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RESUMEN

La preservacion de nuestro planeta es un desafio que impulsa la participacion
de todos y nos invita a tomar conciencia sobre nuestras actitudes y estilo de vida,
los avances tecnoldgicos, la creciente demanda y las expectativas del ser humano
inician un proceso de crecimiento acelerado en la produccién de materiales
sintéticos, que nuestro ambiente no es capaz de degradar lo cual causa muchas
formas de contaminacion. El presente trabajo aplica principios basicos de
biotecnologia y de biodegradacion de materiales sintéticos que permiten regresar
al proceso de descomposicion natural de materiales con ayuda de
microorganismos, principio que permitio analizar y determinar la influencia de los
factores ambientales como crecimiento microbiano, pH y temperatura para la
degradacion de polietileno de baja densidad. Se trata de una investigacion aplicada,
con un método experimental bajo condiciones controladas en laboratorio que
permitié describir el proceso de degradacion. Para la obtencién de la bacteria que
fomentaria el proceso de degradacion analizada, se tomaron muestras de agua
para su cultivo y aislamiento, que a su vez fueron sometidas al consumo de
polietileno como principal fuente de alimento, manejando condiciones de pH y
temperatura para su mejor desarrollo. Se observo crecimiento de colonias de
bacterias identificadas como Pseudomonas aeruginosa, indicando de esta
manera que son capaces de degradar el polietileno de baja densidad.

Palabras clave: polietileno, bacteria, Pseudomonas Aeruginosa,

temperatura, pH, biodegradacion.



ABSTRACT

The preservation of our planet is a challenge that encourages the participation
of all and invites us to become aware of our attitudes and lifestyle, technological
advances, increasing demand and human expectations begin a process of
accelerated growth in production of synthetic materials, which our environment is
not able to degrade which causes many forms of contamination, therefore the
present work applies basic principles of biotechnology and biodegradation of
synthetic materials that allow to return to the process of natural decomposition of
materials with the help of microorganisms. Principle that allowed to analyze and to
determine the influence of the environmental factors of microbial growth, pH and
temperature for the degradation of low density polyethylene. The method used
corresponds to an applied research, with an experimental method under controlled
conditions in laboratory that allows to describe the process of degradation. To obtain
the bacterium, water samples were taken for later cultivation and isolation, which in
turn will be subjected to the consumption of polyethylene as the main source of food,
handling conditions of pH and temperature for its better development. The results
obtained were that the batteries identified as Pseudomonas aeruginosa are able
to degrade the low density.

Key word: Polyethylene, bacterium, Pseudomonas Aeruginosa,

temperature, pH, biodegradation.
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INTRODUCCION

Se estima que en el 2010, las ciudades generaron aproximadamente 1300
toneladas de residuos solidos urbanos en total, y se espera que este volumen
aumente a 2200 millones de toneladas para el 2025, (46) cuyas causas serian el
incremento poblacional, los habitos de consumo en paises industrializados, asi
como los cambios en las costumbres de consumidores que habitan los paises en
via de desarrollo, pero no es solo la concentracion de poblacién en grandes urbes
lo que acarrea el aumento en la demanda de recursos; se trata de los habitos que
el capitalismo ha implementado en el colectivo (4). Es por ello que en la actualidad
nos encontramos en problemas crénicos de contaminacion e incluso la aparicion
de fendmenos atmosféricos inusuales son cada vez mas recurrentes y

perjudiciales.

Es por ello que se debe aplicar tecnologias amigables con el ambiente, que
ayuden a la adecuada disposicibn o tratamiento de residuos solidos. La
biotecnologia es un proceso inspirado en la aplicacién de conocimientos de la
ciencia e ingenieria para tratamientos de materiales organicos e inorganicos por
sistemas biologicos para producir bienes y servicios. Entre sus ramas encontramos
a la biotecnologia blanca en donde se registra la utilizacion de microorganismos
para la biodegradacion o destruccion de contaminantes (43). Se considera que
estos sistemas de descontaminacion se basan en la digestion de sustancias
organicas por los microorganismos, los cuales obtienen la fuente de carbono
necesaria para su crecimiento y una fuente de energia para llevar a cabo todas las

funciones metabdlicas. (36)

El creciente aumento de materiales sintéticos no degradables forman un gran
porcentaje de los residuos solidos, causando un gran impacto de contaminacion en
el ambiente; es por ello que, el objetivo de la presente investigacion fue analizar la
influencia de factores ambientales de crecimiento microbiano en la degradacion de
plasticos especificamente polietiieno de baja densidad con ayuda de la bacteria

Pseudomonas aeruginosa, que permitira proponer una forma alternativa y

Xii



ecolégicamente sana de manejo de residuos plasticos. Se identificaron también las
condiciones Optimas de crecimiento microbiano y se analiz6 la viabilidad técnica de

los resultados obtenidos de los procesos experimentales en laboratorio.

Se recomienda extender este estudio al uso de una mezcla de
microorganismos con mayor tiempo de exposicién, para lograr una biodegradacion
que permita que el carbono y el nitrogeno presente en el residuo, sea consumido
completamente por la diversidad de microorganismos para asi estar disponible
como recuperador de suelos para la agricultura, realizando los estudios de toxicidad

necesarios. (36)
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CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL ESTUDIO

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

”

“Antes de haberlo hecho debi6 pensarse en el desecho

Hasta el dia de hoy no hubo alguien que produzca algo y que haya
pensado en los desechos que su hallazgo generaria. Cada vez que surge un
descubrimiento, esta brinda confort a la sociedad y todos tratamos de
aprovecharlo al maximo; sin embargo, no nos preocupamos por los efectos

nocivos que esta pueda causar a la naturaleza e incluso al ser humano. (1)

En los Ultimos afios vivimos en sociedades de hiperconsumismo, exceso
de urbanismo y el hacinamiento poblacional van en aumento. En este marco
‘las megaciudades nos sefialan que con las dinamicas de crecimiento
poblacional actual (del 2,5% al 6%) esta situacion pueda ser revertida,
previéendose que para el afio 2050, las 2/3 partes de la poblacion mundial
habitaran en ciudades y no necesariamente en ecosistemas sostenibles”. Asi
mismo, las megaciudades no solo traen crecimiento econdmico y desarrollo si

no también la pobreza y la exclusién social, costos sociales y sobre todo
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ambientales que por lo general no son contabilizados por los respectivos
gobiernos. (18)

Es por ello que el crecimiento desmedido de la poblacion mundial ha
originado un aumento en la demanda de productos y bienes generados a partir
de la sobre explotacién de los recursos naturales; adicionalmente, el cambio
en las costumbres de consumo de los individuos ha llevado al increment
la oferta de estos productos y bienes. Ambos sucesos, se consideran c
multiplicadores de la generacion de residuos soélidos en el planeta y el mayor
porcentaje de los residuos son los polietilenos que son més conocidos como

plasticos. (4)

El impacto ambiental negativo esta relacionado con la contaminacion de
los recursos hidricos, como cuencas, subcuencas, lagos, océanos que en su
mayoria son fuente de abastecimientos de agua potable; del suelo, que son
la principal fuente de cultivo de alimentos; contaminacion del aire y del paisaje.
El inadecuado manejo y disposicién de estos residuos y, la exposicion de
estos, provoca la aparicibn de vectores (ratas, mosquitos, cucarachas,
moscas entre otros) que son los principales factores que afectan la salud de
las personas causando enfermedades como la malaria, dengue, fiebre
amarilla, colera, entre otros. La proteccion del ambiente tiene limitaciones de
orden institucional, de legislacion ambiental, financieros y sobre todo de

vigilancia para el cumplimiento de las regulaciones. (16)

La aplicacion de procesos de remediacién y descontaminacion con
ayuda de la biotecnologia consiste, en el uso de microorganismos para la
degradacion de ciertos contaminantes y su posterior asimilacion en el
ambiente sin causar impactos negativos o alguna forma de contaminacion al

ambiente.
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Figura 1. Asociacion internacional de residuos sélidos

1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA

Hoy en dia el uso creciente de materiales sintéticos, como el plastico en
la vida cotidiana es una de las fuentes de contaminacién mas grande en el
planeta. Los datos demuestran que la produccion mundial de plasticos
sintéticos fue de 1 millon de toneladas en 1963, 100 millones de toneladas en
1990 y en 1996 la produccién mundial anual de materiales poliméricos estaba
alrededor de 150 millones de toneladas con un promedio de consumo per
capita de plasticos en los paises desarrollados de 80-100 kg/afo; la
produccion mundial de materiales plasticos en 2015 fue de 269 millones de
toneladas. (717) “En la distribucion de la produccién global de materiales
plasticos, China es el mayor productor de materiales plasticos (solo
termoplasticos y poliuretanos), seguido por Europa. Por ejemplo, en China se
estimo la produccién de desechos plasticos en 16 millones de toneladas en el
afio 2000, siendo el quinto pais en el mundo responsable de estos residuos,
después de EEUU, Japdn, Alemania y Corea del Sur”. (17)
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Los distintos tipos de plasticos mas comunes (poliolefinas, PVC, PS,
EPS y PET) representan casi el 70% de la demanda mundial, es decir
aproximadamente 200 millones de toneladas. (17)
Los residuos plasticos constituyen el tercer volumen mas grande de residuos
en lo que respecta a residuos sélidos municipales en el Perq, ya que la
industria de productos plasticos ha experimentado un sostenido crecimiento
en los ultimos afos, impulsada por la reactivacion de la demanda interna, la
mayor apertura comercial y el impacto positivo de la demanda global sobre
las exportaciones. Luego de un largo proceso de consolidacion, las
empresas del sector, en su mayoria, han mostrado una significativa mejora

en su situacion financiera. (47)

En estos Ultimos afos, en la cuidad de Huancayo, el consumo de
productos embolsados va en aumento y con ello el volumen de residuos
plasticos. El impacto de los plasticos sobre el medio ambiente nos impulsa a
realizar estudios que ayuden a reducir la contaminacion; la aplicacion de
biotecnologia es una opcién de remediacion, basandose en estos principios
se analizo la influencia de los pardmetros de cultivo como el pH, temperatura
en la degradacion de polietileno de baja densidad por la bacteria aerdbica
Pseudomona aeruginosa. El estudio se realiz6 en la ciudad de Huancayo
en los laboratorios de la Universidad Continental en el periodo 2016 y 2017
bajo la asesoria del microbidlogo Cordero Azabache, Jorge Eduardo. Por
ello, la presente investigacion pretende minimizar el efecto contaminante de
los plasticos y sus posibles formas de contaminacién en el ambiente, cuyo
problema afecta a muchas ciudades y una de ellas es Huancayo que, debido
a su crecimiento poblacional y al incremento de empresas e industrias
presentes en el mercado, es victima de esta forma de contaminacion

antropogénica.
La minimizacion de plasticos presenta técnicas para tratar residuos

sélidos poliméricos como por ejemplo el reciclaje, el compostaje, la

incineracion y el relleno sanitario; asi mismo, hoy en dia se cuenta con la
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biotecnologia que permite transformar el contaminante mediante procesos
metabdlicos, esto se puede aplicar en los casos en que no se haya previsto
el aprovechamiento de los residuos plasticos por reciclaje u otro proceso y
contribuiria igualmente a reducir el volumen total de residuos solidos.

Por todo esto se formula el siguiente problema de estudio:

Problema general
e ¢(Cudl es la influencia de los factores ambientales de crecimiento
microbiano, pH y temperatura, en la degradacion de polietileno de baja

densidad por la bacteria Pseudomona aeruginosa en Huancayo?

Problemas especificos:

e ¢(Cual es la influencia del pH del medio de cultivo en la degradacion de
polietileno de baja densidad por la bacteria Pseudomona aeruginosa en
Huancayo?

e ¢ Cual es la influencia de la temperatura de incubacién en la degradacion
de polietileno de baja densidad por la bacteria Pseudomona aeruginosa

en Huancayo?

1.3. OBJETIVOS

1.3.1. Objetivo general:
e Determinar la influencia de los factores ambientales de crecimiento
microbiano, pH y temperatura, en la degradacién de polietileno de
baja densidad por la bacteria Pseudomona aeruginosa en

Huancayo.

1.3.2. Objetivos especificos:
e Determinar la influencia del pH del medio de cultivo en la
degradacion de polietileno de baja densidad por la bacteria

Pseudomona aeruginosa en Huancayo.
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e Determinar la influencia de la temperatura de incubacion en la
degradacion de polietileno de baja densidad por la bacteria

Pseudomona aeruginosa en Huancayo.

1.4. HIPOTESIS Y DESCRIPCION DE VARIABLES

1.4.1. HIPOTESIS

Hipotesis general

e Los factores ambientales de crecimiento microbiano, pH y
temperatura, influyen significativamente en la degradacion de
polietileno de baja densidad por la bacteria Pseudomona

aeruginosa en Huancayo.

Hipotesis especificas

e El pH del medio de cultivo influye significativamente en la
degradacion de polietileno de baja densidad por la bacteria
Pseudomona aeruginosa en Huancayo.

e La temperatura de incubacion influye significativamente en la
degradacion de polietileno de baja densidad por la bacteria

Pseudomona aeruginosa en Huancayo.
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1.4.2 DESCRIPCION DE VARIABLES

Tabla 1. Operacionalizacion de variables

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

< ESCALA
VARIABLE DEFINICION DIMENSIONES INDICADORES INSTRUMENTO VALORATIVA
« Acido Ph<7 * Acido
pH e Neutro pH=7 pHmetro * Neutro
- e Bésico Ph>7 e Alcalino
El crecimiento de
microorganismos esta influido e Temperatura
Factores minima
ambientales de nogab_lemen:[e_ por la natur_aleza
crecimiento guimica y fisica de su ambiente, . Ter_nperatura
icrobi H es decir permitira controlar el e Temperatura minima 4°C Termoémetro optima
mtlgrr: (Ia?;t% Pa ' crecimiento microbiano y estudiar Temperatura e Temperatura 6ptima 25° C - eléctricocomo | e Temperatura
P la distribucién ecoldgica de los 30°C parte de la maxima
microorganismos. (28) e Temperatura maxima 40°C incubadora
Degradaplon Proceso biolégico metabdlico
del polietileno R ; .
: enzimético realizado por bacterias ;
de baja . Unidades
densidad por los cuales secretan enzimas que Proc;e_so Colonias de bacterias - Co_ntador de formadoras de
) se encargan de romper la | metabdlicode . colonias (ASTM — :
la bacteria L ; Pseudomona aeruginosa colonias (UFC)
estructura molecular del plastico bacterias D5465)
Pseudomona . .
X degradandolo en el tiempo. (45)
aeruginosa

Fuente: elaboracion propia
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1.5. JUSTIFICACION E IMPORTANCIA

1.5.1.

Justificacion tedrica

Los plasticos en general son productos muy utilizados vy
fabricados en grandes cantidades, sin embargo, debido a su dificil
degradacion se han vuelto un serio problema ambiental a nivel

mundial.

Se estima que las bolsas que se usan diariamente en compra de
diversos productos, representan una gran cantidad de la basura
doméstica, siendo nocivos para el medio ambiente y ademas
encarecen el producto original. El suelo en la ciudad de Huancayo
contiene grandes cantidades de polietieno de baja densidad
dispersas en todas sus calles que generan inestabilidad, una gran
contaminacion visual, contaminacion de los suelos y alteran la biota
presente en el valle. El cual es motivo suficiente para iniciar una
investigacion que permita combatir esta forma de contaminacion
analizando los principales factores que contribuyen a su demanda,

dispersion y acumulacion.

El LPD esta presente en casi todos los productos finales en las
diversas industrias, esto lo indicaria su gran dispersion y la facilidad
de alcance al publico. Asi mismo estos desechos plasticos llegan a
distintos lugares, entre ellos el océano. EIl estudio, realizado por
cientificos de la (UCA) Pontificia Universidad Catolica Argentina,
demostré que ademas de la ya conocida acumulacion de residuos
plasticos del Pacifico Norte, existen bloques similares en el centro del
Atlantico Norte, el Pacifico Sur, el Atlantico Sur y el Océano indico.
Los cientificos de la Asociacion para la Educacion Marina, con sede
en Estados Unidos, y del Instituto Oceanografico Woods Hole en

Hawai describieron el plastico como un "gran contaminante”. "Su
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1.5.2.

durabilidad y lenta biodegradacion hacen que estos polimeros
sintéticos puedan tolerar el ambiente oceanico por afos, décadas e
incluso periodos mas largos”, los dafios que pueden provocar que los
animales marinos pueden quedar atrapados por la basura, las aves y
otras criaturas marinas pueden consumir el plastico, la basura puede
actuar a modo de balsa y trasladar a algunas especies fuera de su
area, las bolsas plasticas producen toneladas de basura y atentan
contra la vida de la fauna marina. Se calcula que son cerca de 100.000
mamiferos marinos y un millén de aves los que mueren anualmente
por esta causa o al quedar atrapados en estos desperdicios "Si bien
se han hallado grandes cantidades de basura plastica flotando en el
Océano Pacifico, no hay mucha informacién que permita cuantificar y
explicar su distribucién geografica". Esto seria unindicador de la gran
polucion y acumulacion del LDP, por ello se pretende generar
reflexion sobre cuan importante es la elaboracion de productos
amigables con el ambiente y cuan indispensable es que estos sean

de degradacion rapida.

Las bolsas biodegradables no son una solucién a largo
plazo ya que su produccion necesita grandes cantidades de energia,
tardan afios (y no meses) en biodegradarse correctamente y cuando
lo hacen, producen diéxido de carbono (COz). En varios paises del
mundo se prohibié la distribucion de bolsas de plastico en los
supermercados y la gente va de compras con bolsas de tela, mochilas,
entre otros. Ya es tiempo que nuestro gobierno se comprometa,
empezando con medidas simples como la prohibicibn de la

distribucion de bolsas de plastico en los supermercados.

Justificacién practica

La presente investigacion pretende ayudar a resolver una de las

tantas problematicas que atenta contra el ambiente y las vidas
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humanas, la amplia polucion de plasticos, la distribucion y
acumulacion de este, la invasion de desechos, especificamente, el
polietileno de baja densidad (LDP) constituye un alarmante indice de
acumulacion futura, ya que estamos hablando de varias toneladas
gue se van juntando en todos los botaderos del mundo. Los lugares
de acumulacién de residuos soélidos en espacios publicos (calles,
avenidas. etc.), se representan como potenciales focos infecciosos e
impactan negativamente en la salud de la poblacion y el medio
ambiente, el Organismo de Evaluacién y Fiscalizacion Ambiental
(OEFA) considera puntos criticos. En Lima, el 83% de estos lugares
esta concentrado en tres distritos de la periferia: Villa Maria del Triunfo
(39,4%), Villa El Salvador (25,3%) y ElI Agustino (18,3%). En
contraste, estos distritos albergan aproximadamente solo al 12% de
la poblacion de Lima Metropolitana.

La presencia de puntos criticos representa un verdadero
peligro para la salud publica. La acumulacion de basura eleva la
probabilidad de infecciones respiratorias y gastrointestinales, explica
el director de Calidad Ambiental del Ministerio del Ambiente, Juan
Narciso. Agrega, ademdas, que los gases generados por la
descomposicion de materia organica son dafiinos para las vias
respiratorias. Por otro lado, la quema de basura es un problema para
el medio ambiente y para la salud, pues con dicha préactica se emiten
componentes quimicos cancerigenos, como la dioxina, segun

diversos estudios en El Comercio

Existe un marco juridico que regula este problema ambiental,
como la Ley General de Residuos Sdlidos, la Ley Organica de
Municipalidades (esta norma define las competencias vy
responsabilidades en el tema), la Ley que Regula la Actividad de los
Recicladores y el articulo 306 del Cédigo Penal que tipifica el delito

ambiental. Sin embargo, los principales problemas son la falta de

23


http://elcomercio.pe/noticias/basura-520944?ref=nota_lima&ft=contenido
http://elcomercio.pe/peru/pais/oefa-denuncio-8-municipios-mal-tratamiento-basura-noticia-1780066?ref=nota_lima&ft=contenido

articulaciéon y coordinacién entre los poderes Ejecutivo y Judicial,
municipalidades y la sociedad civil; y la falta de fiscalizacion, segun el
bidlogo Elmer Quichiz, de la Direccion General de Salud Ambiental

(Digesa).

Asi mismo, esta investigacion ayudara a un adecuado manejo
de residuos enfocandose primordialmente en la minimizacion de
plasticos especificamente del polietileno de baja densidad (LDP).
Existen numerosos tipos y formas de polucion por plastico. La
polucidn por plastico puede afectar de forma negativa a los terrenos,
cursos de agua y océanos. En determinadas regiones se han
implementado planes para intentar reducir el consumo de plastico y
promover el reciclado. La importancia y extension de la polucién por
plastico esta correlacionada con el bajo costo y durabilidad del
plastico, lo que conduce a que los seres humanos utilicen gran
cantidad de elementos de plastico. Los investigadores han revelado
ademas que las aguas superficiales de las intersecciones de las
corrientes oceanicas no son necesariamente el destino final de estas
basuras, ya que grandes cantidades de microplasticos estan pasando
ala cadena alimenticia marina y a los fondos oceanicos, segun publica
la reconocida revista Proceedings of the National Academy of
Sciences (PNAS). (49)

Finalmente, para este problema de manejo adecuado de
residuos soélidos se propone aplicar biotecnologia a través del uso de
bacterias en donde se identificara la eficacia de degradacién y la
influencia de los parametros de crecimiento microbiano, se estudiaran
también a las bacterias segun su forma taxondémica para su mejor
analisis con los parametros de cultivo; asi mismo, se brindara
informacion sobre la influencia de estos en la degradacion de
polietileno de baja densidad por la bacteria aerdbica heterotrofa

Pseudomona aeruginosa. El presente estudio ayuda a enriquecer
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1.5.3.

los conocimientos y la aplicacibn de nuevos métodos para la
degradacion de polietileno, también con estos analisis se podré lograr
mejoras en el tratamiento de estos residuos y emprender una

investigacion adecuada en nuevas biotecnologias.

Se pretende iniciar el proceso de degradacion del LDP mediante
el andlisis e influencia de los parametros de crecimiento microbiano
en el polietileno de baja densidad por bacterias aerdbicas heteroétrofas
en la ciudad de Huancayo, esta resulta ser un medio confiable para
encontrar una solucion y minimizar la contaminacion sin efectos

secundarios de una manera sostenible.

La investigacion se realizara para el beneficio de la sociedad,
principalmente las nuevas generaciones y sobre todo del medio
ambiente. A partir de esta investigacion se dara a conocer en
comunidades, municipios y la aplicacion de esta rama de la ciencia en
campo para obtener resultados confiables y sustentables con el
ambiente y sociedad.

Justificacion metodoldgica

La presente investigacion servira como instrumento para
analizar datos y definir variables que ayuden a lograr mejoras en la
aplicacién de nuevos métodos en el manejo de residuos sdlidos,
especificamente, en la minimizacion de plasticos desechables (LDP).
Las investigaciones de bacterias, actinomicetos y hongos han
adquirido importancia, debido a que biodegradan de manera efectiva
a los plasticos o a su vez, determinan las condiciones favorables para

realizar esta accion en el ambiente. (5)

Este sistema de biodegradacion forma parte de la biotecnologia

ambiental, pues hace uso de seres vivos (hongos, microorganismos y
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plantas) para aportar nuevas técnicas de recuperacion del medio
ambiente y su cuidado, asi mismo estos procesos no solo son una
opcion de remediacion si no también permitira minimizar y en algunos
casos la eliminacion de compuestos nocivos impidiendo su
concentracion en el medio en que se encuentra. Es el resultado de los
procesos de digestidn, asimilacion y metabolizacién de un compuesto
organico llevado a cabo por bacterias, hongos, protozoos y otros

organismos.

La biodegradacion es un proceso natural, metabdlico vy
enzimatico realizado por microorganismos, que excretan enzimas las
gue a su vez se encargan de romper la estructura molecular del
plastico. Este proceso es ventajoso no solo por permitir la eliminacion
de compuestos nocivos impidiendo su concentracién, sino que
ademas es indispensable para el reciclaje de los elementos en la
biosfera, permitiendo la restitucion de elementos esenciales en la
formacion y crecimiento de los organismos. La descomposicion puede
llevarse a cabo en presencia de oxigeno (aerdbica) o en su ausencia
(anaerdbica). La primera es mas completa y libera energia, diéxido de
carbono y agua, es la de mayor rendimiento energético. Los procesos
anaerobicos son oxidaciones incompletas y liberan menor energia.
(45)

La metodologia aplicada fue la siguiente, como primer proceso
se realiz6 la toma de muestra de agua, posteriormente se disefié un
medio de crecimiento apto para el desarrollo de bacterias
desintegradoras, al medio de crecimiento desarrollado se le adiciono
polietileno en polvo denominado medio de enriguecimiento. Asi
mismo, se procedid con el aislamiento inicial de la bacteria, seguido
por un proceso de centrifugado, se realizd también una prueba de

identificacion de la bacteria Pseudomonas aeruginosa.
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La elaboracion del medio de enriquecimiento se aplicé para
familiarizar a la bacteria Pseudomona aeruginosa al contacto del
polietileno de baja densidad y llegar a que el LDP sea su Unica fuente
de alimento, se pasé a inocular las muestras de bacterias
Pseudomonas aeruginosa, se observaron y se contaron las colonias
para su correcta identificacion, asi mismo se sometid a tincién para
una mejor observacion de colonias. Para la manipulacién del factor
ambiental de crecimiento microbiano pH se inicio con la adicion de los
buffers para la variacién del mismo, se inoculd e incub6 a 37° C, se
sometio a tincion para el conteo de colonias, procedimiento tomado
del libro de Microbiologia de Prescott 2008 y de la ASTM — D5465,
Estandares Americanos y métodos de prueba, para el conteo de

colonias en placa simple (Conteo manual).

Finalmente, para iniciar la variacién de temperatura se comenzo
a incubarla a diferentes temperaturas para asi identificar el porcentaje
de crecimiento de colonias a dichas temperaturas y verificar su
adecuacion al clima de la cuidad de Huancayo para su posterior

aplicacion.
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CAPITULO I
MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES DEL PROBLEMA

2.1.1.

Antecedentes internacionales

a) “Biodegradabilidad de los residuos plasticos degradables”.

Investigacion presentada por el Instituto de Ciencias
Biologicas de la Universidad de Malaya, Kuala Lumpur, Malasia;
donde se tuvo como objetivo demostrar la aplicabilidad y la
contribucion de los plasticos degradables en el ambiente (EDP)
para alcanzar una gestion eficaz de los residuos plasticos. Las
muestras a base de polietileno no se biodegradaron a 60°C, pero
se degradaron oxidativamente cuando se expusieron al aire por 60
dias. EI método aplicado fue el de espectro FTIR, se utilizé como
guia la norma D6003-96, de la American Standard and Testing
Methods (ASTM). Los resultados de compostaje coincidieron con
los datos oxidativos. Por dltimo, el crecimiento de P. aeruginosa
en todas las placas inoculadas donde el plastico era la Unica fuente

de carbono demostré la biodegradabilidad y la capacidad de
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N

compostaje del plastico. EI EDP es biodegradable y, por lo tanto,
puede utilizarse para prevenir, de manera segura, los numerosos
problemas relacionados con los residuos plasticos no degradables

en los rellenos sanitarios. (2)

“Biodegradacion ambiental de polietileno”.

El objetivo de este estudio fue intentar correlacionar la pérdida
de productos de oxidacion de baja masa molar a partir del polimero
con el crecimiento de microorganismos seleccionados en la
superficie del polimero termo-oxidado en condiciones préximas a
las experimentadas en compost. Una serie de observaciones
importantes del actual trabajo indican que se debe arrojar mas luz
sobre la progresion y el mecanismo de oxo-biodegradacion. Se
concluyo que la reduccion de la masa molar debido a la accion de
microorganismos no se produce a cualquier medida significativa
durante la incubacibn y que el papel principal de los
microorganismos en este proceso es para barrer la baja de
productos de oxidacién de peso molecular, ya que son formados.
Es decir, el proceso de per-oxidacion abibtico es el paso

determinante para el proceso de reduccion.

Estos resultados son de considerable importancia para
procesos de compostaje comerciales, en los que es degradable se
requieren plasticos a desintegrarse a pequefios fragmentos dentro
del tiempo de ciclo de compostaje y para ser posteriormente
absorbidos en el ambiente del suelo como nutriente para plantas

en crecimiento. (5)
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c) “Biodegradacion de polietileno y plastico por la ayuda de

herramientas microbianas: Un enfoque reciente”

Investigacion presentada en la revista internacional de

biomedicina y avances de investigacion. (29)

El objetivo de la presente tesis es identificar y aislar
microorganismos asociados con diversas degradaciones de
polietileno y plastico en el suelo. Generalmente, la adherencia de
microorganismos en la superficie de plasticos seguido de la
colonizacion de la superficie expuesta es el principal mecanismo
implicado en la degradacién microbiana de los plasticos. La
degradacion enziméatica de los plasticos por hidrélisis es un proceso
de dos pasos: primero, se une la enzima; a continuacion, el sustrato
de polimero; posteriormente, cataliza un hidrolitico escote. Los
polimeros se degradan en oligdmeros de bajo peso molecular,
dimeros y mondémeros y finalmente mineralizadas de CO2 y H20.
(29)

Las propiedades de plasticos estan asociadas con su
biodegradabilidad. Tanto las propiedades fisicas como quimicas de
los plasticos influyen en el mecanismo de la biodegradacion. Las
condiciones de la superficie (area de superficie, y propiedades
hidrofilicas e hidrofobicas), las primeras estructuras de orden
(estructura quimica, peso molecular y la distribucion del peso
molecular) y las estructuras de alto orden (de transicién vitrea, la
temperatura, la temperatura de fusion, médulo de elasticidad,
cristalinidad y estructura cristalina) de los polimeros juegan papeles
importantes en la biodegradacién de procesos. En general, los
poliésteres con cadenas laterales son menos asimilados que los

gue no tienen cadenas laterales. El peso molecular también es
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importante para la biodegradabilidad porque determina muchas

propiedades fisicas del polimero. (29)

El aumento molecular del peso del polimero disminuy6 su
degradabilidad. Dentro de la escala de tiempo de nuestro
experimento, el microorganismo asociado con el polietileno y
plastico. Se identificaron las peliculas que reveld la presencia de
ambas bacterias y hongos en gran numero. Estos microorganismos
utilizan peliculas de polietileno como fuente Unica de carbono que
resulta en la degradacion de polietileno y plastico. Finalmente, esta
investigacion en biodegradacion de polietiieno en las ultimas
décadas ha aumentado nuestro conocimiento de microorganismos
degradantes bajo la condicion natural, mejorar nuestro
conocimiento en el desarrollo de nuevas tecnologias o modificar el
existente, los que degradan los plasticos en una manera
respetuosa del medio ambiente al no ser de subproductos toxicos.
Por lo tanto, la futura atencion esta en el desarrollo comercial y
aplicacion de los recursos naturales y eco-amigables polietileno y
plastico. Sobre la base de la informaciéon uno podria concluir que
en a fin de mejorar la biodegradacion de polietileno y plasticos los
siguientes enfoques podrian ser adaptados como estudios de
biodegradacion de polietileno y plasticos en el suelo, en el interior
del laboratorio (bajo condiciones controladas) y fuera del
laboratorio (bajo condicién natural) con la ayuda de herramientas

microbianas. (29)

d) “Biodegradacion de polietileno de baja densidad por una variedad

de Pseudomonas”. (24)
Este manuscrito tiene como objetivo investigar el grado de

biodegradabilidad de LDPE por cuatro diferentes cepas de

Pseudomonas bacterias Pseudomonas aeruginosa PAO1l
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(ATCC 15729), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15692),
Pseudomonas putida (ATCC KT2440 47054) y Pseudomonas
syringae (DC3000 ATCC 10862). La degradacion de LDPE se
determind en pérdida de peso de la muestra, los cambios
morfolégicos, mecénica y variaciones espectroscopicas. Los
compuestos diluidos después de la degradacion se analizaron por
cromatografia de gases que se acoplaron con la espectroscopia de
masas. Los resultados muestran que Pseudomonas spp puede
degradar peliculas de LDPE. (24)

La formacion de biopeliculas se inicié a partir del dia 40 de
incubacion, se observé que el periodo inicial de crecimiento tanto
de las células plancténicas y biofilm fue rapido. Esto debido a que
las cepas bacterianas son capaces de utilizar peliculas de
polietileno como fuente de carbono. El crecimiento de biopeliculas
se encontrd que era aumentando de manera constante en los dias
80 y 120 en comparacion con el dia 40. Sin embargo, la tasa de
crecimiento se redujo en comparacioén con el periodo inicial. Por
otro lado, la serie de diluciones y métodos de recuento de colonias
mostraron que la proliferacion bacteriana se hizo mas o menos
constante después de 15 dias y un muy pequefio aumento en los
recuentos bacterianos fue observado. Las células del biofilm, asi
como las células plancténicas mostraron una curva de crecimiento
similar. Esto puede ser atribuido a la aclimatacion de bacterias en
el medio basal con la fuente de carbono degradado a partir de los
plasticos. Las mediciones de pérdida de peso después de 120 dias
de periodo de incubacién, donde el porcentaje de la reduccion de
peso fue del 20% en Pseudomonas aeruginosa (PAO1l) (B1),
11% en Pseudomonas aeruginosa (ATCC) cepa (B2), el 9% en
Pseudomonas putida (B3), y el 11,3% en Pseudomonas
syringae (B4) cepa. La reduccion de peso para el control negativo

fue de 0,3%. La pérdida de peso de las peliculas de polietileno se
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puede atribuir a la ruptura de columna vertebral de carbono debido
a la degradacion enzimatica por estas bacterias. Se observé que la
pérdida maxima en peso se observd para polietiieno donde se

incubaron con Pseudomonas aeruginosa PAOL. (24)

e) “Repaso de la biodegradaciéon de polietiieno: de una manera
microbial”. (19)

La siguiente investigacién tiene como objetivos: 1) dar a
conocer el nivel de contaminacion del polietileno, 2) revisar los
meétodos (rentable) mas eficientes, 3) identificar de dénde vienen
esos microbios que degradan el polietileno, 4) ensefar el
mecanismo de la degradacion de polietileno. 5) dar a conocer los
métodos usados para la biodegradacion del polietileno, 6) revisar
las discusiones de la degradacién de polietilieno por microbios
eficientes, 7) poner en practica los productos del polietileno bajo el
proceso de degradacion, 8) probar el nivel de toxicidad de los
productos del polietileno después del proceso de degradacion, 9)

hablar de los aspectos futuros de la degradacion de polietileno. (19)

Resultados: después de 3 meses de agitacion, los discos del
polietileno fueron oxidados en la superficie y punto de tension
(resistencia maxima) donde disminuye y alcanza un maximo de
12.3% de pérdida de peso que fue registrado. Después de un mes
de incubacion bacterial y fungica se aislé la degradacion maxima
por (Aspergillus niger) y la bacteria (Streptococcuslactis). Fue
encontrada como a 12.25% y 12.5% respectivamente.11%
(gravimétrico) y 30 % (molecular) la pérdida de peso fue registrada
a 50°C después de 30 dias. En las mezclas de polietileno en el
agua de mar hubo muy poca degradacion observada en el invierno,
pero en verano hubo mucha pérdida de peso en el polietileno con

la adicién de MB después de 20 meses. La pérdida de peso llegé a
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f)

26% por semana y un maximo de 4.1594 g/L de CO: fue liberado
después de la degradacién del polietileno. El nivel maximo de
degradacion del polietileno (pérdida de peso) de los cuatro tipos de
bacterias fue encontrado como 20% por Pseudomonas
aeruginosa después de 120 dias. El contenido de almidon en
mezcla fue encontrada directamente proporcional a la proporcion
de degradacion. Entonces un contenido mas alto de almidon da
mayor degradacion. Peliculas de polietileno (capa) 75 -85%
(contenido de hierro estearato) y 31 % - 67% (de calcio estearato)
en 45 grados causa la reduccion en el indice carbonil donde hubo
7.5% de pérdida de peso del polietileno después de 8 semanas. Se

registré un 8% de degradacion de polietileno en 4 semanas. (19)

Concluida la biodegradacion esta es controlada
principalmente por la naturaleza de la adicién del pro-oxidante y
también esta afectado por la matriz, pero no tanto como el pro-
oxidante. Después de 45 dias el cambio méaximo de la extension
del porcentaje (73.38% reduccion) punto de tension (0.01 N/cm? fue
similar incluso después de 15 y 30 dias) y elongacién 1.8 cm del

polietileno fueron registrados.

“La biodegradacion de plasticos por Pseudomonas putida aislado

de muestras de suelo de jardin”. (26)

El objetivo del estudio es aislar Pseudomonas putida de
muestras de suelo de jardin y caracterizar su capacidad degradante

en material plastico. (26)

Los microorganismos tales como bacterias y hongos estan
involucrados en la degradacion de ambos plasticos naturales y
sintéticos. Un total de diez muestras de suelo se obtuvieron de

diversos jardines en y alrededor de Chennai. Las muestras
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recogidas fueron procesadas para el aislamiento de P. putida. La
eficiencia de la degradacién de las cepas aisladas y cepa estandar
se compararon. Cuatro cepas fueron aisladas en agar tripticasa
soya (TSA) medio. Las cepas aisladas se identificaron como P.
putida mediante la realizacibn de pruebas de identificacion
correspondientes. Las cepas aisladas fueron confirmadas como P.
putida por la ausencia de prueba del hidrdlisis de gelatina y

ausencia de crecimiento en agar cetrimide. (26)

Los cambios en la superficie de la muestra pléstica, en la
mayoria de las aplicaciones previstas para las peliculas o fibras en
contacto con el suelo, la pérdida en las propiedades de traccion y
pérdida de peso son los criterios practicos mas relevantes para
determinar su degradacién. Se observaron los diversos cambios en
la superficie de las muestras de plastico después de la incubacion
gue con el suelo aisla. La superficie de las muestras de plastico se

ha convertido de suave a rugosa con grietas. (26)

Entre las muestras utilizadas para este estudio, en la muestra
D se encontrd que era mas degradativo en el intervalo de 63,1% a
75,3%. Entre las cuatro cepas aisladas, la muestra plastica D fue
muy degradada por la tension. Las cepas restantes degradaron la
muestra, similar a la cepa estandar utilizada. La cepa 1 y 2
muestran los niveles de biodegradacion altas de 75,3% y 71,7% en
comparacién con la cepa estandar que utilizan el 63,1%. La
capacidad degradativa de las bacterias oscilaron entre 4-17%. La
superficie morfologica de pelicula de polietileno / almidén ha sido
analizada por microscopia electrénica de barrido (SEM) antes y
después de la degradacion. Propiedades fisico-mecénicas,
también se ha determinado antes y después de la degradacion de
la pelicula con el fin de comprender la tasa, asi como el mecanismo

de la degradacion. La superficie de los materiales de plastico ha
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pasado de ser suave a rugosa con grietas. Esto puede ser debido
a los compuestos secretados extracelularmente por los microbios
gue pueden romper la compleja estructura molecular del plastico.
Por lo tanto, estudiar mas a fondo sobre las enzimas microbianas
o0 4cidos orgénicos en la degradacion de los plasticos de polietileno
se hallan en el camino para encontrar la tecnologia para degradar
los materiales de plastico, que son de otro modo peligroso para el
medio ambiente. Por lo tanto, el presente estudio revela la P.
putida donde se encontrd que las bacterias son eficaces para la

biorremediacion de material plastico. (26)

g) “Estudios sobre la biodegradacién de polietileno natural y sintético

por Pseudomonas spp” (52)

El presente articulo hace un andlisis comparativo entre la
biodegradacion de los recursos naturales y polietileno sintético por
tres especies diferentes de Pseudomonas. Las tres
Pseudomonas spp. (P1, P2, y P3), (1) el sitio de disposicion de
residuos domésticos debe desecharse con la basura doméstica y
los residuos vegetales; (2) del suelo de textiles en el sitio de drenaje
efluentes; y (3) los suelos objeto de dumping con los lodos de
depuradora, respectivamente. La capacidad de estas especies en
la degradacion de polietileno natural y sintético fue investigada.
Hubo cultivo puro de incubacion de frasco de agitacion durante 8
semanas que fue realizado con la finalidad de biodegradacion. El
polietilieno natural o biodegradable utilizado en el estudio eran
bolsas de plastico desechable que contienen 6% de almidén
vegetal. Los pesos en seco inicial y final de las bolsas de plastico
antes y después de la incubacién en el medio de cultivo se
compararon y se calculd el porcentaje de degradacion. Entre todos
los tratamientos, Pseudomonas sp. del vertedero de lodos de

depuradora (P1) se encontré para degradar eficientemente con
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polietileno 46,2% para natural y 29,1% para el polietileno sintético.
En contraste, Pseudomonas sp. de los hogares basurero (P2) dio
la biodegradabilidad mas baja de 31,4% y 16,3% para el polietileno
natural y sintético, respectivamente. Sin embargo, Pseudomonas
sp. aislado de efluentes textiles, sitio de drenaje, dio una
biodegradabilidad intermedia de 39,7% y 19,6% para el polietileno
natural y sintético, respectivamente. En general, el polietileno
natural, dio una rapida biodegradacion dentro de la misma duracion
que los sintéticos. Las enzimas activas producidas por las bacterias
causan abolladuras mecanicas y la pérdida de peso en polietileno.
(52)

Dentro de todos los tratamientos, el T1 presenta
biodegradacion mas o menos consistente, mientras que T2 era un
pequefio meandro. El polietileno natural que contiene almidén
vegetal del 6% que podria haber mejorado la velocidad de
biodegradacion de la fase inicial de la prueba experimental.
Ademas de los nutrientes basales del caldo, Pseudomonas spp.
han utilizado los extractos vegetales y otros componentes
organicos de polietileno natural que puede ser otra de las razones
de esta uniformidad de biodegradacién. Sin embargo, la viabilidad
de crecimiento microbiano de bacterias Pseudomonas en el caldo,
en el dia 56, sugiere que el organismo estaba todavia en la fase de
registro. Esto explica que el polietileno natural proporciona
suficiente fuente de carbono y energia para las bacterias para el
crecimiento 'y la  multiplicacion. P33 mostré6 maxima
biodegradabilidad tanto de las bolsas de polietileno y degradacion
de practicamente el 50% de los naturales. La razén podria ser el
metabolismo de la cepa particular, que esta aislado desde una
ubicacion con ricos nutrientes organicos de los lodos de
depuradora, y puede tener la capacidad de utilizar el carbono

organico maximo. Por lo tanto, el polietileno natural sirvié a las
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h)

bacterias con su almidon ingrediente vegetal adicional que los llevd
a consumir polietileno natural mas rapidamente que los sintéticos.
Con nuestros resultados, se asume que las bacterias eran capaces
de utilizar polimeros naturales mas rapidos que los sintéticos
porqgue menos actividades metabdlicas son suficientes para
disociar los fondos de carbono de origen natural del polietileno de
las complejas reacciones enzimaticas que se requieren para los

polimeros sintéticos. (52)

“La biodegradacion de polietileno de baja densidad (LDPE) por
Cultura Mixta de Lysinibacillus xylanilyticus y Aspergillus niger

en el suelo” (10)

En este estudio, el objetivo es la biodegradacién de las
peliculas de LDPE puro sin aditivos pro-oxidantes, con y sin
tratamiento previo de la foto-oxidacion, se evalu6 en el suelo en
presencia y ausencia de un cultivo mixto de microorganismos
vertedero de cddigo seleccionados (Aspergillus niger F1 cepa
designada y Lysinibacillus xylanilyticus XDB9 (T) S7-10F cepa
designada). Los datos obtenidos a partir de las mediciones de
respiracion y de poblacion microbiana mostraron diferencias
significativas con los microorganismos seleccionados. Las
mediciones de diéxido de carbono mostraron que la biodegradacion
en el tratamiento no inoculado era lento, y estaba alrededor de
7,6% y 8.6% de la mineralizacion de la no-UV-irradiado y UV
irradiado LDPE respectivamente después de 126 dias. En
contraste, en la presencia de los microorganismos seleccionados,
la biodegradacién era mucho mas eficiente y los porcentajes de
biodegradacion eran 29,5% y 15,8% para los no irradiados UV-UV-
irradiados y peliculas, respectivamente. El porcentaje de
disminucion en el IC fue mayor para el LDPE UV-irradiado cuando

la biodegradacion era realizada en el suelo inoculado con lo fungico
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y bacteriano seleccionado en aislamientos. El FT-IR, XRD y SEM,
estos analisis demostraron la capacidad de los microorganismos
seleccionados para modificar y colonizar ambos tipos de PE como
la fuente de carbono, y demostraron el importante papel de estas

cepas en el proceso de biodegradacion del PE. (10)

El tratamiento previo de oxidacion facilitd la biodegradacion
del PE; sin embargo, al contrario de otros informes, nuestro estudio
confirma la capacidad de la fangica seleccionada y aislados
bacterianos para utilizar virgen PE sin pro-oxidante vy
pretratamientos de oxidacion. Los resultados de este estudio
muestran que los microorganismos seleccionados (cepas S7 10F y

F1) presentan un gran potencial de biodegradacion de LDPE

En condiciones naturales, tales como las que se encuentran
en el suelo en un futuro cercano, estos microorganismos pueden
ser utilizados para reducir la cantidad de los residuos sdlidos, que
se acumulan rapidamente en el medio natural del medio ambiente.
(10)

“Desarrollo y dinamica de biopeliculas Pseudomonas sp” (35)

En la siguiente investigacibn se presenta como objetivo
observar el desarrollo y dinAmica de biopeliculas Pseudomonas
sp. Los organismos modelos utilizados en el presente estudio
representan dos tipos diferentes de formacién de biopeliculas.
Inicialmente, las bacterias forman microcolonias planas, pero en la
fase posterior de biofilm la formacion de Pseudomonas sp. B13
forman cepas ovoidales en microcolonias; mientras que las P.
putida OUS82 forman cepas de estructuras irregulares. Aunque las
razones para el diferente comportamiento de las dos

Pseudomonas se desconocen, se consider6 ventajoso usar
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bacterias que muestren diferentes tipos de formacion de
biopeliculas. El uso de buenas practicas agrarias y dsRed como
genes indicadores o etiquetas genéticas para distinguir entre
diferentes especies, especies idénticas, o de tipo salvaje y mutante
es, sin duda, un enfoque muy util para estudios en linea de

biopeliculas. (35)

Las bacterias en biofilms son células sésiles en un estado
fisiologico diferente de la de las células planctonicas, y algunos
informes que documentan la expresion diferencial de genes en
sésiles (unido a la superficie) donde han aparecido bacterias (8, 26,
29). Informaron que la expresion de 38% de los genes en E. coli
difieren entre sésiles y las células plancténicas. Entre estos, el gen
FLIC fue reprimido en las bacterias sésiles, y los flagelos eran no
detectados en las bacterias sésiles. El presente trabajo sugiere, sin
embargo, que las bacterias en biofilms muestran tanto temporales
como variacién espacial con respecto a la diferenciacion. Algunas
de las bacterias eran bacterias sésiles aparentemente no moviles,
pero una gran fraccién de las bacterias del biofilm de vez en cuando
nadaban en una microcolonia. Las bacterias P. putida OUS82
fueron aparentemente inmoviles y sésiles dentro de las
microcolonias en la fase temprana de desarrollo de la biopelicula,
pero después de 3 dias de crecimiento, presumiblemente cuando
las microcolonias habian alcanzado un tamafio critico, las bacterias
comenzaron a nadar rapidamente en circulos, la microcolonias
compactas se disolvieron, y estructuras sueltas se formaron
conteniendo bacterias de diferentes microcolonias. En
consecuencia, le sugerimos que los biofilms contienen tanto sésiles
poblaciones y poblaciones planctonicas. La capacidad de una
fraccion de las bacterias en un biofilm para responder células
planctonicas como puede permitir que la comunidad del biofilm

para responder de manera eficiente a entornos cambiantes. Tales
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respuestas se observaron en una modelo de consorcio de dos
especies capaces de presentar comensales o no comensales de
crecimiento. A partir de estos experimentos hemos concluido que
las biopeliculas son estructuras dinamicas, y nos han hecho
sugerencias de que las bacterias en biopeliculas pueden mostrar
diversos estados de diferenciacion dependiente de su ubicacion
temporal y espacial. Sin embargo, la expresion de genes
especificos de las llamadas bacterias sésiles diferenciadas, no se
conocen, por lo que un analisis mas integral de los estados de la

diferenciacion bacteriana en biofilms seria necesario. (35)

“La biodegradacion de polietileno y polipropileno” (56)

Esta revision tiene como objetivo biodegradar el polietileno y
el polipropileno que son las dos poliolefinas con aplicaciones de
amplio alcance. Ellas son recalcitrantes y, por lo tanto, permanecen
inertes a la degradacion y el deterioro que conduce a su
acumulacién en el medio ambiente. La mayoria de los ejemplos
hacen frente a los hongos y la degradacién basada en la
bacteriana. Los polimeros pretratados se degradan mas facilmente
gue los polimeros no tratados. Ademas, la degradacion es mas facil
con almidon y polimeros de celulosa mezclados. La célula
hidrofobicida de la superficie y la adicion de agentes tenso-activos
mostré un papel importante en la formacion de biopeliculas que es
un requisito previo para la biodegradacion. Cables de degradacion
de disminucion en el peso molecular, resistencia a la traccion y la
viscosidad, la formacion de nuevos grupos funcionales tales como
podria concluir que con el fin de mejorar la biodegradacion de PP

o PE los siguientes enfoques podrian ser adoptados: (56)
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K)

|. Modificar el polimero para la utilidad microbiana por: la adicion de
polimeros naturales y / o pro-oxidantes al PP; modificacion de

polimeros hidrolizados de proteinas; y pretratamiento del polimero.

Il. Modificar los microbios para utilizar el polimero mediante: la
modificacién de la composicion del medio, y por lo tanto la mejora
de la utilizacion de polimero; y modificar genéticamente el

microorganismo a utilizar con el polimero.

lll. Sobreexpresiéon de la enzima, que es responsable de la
degradacion y se debe purificar y utilizar para este propoésito.
Estrategias Il y Ill requieren de la comprension de mecanismo de

la degradacion microbiana de estos polimeros. (56)

“La diversidad y la eficacia de los manglares tropicales de suelo

microflora sobre la degradacion del polietileno lleva bolsos”. (55)

Se determiné la diversidad y la carga de bacterias
heterotroficas, asi como los hongos asociados al suelo del manglar
de Suva, Islas Fiji, utilizando el método de conteo de placas, usado
también para medir la capacidad de bacterias aisladas para
producir enzimas hidroliticas como amilasa, gelatinasa y lipasa. La
carga bacteriana heterotrofica resulté ser considerablemente mas
alta que la carga funguicida. Hubo predominancia de bacterias
“Gram-positivas” del género de Bacillus. Otros géneros
encontrados fueron Staphylococcus, Micrococcus, Listeria y
Vibrio. La eficacia de esta microflora en la degradacion del
polietiieno comercial de bolsas hechas de polietileno de alta
densidad (HDPE) y de baja densidad (LDPE) fue estudiada en el
laboratorio por un periodo de ocho semanas. La biodegradacion fue
medida en términos de pérdida de peso, la cual indic6 una

disminucién del 5 %. Después de ocho semanas en el suelo de un
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manglar, el polietleno clase 1 y clase 3 contenian
fundamentalmente Bacillus, pero en la Rev. Biol. Trop. (Int. J.
Trop. Biol. ISSN-0034-7744) Vol. 55 (3-4): 777-786, september-
december 2007 785 polietileno clase 2, predomind el género

Staphylococcus. (55)

Mientras que la mayoria de bacterias aisladas fueron capaces
de producir enzimas hidroliticas como la amilasa y la gelatinasa, la
actividad lipolitica fue muy baja. La clase 2 (HDPE) experimentd la
mayor biodegradacion. (55)

En conclusién, los resultados revelaron que las bacterias
heterétrofas aisladas de manglar suelo eran capaces de producir
enzimas hidroliticas que pueden contribuir a la degradacion de
polietileno que se usa en el presente estudio, también, habia una
seleccion de diferentes géneros hacia diferentes clases de
polietileno que indican que diferentes géneros podrian ser
responsables de la degradacion de diferentes tipos de polietileno.
Los resultados también mostraron que la clase 3 de polietileno
habia sufrido mas biodegradacion, esto podria ser debido a la
presencia de aditivos que pueden aumentar la tasa de degradacién
por la disminucién del punto de fusién, delta H, fuerza de unién y

temperatura de transicion vitrea. (55)

“La variabilidad en Pseudomonas aeruginosa lipopolisacarido

expresion durante la degradacion de petréleo crudo” (57)

Este estudio demuestra una correlacién entre P. aeruginosa
Ul vy la variacion LPS superficie celular U3 y la capacidad de estas
cepas que degradan n-alcanos. Curiosamente, tanto suave y
fenotipos asperos se han mantenido en BLC- cultivos degradantes

de enriquecimiento durante mas de 48 meses, lo que sugiere
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diferentes papeles para facilitar la degradacion del aceite crudo en
el enriquecimiento de cultivos. Ademas, la presencia de células Ul
y U3 impactaron las capacidades degradadoras de la comunidad
microbiana (11), tal vez debido a la produccidon de compuestos
antimicrobianos. Este estudio también apoya el uso de alta
resolucion AFM combinado con analisis bioquimicos para
identificar alteraciones en estructuras subcelulares que ocurren
durante la degradacién microbiana mediada de los contaminantes
ambientales. Otros experimentos examinaran los papeles lisos
(U1) y rugosos (U3), fenotipos en crudo, la degradacion del aceite
y sus efectos sobre otros miembros de la BLC-degradado de

comunidad microbiana. (57)

m) “Proyeccion de polietileno y degradantes plasticos de microbios

de muthupet suelo del manglar” (58)

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo
estudiar el nivel de toxicidad del polietieno y plasticos
biodegradados. Los resultados de este estudio, concluyen que S.
aureus, P. aeruginosa, A. niger, Rhizopussp vy
Streptomycessp, degradan eficazmente los materiales de
polietileno y plastico. Asi, la P. aeruginosa es eficiente para
degradar la polietileno y material plastico. La plantula de Vigna
radiata se trasplanté en 12 macetas de igual tamafio, que eran
sefialados como Tratamiento | - VI (polietileno) y | - VI (plastico).
Los parametros morfolégicos como la germinacion, capacidad,
longitud de la raiz, longitud de brotes y el contenido de clorofila
fueron analizados. Los De materiales de desecho de polietileno y
plastico suelen causar serios problemas ambientales, por lo que los
materiales de desecho deben ser eliminados utilizando el

microorganismo. Este método es barato y eficaz, de modo que
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puede ser utilizado ampliamente para el tratamiento de polietileno
y vaso de plastico. (58)

n) “Biorremediacién de p-nitrofenol por Pseudomonas putida cepa
12747 (53)

El presente trabajo tiene como objetivo evaluar la eficacia de
la Pseudomona putida 1274 para la eliminacion de la PNP. Los
resultados fueron que la P. putida 1274 muestra un buen
crecimiento y la degradacién PNP a 37 ° C en pH neutro. Acido y
alcalino pH retardan el crecimiento de P. putida, asi como la
degradacion de la PNP. Sobre la base de técnicas especializadas,
se identifico hidroquinona como producto degradado importante. La
via fue identificada por la biodegradacion de PNP. Se trataba de la
eliminacién inicial del grupo nitrato y la formacion de hidroquinona
como uno de los intermedios. Finalmente, los resultados sugieren
que la P. putida cepa 1274 seria un aspirante adecuado para la
biorremediacion de compuestos nitro-aromaticos en sitios

contaminados en el medio ambiente. (53)

0) “Estudio de las propiedades mecéanicas y de envejecimiento a la

intemperie de polietilenos cargados con polisacaridos” (54)

El presente estudio trata sobre la evaluacion de las
propiedades mecanicas y el envejecimiento a la intemperie de
peliculas de polietileno de baja densidad (PEBD) cargadas con
polisacaridos (almidon) (20% p/p). Los ensayos de tension, en
especial, los mdédulos de elasticidad y la deformacion en el estado
inicial, antes y después de someter las peliculas a envejecimiento
por exposicion a la luz durante trece semanas, proporcionan
informaciones relevantes sobre el efecto del tiempo de exposicion.

Ademas, los termogramas de analisis termo gravimétrico obtenidos
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mostraron como se redujo la estabilidad térmica del PEBD por la
presencia del almidon de maiz, y después de ser biodegradadas en

un cultivo microbiano de Aspergillus niger durante 21 dias. (54)

Los resultados obtenidos al evaluar el PEBD antes y después
de ser cargado con polisacéridos de tipo almiddén, y sometido a
degradacion ambiental y bacteriana, reflejaron que el ataque
microbiano fue facilitado por la incorporacion del polisacarido
originando un aumento en la velocidad de degradacién. Respecto
al modulo de elasticidad y la deformacion para las peliculas de
polietileno de baja densidad cargada y original, después de la
presencia de los polisacaridos en el polietiieno provocé una
disminucion en el tiempo de vida util de las peliculas en cuanto a

las propiedades mecénicas del polimero. (54)

p) “Evaluacion de la bacteria Pseudomona como degradador del

polietileno” (38)

El objetivo de la presente investigacion es evaluar a la
bacteria Pseudomona, como agente degradador de uno de los
derivados del petrdleo que mayor impacto ecoldgico tiene, el
polietiieno, basandose en los principios generales de la
biorremediacion. El polietileno es uno de los plasticos que mas
contamina el ambiente debido a que es utilizado de forma
indiscriminada. Ademas, su proceso natural de degradaciéon es
lento ya que le toma entre 50 y 300 afios completarlo y se producen
una gran cantidad de lixiviados. La biorremediacion es una practica
en la que se ha encontrado que ciertos tipos de bacterias son
capaces de acelerar la descomposicién de estos derivados de
carbono con un minimo de desechos dafiinos. Las bacterias
Pseudomonas son capaces de degradar estos productos ya que

forman parte de su nutricion. Por ello, se decidi6 evaluar su
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efectividad para lo que se aislaron colonias de Pseudomonas a
partir de muestras de agua estancada y suelo procedentes de
tiraderos de basura, reportadas como un reservorio de estos
organismos, mismos que posteriormente fueron cultivados en un
medio donde el polietileno fue la Unica fuente de carbdn. Es asi
como las Pseudomonas, no teniendo otra fuente de carbon en su
dieta, degradaron el polietileno, reduciendo en un 58% el peso
original de la muestra, en un tiempo de siete semanas. Este
procedimiento resultd ser muy efectivo al compararse con el
periodo prolongado de tiempo que requiere una bolsa de plastico
para degradarse sin accibn de ninguna practica de
biorremediacion. Si se decidiera implementar esta como una
técnica para la degradacion de desechos plasticos, seria necesario
separar y triturar las bolsas dejandolas como Unica fuente de
carbono, para someterse a la accion degradante de tapetes

microbianos que incluyeran bacterias Pseudomonas. (38)

A partir de los resultados obtenidos, es evidente que al
restringir las bacterias Pseudomonas de cualquier otra fuente de
carbono diferente al polietileno, éstas comenzaran a utilizar dicho
plastico como fuente principal de esto, logrando su degradacion.
Este proceso podria mejorarse al mezclar cepas de Pseudomona
sp. con otras bacterias y hongos degradadores a fin de crear
tapetes microbianos que optimizaran la descomposicion del
plastico. Se recomienda la separacion de la basura, para que las
bacterias enfoquen su accién degradante Unicamente al polietileno

y no a otras fuentes de carbono. (38)
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2.1.2. ANTECEDENTES NACIONALES

a) “Aislamiento y caracterizacion de micromicetos biodegradadores

de polietileno” (23)

La investigacion tiene como objetivo aislar cepas de
micromicetos capaces de degradar el polietileno, identificarlas,
caracterizarlas y determinar las condiciones ambientales en las que
se logra la mayor actividad biodegradadora. El método de estudio
realizado fue del tipo correlacional, explicativo y prospectivo
longitudinal, Se efectudé un muestreo no probabilistico intencional y
en la recoleccion de datos se aplicdé la técnica observacional,

sistematica y estructurada. (23)

La biodegradacion del polietileno por microorganismos es una
solucion para la reduccion de la contaminacion por plasticos. Los
hongos fueron aislados de productos elaborados con polietileno
obtenidos de relleno sanitario, la identificacién taxonémica fue en
base a caracteristicas macroscopicas del crecimiento en placa petri
y el estudio microscopico empleado fue la técnica de microcultivo
en lamina. La actividad biodegradadora se determiné con la técnica
de Kavelman y Kendrick, a temperaturas entre 20y 30 °C y a pH
45 — 8,0. Veinte cepas de micromiceto fueron aisladas e
identificadas, en 5 (25%) se evidencio la capacidad de biodegradar
el polietileno a 20 °C, siendo el pH 6,5 el éptimo, la cepa de mayor
rendimiento pertenece a la especie de Aspergillus flavus. A
temperatura de 30 °C, 6 (30%) las cepas evidenciaron actividad
degradadora, siendo pH 6,5 el 6ptimo, la cepa de mayor
rendimiento fue la misma del caso anterior. El proceso de
biodegradacion del polietileno fue mayor cuando se empled la
temperatura de 30 °C y las condiciones favorables de temperatura

y pH pudieron haber facilitado el proceso de biodegradacion. (23)
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b) “Efecto de tratamientos fisicoquimicos y cometabolismo en la
degradacion de polietieno de baja densidad por hongos

filamentosos” (44)

La investigacion tuvo como objetivo determinar el efecto de
dos tipos de tratamiento fisicoquimico (temperatura y radiacion
gama) y del cometabolismo microbiano en la biodegradacion de
polietiieno de baja densidad (LDPE) por accién de hongos
filamentosos en medio liquido. El polietiieno de baja densidad
(LDPE) es uno de los polimeros mas utilizados en la fabricacion de
productos que son desechados en corto tiempo, por lo que es uno
de los principales componentes de la fraccion de residuos plasticos
en los desechos soélidos. Su degradacion en la naturaleza implica
varias décadas, sin embargo, es posible acelerarla provocando

oxidacion de la molécula. (44)

El método utilizado fue el analitico para evaluar los cambios
morfologicos y estructurales en el LDPE, por efecto de los
tratamientos biologicos, y periodicamente se tomaron muestras del
polimero. Durante el presente trabajo se estudié la degradacion, en
medio liquido, de muestras pulverizadas de LDPE tratado
fisicoquimicamente con temperatura (80 OC durante 15y 75 dias)
o radiacién gama (10, 15 y 20 Mrad). Las muestras se incubaron a
30 OC, durante 31 meses con cultivos puros de Aspergillus niger
o Penicillium pinophilum, o durante 27 meses con un cultivo
mixto (Aspergillus niger, Penicillium pinophilum, Aureobasidium
pullulans, Gliocadiumvirens, Chaetomium globosum vy
Phanemchaetechrysospohum). Ambos tipos de cultivo se
incubaron en ausencia de sustratos (etanol o tolueno) en el medio,
con el objeto de promover procesos cometabdlicos y evaluar su

efecto en la biodegradacion. La degradacion fisicoquimica y
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biolégica del LDPE se evalué por cambios en la estructura quimica
(FTIR) y en la morfologia cristalina (DSC y XRD). La actividad
biolégica y la mineralizacion del LDPE, se determinaron por
respirometria. En el tiempo final del estudio, las muestras se
analizaron por SEM con el fin de detectar cambios superficiales.
(44)

La exposicion simultanea a temperatura o radiacion y oxigeno
dio como resultado la degradacién oxidativa del polimero
(detectada por cambios morfolégicos y estructurales), lo que
favorecié su biodegradacion. EI aumento en el tiempo del
tratamiento térmico, asi como en la dosis de radiacibn gama,
provocaron aumentos significativos en la oxidacién del LDPE. El
porcentaje de cristalinidad del LDPE disminuye y el tamaifio
promedio de cristales aumenta, por efecto del tratamiento con
microorganismos. Este resultado se atribuye al ataque de las
regiones amorfas que limitan las particulas cristalinas, provocando
ademas un aumento en el contenido de cristales pequefios y la
disminucion en el espesor de laminas amorfas y cristalinas del
LDPE. Finalmente, en las conclusiones se demostraron que una
oxidacion inicial en la molécula de LDPE, asi como la presencia de
etanol como sustrato en el medio, favorecen su biodegradacion por
cultivos axénicos y por el cultivo mixto. La mayoria de las cepas
fungicas estudiadas poseen el sistema enzimatico necesario para

degradar oligémeros de LDPE (44).

“Biodegradacion de polietileno de baja densidad por accion de un

consorcio microbiano aislado de un relleno sanitario, Lima” (41)
El presente trabajo tuvo como objetivo la busqueda de

microorganismos con capacidad biodegradativa sobre el polietileno

de baja densidad (PEBD) y evalla en condiciones controladas su
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actividad. EI método aplicado fue de recoleccion de muestras
colectado de la plataforma. Los microorganismos fueron aislados
de materiales plasticos con evidencias de deterioro procedentes de
un relleno sanitario de Lima. Las muestras fueron filtradas y
preseleccionadas en medio de sales minerales a pH 5,5y 7, para
hongos y bacterias respectivamente. Se aislaron 6 cepas,
identificadas como Pseudomona ssp. MP3a y MP3b,
Penicilliumsp. MP3a, Rhodotorulasp. MP3b, Hyalodendronsp.
MP3c y una levadura no identificada. La accién degradativa del
consorcio microbiano aislado fue evidenciada por variaciones en el
espectro infrarrojo del polietileno con respecto al polimero sin
tratamiento, observandose la reduccion del indice de carbonilo
(83,89% a pH 7 y 4,08% a pH 5,5) y de terminaciones con dobles
enlaces (19,77% a pH 7 y 6,47% a pH 5,5). Finalmente, se
determiné el porcentaje de peso perdido por el polietileno sometido
a las cepas aisladas, observandose una disminucién de 5,4% a pH
7y4,8% apH>5,5. (41)

Las conclusiones indicaron presencia de hongos en este tipo
de consorcios, generando la posibilidad de una duda en cuanto a
su capacidad degradativa; y es que son tan versatiles
bioguimicamente, que podrian estar tomando como fuente de
carbono, los productos de degradacion de las demas cepas
integrantes del consorcio, por lo cual, seria importante la
elaboraciéon de pruebas de biodegradacién individualizadas para

cada microorganismo encontrado. (41)
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2.2. BASES TEORICAS

2.2.1.

FACTORES AMBIENTALES DE CRECIMIENTO MICROBIANO

DEFINICION

Son considerados parametros fisico-quimicos, importantes para
el desarrollo microbiolégico y bioquimico (carbono de biomasa
microbiana, respiracion microbiana o diversas actividades
enzimaticas). El conocimiento de estos factores ambientales permite
controlar el crecimiento microbiano y estudiar la distribucion ecologica
de los microorganismos. La habilidad de algunos microorganismos
para adaptarse a ambientes extremos e inhdspitos es realmente
extraordinaria. Se encuentran en cualquier lugar. Muchos habitats
donde las bacterias pueden prosperar destruirian la mayoria del resto
de microorganismos. Los microorganismos que crecen en
condiciones tan extremas se suelen denominar extremofilos. Se
revisara brevemente cémo afectan al crecimiento microbiano algunos
de los més importantes factores ambientales. Un mayor énfasis se

pondra en el efecto del agua, pH y temperatura. (28)

El componente microbiolégico es muy importante en el
desarrollo y funcionamiento de los ecosistemas y su fertilidad, pues
interviene tanto en el establecimiento de los ciclos biogeoquimicos,
como en la formacion de la estructura de los suelos. Los
microorganismos y los productos de su metabolismo son los
componentes vivientes del suelo. Sin embargo, la medida de la
actividad de estos microorganismos es dificil de evaluar debido a la
compleja estructura de las comunidades que alberga y sus relaciones,
sobre todo en funcion al ecosistema u otros factores de efecto
dominante. Ya que los microorganismos reaccionan facil y

rapidamente a estimulos ambientales, los pardmetros de efectos
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2.2.2.

especificos son dificiles de determinar en medio de un gran nimero
de variables influyentes que pueden ser desconocidas 0 no
constantes; la medicion de CO2 producido es una estimacion de la
actividad y, por lo tanto de la presencia microbiana, su actividad varia
en funcién de muchos factores, como el uso del suelo, mineralogia,
cobertura vegetal, practicas de manejo, calidad de los residuos que
entran al sistema, factores ambientales, entre otros. (28)

Los factores ambientales en la actividad microbiana, tales como
temperatura, pH, humedad, disponibilidad de oxigeno, nutrientes
inorganicos y accesibilidad al sustrato, influyen en la descomposicion

de la materia organica.

Se clasifican en biodticos (suelo, capacidad metabdlica del
microorganismo, nutrientes, respiracion y aireacion) y abiéticos (pH,
temperatura y humedad) se consideraron los mas transcendentes
para el presente estudio siendo el caso de factores ambientales
abidticos. Por todo lo anteriormente mencionado, se ha considerado
el estudio a nivel de laboratorio para un adecuado manejo de dos
variables ambientales conocidas, temperatura y pH, que influyen en
las variaciones de actividad microbiana, estudiandose cada vez los
efectos de la variacion de cada una de estas variables, en condiciones
estandares de los otras dos. (30)

FACTORES AMBIENTALES ABIOTICOS

a) pH
La acidez o alcalinidad de un medio se expresa por su pH.
Los habitats en que crecen los microorganismos varian
ampliamente desde valores de pH entre 1y 2, en el extremo acido,

hasta pH entre 9 y 10, en algunos lagos y suelos alcalinos. Resulta
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sorprendente que el pH afecte intensamente al crecimiento
microbiano. Cada especie tiene un rango definido de pH para su
crecimiento y un pH 6ptimo. Los acidofilos tienen un valor de pH
optimo de crecimiento entre O y 5.5; los neutrdlilos entre 5.5; y los
alcalofilos prefieren un rango de pH entre 8.5y 11.5. Los alcal6tilos
extremos tienen un valor de pH 6ptimo de crecimiento de 10 a més.

La mayoria de las bacterias y protozoos son neutrofilos. (37)

La mayor parte de los hongos prefiere estar en medios
ligeramente &cidos, con valores de pH de 4 a 6; las algas prefieren
también una ligera acidez. Existen numerosas excepciones a esta
norma. Aunque los microorganismos crecen a menudo en medios

con un amplio rango de pH, pero su tolerancia tiene un limite.

Las variaciones intensas, en el pH pueden dafar a los
microorganismos alterando la membrana plasmaética o inhibiendo
la actividad de las enzimas y las proteinas transportadoras. En
general los procariotas mueren si el pH interno desciende por
debajo de 5.0 a 5.5. Los cambios en el pH externo pueden moditicar
la ionizacion de las moléculas de nutrientes. Disminuyendo, por ello
, Su disponibilidad para el organismo. Se han propuesto diversos
mecanismos para el mantenimiento del pH neutro en el citoplasma.
(37)

Parece ser que los neutrdfilos intercambian protones por
potasio mediante un sistema de transporte antiporte. Los acidofilos
extremos mantienen su pH interno proximo a la neutralidad,
intercambiando protones externos por iones de sodio internos.
También los buferes internos pueden contribuir a la homeostasis
del pH. Los microorganismos tienen que adaptarse a menudo a

cambios ambientales de pH para sobrevivir.
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Cuando el pH baja hasta valores de 5.5 a 6.0, salmonela /
typhimurium y E. Coli sintetizan un grupo de nuevas proteinas
como parte de la denominada respuesta de tolerancia un medio
acido. Si el pH externo disminuye a valores de 4.5 o inferiores, se
sintetizan chaperonas como las proteinas de choque térmico.
Probablemente, estas sustancias eviten la desnaturalizacion de las
proteinas y faciliten de nuevo el plegamiento de las

desnaturalizadas.

Los microorganismos cambian con frecuencia el pH de su
propio habitat, al producir productos residuales metabdlicos acidos
0 basicos. Los microorganismos fermentadores producen acidos
organicos a partir de hidratos de carbono, mientras que los
guimiolitétrofos como Thiobacillus oxidan compuestos reducidos de
azufre a acido sulfarico. Otros alcalinizan su ambiente produciendo

amonio rnediante la degradacion de los aminoéacidos. (28)

POTENCIAL DE HIDROGENO

La concentracion de iones de hidrégeno del medio afecta
directamente a los microorganismos y enzimas, e influyen también
en la disociacion y solubilidad de moléculas que lo requieren. Se
utilizé el instrumento de laboratorio llamado ph-metro y el
instrumento de efecto pH que consta de un conjunto de pasos y

procedimientos con los respectivos materiales.

El pH es un factor quimico importante que influye en la
recuperacion de suelos contaminados por hidrocarburos, ya que
puede afectar principalmente a las poblaciones de Pseudomonas
y la biodisponibilidad de las fuentes de carbono y energia. Este
factor se constituye como uno de los indicadores del proceso de

biorremediacién y aunque las Pseudomonas se pueden adaptar
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facilmente a condiciones extremas, estas cepas microbianas tienen
un determinado rango de tolerancia. A pH extremadamente
alcalinos o extremadamente acidos la biodegradacion se hace
lenta. Generalmente los suelos contaminados por hidrocarburos
tienden a ser 4cidos, lo cual limita el crecimiento y la actividad de
las Pseudomonas EIl rango Optimo para la biodegradacion esta
entre 6-8 pH. Sin embargo, para mantener una mejor capacidad
degradante, por periodos de tiempo prolongados, el pH debe ser

neutro, entre 7.4-7.8, evitando al maximo las fluctuaciones. (14)
e Acido pH<7

e Neutro pH=7

e Basico pH>7
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[H] Ejemplos de ambientes Ejemplos microbianocs
pH (Molaridad)

4] 10°(1.0 Mayor Acido nitrico concentrado Ferroplas
acidez Picrop

himae

10 a Contenido gastrico, aguas termales acidas Dunafiella acidophila
10 Zumo de limén Cyanidium caldarium
Drenaje acido de minas Thic vooxidans
Sulfolobus acidocaildarius
3 10 Vinagre, ginger ale
Pifa
107 Tomate, zumo de naranja

Suelo muy acido

5 107 Queso, repollo Physarum polycephalum
Pan Acanthamoeba caslelian

6 10 Carne de vacuno. polio Lactobacillus acidophilus
Agua de lluvia E. coli, Pseudomonas aeruginosa
Leche Euglena gracilfs, Paramecium bursarid
Saliva

10 Neutralidad Agua pura

Sangre Staphylococcus aureus

8 10° Agua de mar Nitrosomenas spp

9 10 Suelo muy alcalino

Lagos alcalinos

10 107" Jaboén Mycrocyslis aeruginosa
Bacillus alcalophilus
10 Amoniaco de uso domeastico
12 10 Solucion saturada da hidroxido calcico
13 10 Lejia
Desatascador
1 1™
Y
Mayor

alcalinidad

Figura 6.11 Escala de pH, Escala de pH y algunos ejemplos de sustancias con diferentes valores de pH. Se muesiran ejemplos de
microorganismos a los pH dptimos indicados
.

Figura 2. Escala de pH - Prescott et al. 2008

b) Temperatura

Cada microorganismo tiene una temperatura optima en la cual
su crecimiento es mas rapido; una temperatura minima por debajo
de la cual no crece y una temperatura maxima por encima de la
cual el crecimiento no es posible, estas tres temperaturas se
denominan temperaturas cardinales y son caracteristicas de cada
microorganismo. El rango de temperaturas entre las que un
microorganismo puede crecer es variable, hay microorganismos

con un rango estrecho llamados estenotermales y se encuentran

57



en habitat de temperatura relativamente constante. Los
microorganismos de rangos mas amplios se encuentran en medios
ambientales donde la temperatura varia considerablemente y estos

son llamados euritermales. (28)

La temperatura ambiental afecta intensamente a los
microorganismos, asi como al resto de organismos. De hecho. Los
microorganismos son especialmente susceptibles porque son
generalmente unicelulares y su temperatura varia con la ambiental.
Por estas razones la temperatura de la célula microbiana refleja
directamente la de su ambiente. Las reacciones cataliticas son las
mas vulnerables, ya que, el factor que mas influye sobre el efecto
de la temperatura en el crecimiento es la termosensibilidad de las

enzimas.

En condiciones por debajo de la temperatura 6ptima un
aumento en la temperatura eleva la velocidad de crecimiento,
porque la velocidad de una reaccion catalizada por enzimas, como
la de cualquier reaccion quimica casi se duplica por cada aumento
de temperatura de 10°C. Como la velocidad de cada reaccion
aumenta, el metabolismo en general es mas activo a temperaturas
altas y el microorganismo crece méas rapidamente. A partir del
punto (temperatura Optima), un mayor aumento disminuye la
velocidad de crecimiento, y temperaturas mas altas llegaran a ser
letales. Las altas temperaturas ocasionan dafios a los
microorganismos y a desnaturalizar las enzimas, las proteinas
transportadoras, y otras proteinas. El calor también deteriora las
membranas microbianas; la doble capa lipidica puede fundirse y

desintegrarse. (28)

Por ello, a pesar de que las enzimas funcionales actian mas

rapidamente a temperaturas elevadas. El microorganismo puede
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alterarse hasta el punto de inhibirse su crecimiento, porque el dafio
no puede repararse. A muy bajas temperaturas, las membranas
acidifican y las enzimas no operan a gran velocidad. En definitiva,
cuando los organismos estan por encima de la temperatura 6ptima
tanto la estructura como la funcion celular estan afectadas, las
temperaturas son muy bajas. Aunque la forma de la curva de
dependencia de la temperatura puede variar, la Optima esta
siempre mas proxima a la maxima que a la minima. Las
temperaturas cardinales de una especie en particular no son
invariables, sino que dependen de los factores ambientales, como
el pH y los nutrientes disponibles. De acuerdo con el rango de
temperatura a la que crecen, los microorganismos se dividen en:
(28)

e Psicrofilos: microorganismos capaces de crecer a bajas
temperaturas. Existen varias definiciones de psicrofilos, en un
inicio se definia como psicréfilo a cualquier microorganismo que
podia crecer a 0° C. Sin embargo, parecen haber dos grupos
diferentes que pueden crecer a esa temperatura. El primer grupo
esta constituido por los psicrofilos estrictos o aquellos
microorganismos que pueden crecer a 0° C, pero cuya
temperatura 6ptima es de 15° C. El otro grupo los constituyen
aqguellos microorganismos que pueden proliferar a 0° C pero que
tienen temperaturas 6ptimas mas elevadas 20° - 30° C llamados
psicrofilos facultativos. Ej. Pseudomonas. (28)

e Mesodfilos: microorganismos cuya temperatura Optima de
crecimiento se encuentra dentro de un rango de 25° — 40° C.
Dentro de este grupo se encuentran la mayoria de los
microorganismos contaminantes de los productos
farmacéuticos, alimentos y cosméticos y los microorganismos

patogenos para el hombre. Ej. Neisseria gonorrhoeae. (28)
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e Termdfilos: microorganismos cuya temperatura 6ptima es de 50°
- 60° C, hay algunos con temperaturas Optimas aun mas altas
80° -121° C, a estos se les denomina hipertermofilos o termofilos
extremos. Ej. Thermus aquaticus (temperatura 6ptima 72° C;
crece entre 50° - 80° C). (28)

Por ejemplo, Crirhidia fascitulata, protozoo flagelado que
habita en el intestino de los mosquitos, crecera en un medio simple
entre 22°y 27° C. Sin embargo, no puede cultivarse a temperaturas
de entre 33° y 34° C, sin afiadir metales aminoacidos, vitaminas y
lipidos. Las temperaturas cardinales varian ampliamente entre
microorganismos. Las Optimas se encuentran normalmente en un
rango de O° C hasta un valor tan alto corno 7.5° C, mientras que el
crecimiento microbiano se produce en un rango de -20° C hasta
mas de 100° C. El principal factor que determina este rango de
crecimiento parece ser el agua, ya que, incluso a las temperaturas
mas extremas, los microorganismos necesitan agua liquida para
crecer. La temperatura de crecimiento de un microorganismo

determinado abarca normalmente un margen de 30° C. (28)

La biorremediacion llevada a cabo entre 20° C y 40° C
muestra que este intervalo de temperatura es Optimo para la
actividad microbiana, sin embargo, en climas tropicales es mejor
una temperatura aproximadamente de 30° a 35° C para la actividad
de las Pseudomonas. La velocidad de degradacion aumenta con
la temperatura, por lo que un incremento de la misma es Uutil.
Cuando la temperatura se incrementa en 10° C la biorremediacion
se duplica, pero se elevan los costos. Para mantener constante
este factor se hace necesario cubrir la zona del derrame ya sea con
paja, vegetacion o plastico para conservar la radiacion solar, o la

utilizacion de electrodos enterrados en el suelo o la circulacion
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constante de agua caliente. Cuando se supera los 40° C se produce
una disminucion de la actividad microbiana, una rotacion
poblacional hacia especies mas resistentes a las altas
temperaturas o puede decrecer la biorremediacion debido a la
desnaturalizacidon de enzimas y proteinas de las bacterias. Cuando
la temperatura estd a 0° C se detiene esencialmente la
biodegradacion. Cuando ocurren derrames de petrdleo en regiones
cuyas temperaturas son entre 1° a 15° C se suelen usar

microorganismos psicrofilos. (14)

Optima

Velocidad de crecimiento

Minima Maxima

i ]

Temperatura

|

Figura 3. Efecto de latemperatura en la velocidad de crecimiento microbiano
Fuente: Prescott et al. 2008
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2.2.3.

Tabla 6.5 Rangos de temperatura
para el crecimiento microbiano

Temperaturas cardinales (°C)

Microorganismo Minima Optima Mixima

Bacterias no folosintéticas

Bacillus psychrophilus 10 23-24 28-30
Micrococcus cryophilus o 10 24
Pseudomonas fluorescens B 25-30 40
Staphylococcus aurens 6.5 30-37 46
Enterococcus faccalis 0 37 44
Escherichia coli 10 37 45
Neisseria gonorrhocae 30 35-36 38
Thermoplasma acidoplulum 45 59 62
Bacillus stearothermophilus 30 60-65 75
Thermus aquaticus 40 70-72 79
Sulfolobus acidocaldarins 60 %0 85
Pyrococcus abyssi 67 96 102
Pyrodictium occultum 82 105 110
Pyrolobus fumarii 90 106 113

Bacterias fotosintéticas

Rhodospirillum rubrum SD" 30-35 SD
Anabaena variabiliy SD 35 SD
Oscillatoria renuis SD SD 45-47
Svnechococcus eximius 70 79 84

Figura 4. Rangos de temperatura para el crecimiento microbiano
Fuente: Prescott et al. 2008

DEGRADACION

DEFINICION

El concepto degradable se presenta, cuando su estructura
guimica puede sufrir cambios significativos que resultan en una
pérdida de algunas propiedades que pueden variar segun el test que
se aplique y la unidad de tiempo en que se aplique dicho test, por
tanto, como un efecto y no una causa; sin embargo, es una
caracteristica potencial del material, en este caso un plastico. La
degradacion corresponde a un proceso de tipo quimico y por lo tanto
para los compuestos organicos la bibliografia define como
degradacion a la pérdida de atomos de carbonos, por ejemplo, la

degradacion de hidratos de carbono se concreta en una pérdida de
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2.2.4.

diéxido de carbono pasando a un hidrato de carbono inferior en su
longitud de cadena. (39).

Existen tipos de degradacion, entre ellas tenemos la
termodegradacion, fotodegradacidén, degradacion quimica y la
biodegradacion. La termodegradacion esté sujeta a la alteracion por
altas temperaturas (generalmente superiores a 150°C). La
fotodegradacion el agente es la luz, que produce modificaciones en
las estructuras del material que permiten la posterior degradacion a
otros compuestos mas pequefios. Se dice que un plastico es
fotodegradable cuando la degradacion se produce, por tanto, como

resultado de la accion de la luz natural. (39)

La accion continuada y directa de la radiacion solar, superior en
energia a la de muchos de los enlaces presentes en polimeros,
conduce a reacciones fotoquimicas de ruptura y degradacion, cuyos
resultados son también alteraciones y cambios en propiedades
Opticas y mecanicas. Son particularmente sensibles a la
fotodegradacion plasticos tipo PVC, poliolefinas, ésteres de celulosa,
PS y poliamidas. En cuanto a la degradacion quimica, existen dos
principales formas: oxidacion e hidrolisis. En el caso de la degradacion
guimica, son ciertos agentes quimicos los que actiuan sobre el
plastico, es la descomposicion natural y no contaminante de una
sustancia o producto por la accion de agentes naturales, considerada
también una degradacion molecular de una sustancia organica
mediante la accién compleja de organismos vivos entre ellos las
bacterias. (21)

BIODEGRADACION

La biodegradacion es la transformacion catalizada

bioldgicamente de un compuesto a formas mas simples de polimeros,
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normalmente se refiere al atague de los microorganismos sobre
materiales plasticos; sin embargo, el deterioro o la pérdida de la
integridad fisica del polimero se ha confundido con biodegradacion
porque no hay un consenso en la definicibn de biodegradacion de
plasticos. No obstante, la biodegradacién es un proceso biologico
natural llevado a cabo por procesos bioquimicos y que puede ser
clasificado en funcién al producto final. (44)

La biodegradacion de plasticos es un proceso usualmente
heterogéneo, la falta de solubilidad en agua y el tamafio de las
moléculas del polimero impiden que los microorganismos incorporen
el material directamente, es necesario que ocurra una liberacién de
enzimas extracelulares, las cuales inician las degradacién del
polimero fuera de las células, inicialmente el polimero se fragmenta
generando intermediarios que pueden ser solubles en agua,
transportados al interior del microorganismo e incorporados a sus
rutas metabdlicas. El resultado final del metabolismo microbiano

genera COz2, agua y nueva biomasa. (43)

2.2.4.1. FUNDAMENTO BIOQUIMICO DE LA
BIODEGRADACION

El fundamento bioquimico de la biorremediacion se
basa en que, en la cadena respiratoria, o transportadora de
electrones de las células, se van a producir una serie de
reacciones de oxido-reduccion cuyo fin es la obtencion de
energia. La cadena la inicia un sustrato organico
(compuestos hidrocarburados) que es externo a la célula y
gue actia como dador de electrones, de modo que la
actividad metabolica de la célula acaba degradando y

consumiendo dicha sustancia. Los aceptores mas
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comunmente utilizados por los microorganismos son el
oxigeno, los nitratos, el hierro (lll), los sulfatos y el didéxido
de carbono. Cuando el oxigeno es utilizado como aceptor
de electrones la respiracion microbiana se produce en
condiciones aerobias, y los procesos de biodegradacion
seran de tipo aerobio; sin embargo, si utiliza los sulfatos o
el dioxido de carbono se produce en condiciones
reductoras o anaerobias, y los procesos de biodegradacion

seran de tipo anaerobio. (13)

La concentracion y composicion de la comunidad
microbiana y la tasa de transformacion de contaminantes

esta influenciada por diversos factores:

e Necesidad de nutrientes: el metabolismo microbiano
esta orientado a la reproduccién de los organismos y
estos requieren que los constituyentes quimicos se
encuentren disponibles para su asimilacion vy
sintetizacion. Los nutrientes principalmente requeridos
son el fosforo y el nitrégeno. Por lo general suele haber
en el suelo una concentracién de nutrientes suficiente,
sin embargo, si estos no se encontrasen en el rango
normal se puede adicionar mayor cantidad al medio. El
rango normal de C:N:P depende del sistema de
tratamiento a emplear, siendo de modo habitual
100:10:1.

e pH del suelo: afecta significativamente en la actividad
microbiana. El crecimiento de la mayor parte de los
microorganismos es maximo dentro de un intervalo de
pH situado entre 6 y 8. Asi mismo el pH también afecta
directamente en la solubilidad del fésforo y en el
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transporte de metales pesados en el suelo. La
acidificacion o la reduccién del pH en el suelo se puede

realizar adicionando azufre o compuestos del azufre.

Temperatura: generalmente las especies bacterianas
crecen a intervalos de temperatura bastante reducidos,
entre 15° y 45°C (condiciones mesdfilas), decreciendo la
biodegradacion por desnaturalizacion de las enzimas a
temperaturas superiores a 40°C e inhibiéndose a

inferiores a 0°C.

Humedad: Los microorganismos requieren unas
condiciones minimas de humedad para su crecimiento.
El agua forma parte del protoplasma bacteriano y sirve
como medio de transporte a través del cual los
compuestos organicos y nutrientes son movilizados
hasta el interior de las células. Un exceso de humedad
inhibira el crecimiento bacteriano al reducir la

concentracion de oxigeno en el suelo.

Ciertos microorganismos como es el caso de las

bacterias producen una enzima que degrada o rompe los

enlaces moleculares de los compuestos y los utiliza como

fuente de carbono, el contaminante para el microorganismo

es un alimento, aunque no la pueda utilizar en su totalidad,

pero la modifica para que otro microorganismo que exista

en el mismo medio la utilice. Se utiliza la habilidad de los

microorganismos para degradar compuestos organicos.

Esta tecnologia esta basada en el uso de organismos

naturales o mejorados genéticamente para recuperar sitios

contaminados y proteger el ambiente. (36)
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2.2.5.

El proceso de biorremediacion puede clasificarse de
acuerdo al organismo que efectie la degradacién del
compuesto  xenobidtico en los siguientes tipos:
fitorremediacion, biorremediacion animal y biorremediacion
microbiana y en esta Ultima se basO el proceso de

experimentacion. (36)

Existe la posibilidad del uso de bacterias con la
propiedad de acumular o metabolizar metales pesados. La
utilizacion de microorganismos que transforman diferentes
compuestos nocivos en otros de menor impacto ambiental
ha experimentado un gran desarrollo reciente. Aunque las
bacterias son las mas empleadas en el proceso de
biorremediacion, también se han empleado otros
microorganismos como hongos, algas, cianobacterias y
actinomicetes para la degradacion de compuestos téxicos

en el suelo. (36)

POLIETILENO

DEFINICION

En la presente seccion se hace referencia especialmente al
polietileno debido al importante lugar que este ocupa como
componente de los desechos sélidos plasticos, ademas de ser el

objeto de este estudio.

Los polietilenos son importantes polimeros olefinicos, se
engloban dentro de los polimeros de uso general. Presentan un rango
amplio de propiedades que les hace utiles en aplicaciones muy
variadas. La combinacion de propiedades Uutiles, fabricacion facil y

buenos aspectos econémicos ha originado se les considere como
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materiales comerciales. Son resinas termoplasticas producidas
mediante procesos a alta y baja presién en los que se usan varios
sistemas cataliticos complejos. (43)

Es un polimero de cadena ramificada, por lo que su densidad es
méas baja, se caracteriza por una buena resistencia quimica. El
polietileno de baja densidad es un termoplastico comercial,
semicristalino (un 50% tipicamente), transparente y mas bien
blanquecino, flexible, liviano, impermeable, inerte (al contenido), no
toxico, tenaz (incluso a temperaturas bajas), con poca estabilidad
dimensional, pero de facil procesamiento y de bajo coste. Ademas,
posee excelentes propiedades eléctricas (buen aislante eléctrico)
pero con una resistencia débil a los cambios de temperatura. Su
resistencia quimica también es muy buena, pero es propensa al
agrietamiento bajo carga ambiental. Su resistencia a los rayos UV es
mediocre y tiene propiedades de proteccion débiles, salvo con el
agua. Buena dureza y resistente al impacto en bajas temperaturas.
(20)

Segun la industria de plasticos del Pera los polimeros se
clasifican en termoplasticos cuya caracteristica es que se reblandecen
al ser calentados y pueden ser reprocesados facilmente, son
termoestables, tiene la caracteristica que una vez moldeados no
pueden ser reprocesados por calentamiento y finalmente los
elastdmeros, se comportan como los termoplasticos a temperaturas
elevadas y como elastomeros a temperaturas bajas. Los
termoplasticos de uso mas general son:

e Polietileno tereftalato (PET)

e Polietileno (PE): LDPE y HDPE

e Polietileno lineal de baja densidad (LLDPE)

e Polietileno de ultra alto peso molecular (UHMWPE)

e Cloruro de polivinilo (PVC)
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El polietileno (PE), es un plastico compuesto por monémeros de
oleofinas, que conjuntamente con el cloruro de polivinilo son los
plasticos de mayor uso en el Peru y en el mundo; se utilizan
principalmente en la fabricacion de rollos de plastico transparente
para envolturas, peliculas, tuberias y botellas de bebidas gaseosas.
Los productos elaborados con polietileno presentan dos tipos de
problemas: el deterioro cuando estan siendo utilizados y la
contaminacién ambiental posterior a su uso. En este ultimo caso
debido a sus caracteristicas de resistencia, no son degradados por los
microorganismos del suelo y permanecen visibles en el medio

ambiente por tiempo indefinido. (20)

Por otro lado, la industria de plasticos en el Peru da a conocer
gue los polietilenos de baja densidad son sintetizados a muy altas
presiones (1200 — 1500 atm) y a una temperatura de 250°C. Este
material sintético tiene una baja densidad, tiene una cadena
ramificada que hace que disminuya su grado de cristalinidad y su
densidad (0.91 — 0.94 g/cm?®), pero le da una gran flexibilidad y
cristalinidad.

HISTORIA

El polietileno fue sintetizado por primera vez por el quimico
aleman Hansvon Pechmann, cuando sus colegas Eugen Bambergery
y Friedrich Tschirner caracterizaron la sustancia grasosa y blanca que
él cre6, descubrieron largas cadenas compuestas por -CHz y lo
llamaron polietileno. El 27 de marzo de 1933 fue sintetizado como lo
conocemos hoy en dia, por Reginald Gibsony y Eric Fawcetten en
Inglaterra, quienes trabajaban para los Laboratorios ICl. Logrando
aplicar una presion de aproximadamente 1400 bar y una temperatura
de 170°C, donde en una autoclave fue obtenido el material de alta

viscosidad y color blanquecino que hoy en dia se conoce. La presion
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requerida para lograr la polimerizacion del etileno era demasiado alta,
por ello es que la investigacion sobre catalizadores realizada por el
Aleman Karl Ziegler y el italiano Giulio Natta, que dio origen a los
catalizadores Ziegler-Natta valio el reconocimiento del mas famoso
premio a la ciencia a nivel mundial, el premio Nobel en1963 por su
aporte cientifico a la quimica, con estos catalizadores se logra la

polimerizacién a presion normal.

2.2.5.1. FACTORES QUE INCIDEN EN LA DEGRADACION DE
LOS POLIETILENOS

e Ramificacion: los polimeros ramificados contienen mas
atomos de hidrégeno terciarios que los materiales
lineales puros, estos atomos son mas vulnerables al
ataque por radicales que los atomos de hidrogeno
primarios o secundarios. De manera que un aumento en
el grado de ramificacion del polimero, aumenta su
susceptibilidad a la degradacién, debido a un proceso de
autoxidacion. La ramificacion en las poliolefinas puede

anular el efecto de cristalizacion.

e Tipo de grupos y enlaces presentes: en general la
estabilidad de un polimero depende del tipo de enlaces
guimicos presentes en la estructura de la cadena
principal. Esta varia con la naturaleza de los &tomos
presentes y con las fuerzas que interceden asociadas
con estos enlaces. Por ejemplo: la presencia de dobles
enlaces en la cadena polimérica favorece el mecanismo
de degradacion oxidativa, en donde los radicales libres

pueden unirse.
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e Entrecruzamientos: la rigidez de un polimero depende
de la densidad de entrecruzamientos en la estructura.
Un incremento en la densidad de entrecruzamientos
provoca una mayor rigidez Z, por consiguiente, una

mayor estabilidad térmica.

e Grado de cristalinidad: el aumento en el grado de
cristalinidad de un polimero provoca una disminucién en
su susceptibilidad a la oxidacién, y por consiguiente a la
degradacion. En general, el grado de oxidacion es mayor
en los polimeros amorfos que en los cristalinos. En el
PE, el grado de oxidacion es inversamente proporcional
al grado de cristalinidad. La movilidad de radicales, asi
como la difusién de oxigeno y la solubilidad de gases
son mayores en las regiones amorfas. Las fracciones

cristalinas son inaccesibles al oxigeno.

e Peso molecular: en general los pesos moleculares altos
incrementan la dureza y las propiedades (resistencia y
estabilidad) de un polimero, es decir incrementan su
resistencia a la degradacién. Cualquier proceso que
provoque un cambio en el peso molecular, puede alterar

las propiedades del polimero significativamente.

e Espesor de peliculas: en general, un aumento en el
espesor de una pelicula o particula polimérica disminuye

la susceptibilidad, la oxidacion y a la degradacion.

e Presencia de impurezas v contaminantes: este tipo
de compuestos, asi como la presencia de
irregularidades estructurales pueden dar inicio a

acelerar la degradacion de un polimero. (44)
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2.2.5.2. REACCIONES INVOLUCRADAS EN LA DEGRADACION

e Escision de cadena principal y despolimerizacion:
involucra la ruptura de enlaces C-C en la cadena
principal, lo que provoca una ruptura de la cadena
polimérica produciéndose moléculas de estructura
similar a la del polimero, pero de menor espesor

molecular.

e Escisidon oxidativa: se lleva a cabo por la ruptura de
radicales alcoxi (ROO), es la reaccién de escision
dominante a temperaturas moderadas o con altas

concentraciones de oxigeno.

e Entrecruzamientos: son producidos por los mismos
mecanismos de radicales involucrados en la
degradacion, ambos son procesos competitivos. Bajo
condiciones de termooxidacién, el proceso de
entrecruzamiento en el PE, se atribuye a reacciones de
adicién de radicales alquilo (R.) a las instauraciones
olefinicas (vinilos (-CH=CHz), vinilidenos (>C=CH3)) que

son producidas durante el proceso de polimerizacion.

e Ramificacion de cadenas: es provocada por la
termdlisis y/o fotolisis de hidroperéxidos, da como
resultado la formacion de radicales alcoxi (iRO) e hidroxi
(HO).

e Eliminacién: da como resultado la formacion de
fragmentos de bajo peso molecular o de moléculas no
relacionadas con el polimero original, por ejemplo, el
acido clorhidrico (PVC).
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e Sustitucion: la naturaleza quimica de las unidades
repetidas puede cambiar debido a reacciones de los
grupos sustituyentes en la cadena principal (anillos
aromaticos, halégenos, etc.), aunque la estructura

guimica permanece intacta. (44)

2.2.6. BACTERIA

2.2.6.1. DEFINICION

Las bacterias son el grupo de organismos mas
abundantes en los suelos. Miles de especies han sido
identificadas en suelos del mundo y la existencia de varios
millones mas de especies probablemente no han sido
identificadas. El nUmero de bacterias y la presencia de
especies dominantes presentes es una funciéon de las
caracteristicas del suelo y los ambientes especificos. Las
bacterias son un grupo extremadamente diverso de
organismos con variaciones extensivas de las propiedades
morfolégicas, ecoldgicas y fisiolégicas y son los
degradadores primarios de compuestos organicos
naturales y xenobi6ticos encontrados en el suelo. Las
bacterias se clasifican usando sus caracteristicas fisicas,
guimicas, genéticas y metabdlicas. Entre otras
propiedades, las bacterias tienen una pared celular de
peptidoglicano que contiene acido muramico o estan
relacionadas con bacterias que tienen este tipo de pared
celular, y tienen lipidos de membrana con acidos grasos de
cadena recta con enlaces éster que se asemeja a los

lipidos de la membrana de las células eucariotas. (42)
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2.2.6.2.

El uso y tolerancia al oxigeno es uno de los métodos
mas generales de clasificacion. Los géneros mas comunes
de bacterias en el suelo son Pseudomonas, Arthrobacfer,
Achromobacfer, Micrococcus, Vibrio, Acinefobacfer,
Brevibacferium, Crynebacferium y Flavobacferium. El
crecimiento celular se define simplemente como un
incremento en el nimero de microorganismos por unidad
de tiempo. El ciclo de crecimiento tipico para una poblacién
bacteriana en un sistema discontinuo o cerrado consta de:
fase de latencia, crecimiento exponencial, fase
estacionaria y fase de muerte. El crecimiento mide el
cambio en el nimero de células o en la masa celular. El
namero de células se mide de dos formas: medios de

cultivo y microscopia. (42)

BIOLOGIA

El grupo de bacterias relacionadas con el género
Pseudomonas es muy amplio y comprende especies
patégenas para humanos Pseudomonas cepacia
(patégeno oportunista que puede causar infecciones muy
serias con alta tasa de mortalidad en pacientes
comprometidos, especialmente han aumentado los datos
de infecciones producidas en los pulmones de pacientes
con fibrosis cistica) y Ps. aeruginosa. Hay especies
patégenas vegetales como Ps. solanacearum que
produce marchitacion, Ps. syringae causante de manchas
cloréticas en ciertas plantas y Ps. marginalis causante de

pudriciones blandas en las raices de las plantas.

Por otra parte, existen varios géneros bacterianos

estrechamente relacionados con el de Pseudomonas que
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también tienen una importancia especial: el género
Xanthomonas comprende varias especies patégenas
vegetales que producen necrosis del follaje. El género
Zooglea comprende varias especies capaces de producir
agregados celulares de gran tamafo que intervienen de
forma importante en la digestion de las aguas organicas de
ciudades e industrias, y los géneros Acetobacter y
Gluconobacter, de los que hablaremos mas adelante, que
son capaces de oxidar alcoholes y tienen importancia

industrial en la fabricacién de vinagre. (28)

2.2.6.3. TAXONOMIA

Pertenece al rango taxondémico de protobacterias,
clase 1l gamma proteobacterias. (28)

Bacterla Archaea Eucarya

Figura 19.3  Arbol filogenético universal, Las relaciones se determinaron a partir de comparaciones de las secuencias del rRNA. Fuent
\daptado de G. J. Olsen y C. R. Wuese. «Ribosomal RNA! A key to phylogen The FASEB Journal, 7:113-123.1993

Figura 5. Comparacion de bacteria, archea, eucarya
Fuente: Prescott et al. 2008
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Plantae Fungi Animalia

Protozoos Protista

Bacterias ! Monera

i)

Figura 6. Sistema de filogenia de cinco reinos segin Whittaker
Fuente: Prescott et al. 2008

Tabla 2. Clasificacién Taxondmica de la bacteria Pseudomona aeruginosa

CLASIFICACION TAXONOMICA

Dominio Bacteria

Phylum Proteobacteria

Clase Gamma - Proteobacteria

Orden Psedomonadales

Familia Pseudomonaceae

Género Pseudomonas

Especie Pseudomonas aeruginosa

Fuente: Prescott et al. 2008

2.2.7. GENERO PSEUDOMONA

El género Pseudomonas, pertenece a la familia
Pseudomonadaceae, que se sitta dentro del orden
Pseudomonadales, este grupo es tradicionalmente, conocido por los
microbidlogos como un grupo patdégeno de plantas mas que de
animales. Se cree que el género fue presentado por primera vez en
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1895 por Walter Migula en el Bacteriologischen Institut der Technische
Hochschule zu Karlsrube en una publicacion que lleva por titulo
"Ueber ein neues System der Bakterien", en donde describia y
comparaba todas las bacterias conocidas hasta el momento. La
descripcion inicial de Pseudomonas por migula estaba basada

Unicamente en caracteristicas morfoldgicas.

Dentro del género Pseudomonas, de todas las especies que
existen, la importante clinicamente es P. aeruginosa ya que esta

especie tiene la capacidad de producir infecciones en humanos.

2.2.7.1. Descripcién general

Son bacilos G(-), modviles con flagelos polares,
aerobios estrictos, metabolismo oxidativo no fermentativo.
Las bacterias del género Pseudomonas son muy ubicuas
y se encuentran en suelos, aguas, y ambientes
intrahospitalarios. Son muy resistentes a antibiéticos lo que
origina que los pocos patégenos que se dan en este género
sean muy peligrosos. Contenido de guanina y citosina es
de 58 a 70. (28)

Las bacterias del grupo al que pertenecen
las Pseudomonas estan constituidas por microorganismos
Gram-negativos, siempre moviles con flagelacion polar. Se
encuentran normalmente en el suelo, aunque pueden ser
patdgenos oportunistas en animales (Ps. aeruginosa) y

patégenos de plantas (Ps. syringae).
La principal especie es la Pseudomona aeruginosa,

crecen entre 10 y 42°. Muy repartidas por el medio: suelo,

agua y de aqui pasan a las plantas o animales. En el
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hombre son oportunistas. Los alimentos implicados:

vegetales crudos, agua, leche no pasteurizada. (28)

Su metabolismo es siempre respiratorio, o bien
aerobio (la mayoria usa como aceptor de electrones O2) o
anaerobio (algunos usan NO-). Presentan una versatilidad
metabolica muy grande que se traduce en su capacidad de
utilizar como fuente de carbono substratos muy variados
(hay especies, como Ps. cepacia, que pueden utilizar
como nutrientes mas de 100 compuestos quimicos
diferentes). Por otra parte, hay algunos individuos del grupo
gue son quimiolitotrofos usando H2 o CO como donadores
de electrones. El metabolismo central de azucares en este
grupo se desarrolla por la via de Etner-Doudoroff, y
disponen de un ciclo de Acidos Tricarboxilicos normal. (28)

Algunas Pseudomonas son capaces de llevar a cabo
procesos de desnitrificacion con lo que se empobrecen los
suelos de nitrégeno utilizable desde el punto de vista
agricola. Este proceso de reduccién del nitrégeno (que
actia como aceptor de electrones en un proceso de
respiracion anaerobia) se denomina reduccion disimilatoria
del nitrégeno. La versatilidad metabdlica del grupo se debe
a la presencia de un gran numero de plasmidos que
contienen operones inducibles para la sintesis de enzimas
especificos que permitan catabolizar los compuestos
presentes en el medio. Esto confiere una importancia
grande a las bacterias del género Pseudomonas como
digestores aerobios de materiales animales y vegetales, lo
gue contribuye al reciclaje bioldgico de materia organica.
Algunas bacterias de este grupo producen pigmentos

fluorescentes de colores amarillo-verdosos facilmente
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solubles en agua. Estos pigmentos actian como
sideroforos: moléculas cuya funcion es capturar el hierro
del medio necesario para el metabolismo del

microorganismo. (28)

El crecimiento de las poblaciones bacterianas en un
sistema de cultivo cerrado (sin entrada ni salida de los
componentes del sistema), esta limitado por el agotamiento
de los nutrientes o bien por la acumulacién de productos
toxicos del metabolismo. Cuando las bacterias se siembran
en el laboratorio en un medio liquido (por ejemplo, en un
tubo de ensayo), se trata de un sistema cerrado de cultivo.
Si se toman muestras a intervalos regulares en diferentes
tiempos de incubacién y se realiza un recuento del nimero
de células viables por mililitro de cultivo, la representacion
grafica de los datos (conteo de células viables en funcién
del tiempo) dara la curva de crecimiento caracteristica que
consta de cuatro fases: latencia, exponencial, estacionaria

y muerte.

Capacidad metabdlica del microorganismo

En el proceso de biorremediacion la degradacion
efectuada por las Pseudomonas spp, se debe tener en
cuenta que al ser parte de una poblacién nativa, esta
interactuando con otros microorganismos formando los
llamados consorcios microbianos. Esta interrelacion, que
se fundamenta en que el cultivo mixto, crece a expensas
de los contaminantes, mientras que P. aeruginosa GL1
degrada los metabolitos por la ruptura en la posicion meta,
estabilizando la poblacibn microbiana en el cultivo.

Relaciones y condiciones naturales que han sido muy
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dificiles de recrear en el laboratorio. Con referencia a la
biomasa, se debe tener en cuenta la cinética de
crecimiento del microorganismo obteniendo mayor
rendimiento metabdlico en la fase exponencial, debido a
gue el aumento de esta es un indicador del proceso de

biorremediacion. (14)

Se ha logrado estimar que la cantidad suficiente de
microorganismos para efectuar en buenas condiciones un
proceso de biodegradacion es de 103 a 104 UFC/g suelo y
de heterotrofos totales de 105 a 106 UFC/g de suelo,
capaces de metabolizar y mineralizar el contaminante a
CO2 y H20 compuestos que permiten efectuar el reciclaje
en el medio ambiente al ser facilmente incorporados en los
ciclos biogeoquimicos. La conformacién genética de
Pseudomonas es muy versétil; por poseer operones,
elementos moviles como transposones y plasmidos, que
permiten la transferencia de los genes y, por lo tanto, la
rapida adaptacion frente a la presencia de agentes
contaminantes nuevos en un ecosistema en particular .
Ademas, poseen genes que codifican para enzimas, con
las que se lleva a cabo la mineralizacién del contaminante.
(14)

Se ha estudiado la produccion en la fase estacionaria
de biosurfactantes o tensoactivos por parte de las
Pseudomonas aeruginosa cuyo papel en Ila
biorremediacibn es de solubilizar los compuestos
hidrofobicos. El proceso de biorremediacion se inicia con
la oxidacion del anillo aromatico mediante la incorporacion
de dos atomos de oxigeno catalizado por una dioxigenasa.

Sin embargo, este proceso puede ser limitado por la
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estructura quimica del contaminante, ya que al incrementar
la cantidad de enlaces y grupos funcionales o al
polimeralizarse resulta mas dificil la incorporacion al
metabolismo bacteriano, especialmente cuando presentan
grupos halégenos y metales pesados, catalogados como

toxicos para los microorganismos. (14)

Respiracion y aireacion

La biorremediacion es fundamentalmente un “proceso
metabdlico de transferencia de electrones”. La energia
necesaria para el crecimiento microbiano se obtiene
durante el proceso de oxidacion de materiales reducidos,
donde las enzimas microbianas catalizan la transferencia
de los electrones. Este proceso se denomina “respiracion
microbiana”, y se basa en que, en la cadena respiratoria, 0
transportadora de electrones de las células, producen una
serie de reacciones de Oxido-reduccion cuyo fin es la
obtenciébn de energia. La cadena la inicia un sustrato
organico que es externo a la célula y actiia como dador de
electrones, de modo que la actividad metabdlica de la
célula acaba degradando y consumiendo dicha sustancia.
Los aceptores mas utilizados por los microorganismos en
general y particularmente por las Pseudomonas spp, son
el oxigeno y los nitratos. Cuando el oxigeno es utilizado
como aceptor de electrones la respiracion microbiana se
produce en condiciones aerobias, los microorganismos
convierten en ultima instancia los contaminantes en dioxido
de carbono, agua y masa celular microbiana de las
Pseudomonas (mineralizacion) por enzimas oxigenasas.
Sin embargo, si utiliza los sulfatos o el dioxido de carbono,

se produce en condiciones reductoras o anaerobias. El
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proceso de biorremediacion aerobia y anaerobia puede

esquematizarse de la siguiente manera. (14)

Sustrato + 02 = Biomasa CO2 +H20 J

Figura 7. Degradacion Aerobia
Fuente: elaboracion propia

Sustrato + (NO3-, SO4-, Fe3+, Mn4+, CO2) =

Biomasa + CO2+ (N2, Mn2+S2+, Fe2+ CH4)

Figura 8. Degradaciéon Anaerobia

Fuente: elaboracion propia

El oxigeno generalmente es el mejor aceptor de
electrones, es decir, el que produce la mayor energia libre
en una reaccion completa. En consecuencia, para un
mismo substrato organico, los microorganismos que
emplean el oxigeno como agente oxidante pueden generar
mayor energia que aquellos que emplean nitratos, sulfatos
u otros aceptores de electrones alternativos, logrando de
esta forma crecer a mayor velocidad, lo que implica un
mayor consumo del sustrato. Por Ilo tanto la
biorremediacién aerobia es tipicamente mas eficiente que
la biorremediacién de contaminantes organicos en forma
anaerobia. Para cuantificar el proceso se utiliza la medicién
del CO2 producido por unidad de tiempo en un é&rea
determinada. Esta es una medida indirecta del proceso
biodegradativo, cuyo objetivo es evaluar a través de
métodos como el de respirometria, la actividad metabdlica
de los microorganismos del suelo durante el proceso de
degradacion de los compuestos organicos. (14)

Debido a la aireacion del suelo estimula la actividad
bacteriana. Se tienen en cuenta los siguientes factores: se
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degradaran mas facilmente las moléculas mas pequefias
(hasta COz2), siendo mas facilmente biodegradables los
compuestos parafinados o de cadena lineal que los
compuestos aromaticos. En general, son favorables los
compuestos de alta volatilidad (presion de vapor mayor de
10 mm de Hg a 20°C). Los suelos deben contener bajos
contenidos en arcilla y ser homogéneos, con un valor de
permeabilidad al aire adecuado (> 1010 cm?). Cuanto
menor es la solubilidad de los contaminantes menor seré la
biodisponibilidad de los microorganismos. Los aportes de
oxigeno deben ser suficientes, asi como la existencia de
fuentes de carbono, aceptores de electrones y energia que
complementan el proceso. El residuo debe ser susceptible
de biodegradarse biolégicamente, y presentarse en una
forma fisica a los microorganismos, es decir, que el
producto obtenido de la biodegradacion no vaya a ser mas

toxico que el contaminante. (14)

CRECIMIENTO DE LAS POBLACIONES BACTERIANAS

FASE DE LATENCIA

Las bacterias transferidas de un cultivo en fase
estacionaria a un medio fresco, sufren un cambio en su
composicién quimica antes de ser capaces de iniciar la
multiplicacion. Hay aumento de los componentes
macromoleculares y de la actividad metabdlica, casi sin
division celular, asociado a un incremento de la
susceptibilidad a los agentes fisicos y quimicos. Por lo
tanto, la mal llamada fase de latencia implica intensa

actividad metabdlica. (28)
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FASE EXPONENCIAL

Las células se dividen a velocidad constante,
determinada por la naturaleza intrinseca de la bacteria y
por las condiciones del medio. Existe gran aumento del
namero total de células viables, que puede ser expresado
en forma exponencial. Préximo al final de esta fase, se
produce la liberacién de exotoxinas por las bacterias que

las producen. (28)

FASE ESTACIONARIA

Eventualmente el agotamiento de los nutrientes o la
acumulacién de productos toxicos determinan el cese del
crecimiento. Hay pérdida de células por muerte, la cual es
balanceada por la formacion de nuevas células. Cuando
esto ocurre, el conteo total de células aumenta levemente,
aunque el de las bacterias viables permanece constante.
Hacia el final de esta etapa, puede ocurrir la esporulacion
en aquellas bacterias que poseen este mecanismo de

resistencia. (28)

FASE DE MUERTE

Luego de la fase estacionaria, la tasa de muerte se
incrementa, el nimero de bacterias viables disminuye
rapidamente y, por lo tanto, la curva de crecimiento declina.
Las caracteristicas de la curva de crecimiento pueden
variar, dependiendo de las caracteristicas propias del
microorganismo, del estado metabdlico del inoculo, del
medio de cultivo y de las condiciones de incubacion. Las

condiciones fisicas y quimicas del medio donde el
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microorganismo crece afectan las actividades de estos. La
comprensiéon de como influye el ambiente en el
crecimiento, nos ayuda a explicar la distribucion de los
microorganismos en la naturaleza y hace posible disefiar
métodos que permitan estudiar y controlar el crecimiento
bacteriano. Ademas, existen sistemas de cultivo abiertos
gue son poco usados en el laboratorio de microbiologia
clinica. El cultivo continuo (con aporte y salida de nutrientes
y requerimientos a una tasa constante), permite mantener
a las bacterias en una misma fase de crecimiento durante
un largo periodo de tiempo (por ejemplo, en la fase
estacionaria 0 en la exponencial). Dicha técnica es

interesante por ejemplo para los procesos productivos. (28)

ENTORNO FISICO

Los microorganismos, segun interactian entre si y
con otros organismos en los ciclos biogeoquimicos,
también se ven influidos por el entorno fisico inmediato,
gue puede estar en el suelo, el agua, los fondos marinos,
las plantas o los animales. Por ello, es importante
considerar estos entornos especificos en donde se
producen estas interacciones entre organismos e incluso

con el propio medio fisico. (28)

MICROAMBIENTE Y NICHO

La localizacion  fisica  especifica de un
microorganismo es su ambiente. En este microambiente
fisico, el flujo de los oxidantes, reductores y nutrientes
requeridos puede estar limitado, al mismo tiempo, los

productos de desecho del microorganismo puede que no
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difundan adecuadamente e inhiban su propio crecimiento.
Estos flujos y gradientes crean un nicho Unico, el cual
incluye los microorganismos, su habitat fisico y las fuentes
temporales disponibles de nutrientes para su desarrollo.
(28)

BIOFILMS Y TAPETES MICROBIANOS

Los microorganismos tienden a crear Sus propios
microambientes y nichos mediante la formacién de biofilms,
incluso sin disponer de entornos fisicos estructurados.
Estos sistemas microbianos organizados consisten en
capas de células microbianas asociadas con superficies.
Dichos biofilms constituyen un factor importante en casi
todos los campos de la microbiologia, estos se desarrollan
cuando microorganismos se adhieren y forman una

monocapa de células. (28)

2.2.8. BIOEGRADACION DE POLIETILENO DE BAJA DENSIDAD POR
LA BACTERIA PSEUDOMONA

2.2.8.1. DEFINICION
Proceso biologico metabdlico enzimatico realizado
por microorganismos como bacterias los cuales secretan
enzimas que se encargan de romper la estructura
molecular del plastico degradandolo en el tiempo. (45)

2.3. DEFINICION DE TERMINOS BASICOS

Factores ambientales de crecimiento microbiano: son considerados

pardmetros fisico-quimicos, importantes para desarrollo microbiologico y
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bioguimico (carbono de biomasa microbiana, respiracion microbiana o

diversas actividades enzimaticas). (28)

pH: La acidez o alcalinidad de un medio se expresa por su pH. 37

Temperatura: cada microorganismo tiene una temperatura 6éptima en la cual
Su crecimiento es mas rapido; una temperatura minima por debajo de la cual
no crece y una temperatura maxima por encima de la cual el crecimiento no
es posible, estas tres temperaturas se denominan temperaturas cardinales y
son caracteristicas de cada microorganismo. (28)

Biodegradacion: no obstante, la biodegradacién es un proceso bioldgico
natural llevado a cabo por procesos bioquimicos y que puede ser clasificado
en funcién al producto final. (43)

Polietilenos: son polimeros olefinicos que se engloban dentro de los
polimeros de uso general. Presentan un rango amplio de propiedades que les
hace utiles en aplicaciones muy variadas. La combinacion de propiedades
utiles, fabricacion facil y buenos aspectos econémicos ha originado se les

considere como materiales comerciales. (43)

Polietileno de baja densidad: es un polimero de cadena ramificada, por lo
que su densidad es mas baja, se caracteriza por una buena resistencia
guimica, es un termoplastico comercial, semicristalino (un 50% tipicamente),
transparente y mas bien blanquecino, flexible, liviano, impermeable, inerte (al
contenido), no téxico, tenaz (incluso a temperaturas bajas), con poca

estabilidad dimensional, pero de facil procesamiento y de bajo coste. (43)

Bacteria: son los degradadores primarios de compuestos organicos naturales

y xenobioticos encontrados en el suelo. (28)
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Pseudomonas: son bacilos G(-), moviles con flagelos polares, aerobios
estrictos, metabolismo oxidativo no fermentativo. Las bacterias del género
Pseudomonas son muy ubicuas y se encuentran en suelos, aguas, y
ambientes intrahospitalarios. Son muy resistentes a antibidticos lo que origina
que los pocos patdgenos que se dan en este género sean muy peligrosos.
Contenido de guaninay citosina es de 58 a 70. (28)

Pseudomona aeruginosa: especie de Pseudomona, crecen entre 10°y 42°.
Muy repartidas por el medio: suelo, agua y de aqui pasan a las plantas o
animales. En el hombre son oportunistas y los alimentos implicados son:

vegetales crudos, agua, leche no pasteurizada. (28)

CEPA: es una poblacién de organismos que desciende de un Unico organismo

o de un aislamiento en cultivo puro. (37)
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CAPITULO I
METODOLOGIA

3.1. METODO Y ALCANCE DE LA INVESTIGACION

3.1.1.

3.1.2.

METODO GENERAL DE INVESTIGACION

El método de investigacion utilizado es el universal “Método
Cientifico”, ya que, mediante la formulacion del problema, de las
hipétesis y la interpretacion de la data; se analizaran hechos vy
sucesos en forma metddica y secuencial cumpliendo con la

comprobacion de las hipotesis. (25)

METODO ESPECIFICO

La siguiente investigacion fue realizada con el método
experimental ya que se fundamenta en el Método Cientifico y utilizan
procesos légicos como la induccion y deduccion y una relacion causa
y efecto que a su vez son fundamentales para la comprobacién de las
hipotesis. (32)
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3.1.3. TIPO DE INVESTIGACION
La investigacion corresponde al tipo de investigacion aplicada
gue consiste en la utilizacion de los conocimientos practicos, para
aplicarlos, en la mayoria de los casos, en provecho de la sociedad.
Segun Hugo Sanchez y Carlos Reyes esta investigacion es una

puesta en practica del saber cientifico.

3.1.4. NIVEL DE INVESTIGACION

La investigacion corresponde al nivel explicativo porque se
medir& el efecto de los factores ambientales de crecimiento bacteriano
de pH y temperatura sobre la degradacion de polietileno de baja
densidad por la bacteria Pseudomona aeruginosa en la ciudad de

Huancayo.

3.2. DISENO DE LA INVESTIGACION

La presente investigacion hizo uso del disefio experimental bajo
condiciones controladas en laboratorio, para la obtencién de resultados
aplicables a la ejecucion del proyecto, el disefio experimental se realizé de la

siguiente manera:

EXPLICATIVO / EXPERIMENTAL:

GE: 01 X 02

Donde:

G.E. grupo experimental
01 Pretest

02 Postest

X: Manipulacion de la variable independiente
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3.3.

3.4.

POBLACION Y MUESTRA

La presente investigacion es experimental por ello no se tiene una
poblacién determinada de cepas de bacterias de Pseudomonas con la que

se trabajo, su disefio muestral se presenta a continuacion.

DISENO MUESTRAL

ETAPA 1: TOMA DE MUESTRA

Para la toma de muestra de agua se considero6 la cadena de custodia y
las mejores condiciones de higiene, la muestra microbiolégica se tomé en un
frasco de vidrio esterilizado con la ayuda de una jarra de plastico esterilizada
a una profundidad de 20 a 25 cm, la toma de muestra es directa dejando un
espacio para la aireacion y mezcla de 1/3 del frasco de muestreo. (50)

ETAPA 2: CRECIMIENTO Y AISLAMIENTO DE LA BACTERIA
PSEUDOMONA AERUGINOSA

A través de la investigacion bibliogréfica, el aislamiento inicial de la
bacteria aerébica Pseudomona aeruginosa se inici6 con el proceso de
centrifugado a las muestras tomadas, se obtuvo 5 submuestras, asi mismo
se preparé un medio de crecimiento apto para el desarrollo de bacterias
desintegradoras, el caldo M9 consta de una mezcla de los nutrientes
necesarios para el correcto metabolismo de las bacterias Pseudomona
aeruginosa, se registro el crecimiento de colonias por 24, 48 y 72 horas, en
donde se tomd como muestras positivas a las muestras que presentaron
crecimiento desde las 24 horas de incubacion. La muestra tomada producto
del cultivo en caldo M9 se replicd en agar nutritivo como parte del aislamiento
primario, de la misma manera las muestras consideradas positivas fueron las

gue no mostraron contaminacion por mohos y hongos.
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La muestra positiva tomada del producto del cultivo en Agar nutritivo fue
inoculada en agar cetrimide como parte del aislamiento secundario, con 2
repigues posteriores para su correcta conservacion, a una temperatura de
37°C y para su identificacion se hizo coloracién gram, de la misma manera las
muestras que presentaron mejores caracteristicas morfolégicas y de color

fueron consideradas muestras positivas.

Posteriormente se llevd la muestra que mas caracteristicas presentaba
de ser la bacteria Pseudomona aeruginosa al hospital del Carmen con ayuda
del instrumento VITEK II COMPACT se sometié a una ultima prueba de
analisis final que comprobaria qué tipo de bacteria es (Pseudomona
aeruginosa). Por esta razon resulta de gran importancia caracterizar desde
el punto de vista fenotipico y seroldgico de cepas de P. aeruginosa. A la
muestra sometida al andlisis de identificacion de bacterias, se le asigné por

nombre cepa pura.

1000 mil
de agua

ELABORACION DEL

MEDIO DE CRECIMIENTO _
destilada

.,

x\ Hﬁ\g
| \ cacl0, 01N
:l-q
CaH=03 Mg30s4
50z N, 1

Figura 9. Medio de crecimiento — Caldo M9

KzHPO,
30g.

Fuente: elaboracion propia
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ETAPA 3: ACONDICIONAMIENTO

Para la elaboracion del medio de enriquecimiento se utilizo polietileno de
baja densidad porque es uno de los plasticos que se encuentra en mayor
cantidad y son los que mas contaminan. EI medio de enriquecimiento N° 1 se
elaboré a partir de la union de polietileno triturado con Agar Nutritivo, el medio
de enriguecimiento N° 2 se elaboro a partir de la union de polietileno triturado
con Agar Cetrimide, las concentraciones de polietileno seran progresivas,
iniciar4 con un 20%, 40%, 60%, 80% hasta llegar al 100% (ver cuadro 2 y 3),
el objetivo de la variacion de concentracion de polietileno rallado es para
familiarizar a la bacteria Pseudomona aeruginosa al contacto del polietileno
de baja densidad y llegar a que el LDPE sea su Unica fuente de alimento.
Contando con el medio anterior se comenz0 a inocular las muestras de
bacterias Pseudomonas aeruginosa, Se realizo el primer acondicionamiento
en medio de enriquecimiento N° 1; asi mismo, se colocé en un horno
bacteriolégico a una temperatura de 37°C, se observd y se contaron las
colonias, posteriormente se inocularon cepas de la placa que contenia
polietileno al 100%, en el medio de enriquecimiento N° 2; asi mismo, la
muestra resultante se sometié a tincion con Hematoxilina y Eosina (tincion

supravital) para una mejor observacion de colonias.
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AGAR POLIETILENO
(Agar agar + polietileno
rayado)

Pesado de las
bolsas (LDP)

Cortado de las bolsas
en tiras delgadas

Colocar al horno
esterilizador en un
recipiente de metal a
180° C por 10 minutos

Proceder al rayado del
polietileno hasta obtener
finas particulas

Diluir el polietileno rallado en 100 ml de agua destilada
por cada concentracion
e Con concentracion de Agar Nutricio 100% (0,24g de
agar agar — 2,4g de polietileno)
e Con concentracion Agar Cetrimide100% (0,24g agar
agar— 2,25g de polietileno)

Figura 10. Preparacion de agar polietileno
Fuente: elaboracion propia
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20% (1,92g —0,48g)

40% ( 1,44g —0,96g)
Medio de
enriquecimiento N2 1 -
AGAR NUTRITIVO +

POLIETILENO LDPE 80% (0,48g — 1,92g)
100% ( 0,24g —2,4g)
1

Figura 11. Medio de enriquecimiento N°

60% (0,96g —1,44g)

20% (1,8g —0,45g)

40% (1,35g — 0,9g)

Medio de
enriquecimiento N2 2 —
AGAR CETRIMIDE +
POLIETILENO LDP

60% (0,9 — 1,35g)
80% (0,45g — 1,8g)

100% (0,24g — 2,25g)

Figura 12. Medio de enriquecimiento N° 2

ETAPA 4: VARIACION DE PH Y TEMPERATURA

Para la manipulacion del factor ambiental de degradacion microbiolégica
pH, se procedio a preparar Agar de Polietileno (ver figura 10), posteriormente
se inici6 a la adicion de los buffers para la variacion de pH (9; 8; 7,5; 7; 6,5; 6;

5,5) para luego esterilizar, contando con el medio anterior se empez6 a
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3.5.

3.6.

inocular en las 8 placas a diferentes concentraciones de pH, se observo un
mejor crecimiento a pH 8 e incubar a 37° C por 72 horas después se sometid
a tincion, para ello se probo el colorante que mas se adecle a la bacteria
Pseudomona aeruginosa la tincidn mas idonea fue el Lugol, para el conteo

de colonias.

Finalmente, para iniciar la variacion de temperatura se prepararon 5
placas que fueron incubadas al 20° C, 25° C, 30° C, 35°C y 40°C se tomo la

muestra de la placa que presentd mayor crecimiento microbiano.

VARIABLES DE INVESTIGACION

Variable independiente: influencia de factores ambientales de crecimiento

microbiano pH, temperatura.

Variable dependiente: degradacion de polietileno de baja densidad por la

bacteria Pseudomonas aeruginosa.

TECNICAS DE RECOLECCION DE DATOS

3.6.1. TECNICAS

TECNICA DE AISLAMIENTO POR ESTRIA ESCOCESA O
AGOTAMIENTO EN PLACA

La siembra por estria escocesa es un método cualitativo de
aislamiento de microorganismos por agotamiento en placa a partir de
una muestra natural o de un cultivo de laboratorio. Este método esta
basado en arrastrar, mediante un asa de siembra, un nimero cada
vez mas pequefio de individuos. Es un método rapido y simple de
agotamiento progresivo y continuo del indéculo sobre un medio solido

contenido en una placa de Petri. El objetivo es obtener, a partir de un
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elevado numero de bacterias, un numero reducido de ellas
distribuidas individualmente sobre la superficie de la placa. Al incubar
la placa, y dejar crecer las bacterias distribuidas sobre ella, cada una

de las bacterias originar4 una colonia. (8)

TINCION GRAM

Inicialmente, realizamos una observacion directa del cultivo
mixto al microscopio mediante la llamada tincion de Gram. Esta
prueba es fundamental en la clasificacion de los microorganismos ya
gue permite establecer diferencias morfolégicas y estructurales de la
pared. El alumno tendrd que distinguir el tipo de pared bacteriana
(Gram positivo o Gram negativo) y la morfologia bacteriana (cocos,
bacilos u otros) de las diferentes bacterias contenidas en la mezcla
problema. (8)

DETERMINACION DEL NUMERO DE MICROORGANISMOS

El proceso de recuento tiene que iniciarse con la definicion de
microorganismos que tienen que ser cuantificados, hay que
considerar que, si se tiene que hacer recuentos de todos los
microorganismos o0 solo de ciertos grupos, si hay que realizar una
conversion de numero de microorganismos en una estima de la
biomasa y en cuales son las caracteristicas del habitat que deben ser
examinadas. No se puede aplicar un método universal a cualquier tipo
de microorganismo o habitat: la diversidad de los microorganismos y

de sus habitats requiere enfoques metodoldgicos muy diferentes.

Hay dos enfoques principales para llevar a cabo el recuento de
microorganismo: la observacion directa (o recuento directo) o el uso
de procedimientos indirectos (o recuentos viables). Ocasionalmente,

el nimero de microorganismos también se calcula a partir de métodos
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3.6.2.

gue determinan los constituyentes bioquimicos especificos de estos,
aunque deberia tenerse en cuenta que este método en realidad lo que
mide es la cantidad de biomasa. Cada método posee ventajas y

limitaciones. (41)

TECNICAS DE RECUENTO DIRECTO

Métodos de recuento microscopico. Los microorganismos
pueden contarse mediante la observacion directa al microscopio. Los
procedimientos de recuento directo dan la estimacion mas elevada del
namero de microorganismos y a veces se usan para el calculo
indirecto de la biomasa. La técnica a utilizar sera D5465 de la ASTM

Estandares americanos y métodos de prueba.

INSTRUMENTOS

CONTEO DE COLONIAS POR UFC (UNIDADES FORMADORAS
DE COLONIAS)

Representa cada colonia contada y su namero total representa
al numero total de bacterias viables en la muestra, para ello se utilizo

el método de extension en placa.

UFC/ml o UFC/g = N° de colonias por placa X el factor de

dilucién/ ml de la muestra sembrada
EQUIPO CONTADOR DE COLONIAS

El conteo de colonias para laboratorio de microbiologia, esta
disefiado para el conteo rapido y preciso de las colonias de bacterias

y moho en placas de cultivo. Permite el conteo de las colonias de

bacterias por cada pulsacién del contador quedando grabada en la
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pantalla digital de tres (3) digitos hasta un total de 999 colonias.
Provisto de luz blanca que ilumina directamente desde abajo, lo cual
permite una Optima visualizacién de las cajas petri con cultivos o
colonias de bacterias de colores diferentes. (Manual Colony Meter,

Kerlaboratory)

POTENCIOMETRO

Se aplico el Potenciémetro para medir el indicador de pH en las
muestras y la observacion fue directa.
« Acido
* Neutro

» Basico

A) Encender el medidor y comprobar estado de las pilas

e Mantenga pulsado el botén MODE durante 2-3 segundos

e Todos los segmentos utilizados en pantalla seran visibles durante
breves segundos, seguido de una indicacién porcentual del nivel de
pilas restante. P. Ej. % 100 BATT. (Manual pH HI 98127)

B) Toma de mediciones

e Seleccione el modo pH mediante el botén SET/HOLD

e Sumerja el electrodo en la solucidén a analizar

e Las mediciones deberan tomarse cuando desaparezca el simbolo
de estabilidad Y en la parte superior izquierda de la pantalla

e El valor pH con compensacion automatica de temperatura se
muestra en la pantalla primaria mientras que la pantalla secundaria

muestra la temperatura de la muestra
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C) Notas

e Antes de realizar cualquier medicion cerciorese de que el medidor
ha sido calibrado

e Para eliminar una calibracion previa, pulse el botbn MODE tras
entrar en modo calibracion. La pantalla inferior mostrara ESC
durante 1 segundo y el medidor volvera a modo medicion normal.
El simbolo CAL desaparecera de pantalla. El medidor se reseteara
a la calibracion por defecto

¢ Si se realizan mediciones sucesivas en diferentes muestras, lave la
sonda minuciosamente para eliminar la contaminacion cruzada; y
tras la limpieza, enjuague la sonda con parte de la muestra a

analizar

BALANZA ANALITICA

Balanza portatil digital. Sensibilidad 0.01g. Calibracion externa.
Unidades de pesaje: g, 0z, oz t, dwt. Modos de pesaje: conteo de
piezas con reajuste de apw, porcentual, totalizacion y resultado
sostenido. Diametro del plato para muestra: 12cm. Temperatura de
operacion 10 a 40°C. Pantalla LCD de alto contraste con 6 digitos y
15mm de altura. Incluye: adaptador AC. Peso 700g

Dimensiones 21*19.2*5.4cm. (Manual Modelo SCOUT PRO.
Marca OHAUS)

A) Pesaje

e Para la estabilizacién se necesita un periodo de precalentamiento
de 1 hora a 4 horas (modelos d = 0,01 mg)
e Encender la balanza con la tecla [ON/OFF]. La balanza efectia un

autotest
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e En cuanto aparezca "0.0000 g" en la pantalla, la balanza estara lista

para realizar pesajes

B) Nota:

e Mediante la tecla [TARE] la balanza se puede reponer a cero en
cualquier momento
e Poner el material a pesar, esperar que aparezca la visualizacion de

parada después leer el resultado de pesaje

C)Taraje

e El peso propio de algunos recipientes de pesaje se puede deducir
mediante el apriete del boton para que en los pesajes siguientes se
indique solo el peso neto del material que se va a pesar

e Colocar el recipiente a tarar vacio sobre el platillo de pesaje. El
peso total del recipiente es indicado en la pantalla

e Apriete la tecla [TARE] para iniciar el proceso de taraje. El peso del
recipiente ahora estd almacenado en memoria

e Coloque el material a pesar en el recipiente de taraje

e Lea ahora el peso del material a pesar en el indicador

LAMPARA UV 366 NM/113203

Empleo e interpretacion

e Inocular la superficie del medio de cultivo, con cultivos, se
sospecha que contiene Pseudomonas de modo que las colonias
individuales se desarrollan. Incubacion: hasta 7 diasa 35 ° C

e Compruebe para el crecimiento bacteriano después de 24, 48y 72

horas y después de 6 dias
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e Pseudomonas aeruginosa puede crecer en Pseudomonas Agar
P forman colonias rodeadas por un color azul para zona verde
debido a formacién piocianina o con un rojo a la zona de color
marron oscuro, debido a produccién pyorubin. Los pigmentos de
color pueden ser extraidos con cloroformo.

e Segun Blazevic et al. (1973), pyocyanin negative atipico,
fluoresceina positiva de Ps. aeruginosa cepas pueden ser
diferenciado de Ps. fluorescens y Sal. putida. Brodsky y Nixon
(1973) informé que la fluorescencia de Ps. aeruginosa en colonias
es luz ultravioleta; el siguiente crecimiento sobre Mac Conkey agar
puede ser explotado para proporcionar una prueba de orientacion
rapida, Ps. fluorescenciay Sal. putida No fluorescens y mostrar

solo escaso crecimiento. (51)
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. RESULTADO DEL TRATAMIENTO Y ANALISIS DE LA INFORMACION

AISLAMIENTO DE LA BACTERIA PSEUDOMONA AERUGINOSA

Crecimiento y enriguecimiento de bacterias.

Tabla 3. Inoculacion de bacterias de la muestra de agua en el CALDO M9

INOCULACION DE BACTERIAS - MUESTRA
DE AGUA (Caldo M9)
Tubo n°1
24 horas | 48 horas | 72 horas
No No No
Tubo n°2
- 24 horas | 48 horas | 72 horas
> Si Si Si
C>) Tubo n°3
= 24 horas | 48 horas | 72 horas
= Si Si Si
© Tubo n°4
24 horas | 48 horas | 72 horas
No Si Si
Tubo n°5
24 horas | 48 horas | 72 horas
No No Si

Fuente: elaboracién propia

103



Para el proceso de inoculacion en el medio de crecimiento — Caldo M9
se preparé 5 tubos con muestras como se observa en la Tabla N° 3, se registro
si hubo crecimiento de colonias por 24, 48 y 72 horas, siendo consideradas
muestras positivas el tubo N° 2 y N° 3; sin embargo, las muestras 4 y 5
presentaron crecimiento microbiano posteriores a las 24 horas los cuales no
se consideraron muestras positivas infiriendo una posible contaminacién de

las mismas luego del primer registro.

Aislamiento primario con agar nutritivo para la identificacién de
colonias de bacterias.

Tabla 4. Cultivo de bacterias en agar Nutritivo

CULTIVO DE BACTERIAS — EN AGAR NUTRITIVO
Placa n°1 Conta_minacién del
medio de cultivo
24 horas 48 horas 72 horas Si
20 60 120
Placa n°2
o 24 horas 48 horas 72 horas Si
S 15 50 80
@) Placa n°3
E 24 horas 48 horas 72 horas No
5 25 70 90
© Placa n°4
24 horas 48 horas 72 horas No
27 60 100
Placa n°5
24 horas 48 horas 72 horas Si
18 44 80

Fuente: elaboracion propia

Para el proceso de aislamiento primario con agar nutritivo para la
identificacion de colonias, se prepard 5 placas como se muestra en la Tabla
N°4, se registré crecimiento de colonias por 24, 48 y 72 horas siendo

consideradas muestras positivas las que no fueron contaminadas por mohos,
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hongos y otros, entre ellas las placas N° 3 'y N° 4 con 9x108 UFC y 10x10°
UFC respectivamente para las 72 horas.

CULTIVO DE BACTERIAS EN AGAR

NUTRITIVO
140
g 120
=z 100
9 s0
(@]
O 60
w
a 40
°Z 20 \/_\
Placa Placa Placa Placa Placa
n°l n°2 n°3 n°4 n°5
— )4 20 15 25 27 18
48 60 50 70 60 44
72 120 80 90 100 80

Figura 13. Cultivo de bacterias en agar Nutritivo

Fuente: elaboracién propia

Aislamiento secundario con agar cetrimide para la identificacion de

colonias de Pseudomona aeruginosa

Tabla 5. Cultivo de bacterias en Agar Cetrimide

CULTIVO DE BACTERIAS EN AGAR
CETRIMIDE (Placa N°3 y Placa N°4)
Placa n°6
24 horas 48 horas 72 horas
10 20 50
Placa n°7
24 horas 48 horas 72 horas
O 14 25 40
E Placa n°8
p= 24 horas 48 horas 72 horas
;) 8 26 35
< Placa n°9
24 horas 48 horas 72 horas
20 30 47
Placa n°10
24 horas 48 horas 72 horas
18 44 80

Fuente: elaboracion propia
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Para el proceso de aislamiento secundario con agar cetrimide para la
identificacion de colonias de Pseudomona aeruginosa, se prepar6 5 placas
como se muestra en la Tabla N° 5, se registroé crecimiento de colonias por 24,
48 y 72 horas siendo considerada muestra positiva la que presentd mejores
caracteristicas morfolégicas y de color para la identificaciéon de la bacteria
Pseudomona aeruginosa la que result6 ser la placa N° 10, con 8 x 10 UFC

para las 72 horas.

CULTIVO DE BACTERIAS EN AGAR CETRIMIDE
(PLACA N°3 Y N°4)

100

(%]
< 80
=4
(@] 60
o
o 40
g 20 /\
> 0
Placa n°6 Placa n°7 Placa n°8 Placa n®9 Placan°10
— ) /] 10 14 8 22 18
48 20 25 26 30 44
72 50 40 35 47 80

Figura 14. Cultivo de bacterias en agar Cetrimide

Fuente: elaboracion propia
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Repiques de la bacteria Pseudomona aeruginosa para su conservacion

Tabla 6. Bacterias en Agar Cetrimide Repique N° 1

CULTIVO EN AGAR CETRIMIDE DE LA
PLACAN° 10
Placa n°11
24 horas 48 horas 72 horas
15 20 50
Placa n°12
24 horas 48 horas 72 horas
; 12 22 40
w Placa n°13
8, 24 horas 48 horas 72 horas
a 10 27 35
'EIKJ Placan°14
24 horas 48horas 72 horas
16 28 47
Placa n°15
24 horas 48 horas 72 horas
14 20 80

Fuente: elaboracién propia

Para el proceso de la conservacion de la bacteria Pseudomona
aeruginosa en Agar Cetrimide se prepard 5 placas como se muestra en la
Tabla N° 6, se registré crecimiento de colonias por 24, 48 y 72 horas siendo
consideradas muestras positivas la que presentd mejores caracteristicas

morfoldgicas y de color la que resulté ser la placa N° 15, con 8x108 UFC.
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CULTIVO EN AGAR CETRIMIDE DE LA PLACA N°10

- REPIQUE N° 1
90
80
X 70
% 60
5 50
O 40
a 30
> 20
10
Placa 11 Placa 12 Placa 13 Placa 14 Placa 15
24 15 12 10 16 14
48 20 22 27 28 20
72 50 40 35 47 80

Figura 15. Cultivo de bacterias en agar cetrimide Repique N° 1

Fuente: elaboracién propia

Tabla 7. Cultivo de bacterias en agar cetrimide Repique N° 2

CULTIVO EN AGAR CETRIMIDE DE LA
PLACAN® 15
Placa n°16
24 horas 48 horas 72 horas
10 25 50
Placa n°17
24 horas 48 horas 72 horas
g 15 22 40
w Placa n°18
8, 24 horas 48horas 72 horas
E 10 26 35
o Placa n°19
24 horas 48 horas 72 horas
15 30 40
Placa n°20
24 horas 48 horas 72 horas
15 30 60

Fuente: elaboracion propia

Para el proceso de conservacion de la bacteria Pseudomona
aeruginosa en Agar Cetrimide se prepar6é 5 placas como se muestra en la
Tabla N° 7, se registrd crecimiento de colonias por 24, 48 y 72 horas siendo

consideradas muestra positiva la que presentd mejores caracteristicas
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morfoldgicas y de color la que resulté ser la placa N° 20 con 6x108 UFC a las

72 horas.

CULTIVO EN AGAR CETRIMIDE - REPIQUE N°2

70
60

@ 50
c
S 40
)
o
9] 30
©
Z 20
10 /\/
Placa 16 Placa 17 Placa 18 Placa 19 Placa 20
— ) /| 10 15 10 15 15
48 25 22 26 30 30
72 50 40 35 40 60

Figura 16. Cultivo de bacterias en Agar Cetrimide Repique 2

Fuente: elaboracion propia

ANALISIS DE VALIDACION DEL AISLAMIENTO DE LA BACTERIA
PSEUDOMONA AERUGINOSA.

De la placa N° 20 se identificO una colonia con las mejores
caracteristicas morfolégicas y de color que identifica a la bacteria
Pseudomona aeruginosa, de la cual se sac6 una muestra y se llevo al
hospital de EI Carmen para validar el aislamiento con ayuda del instrumento
VITEK 1I' COMPACT comprobando que la bacteria aislada era la
Pseudomona aeruginosa al 100% (Ver Anexo 8), a la muestra sometida al

analisis de validacion, se le asigné por nombre cepa pura.
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Acondicionamiento de la bacteria Pseudomona aeruginosa para el

consumo del agar hecho a base de agar Nutritivo y polietileno.

Tabla 8. Cultivo en medio de enriquecimiento N° 1

CULTIVO EN MEDIO DE

ENRIQUECIMIENTO N°1

% DE CEPAPURA

POLIETILE

NO 24 48 72
20% 60 75 86
40% 40 60 82
60% 30 58 67
80% 0 12 28
100% 0 0 10

Fuente: elaboracién propia

Se sometid a la cepa pura a un acondicionamiento de agar nutritivo con
polietileno a diferentes concentraciones tal como muestra la Tabla 8, donde
se observa un crecimiento de colonias en el agar con 100% de contenido de

polietileno, con una cantidad de colonias de 1x10%° UFC a las 72 horas de

registro.
CULTIVO EN MEDIO DE ENRIQUECIMIENTO
100 N°1 - CEPA PURA
90
80
w 70
% 60
8 s 24
o% 40 48
< 30
20 72
10
0
20% 40% 60% 80% 100%

Porcentaje de polietileno

Figura 17. Cultivo en medio de enriquecimiento N° 1 — cepa pura

Fuente: elaboracion propia
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Acondicionamiento de la bacteria Pseudomona aeruginosa para el

consumo del agar hecho a base de Cetrimide y polietileno.

Las colonias que se acondicionaron a un agar al 100% de contenido de
polietileno fueron sometidas a un segundo acondicionamiento en agar hecho
a base de Cetrimide y polietileno para lograr las condiciones de aislamiento

diferencial.

Tabla 9. Cultivo en medio de enriquecimiento N° 2

CULTIVO EN MEDIO DE
ENRIQUECIMIENTO N°2
% DE
POLIETILE CEPAPURA
NO

24 48 72
20% 15 22 40
40% 16 20 33
60% 12 20 25
80% 0 8 15
100% 0 0 S

Fuente: elaboracion propia

Se sometio la cepa pura a un acondicionamiento de agar Cetrimide con
polietileno a diferentes concentraciones tal como muestra la Tabla 9, donde
se observa un crecimiento de colonias en el agar con 100% de contenido de
polietileno, con una cantidad de colonias de 0.5x10% UFC a las 72 horas de
registro.
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CULTIVO EN MEDIO DE ENRIQUECIMIENTO N°2 -

45 CEPA PURA
40
35
(%2}
L 30
5
TO) 25
20
9 — ) 4
e 15
10 e 48
5 72
0
20% 40% 60% 80% 100%

Porcentaje de polietileno

Figura 18. Cultivo en medio de enriquecimiento N° 2 — cepa pura

Fuente: elaboracion propia

Influencia de la variacion de pH y temperatura en el crecimiento de la

bacteria Pseudomona aeruginosa

Tabla 10. Cultivo en medio de Agar Polietileno — variacién de pH

CEPA-PURA

Ph
24 48 72
9 0 0 10
8.5 8 18 25
8 10 25 35
7.5 10 15 20
7 8 14 20
6.5 8 10 18
6 0 6 12
5.5 0 0 8

Fuente: elaboracion propia

Para el proceso de Cultivo en medio de Agar Polietileno se prepar6 8

placas a diferentes concentraciones de pH como se muestra en la Tabla N°
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10, se registré crecimiento de colonias por 24, 48 y 72 horas en todas las
placas, sin embargo, se observé un mejor crecimiento a pH 8 con 3.5 X106
UFC a las 72 horas.

N° DE COLONIAS VS pH

35 24 HORAS
48 HORAS
72 HORAS

N° COLONIAS

Ph

Figura 19. Numero de colonias vs pH

Fuente: elaboracion propia

Tabla 11. Cultivo en medio de Agar Polietileno — Variacion de temperatura

CEPA- PURA
Temp C°

24 48 72
20 20 24 30
25 26 28 35
30 16 24 28
35 8 12 14
40 0 0 6

Fuente: elaboracion propia

Para el proceso de Cultivo en medio de Agar Polietileno se preparé 5
placas, para su incubacion se registraron a diferentes temperaturas (20°C,
25°C, 30°C, 35°C y 40°C) como se muestra en la Tabla N° 11, se registr
crecimiento de colonias desde las 24, 48 y 72 horas, siendo la temperatura de
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25°C la que mostré mayor crecimiento de colonias, con 3.5 X108 UFC a las 72

horas.
N° DE COLONIAS VS TEMPERATURA

10

35 24 HORAS
v 30 48 HORAS
S . 72 HORAS
=2
S
@)
o 10
OZ 5

20 25 30 35 40
TEMPERATURA °C

Figura 20. Numero de colonias vs Temperatura

Fuente: elaboracion propia
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4.2.

ANALISIS ESTADISTICO DE RESULTADOS

Influencia del pH sobre el crecimiento de colonias de la bacteria

Pseudomona aeruginosa

Andlisis descriptivo:

Tabla 12. Estadisticos descriptivos de la influencia del pH sobre el crecimiento de colonias

de la bacteria Pseudomona aeruginosa

Descriptivos

NUMERO DE COLONIAS

N Media | Desviacion Error Intervalo de confianza | Minimo | Maximo

tipica tipico para la media al 95%

Limite Limite

inferior superior
55 3 2.67 4.619 2.667 -8.81 14.14 0 8
6.0 3 6.00 6.000 3.464 -8.90 20.90 0 12
6.5 3 12.00 5.292 3.055 -1.14 25.14 8 18
7.0 3| 14.00 6.000 3.464 -.90 28.90 8 20
7.5 3 15.00 5.000 2.887 2.58 27.42 10 20
8.0 3| 23.33 12.583 7.265 -7.92 54.59 10 35
8.5 3| 17.00 8.544 4.933 -4.22 38.22 8 25
9.0 3 3.33 5.774 3.333 -11.01 17.68 0 10
Total 24| 11.67 9.121 1.862 7.82 15.52 0 35

Fuente: elaborado con el programa SPSS

Prueba de hipétesis

HIPOTESIS NULA: el crecimiento de las colonias de bacterias es igual a
diferentes pH
HIPOTESIS ALTERNA: el crecimiento de las colonias de bacterias no es

igual a diferentes pH.
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Tabla 13. Prueba de igualdad de medias - Anova de un factor

ANOVA DE UN FACTOR
NUMERO DE COLONIAS

Suma de Gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 1091.333 7 155.905 3.035 .031
Intra-grupos 822.000 16 51.375
Total 1913.333 23

Fuente: elaborado con el programa SPSS

a=95% =0.05
p=0.031

Como p<a, se rechaza la hipotesis nula. Por lo tanto, existe suficiente
evidencia estadistica para afirmar que el crecimiento de las colonias de
bacterias no es igual a diferentes pH. Segun el analisis descriptivo también se

puede afirmar que hay un mayor crecimiento a pH 8.

Prueba de comparacion maltiple:
Test: Tukey

Alfa=0.05

DMS=20.26172

Error: 51.3750 gl: 16
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Tabla 14. Prueba de Comparacion multiple Tukey para pH

Ph Medias n E.E.
5.5 2.67 3 4.14 A
9 3.33 3 4.14 A B
6 6 3 4.14 A B
6.5 12 3 4.14 A B
7 14 3 4.14 A B
7.5 15 3 4.14 A B
8.5 17 3 4.14 A B
8 23.33 3 4.14 B

Fuente: elaborado con el programa INFO STAT

Medias, con una letra comun no son significativamente diferentes (p >

0.05)

Por lo tanto, hay suficiente evidencia estadistica para afirmar que hay

diferencia significativa en el crecimiento de las colonias a pH 8 y a pH 5.5.

Figura 21. Gréfico de las medias de crecimiento de colonias a diferentes pH

Media de NUMERO DE COLONIAS

25+

20

0

55

60 65 70 75 8.0
PH

Fuente: elaboracion propia
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Influencia de la temperatura sobre el crecimiento de colonias de la

bacteria Pseudomona aeruginosa

Analisis descriptivo:

Tabla 15. Estadisticos descriptivos de la influencia en la temperatura sobre el crecimiento

de colonias de la bacteria Pseudomona aeruginosa

Descriptivos

COLONIAS

N Media | Desviacion Error Intervalo de confianza Minimo | Maximo

tipica tipico para la media al 95%

Limite Limite

inferior superior
20 3| 2467 5.033 2.906 12.16 37.17 20 30
25 3 29.67 4.726 2.728 17.93 41.41 26 35
30 3 22.67 6.110 3.528 7.49 37.84 16 28
35 3 11.33 3.055 1.764 3.74 18.92 8 14
40 3 2.00 3.464 2.000 -6.61 10.61 0 6
Total 15 18.07 11.087 2.863 11.93 24.21 0 35

Fuente: elaborado con el programa SPSS

Prueba de hipétesis:

HIPOTESIS NULA: el crecimiento de las colonias de bacterias es igual a
diferentes temperaturas
HIPOTESIS ALTERNA: el crecimiento de las colonias de bacterias no es igual

a diferentes temperaturas
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Tabla 16. Prueba de igualdad de medias - Anova de un factor

ANOVA DE UN FACTOR

COLONIAS
Suma de Gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 1508.267 4 377.067 17.730 .000
Intra-grupos 212.667 10 21.267
Total 1720.933 14

Fuente: elaborado con el programa SPSS

a=95% =0.05
p=0.031

Como p<a, se rechaza la hipdtesis nula. Por lo tanto, existe suficiente
evidencia estadistica para afirmar que el crecimiento de las colonias de
bacterias no es igual a diferentes temperaturas. Segun el analisis descriptivo

también se puede afirmar que hay un mayor crecimiento a 25°C.

Prueba de comparacion maltiple:
Test: Tukey

Alfa=0.05

DMS=12.39204

Error: 21.2667 gl: 10

Tabla 17. Prueba de Comparacion multiple — Tukey para temperatura

T° Medias n E.E.

40 2 3 2.66 A

35 11.33 3 2.66 A B

30 22.67 3 2.66 B C
20 24.67 3 2.66 C
25 29.67 3 2.66 C

Fuente: elaborado con el programa INFO STAT

Medias, con una letra comun no son significativamente diferentes (p >
0.05)
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Por lo tanto, hay suficiente evidencia estadistica para afirmar que hay
diferencia significativa en el crecimiento de las colonias entre las temperaturas
20°Cy 35°C, 20°C y 40°, 25°C y 35°C, 25°C y 40°C y 30°C y 40°C.

309

257

Media de COLONIAS

109

T T T T T
20 25 30 35 40

TEMPERATURA

Figura 22. Gréafico de las medias de crecimiento de colonias a diferentes temperaturas
Fuente: elaboracién propia

4.3. DISCUSION DE RESULTADOS

e En la presente investigacion, la degradacion de polietileno de baja densidad
se logré evidenciar, en la etapa de acondicionamiento dentro del proceso
de cultivo en medio de enriquecimiento N° 2 se preparé 5 placas con
porcentaje de polietileno en polvo como se muestra en la Tabla N° 9, se
registré crecimiento de colonias a las 72 horas de monitoreo y al 100% de
contenido de polietileno, en cepa pura 0.5 x10% UFC, indicando que las
bacterias Pseudomona aeruginosa son capaces de degradar polietileno
de baja densidad, estos resultados son consistentes con observaciones
anteriores como, en la tesis “Repaso de la biodegradacion de polietileno:
de una manera microbial’ (19), en donde el nivel médximo de degradacion
del polietileno (pérdida de peso) de los cuatro tipos de bacterias utilizadas,

fue encontrada como 20% de pérdida en peso por accion de la bacteria
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Pseudomonas aeruginosa después de 120 dias, asi mismo cabe
mencionar que en la tesis titulada “Biodegradabilidad de los residuos
plasticos degradables” (2) da a conocer que el curso de la degradacion
abidtica era oxidativo en lugar de hidrolitico y esto se debia a la adicion de
prooxidante y segun el proceso de compostaje aplicado se demostré que
el plastico degradable es biodegradable y esto se evidencié con los
resultados de experimentos microbianos realizados con bacterias
Pseudomona aeruginosa, que, en concordancia con la tesis “Estudios
sobre la biodegradacion de polietiieno natural y sintético por
Pseudomonas spp” (52) en donde, el polietileno natural sirvi6 a las
bacterias como su Unica fuente de carbono, que los llevd a consumir
polietileno natural mas rapidamente que los sintéticos, indicando una vez
mas que las bacterias Pseudomona aeruginosa son éptimas para realizar

el proceso de biodegradacion.

e A comparacion de otras investigaciones aun no se habia evaluado la
posibilidad de elaborar un medio de crecimiento hecho a base de
polietileno, sin embargo, en esta investigacion se elabor6 un agar hecho a
base de polietileno, que para su elaboracion el factor principal fue triturar el
polietileno de baja densidad para asi dar pase al proceso de per—oxidacion
(5), que es un paso determinante para el proceso de reducciéon y
desintegracion del polietileno, es decir, el proceso de per-oxidacion abiotico
es el paso determinante para el proceso de reduccion; estos resultados son
de considerable importancia para procesos de compostaje comerciales,
desintegracion de plasticos a pequefios fragmentos dentro del tiempo de
ciclo de compostaje y para ser posteriormente absorbido en el ambiente del

suelo como nutriente para plantas en crecimiento.

e Es muy importante reconocer que las propiedades fisicas y las propiedades
guimicas del plastico y de las bacterias influye en el mecanismo de
biodegradacion. Para el proceso de cultivo en medio de Agar Polietileno se

realizo variacion de pH para identificar el pH Optimo, como se muestra en
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la Tabla N° 10, se registro crecimiento de colonias por 24, 48y 72 en todas
las placas en las muestras de la cepa pura, asi mismo se registré6 mayor
crecimiento de colonias en pH de 8 con 3.5 X108 UFC a las 72 horas. Estos
resultados son consistentes con observaciones anteriores como
“Biorremediacion de p-nitrofenol por Pseudomonas putida cepa 1274”
(53) y en el estudio de “Las propiedades mecéanicas y de envejecimiento a
la intemperie de polietilenos cargados con polisacaridos” (54), en donde
evaluan la influencia de temperatura de incubacion y el pH en el crecimiento
de bacterias. Es por ello que para el crecimiento de las bacterias es
indispensable controlar el pH que, segun la fuente bibliogréfica y otros
antecedentes ya mencionados, el resultado de pH 6ptimo de crecimiento
es el neutro, (28). Sin embargo, la presente investigacion dio como
resultado el pH 8 como el éptimo para el crecimiento microbiano de la
bacteria Pseudomona aeruginosa, eso se debe al metabolismo de la
bacteria, que genera acidos organicos de cadena corta (formico, acético,
lactico) y que al estar en contacto con un medio externo alcalino lo
neutraliza. Es por ello que el descenso del pH en el proceso de crecimiento

permitié tolerar un pH ligeramente alcalino.

Es muy importante reconocer que las propiedades fisicas y las propiedades
quimicas del plastico y de las bacterias influye en el mecanismo de
biodegradacion. Para el proceso de cultivo en medio de Agar Polietileno se
prepararon 5 placas que para su incubacion se registraron a diferentes
temperaturas (20°C, 25°C, 30°C, 35°C y 40°C) como se muestra en la
Tabla 11, se registro crecimiento de colonias desde las 24, 48 y 72 horas,
siendo la temperatura de 25°C que mostré mayor crecimiento de colonias,
con 3.5 X10% UFC a las 72 horas en cepa pura. Para el crecimiento de las
bacterias es indispensable controlar la temperatura que segun fuente
bibliografica y otros antecedentes ya mencionados esta dentro del rango
de temperatura 6ptima de crecimiento de 25°C a 30°C (28), como resultado
de la presente investigacion la temperatura 6ptima de crecimiento fue de

25°C, la misma que se encuentra dentro del rango, esta afirmacion es
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corroborada por otras investigaciones en donde hacen uso de herramientas
microbiales en el proceso de biodegradacion de polietileno (29), en donde
se menciona que las caracteristicas fisicas y quimicas de los plasticos y
microorganismos influye en los mecanismos de biodegradacion. Es
importante reconocer también que a las temperaturas minimas en la que

se desarroll6 la investigacidn se registré también crecimiento de bacterias.

En la presente investigacion, el proceso de degradacion de polietileno de
baja densidad se determiné por el crecimiento de colonias de la bacteria
Pseudomona aeruginosa, que a comparacion de la tesis “Biodegradacion
de polietileno de baja densidad por una cultura mixta en el suelo” (10) y en
la investigacion de “Biodegradacion de polietileno de baja densidad por
especies de pseudomonas” (24), que tuvo por objetivo identificar el grado
de biodegradabilidad de cuatro diferentes cepas de bacterias de
Pseudomonas entre las que estuvieron: Pseudomonas aeruginosa
(PAO1) (Bl1l), Pseudomonas aeruginosa (ATCC) cepa (B2), el
Pseudomonas putida (B3), y Pseudomonas syringae (B4),
determindndose la biodegradacion del LDPE por pérdida de peso en
porcentaje y cambios morfoldgicos. Sin embargo, el proceso de
degradacion se logré gracias a la aclimatacion de las bacterias en el medio
basal, que en concordancia con la presente investigacion las bacterias
Pseudomona aeruginosa aisladas también pasaron por un proceso de
acondicionamiento primario y secundario para ser sometidas al cultivo en
agar hecho a base de polietileno y considerarlo como su Unica fuente de
carbono. Estos descubrimientos soportan el trabajo anterior en

biodegradacion.

En la mayoria de las investigaciones y tesis citadas (55), (44), (41) dan a
conocer que los diferentes procedimientos para hacer seguimiento a la
degradacion y biodegradacion de polietileno mediante bacterias o
consorcios microbianos fueron basados en procesos de cambios fisicos o

guimicos como por ejemplo; espectroscopia de infrarrojo por pérdida de
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peso, reduccion de masa molar mediante cromatografia de permeacion,
calorimetria diferencial de barrido, microscopia electronica de barrido,
guimilumniscencia y la cromatografia de gases de liquidos y masas; sin
embargo para esta investigacion el seguimiento al proceso de
biodegradacion se realizé mediante la presencia de crecimiento de colonias
de bacterias de Pseudomona aeruginosa, el cual es un procedimiento de
bajo costo y se ha utilizado en otros trabajos de investigacion donde no se

contaba con los materiales y equipos sofisticados.

Finalmente, los resultados de esta investigacion confirman los
descubrimientos de trabajos anteriores en biodegracién, en donde, una vez
sometidas las bacterias Pseudomonas aeruginosas a temperaturas y pH
diferentes, el proceso de degradacion del polietileno de baja densidad

varia.
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CONCLUSIONES

El uso de la biotecnologia en la aplicacion de procesos de tratamiento y
remediacion con ayuda de microorganismos es una alternativa eficiente y eficaz,
asi mismo el uso de bacterias constituye una estrategia potencialmente viable. La
bacteria Pseudomona aeruginosa a pesar de ser una bacteria oportunista,
clinicamente importante y patdégena para el ser humano, es una alternativa de
biodegradacion de polietileno de baja densidad bajo condiciones controladas, asi

como lo demostro la presente investigacion y los antecedentes citados.

Se ha determinado que existe una influencia significativa de los factores de
crecimiento microbiano de pH en el medio de cultivo y la temperatura de incubacién
en el proceso de biodegradacion del polietileno de baja densidad por accién de la

bacteria Pseudomona aeruginosa.

Asi mismo se ha determinado que la biodegradacion 6ptima del polietileno de
baja densidad por la bacteria Pseudomona aeruginosa se dio a un pH de 8 y una
temperatura de 25°C; indicando asi que el proceso de biodegradacion del
polietileno es posible, desarrollarse en la cuidad de Huancayo bajo condiciones

controladas.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda extender el uso de esta biotecnologia a una escala industrial

como parte del proceso de tratamiento de residuos sélidos municipales.

Se recomienda investigar la biodegradacion de la Pseudomona aeruginosa en

otros materiales sintéticos como polipropilenos e hidrocarburos.

Se recomienda investigar el uso de otros microorganismos como la
Pseudomona aeruginosa que tengan la propiedad de biodegradar materiales

sintéticos con la finalidad de crear un consorcio microbiano mas eficaz.

Se recomienda la implementacion de equipos y materiales de laboratorio con

tecnologia avanzada para hacer un analisis microbiano mas especializado.
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ANEXO N° 1

MATRIZ DE CONSISTENCIA

INFLUENCIA DE LOS FACTORES AMBIENTALES DE CRECIMIENTO MICROBIANO PH, TEMPERATURA EN LA DEGRADACION DE
POLIETILENO DE BAJA DENSIDAD POR LA BACTERIA AEROBICA PSEUDOMONA EN HUANCAYO EN EL ANO 2017

PROBLEMA OBJETIVOS MARCO TEORICO HIPOTESIS VARIABLES
Problema general: Objetivo general: Antecedentes internacionales Hipdtesis general: Factores
ambientales de
¢Cudl es la influencia de | Determinar la influencia Agamuthu (2005) en su tesis titulada Los factores crecimiento
los factores ambientales | de los factores “Biodegradabilidad de los residuos ambientales de microbiano
de crecimiento | ambientales de plasticos  degradables”.  Investigacion crecimiento
microbiano pH, | crecimiento microbiano presentada por el Instituto de Ciencias microbiano, pH y |e pH
temperatura en la | pH, temperatura en la Biologicas de la Universidad de Malaya, temperatura, e Temperatura
degradacion de | degradacion de Kuala Lumpur, Malasia. influyen

polietieno de baja
densidad por la bacteria
Pseudomona
aeruginosa en
Huancayo?

polietieno  de  baja
densidad por la bacteria
Pseudomona
aeruginosa en
Huancayo

Mothé y otros (2008) en su tesis titulada
“Estudio de las propiedades mecénicas y
de envejecimiento a la intemperie de
polietilenos cargados con polisacaridos”’,
Investigacion, presentada en la Revista
Iberoamericana de Polimeros Volumen
9(2), marzo de 2008.

Universidad Auténoma de Barcelona
(2008), en su revista Ecosistemas, se
realizé la investigacion de “Evaluacion de
la bacteria Pseudomona como degradador
del polietileno” Departamento de Genética
y Microbiologia, Facultad de Ciencias.
Recuperado el 30 de noviembre del 2009
VILLE, C (2003) Biologia. Mc Graw Hill
Interamericana. México p. 143

significativamente
en la degradacion de
polietileno de baja
densidad por Ia
bacteria
Pseudomona
aeruginosa.en
Huancayo.
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Problemas
especificos:
¢,Cudl es la influencia
del pH del medio de

cultivo en la
degradacion de
polietilieno de baja
densidad por la
bacteria Pseudomona
aeruginosa en
Huancayo?

¢ Cudl es la influencia
de la temperatura de

incubacion en la
degradacion de
polietileno de baja
densidad por la
bacteria Pseudomona
aeruginosa en
Huancayo?

Objetivos especificos:
Determinar la
influencia del pH del
medio de cultivo en la

degradacion de
polietileno de baja
densidad por la
bacteria Pseudomona
aeruginosa en
Huancayo.

Determinar la
influencia de la
temperatura de
incubacion en la
degradacion de
polietileno de baja
densidad por la
bacteria Pseudomona
aeruginosa en
Huancayo.

Antecedentes nacionales

Méndez y otros (julio 2007), Rev. Perq.
biolégica. nimero especial 13(3): 203 — 205,
en su investigacion  “Aislamiento y
caracterizacion de micromicetos
biodegradadores de polietileno” Avances de
las ciencias biologicas en el Perl, Facultad
de Ciencias Biologicas de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos.

Sepulveda (2007), en su tesis titulada
“Efecto de tratamientos fisicoquimicos vy
cometabolismo en la degradacién de
polietileno de baja densidad por hongos
filamentosos”, para obtener el Grado de
Doctora en Ciencias Biolégicas.
Investigacion, presentada en la facultad de
Ciencias Biologicas y de la salud de la
Universidad Auténoma Metropolitana de
México.

Uribe y otros (abril 2010) Rev. Pera.
Biolégica. niumero especiall7(1): 133 - 136
Avances de las ciencias bioldgicas en el
Perd, en su investigacion “Biodegradacion de
polietileno de baja densidad por accién de un
consorcio microbiano aislado de un relleno
sanitario, Lima, Pert de la Facultad de
Ciencias Biologicas de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos.

Hipotesis especifica
eEl pH del medio de

cultivo influye

significativamente en la

degradacion de
polietileno de baja
densidad por la bacteria
Pseudomona

aeruginosa en
Huancayo

ela temperatura de
incubacion influye

significativamente en la

degradacion de
polietleno de baja
densidad por la bacteria
Pseudomona
aeruginosa en
Huancayo.

Degradaciéon d
polietileno de

e

baja densidad
por la bacteria

Pseudomona
aeruginosa
e Colonias
bacterias
Pseudomona
aeruginosa

de
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CUADRO DE OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

ANEXO N° 2

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

< ESCALA
VARIABLE DEFINICION DIMENSIONES INDICADORES INSTRUMENTO VALORATIVA
e Acido Ph<7 * Acido
pH e Neutro pH=7 pHmetro * Neutro
El crecimiento de microorganismo e  Basico Ph>7 e Basico
esta influido notablemente por la « Temperatura
Factores naturaleza quimica y fisica de su minima
ambientales de ambiente, es decir permitira controlar e Temperatura o Temperatura
crecimiento el crecimiento microbiano y estudiar minima 4°C Termémetro éptima
microbiano pH, la distribucibn ecolégica de los e  Temperatura eléctrico como o Temperatura
temperatura microorganismos. Microbiologia Temperatura Jemp o o .
Prescott (2004) capitulo 6 Optima 25°C - 30°C .partg dde la maxima
J . . ; incubadora
Crecimiento Microbiano pag. 128. ° Te,m_peratuza
maxima 40°C
Degradacién del Propes,o_ bIQ|OgICO metabollco
R enzimatico realizado por bacterias los
polietileno de ; _

: ; cuales secretan enzimas que se . . Unidades
baja densidad encargan de romper la estructura Proceso Colonias de bacterias - Contador de formadoras de
por la bacteria 9 mp . metabdlico de Pseudomona colonias (ASTM — :

molecular del plastico degradandolo ; : colonias (UFC)
Pseudomona : h bacterias aeruginosa D5465)
: en el tiempo. (Yutaka Tokiwa y otros,
aeruginosa 2009)
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ANEXO N° 3

CULTIVO Y AISLAMIENTO SELECTIVO DE PSEUDOMONA AERUGINOSA

OBJETIVO
Cultivar y aislar la bacteria aerébica Pseudomona Aeruginosa por el método de

estriado.

FUNDAMENTO

Pseudomona Aeruginosa

Es el principal patdégeno de la familia Pseudomona daceace y se identifica por ser
un bacilo gram negativo ligeramente curvado que crece mejor en aerobiosis, es
muy versatil nutritivamente y no fermenta hidratos de carbono, pero produce acido
a partir de aztucares como la glucosa, fructurosa, lactosa o sacarosa.

Se caracteriza por estar ampliamente distribuida en la naturaleza formando parte
de la microbiota normal del hombre. La tierra, plantas, agua corriente pueden actuar
como reservorio con clara predileccion por los ambientes humedos tolerando un

amplio rango de temperatura de crecimiento.

La glicerina, las sales de magnesio y potasio estimulan la produccion de los

pigmentos piocianina y piorrubina.

AGAR CETRIMIDE:

El agar cetrimide es un medio de aislamiento para la deteccién de Pseudomonas
aeruginosas a partir de muestras de origen diverso.

El agar cetrimide estimula la produccién de piocianina y la fluorescencia de P.
Aeruginosa. Su formulacion se basa en una optimizacion del medio King A. La
adicion de un amonio cuaternario inhibe el crecimiento del resto de
microorganismos. Las colonias caracteristicas presentan una pigmentacion verde

espontanea y fluorescencia verde bajo luz ultravioleta.
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CARACTERISTICAS DEL CULTIVO:

Medio de cultivo deshidratado: color beige claro, homogéneo, libre

deslizamiento.

Medio de cultivo preparado: color ambar claro.

MATERIALES

1 muestra de 1ml de agua de regadio, estancada
1 estufa

2 asas de siembra

1 mechero Bunsen

1 placa Petri esterilizada

3 placas Petri con agar Cetrimide

1 tubo estéril

1 gradilla

REACTIVOS

Cloruro de amonio (NH4Cl) ... 1,09
Fosfato de Disodio (NazHPOa4)..........ccovvviiiiiiiiiiiiiiiiie. 6,09
Fosfato de potasio monobasico (KH2POa4)...................... 3,09
Cloruro de Sodio (NaCl)........ccooieiiiiii 0,59
Glicerol o asparragina (CaHsO3).........ccoviviiiiiiiiieenn. 50¢g
Sulfato de magnesio (MgSO4) 1 N......coooiiiiiiiiiinininnn. 1ml
Clorurode calcio 0,01 M. e 10 ml
Aguadestilada C.S.P. ..., 1t

PREPARACION DEL CALDO M9

Mezclar en caliente

Cloruro de amonio (NH4Cl) ... 1,09
Fosfato de Disodio (NazHPO4).......c.coovviiiiiiiiiii i, 6,09
Fosfato de potasio monobasico (KH2POa4)...................... 3,049
Cloruro de Sodio (NACI).......ciiiiiiiii e 05¢9
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e Glicerol o asparragina (CaHsO3)........cccoviiiiiiiiiiiiinenne 50¢g

o Aguadestilada C.S.P. ... 1t
Agregar en frio

e Sulfato de magnesio (MgSOa) 1 N.........oooiiiiiiiiiiiiinns 1ml

e Clorurode calcio 0,01 M. 10 ml

METODOLOGIA:

Para el aislamiento de la bacteria se va a seguir el siguiente esquema:

- Inocular la muestra 1ml de agua en caldo de enriquecimiento M9

- Incubar 48 horas a 37 °C

- Tomar una muestra del caldo ya crecido y estriar con un asa de siembra en el
medio sdlido selectivo, Agar Cetrimide para inhibir la flora acompafante y
obtener colonias de Pseudomonas aeruginosa

- Incubar 48 horas a 37 °C

- Observar el crecimiento de colonias con pigmentacion verde

- Luego del aislamiento se hara un repique de alguna de las colonias obtenidas a

un agar nutritivo para hacer una coloracién de Gram

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Observar el crecimiento microbiano y la produccién de pigmentos. La
produccion de piocianina se observa como una zona azul-verdoso que rodea la
colonia, o que se extiende en todo el medio de cultivo debido a la difusién del
pigmento. La produccion de piorrubina se observa como una zona de color rojo
alrededor de la colonia o que se extiende en todo el medio de cultivo debido a la

difusién del pigmento.
BIBLIOGRAFIA:
Maria Milagro Montero (2012) en su tesis titulada “Pseudomonas aeruginosa

multiresistente: aspectos epidemioldgicos, clinicos y terapéuticos” (ASTM,

Documento de autoevaluacion guia de buenas practicas)
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CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

ELABORACION DE PLAN DE TESIS

ANEXO N° 4

Actividades

TIEMPO (semanas del afio 2015)

enero

febrero

marzo

abril

4 | 5|6

7

10

11

12

13

Planteamiento del
problema,
objetivos y
justificacion

Construccion del
marco teérico

Formulacion de
hip6tesis y marco
metodolégico

Elaboracion y
prueba de
instrumentos

Recoleccion de
datos

Tratamiento de los
datos

Analisis de
resultados y
contrastacion de
hipbtesis

Formulacién de
conclusiones y
recomendaciones

Redactar el
informe final

10

Presentacion del
informe
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ANEXO N° 5

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES PARTE EXPERIMENTAL LABORATORIO

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES EN LABORATORIO - PARTE
EXPERIMENTAL
TIEMPO (semanas del afio 2015)
Actividades / meses / junio julio agosto setiembre
semanas 1/2|13|4]1(2|3|4]1{2|3|4|1] 2|3 ]| 4

- Planificacion X
- Preparacion de X

materiales y reactivos
- Visita a campo X
- Toma de muestra X
- Cadena de custodia
- Aislamiento de la X| X| X
Pseudomona
Observacion X| X| X| X
Preparacion de los X
medios de
enriquecimiento (ME1y
ME>)
Siembra en ME1y ME2
- Observacion de X

crecimiento bacteriano
- Conteo de colonias

- Preparacion de agar X
polietileno

- Siembra en agar
polietileno

- Observacion de X

crecimiento bacteriano
- Conteo de colonias

- Preparacion de agar X
polietileno con variacién
de pH

- Siembra

- Observacion de X

crecimiento bacteriano
- Conteo de colonias

- Cultivo y siembra con X
variacion de
temperatura

- Observacién de X

crecimiento bacteriano
- Conteo de colonias
Validaciéon de X
resultados
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ANEXO N° 6

CONTROL DE CALIDAD: MEDIANTE COLORACION Y TINCION

CONTROL DE CALIDAD

MICROORGANISMOS

CRECIMIENTO

PRODUCCION DE
PIGMENTO

Escherichia Coli

Inhibicion total o parcial

Staphylococcus aureus

Inhibicion total o parcial

Pseudomonas Aeruginosa

Satisfactorio

Verde azulado o verde
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ANEXO N° 8

CONTROL DE CALIDAD: MEDIANTE EL INSTRUMENTO VITEK Il COMPACT

Reporte de Analisis Microbiolégico

Pagina: 1 de 1

Razon Social: Analisis Particular
Contacto: Karem Gutierrez Taipe
Direccion:

Ciudad: Huancayo

Observaciones: M.A&A

Teléfono:

Correo electronico: M.D.

MN.LT 900131287-3

FAX: N.D.

Fecha Muestreo: 05/07/2015

Fecha Analisis: o6/07/2015

Fecha Reporte: 10/07/2015

INFORMACION DEL PRODUCTO

ey |

A

AT

ANALISTA MICROBIOLOGIA
VERIFIQUE LA AUTENTICIDAD DEL RESULTADO CON EL LABORATORIO. RESULTADO VALIDO DE LA MUESTRA AMALIZADA.

PROHIBIDA LA REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL DE ESTE DOCUMENTO SIM AUTOREZACION

Provesdor Canfidad| Prasentacion | Lugar Mussira | Tipo da Musatra Lots wencimianto | Temperatura | Condiclonss sspecicas os la musatra
particular 01 simple | laboratorig cultive 000131287-3( 15/07 21° cultive puro en cetrimidd
RESULTADOS
REcuenty
Recuenta Recusio Colfmes | DEtEMMINacion de | Recuenta Mohas Recusnia
Descripcidn de la musstra #LAS | Mestfios asmolos | Colformes Totales P Lewaduras
UFCIRmI UFCim — E. Cuil UFCigimi UFCigmI
| cultive de pseudomonas _|  —-——- >500000 | menor de 3| negativeo negativo negativo negativo|
NORMA. NO APLICA - COMCENTRADDS MO APLICA MO APLICA RO APLICA ALUSENTE NO APLICA MO APLICA
METODO DE ANALISIS EMB Racuento en REcuani en NI mas Presenca o REcuenio 2n Racuwanto en
Fiaca Placa Eroabis Ausercia Placa Placs
Determinacian de
pcidn de la musstra 2Lem Simonata &n 25 INSTRUMENTO : VITEK II COMPACT
g
pseudomonas asruginosa | -—-—- negativo
NORMA. NO APLICA - CONMCENTRADOS AUSENTE
Presanclz o
METODO DE AMALISIS EMPLEADO
Ausancla
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ANEXO N° 10

CONTADOR DE COLONIAS PARA LABORATORIO

Contador de colonias tipo Quebec con placa cuadriculada de 110 mm, lectura
digital, caja de plastico de alta resistencia, se pueden hacer conteos manuales por
medio de interruptor de presion. Incluye: lapiz electrénico para placas cerradas,

iluminacion fluorescente, opera con 110v.

ESPECIFICACIONES TECNICAS

Conteo manual de colonias

¢ Interruptor general de encendido y puesta en marcha

e Restablecimiento a 0 (cero) a través del pulsador "RESET"

e Facilita el conteo y el registro de las unidades formadoras de colonias

e Alarma audible por cada impulso o colonia registrada

e Contador digital hasta 999 colonias

e Lupa de 90 mm con brazo metélico flexible

e Apto para cajas de petri de 100 mm (Didmetro), maximo

e El contador suma 1 nimero después de cada pulsacién del contador

¢ Memoria de ultimo registro visualizado el cual permite ver el registro final en

caso de corte de energia o apagado accidental.
MODO DE USO
Facil de usar, simplemente coloque la caja de petri sobre la base iluminada y pulse
el contador para marcar cada colonia. el recuento digital en la pantalla se puede

restablecer manualmente en cualquier momento pulsando la tecla RESET. Cuenta

con una lupa que ofrece facilidad del conteo de colonias mas pequeiias.
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CARACTERISTICAS DE LOS CONTADORES DE COLONIAS
Los contadores de colonias cuentan varias caracteristicas que hacen que estos
aparatos se conviertan en una verdadera ayuda dentro de un laboratorio:

e Tienen puntas en material de plastico o vidrio

e Son resistentes al agua

e Son de alta resistencia al aceite

e Son facilmente reemplazables

USOS Y APLICACIONES DE LOS CONTADORES DE COLONIAS
Los contadores de colonias generalmente son utilizados para calcular:

o Porcentajes de células sanguineas

o Clasificacion tipo Erlinch

« Clasificacion tipo Schilling

o Conteo de leucocitos

o Conteo de Eritrocitos

o Conteo de bacterias

(ASTM, Documento de autoevaluacion guia de buenas practicas BPL).
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FOTOGRAFIAS

Fotografia 1 — Polietileno de baja densidad

Fotografia 2 — Lavado de materiales

Fotografia 3 — Materiales de esterilizacion
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Fotografia 4 — Esterilizacion de materiales

Fotografia 5 — Cultivo del caldo M9 en placas con medios

Fotografia 6 — Cultivo en Agar Nutritivo
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Fotografia 7 — Cultivo en Agar Cetrimide

Fotografia 8 — Placas con agar Cetrimide ler repique

Fotografia 9 — Placas con agar Cetrimide 2do repique
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Fotografia 10 — Placas con agar Cetrimide 3er repique

Fotografia 11 — Placas con agar polietileno en ph 8 listas para hacer el

cultivo, para someterlas aincubar a diferentes temperaturas
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Fotografia 12 — Placas con agar Cetrimide ler repique

Fotografia 13 — Placas con agar Cetrimide 2er repique

Fotografia 14 — Placas con agar Cetrimide 3er repique
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Fotografia 15 — Horno microbiolégico para el cultivo de bacterias,

programacion inicial

Fotografia 16 — Horno microbiolégico para el cultivo de bacterias,
programacion a 25°C
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Fotografia 17 — Horno microbiolégico para el cultivo de bacterias,

programacion a 20°C

NO COGER
MUESTRAS
MICROBIOLOGICAS

m

Fotografia 18 — Horno microbiolégico para el cultivo de bacterias,
programacion a 35°C

152



l

Fotografia 19 — Horno microbiologico para el cultivo de bacterias,

programacion a 35°C

Fotografia 20 — verificaciéon del pH 10 para la preparacién de medios
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Fotografia 21 — verificacion del pH 8 para la preparacion de medios

Fotografia 22 — Placas con medio de enriquecimiento N° 1
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Fotografia 24 — Placas con Agar Cetrimide para el andlisis en VITEK Il
COMPACT
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Fotografia 25 — Agar nutritivo y Agar Cetrimide con el polietileno en polvo

para preparar Agar Polietleno

Fotografia 26 — Frascos para preparacion de buffers para la modificacion de
pH
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Fotografia 27 — Pesado de frasco esteril para pesar el polietileno

Fotografia 28 — Polietileno en polvo para preparar Agar Polietileno
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Fotografia 29 — Pesado de frasco esteril para pesar el polietileno

Fotografia 30 — Incubacién de placas con Agar nutritivo y caldos
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Fotografia 31 — Tincién Gram

Fotografia 32 — Tincién Gram enjuage
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T R e S T < SO
Fotografia 34 — Bateria Gram (Safranina, lugol, cristal violeta, alcohol

acetona)
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Fotografia 35 — Tubos de esteriles para el proceso de centrifugado

Fotografia 36 — Proceso de centrifugado
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Fotografia 37 — Proceso de centrifugado

Fotografia 38 — Proceso de centrifugado
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Fotografia 40 — Colonias de Pseudomonas aeruginosa en agar polietileno
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Fotografia 41 — Colonias de Pseudomonas aeruginosa en agar polietileno
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