos, es por eso que durante el proceso
de degradacion primero se procede a despolimerizar o digerir este hasta su forma
mas simple, es decir, hasta sus mondmeros, que posteriormente son
mineralizados. El primer paso en el desglosamiento de las cadenas en monomeros
se da por una variedad de fuerzas fisicas y bioldgicas ['%l. Fuerzas fisicas como
enfriamiento/calentamiento, congelacion/descongelacion y humidificacion/secado,
que pueden generar dafo en el polimero y sus propiedades y como consecuencia
su fractura en monoémeros "%l y las fuerzas bildgicas representadas Unicamente
por enzimas encargadas de cortar estas largas cadenas poliméricas, denominadas
depolimerazas, que no son mas que hidrolasas que realizan la degradacion en dos
simples pasos, el primero es la ya conocida union enzima sustrato, para luego
catalizar la ruptura hidrolitica. Esta reaccion puede realizarse de manera
extracelular e intracelular dependiendo del microorganismo. Cuando se realiza de
manera intracelular, hablamos de la hidrdlisis de un depdsito de carbono endégeno
acumulado por las mismas bacterias, mientras que la extracelular emplea una
fuente de carbono exdégeno no necesariamente acumulado por las mismas
bacterias %, Durante la degradacion las enzimas extracelulares de los

microorganismos rompen los diversos polimeros complejos convirtiéendolos en
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moléculas mas pequenas como: monomeros, dimeros, etc. Con el tamafo

adecuado para atravesar la membrana semi-permeable de las bacterias.

Una vez dentro del microorganismo todas las reacciones que se llevan a cabo
presentan enzimas. También los monémeros o0 moléculas pequefias son
mineralizados o degradados para convertirse en CO2, H20 O CH4, que

posteriormente seran utilizados como fuente de carbono y energia ['19.

3.10 Evaluacién y Recopilaciéon de datos Gravimétricos

El procedimiento, fue pensado para 4 semanas de incubacion, en donde los

matraces en simultaneo facilitaron el muestreo de cada semana.

La primera y la segunda semana, los datos obtenidos de las pesadas de cada papel
filtro mantenian valores elevados, mas al ser desecado regresaban casi en el 100%

de los casos al peso original del PEAD solo y seco (Tabla 30).

Tabla 30. Peso de papel filtro seco por semana.

Pesos de 1P 1C 2P 2C 3P 3C 4P 4C 5P 5C
Papel

Filtro.

1 0.9217 0.9836 0.9486 0.9827 0.9132 0.9361 0.9375 0.9153 0.8664 0.9265
Semana

2 0.9463 0.9738 0.9357 0.9926 0.9379 0.9371 0.9816 0.8863 0.9163 0.9306
Semanas

3 0.953 0.9716 0.9398 0.979 0.9454 0.9394 0.9825 0.8926 0.965 0.9332
Semanas

4 0.9539 0.9692 0.9763 0.9592 0.9475 0.9621 0.935 0.9173 0.9403 0.9391
semanas
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Los datos obtenidos de las pesadas, generaron pesos menores a los de ingreso,
como se puede apreciar en la Tabla 31, la medicion de pesos cae

aproximadamente en 0.0010 g. Resultado que se mantuvo contante con el tiempo.

Tabla 31. Peso de papel filtro en contacto con consorcio bacteriano en caldo BHI.

Peso 1P 1C 2P 2C 3P 3C 4P 4C 5P 5C
PEAD +

P. Filtro

1

Semana 1.9883 2.0827 2.0192 2.0443 1.9655 2.0032 1.9983 1.9396 1.9891 1.9503

2
Semanas 2,0089 2.066 1.9804 2.0537 1.9947 1.98 2.0401 1.9086 1.9571 1.9451
3
Semanas 20121 2.0428 1.9828 2.0366 1.9895 1.9753 1.9989 1.9089 1.9867 1.9453
4

semanas 2.0075 2.035 2.0121 1.9938 1.9631 1.9975 1.9503 1.9304 1.9506 1.9406

Por otro lado la turbidez presentada semana a semana dejaba ver un incremento
de la poblacion bacteriana, llegando a su punto maximo al cabo de 4 semanas,
como muestra la Figura 21, durante las 4 semanas de incubacion de los matraces

en el shaker en agitacidén constante.

Figura 21. Fotografia de registro del contacto del Grupo 2 con el medio sintético de

PEAD.
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Los datos de la Tabla 32 fueron bastante concluyentes para determinar el consumo
del polimero por las cepas con las que se le puso en contacto. En la tabla se puede
observar la diferencia de pesos entre los datos de ingreso al sistema de incubacion

y los datos de salida, justo después del proceso de desecacion.

Tabla 32. Consumo de PEAD en gramos.

1P 1C 2P 2C 3P 3C 4P 4C 5P

5C

fema"a 1.0666 1.0991 1.0706 1.0616 1.0523 1.0671 1.0608 1.0243 1.1227 1.0238
Semana

5 1.0626 1.0922 1.0447 1.0611 1.0568 1.0429 1.0585 1.0223 1.0408 1.0145
?ema“a 1.0591 1.0712 1.043 1.0576 1.0441 1.0359 1.0164 1.0163 1.0217 1.0121
Semana

3 1.0536 1.0658 1.0358 1.0346 1.0156 1.0354 1.0153 1.0131 1.0103 1.0015
Cons.

Neto 0.013  0.0333 0.0348 0.027 0.0367 0.0317 0.0455 0.0112 0.0524 0.0223

Entonces se pudo establecer una comparaciéon entre los consumos reales de PEAD
por semana para los 2 consorcios establecidos previamente, tanto los que
corresponden unicamente al género Pseudomona como el consorcio mixto (Tabla

33).

Tabla 33. Comparacion de consumo de ambos consorcios.

Semana1 Semana2 Semana3 Semana 4 Semana5
Consumo Pseudomona 1.0536 1.0358 1.0156 1.0153 1.0103
Consumo Consorcio 1.0658 1.0346 1.0354 1.0131 1.0015

Lo cual ayudd también a representar la cinética bacteriana (Figura 22) que en

ambos casos se mantiene ascendente en el tiempo, mientras que conforme este
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avanza la cantidad de PEAD en gramos se reduce en el caso del consorcio de
forma gradual y el caso de las Pseudomonas con un consumo acelerado al inicio y

manteniéndose de la semana 3 en adelante.

1.08
1.06
1.04

1.02

0.98

0.96
Semana l Semana 2 Semana 3 Semana 4 Semana5
«=@==Consumo Pseudomona ==@==Consumo Consorcio

Figura 22. Comparativo de consorcios bacterianos en consumo de PEAD.

3.11 Metalizacion de la Muestra

El bombardeo con particulas de oro para un recubrimiento de grano fino (100A) de
la muestra (Figura 23), se realizé para poder tener la conductividad necesaria para

poder ser observado bajo técnicas de microscopia electronica.

Las muestras fueron analizadas con aumentos de 1.00 y 5.00 kx, obteniendo
imagenes sobre la superficie del PEAD procesado. El procedimiento estuvo basado
en los protocolos generales para este tipo de equipos, como respalda ']
obteniendo sefales mediante la deteccion del procesamiento de las sehales que
resultaron del impacto de un haz de electrones con gran carga de energia. Esta

interaccion es la que nos permite visualizar la topografia y composicién de la

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
\ ) CATOLICA
TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

estructura segun los ejes XYZ en los que se le oriente en los 2 ejes de rotacion.
Para poder transmitir estas sefales, las camaras estan equipadas con detectores

especiales que permiten registrar las diferentes sefiales que emite la muestra.

Figura 23. Fotografia de registro de metalizacion de la muestras — Laboratorio de

Microscopia UNSA

3.12 Microscopia Electronica de barrido

Las muestras fueron analizadas con aumentos de 1.00 y 5.00 kx, obteniendo
imagenes sobre la superficie del PEAD procesado. El procedimiento estuvo basado
en los protocolos generales para este tipo de equipos ['''], obteniendo sefiales
mediante la deteccion el procesamiento de la sefiales que resultaron del impacto
en un haz de electrones con gran carga de energia, interaccidn que nos permite
visualizar la topografia y composicion de la estructura segun los ejes XYZ en los
que se le oriente en los 2 ejes de rotacion. Para poder transmitir estas sefales las

camaras estan equipadas con detectores especiales que permiten registrar las
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diferentes senales que emite la muestra, como se puede observar en las Figuras

24 ala 29.

Ay o - B
[SEM HV: 30.00 kv WD: 23.0000 mm T e | VEGAW TESCAN
Det: SE SEM MAG: 5.00 kx 10 pm

Figura 24. Fotografia de PEAD puro, como blanco comparativo.
La Figura 24 muestra un microfragmento de PEAD puro, es decir que no fue puesto
en contacto con los 2 consorcios bacterianos establecidos, presenta algunos
pliegues por el mismo método de fraccionamiento a micro particulas. Esta muestra

trabajo como blanco comparativo.

SEM HV: 30.00 kV WD: 23.0000 mm VEGAW TESCAN
Det: SE SEM MAG: 1.00 kx 50 pm

Figura 25. Fotografia de la 2da semana de contacto del consorcio mixto con el medio

sintético enriquecido con PEAD
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La muestra correspondiente a consorcio mixto, para la segunda semana de
incubacion del material con las cepas y a 1.00 kx (Figura 25) proporciona una
imagen mas global sobre el ataque bacteriano, al verlas adheridas a la superficie

en aproximadamente el 90% del cuadrante total de la imagen captada.

[SEM HV: 30.00 kV WD: 23.0000 mm | VEGAW TESCAN
Det: SE SEM MAG: 1.00 kx 50 pm

Figura 26. Fotografia de la 2da semana de contacto de las cepas de Pseudomonas

con el medio sintético enriquecido con PEAD

Para este caso en especifico el pull bacteriano aumento su accién sobre el PEAD
de manera inicial, mas al igual que en la figura anterior, se sigue considerando
despreciable al no mostrar disminucion en los datos de peso correspondientes. No
son visibles vestigios de corrosion mas si cumulos de bacterias distribuidos de
forma aleatoria.

La muestra correspondiente a consorcio mixto, para la segunda semana de
incubacion del material con las cepas y a 1.00 kx (Figura 26) proporciona una
imagen mas global sobre el ataque bacteriano, al verlas adheridas a la superficie

en aproximadamente el 90% del cuadrante total de la imagen captada. Para este
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caso en especifico el pull bacteriano aumento su accion sobre el PEAD de manera
inicial, mas al igual que en la figura anterior, se sigue considerando despreciable al
no mostrar disminucion en los datos de peso correspondientes, ya que incluso en
comparacion con el consorcio de Pseudomonas, la cantidad de bacterias en
superficie es menor. No son visibles vestigios de corrosidén mas si cumulos de

bacterias distribuidos de forma aleatoria.
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Figura 27. Fotografia de la 3ra semana de contacto de las cepas de Pseudomonas

con el medio sintético enriquecido con PEAD
Las fotografia tomada con 5.00 kx corresponde a la tercera semana de incubacion
del material con las cepas y proporciona la imagen las bacterias adheridas a la
superficie, mostradas en el recuadro negro de la (Figura 27) forman parte del
biofilm formado por las Pseudomonas para la degradacion de PEAD. El nUmero de
bacterias en superficie aument6 de forma exponencial mas se sigue considerando
despreciable al no mostrar disminucion en los datos de peso correspondientes. No
son visibles vestigios de corrosion del material por la accion enzimatica de las

cepas.
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Figura 28. Fotografia de la 3ra semana de contacto de las cepas del consorcio

mixto con el medio sintético enriquecido con PEAD.

Las fotografia tomada con 5.00 kx corresponde a la tercera semana de incubacion
del material con las cepas del consorcio mixto y proporciona la imagen las bacterias
adheridas a la superficie, mostradas en el recuadro negro de la derecha (Figura
28). Se conserva la forma de biofilm bacteriano, conformado en este caso
unicamente por las Pseudomonas. El numero de bacterias en superficie aumento
de forma exponencial mas se sigue considerando despreciable al no mostrar
disminucién en los datos de peso correspondientes. No son visibles vestigios de

corrosion del material por la accion enzimatica de las cepas.

Las fotografia tomada con 5.00 kx corresponde a la ultima semana de incubacién
del material con las cepas y proporciona una imagen clara del PEAD corroido, y de
gran cantidad de bacterias aglutinadas alrededor de la zona de mayor impacto en

el cuadrante enfocado (Figura 29).
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Figura 29. Fotografia de la 4ta semana de contacto de las cepas de Pseudomonas
con el medio sintético enriquecido con PEAD

Se perdié en el gran del biofilm de bacterias y de forma proporcional los datos de
peso pasaron a ser directamente proporcionales con la disminucion en gramos de
PEAD microprticulado.
3.13 Andlisis genético: 16 S rRNA
Se realizaron 2 procedimientos de Analisis genético, con diferentes muestras.
La primera unicamente con Pseudomonas (Anexo 1) y la segunda con 5 cepas de
interés que no fueron completamente identificadas bioquimicamente, cuyos

resultados fueron los siguientes (Tabla 34):

Tabla 34. Especies identificadas genéticamente.

Género Sub- especie
Bacillus humi

Bacillus sinesaloumensis
Bacillus subtilis

Bacillus tequilensis
Bacillus amylliquefaciens
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Los resultados mostraron 5 especies nuevas de bacillus (Anexo 4 y 5). Sin
embargo, las pruebas bioquimicas realizadas, fueron insuficientes para determinar
la sub especie de algunas cepas bacterianas presentes en el consorcio por lo cual
la alternativa con respuestas definitivas es la del analisis molecular. Esto debido a
que una misma cepa es capaz de generar distintos resultados en el mismo ensayo
repetido 21, Por consecuencia, limitaciones en la base de datos de los mismos
microrganismos. Por eso se plantea que los estudios genéticos son la mejor opcion
para obtener resultados fiables. En estos procedimientos han sido utilizados
muchos genes como dianas moleculares que en sintesis constituyen las bases del
analisis del 16 S rRNA, que representa segun Gurtler el marcador inicial y en la

mayoria de los casos el Gnico necesario para realizar una identificacion precisa ['131,

El secuenciamiento de nueva generacion (Next Generation Sequencing, NGS), el
cual permite el secuenciamiento en paralelo de genomas enteros o genes
particulares (marcador/marcadores) para todas las especies albergadas en la
muestra (metagendmica), es uno de los métodos mas avanzados en la
identificacion taxonémica de orden molecular y la determinacion de abundancias

relativas de estas unidades dentro de la muestra examinada [13"].

Actualmente, la identificacion por este método comprende el secuenciamiento
masivo y en paralelo de fragmentos de PCR del gen 16S de una o varias muestras
de comunidades bacterianas, permitiendo dar cobertura total a las unidades

taxonémicas que allf existan sin importar su grado de abundancia.

Este método, a diferencia del anterior, no requiere pasos de clonacion o crecimiento
de bacterias recombinantes, sino el uso directo de la PCR en el secuenciamiento,

el cual incluye métodos internos de separaciéon de fragmentos clonales y su
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secuenciamiento en paralelo para cada una de las especies o unidades

taxonomicas que se encuentren representadas en la PCR por su gen 16S.

Dentro de las principales aplicaciones de la metagendmica de 16S rRNA, el estudio
de composiciéon de microbiotas ha tenido gran relevancia en areas como las
microbiotas intestinales ['32], bucales ['33], de piel y suelo ['*#, entre otros, los cuales
han permitido aportar nueva informacion, antes desconocida para la ciencia, en
relacion a la composicion taxonomica de comunidades bacterianas ancestrales
vivientes y no vivientes, de restos fosiles del ambiente y de museo, de personas
con patologias y sin patologias o con habitos alimenticios y estilos de vida

contrarios.

Finalmente, es posible concluir que los métodos moleculares de identificacién en

la era gendmica incrementa sosteniblemente su uso en microbiologia.

Macrogen retorna como feedback los resultados graficos (Anexo 2, 3 y 4) y data
para posteriores analisis, que fue utilizada para realizar un analisis filogenético,

corroborar las especies y la relacién entre las mismas.

Las secuencias entregadas en formato .fasta fueron analizadas en el programa
MEGA PRO 5.10 en el que las secuencias en formato .fasta fueron analizadas
mediante la herramienta BLAST del NCBI para compararla en linea con diferentes
secuencias similares en linea y hallar el porcentaje de similitud mas alto para

determinar la especie.

En el mismo programa se realizé el alineamiento de las secuencias por ClustalW

(Figura 30).
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Figura 30. Fotografia del procedimiento de seleccidon de las secuencias para iniciar
en alineamiento por ClustalW.

Los resultados del alineamiento sirven como base para la construccion de un arbol
filogenético de maxima asociacion de parentescos entre las secuencias

seleccionadas. El resultado se muestra en la Figura 31.
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The evolutionary history was inferred by using the Maximum Likelihood method based on the Tamura-Nei model [1]. The tree with the highest log likelihood ( 1121.23) is shown. Initial tree(s) for the heuristic
r ™  search were obtained automatically by applying Neighbor-Join and BioNJ algorithms to a matrix of pairwise using the Likelihood (MCL) approach, and then
(] selecting the topology with superior log likelihood value. The tree is drawn to scale, with branch lengths measured in the number of substitutions per slle The analysis involved 5§ nucleotide sequences.
Codon positions included were 1st+2nd+. aps and missing data were eliminated. There were a total of 668 positions in the final dataset. Evolutionary analyses were
=] conducted in MEGAT 2]
¥
2 1. Tamura K. and Nei M. (1993). Estimation of the number of nucleotide substitutions in the control region of mitochondrial DNA in humans and chimpanzees. Mofecular Biology and Evolution 10:512-526. —
(%] 2. Kumar S, Stecher G, and Tamura K. (2016). MEGAT7: Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 7.0 for bigger data: Blofogy and 33:11870-1874.
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Figura 31. Fotografia del procedimiento de construccion del arbol filogenético de
las bacterias muestra en el programa MEGA PRO 5.10
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En cuanto a la filogenética de las 5 especies comparadas con otras halladas en la
bibliografia, encontramos los siguientes datos que corroboran lo ejecutado con las
secuencias para la construccion del arbol filogenético. Se observa que B.
amyloliquefaciens y B. subtilis conservan relacion (Figura 31).
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Figura 32. Arboles Filogenéticos sobre 32 especies de Bacillus basadas en el
analisis 16 S rRNA(a) gyrB (b) secuencias genéticas.

Estos arboles filogenéticos fueron construidos con el método “neighbour-joining

method”. Las distancias genéticas fueron medidas y parametradas mediante el

Sistema de parametros “Kimura’s two-parameter model”. E. coli K-12 fue incluida.

Sdlo porcentajes sobre el 505 fueron mostrados (basados en 1000 replicaciones)

Bars, 0.01 (a) 6 0.05 (b) sustituciones por posiciones nucleotidicas. De la misma

manera B. sinesaloumensys y B. humi también se encuentran emparentados

(Figura 32).
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B Bacillus boroniphilus (NR 041275.1)
Bacillus jeotgali (NR 025060.1)
Bacillus thioparans (NR 043762.1)
Bacillus subterraneus (NR 104749.1)
Bacillus foraminis (NR 042274.1)
e Bacillus pocheonensis (NR 041377.1)

Bacillus niacini (NR 113777.1)

—Ecillus bataviensis (NR 036766.1)
Bacillus novalis (NR 042168.1)
Bacillus eiseniae (NR 108906.1)
] ———— Bacillus dakarensis
B Bacillus circulans (NR 112632.1)
4|—— Bacillus nealsonii (NR 044546.1)
Bacillus gottheilii (NR 108491.1)
Bacillus drentensis (NR 118438.1)

—:acillus firmus (NR 025842.1)
1 Bacillus kochii (NR 117050.1)
Bacillus andreesenii (NR 125565.1)

l Bacillus massiliosenegalensis (NR 125590.1)
Bacillus kyonggiensis (NR 132682.1)

] =] B Bacillus koreensis (NR 116851.1)
{ Bacillus korlensis (NR 044538.1)
Ii Bacillus shackletonii (NR 025373.1)
Bacillus sporothermodurans (NR 026010.1)

Bacillus carboniphilus (NR 024690.1)
e¢) — Bacillus licheniformis (NR 118996.1)
— L_ Bacillus sonorensis (NR 113993.1)
Domibacillus tundrae (NR 137368.1)
ee — Bacillus fengqiuensis (NR 133973.1)
L Bacillus songklensis (NR 109443.1)

B Bacillus humi (NR 025626.1)
{ Bacillus sinesaloumensis
Bacillus luteolus (NR 108638.1)
| Bacillus salsus (NR 109135.1)
Bacillus galliciensis (NR 116886.1)
Bacillus herbersteinensis (NR 042286.1)
Bacillus niabensis (NR 043334.1)

_{ Bacillus fastidiosus (NR 113989.1)
Bacillus litoralis (NR 043015.1)

Figura 33. Arbol Filogenético para la sub especie Bacillus dakarensis’Marseille-
P3515" y ‘Bacillus sinessaloumensis’ Marseille-P3516" °* comparacion con otros
miembros de la misma familia filogenética.
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Los secuencimientos fueron alineados utilizando CLUSTALW, y la inferencias
ganéticas fueron obtenidas utilizando el sistema “Maximum-likelihood method” con

el soporte del software MEGA.

» Bacillus tequilensis(NR117611)
71| Y Bacillus mojavensis(NR118290)
08 Bacillus subtilis (NR112629)
Bacillus amyloliquefaciens (NR116022)
6L TABIVIMAN
3] Bacillus sonorensis(NR113993)

Bacillus fastidiosus (NR113989)
AL
1| 381 Bacillus idriensis (NR043268)

r Bacillus seohaeanensis(NR043083)

9 I— Bacillus cereus(FJ982659)
[Bacillus oleronius (NR043325)
SL Bacillus carboniphilus (NR024690)

Bacillus halodurans(NR(025446)

Figura 34. Arbol Filogenético “Neighbor-joining tree” basado en 16S rRNA (1600)
secuencias.

Las Figuras 33 y 34 muestran la relacion entre bacterias desconocidas y aisladas

y otras directamente relacionadas con el género Bacillus.
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4. CONCLUSIONES

1. Se hallaron de muestras de rafia en proceso de degradacion y proveniente de
esta muestra se secuencié molecularmente bacterias del tipo Pseudomonas
Aeruginosay P. Fluorescensy Bacillus Humi, B. Amyloliquefaciens, B. Subtilis,
B. Sinesaloumensys y B. Tequilensis, con alta capacidad de remocion y
degradacion biologica de Polietileno de Alta Densidad (PEAD) micro-
suspendidos en cuerpos acuosos contaminados.

2. Se selecciono y caracterizé bioquimicamente y molecularmete Pseudomonas
AeruginosaYy P. Fluorescensy Bacillus Humi, B. Amyloliquefaciens, B. Subtilis,
B. Sinesaloumensys y B. Tequilensis, cepas microbianas nativas con
capacidad de degradacion de PEAD'’s.

3. Se logré adaptar y re-direccionar el metabolismo de cepas puras de tipo
Pseudomonas Aeruginosa y P. Fluorescens y Bacillus Humi, B.
Amyloliquefaciens, B. Subtilis, B. Sinesaloumensys y B. Tequilensis,
conformando consorcios bacterianos sometidos a la presencia de PEAD
comercial en medio sumergido.

4. Se pudo evaluar y morfolégicamente y mediante técnicas de microscopia
electronica el ataque y degradacion biolégica del PEAD comercial por cepas
puras de Pseudomonas Aeruginosa y P. Fluorescens y Bacillus Humi, B.
Amyloliquefaciens, B. Subtilis, B. Sinesaloumensys y B. Tequilensis en los

consorcios establecidos.
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5. RECOMENDACIONES

1. Determinar los meétodos instrumentales de analisis para demostrar la
remocion del PEAD.

2. Definir la aproximacién a las bases filogenéticas de las cepas nuevas
encontradas, de acuerdo a los bancos de datos bioinformaticos.

3. Aplicar en forma individual o en consorcio las cepas bacterianas aisladas e
identificadas molecularmente en tecnologias eficientes para la remocion de
microplasticos base PEAD en cuerpos acuosos.

4. Aplicar un analisis de costos para definir procesos de ingenieria para la

descontaminacion de estos contaminantes emergentes en la actualidad.
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Laboratorio Veterinario del Sur

FECHA DE INFORME: 31/03/2016

ENVIADO POR: Srta. Ana Lucia Arenas Nro. DE DIAG: 199
REFERENCIA: V15/3
DIRECCION: FECHA DE ENVIO: 21/03/2016
FECHA DE RECIBIDO: 21/03/2016
REPORTE DE EXAMENES

PROPIETARIO: Srta. Ana Lucia Arenas
DIRECCION: Los Gladiolos
LOCALIDAD: Yanahuara
PROVINCIA: Arequipa

DPTO: Arequipa

HISTORIA
s T e G et
Laboratorio Muestras Total Prueba
Microbiologia Cultivos D Identificacion
MUESTRA IDENTIFICACION
N° 1 Pseudomona fluoresecens
N° 2 Staphilococcus spp.
N°3 Bacillus spp.
N° 4 Staphilococcus spp.
N° 5 Pseudomona fluoresecens
METODOS EMPLEADOS:

Cultivos en agar, pruebas bioquimicas especificas.
RESPONSABLE: QF. Claudia Choque Malaga.

Av. Alfonso Ugarte N° 500-A
Teléfonos: 054-213677 - 232175
e-mail: labvetsur@hotmail.com
e-mail: labvetsur.acreditacion@gmail.com
Arequipa - Pert
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FECHA DE ENVIO: 14/04/2016
FECHA DE RECIBIDO: 14/04/2016
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PROPIETARIO: Srta. Ana Lucia Arenas
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PRUEBAS REALIZADAS:
Laboratorio Muestras Total Prueba
Bacteriologia Cultivos & Identificacion
RESULTADOS
MUESTRA IDENTIFICACION
Colonia amarilla (Muestra N° 8) Pseudomona spp.

Colonia Transparente (Muestra N° 9) Pseudomona aeruginosa

METODOS EMPLEADOS:
Cultivos en agar. Pruebas bioquimicas: Oxidasa, TSI, Urea, gelatina.
RESPONSABLE: QF .Claudia Choque Malaga.

Lasversun

Av. Alfonso Ugarte N° 500-A
Teléfonos: 054-213677 - 232175
e-mail: labvetsur@hotmail.com
Arequipa - Per(
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analisis biomoleculares

5/0N/

www.bioalsac.com

INFORME DE ENSAYO N° 17-145 M1

1. INFORMACION GENERAL:

Orden de analisis
Cliente

Domicilio Legal
Persona de contacto

:17-145
: Universidad Catdlica de Santa Maria

:S/N Urb. San José (UMACOLLO), Arequipa, Peru.

: Analucia Arenas / Tesista.

Especificacién de la muestra : Cepas bacterianas en caldo TSP y TSB.

Designacion por el cliente : Pseudomona spp

Cantidad de la muestra
Observaciones

: 1 placa petri con colonias crecidas.
: Muestra enviada al laboratorio.

Cddigo asignado a la muestra : UC401-171107-01

Ensayos encargados

: Analisis genético usando marcadores moleculares.

Fecha de recepcion de la muestra :20-nov-17.

Fecha de inicio del analisis : 20-nov-17.
Fecha de término del analisis : 13-dic-17.
Fecha de emisidn dei informe : 16-dic-17.

2. METODOS DE ANALISIS Y RESULTADOS:

cODIGO METODO FECHA
5.4.1 _03P0OS-12 Extraccion de ADN - Lisis térmica 27-nov-17
Método de referencia: M. Bazzicalupo and S. Fancelli in Fingerprinting methods based on arbitrarily primed

PCR. Maria R. Micheli, Rodolfo Bova (eds.). Springer Lab Manual. 1997. (mar/17)
Parametro: ADN gendmico.
5.4.1_04POS - 002 Amplificacion de ADN por PCR de punto final. 28-nov-17
Método de referencia: Taq polimerasa.
Parametro: 16S rDNA.
5.4.1_05P0OS - 01b Electroforesis de acidos nucleicos - cuantitativa. 28-nov-17
Método de referencia: Gel de agarosa. (jul/13)
Pardmetro: Acidos nucleicos.
5.4.1_05P0S-03 Limpieza de productos de PCR para secuenciacion. 5-dic-17
Método de referencia: Exonucleasa / fosfatasa alcalina (jun/16)
Parametro: Acidos nucleicos.
5.4.1_07P0OS - 06 Secuenciacidn Sanger (multiples primes / placa de 96). 11-dic-17
Método de referencia: Macrogen USA.
Parametro: Productos de PCR.
5.4.1_09POS - 01 Analisis bioinformatico 13-dic-17

Método de referencia:
Parametro:

Sequencher / NCBI BLAST Tool (nov/17)
Data andlisis.
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INFORME DE ENSAYO N° 17-145 M1
3. RESULTADOS

Género Sub-especie Sequence ID E-VALUE
Bacillus humi >98% 0.0
Bacillus sinesaloumensis >98% 0.0

Todos los ensayos fueron realizados en las instalaciones permanentes de BIOAL S.A.C., a menos que se indique lo contrario.

Los resultados sélo estan relacionados con los items ensayados; estos no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas del producto o
como certificado del sistema de calidad de la entidad que lo produce. Este informe se desarrolla en conformidad con las norma NTP- ISO/IEC 17025:2006. NO
REPRODUCIR ESTE INSFORME DE MANERA PARCIAL SIN LA APROBACION ESCRITA DE BIOAL S.A.C.

Monica Santa Maria Fuster, PhD. / \ . /| /(-
Director Técnico. {
Nro. de colegiatura CBP 11079 { U

-- FINAL DEL INFORME --
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INFORME DE ENSAYO N° 17-145 M2

1. INFORMACION GENERAL:

Orden de analisis
Cliente

Domicilio Legal
Persona de contacto

:17-145
: Universidad Catdlica de Santa Maria

:S/N Urb. San José (UMACOLLO), Arequipa, Peru.

: Analucia Arenas / Tesista.

Especificacién de la muestra : Cepas bacterianas en caldo TSP y TSB.

Designacion por el cliente

Cantidad de la muestra
Observaciones

: Pseudomona aeruginosa
: 1 placa petri con colonias crecidas.
: Muestra enviada al laboratorio.

Cddigo asignado a la muestra : UC401-171107-02

Ensayos encargados

: Analisis genético usando marcadores moleculares.

Fecha de recepcion de la muestra :20-nov-17.

Fecha de inicio del analisis : 20-nov-17.
Fecha de término del analisis : 13-dic-17.
Fecha de emisidn dei informe : 16-dic-17.

2. METODOS DE ANALISIS Y RESULTADOS:

cODIGO METODO FECHA
5.4.1 _03P0OS-12 Extraccion de ADN - Lisis térmica 27-nov-17
Método de referencia: M. Bazzicalupo and S. Fancelli in Fingerprinting methods based on arbitrarily primed

PCR. Maria R. Micheli, Rodolfo Bova (eds.). Springer Lab Manual. 1997. (mar/17)
Parametro: ADN gendmico.
5.4.1_04POS - 002 Amplificacion de ADN por PCR de punto final. 28-nov-17
Método de referencia: Taq polimerasa.
Parametro: 16S rDNA.
5.4.1_05P0OS - 01b Electroforesis de acidos nucleicos - cuantitativa. 28-nov-17
Método de referencia: Gel de agarosa. (jul/13)
Pardmetro: Acidos nucleicos.
5.4.1_05P0S-03 Limpieza de productos de PCR para secuenciacion. 5-dic-17
Método de referencia: Exonucleasa / fosfatasa alcalina (jun/16)
Parametro: Acidos nucleicos.
5.4.1_07P0OS - 06 Secuenciacidn Sanger (multiples primes / placa de 96). 11-dic-17
Método de referencia: Macrogen USA.
Parametro: Productos de PCR.
5.4.1_09POS - 01 Analisis bioinformatico 13-dic-17

Método de referencia:
Parametro:

Sequencher / NCBI BLAST Tool (nov/17)
Data andlisis.
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3. RESULTADOS

INFORME DE ENSAYO N° 17-145 M2

Género Sub-especie Sequence ID E-VALUE
Bacillus subtilis >98% 0.0
Bacillus amylliquefaciens >98% 0.0
Bacillus tequilensis >98% 0.0

Nota: No se pudo ensamblar un 'contig' con las secuencias 'forward' y 'reverse'. El 'BLAST alignment' se realiz6 para las secuencias
'forward'y 'reverse' de manera independiente.

Todos los ensayos fueron realizados en las instalaciones permanentes de BIOAL S.A.C., a menos que se indique lo contrario.

Los resultados solo estan relacionados con los items ensayados; estos no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas del producto o
como certificado del sistema de calidad de la entidad que lo produce. Este informe se desarrolla en conformidad con las norma NTP- ISO/IEC 17025:2006. NO
REPRODUCIR ESTE INSFORME DE MANERA PARCIAL SIN LA APROBACION ESCRITA DE BIOAL S.A.C.

Monica Santa Maria Fuster, PhD.
Director Técnico.
Nro. de colegiatura CBP 11079

-- FINAL DEL INFORME --
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