Efectos de las Asociaciones Microbianas sobre la

Degradabilidad del Polietileno de Baja Densidad

Resumen

Se determind la biodegradabilidad del polietileno
de baja densidad por accién de bacterias nativas
presentes en el relleno sanitario de la Ciudad de
Encarnacion. Para esto se utilizaron muestras de
suelo de dos zonas del relleno sanitario y
muestras de polietileno de baja densidad. Los
microorganismos presentes en el suelo fueron
adaptados hasta la obtencién de biomasa en
condiciones controladas utilizando polvo de
polietileno y un medio enriquecido como medio
de crecimiento. Una vez cumplido el tiempo de
adaptacion se procedié a evaluar la accion
biodegradadora de las bacterias presentes en el
relleno sanitario sobre el polietileno utilizando el
mismo como Unica fuente de carbono,
constituido por una alicuota de bacterias y de
medio de crecimiento. El efecto de las bacterias
nativas sobre el polietileno se determind
mediante el peso residual [mg] de los pedazos de
plasticos pesados cada 7 dias durante 35 dias.
Como resultado, se obtuvo que las bacterias
nativas al finalizar los 35 dias del tiempo
experiental, biodegradaron un 8,5 % de
polietileno de baja densidad. Se realizd
bioaumentacién con cepas de Pseudomonas
aeroginosas, considerando que se detectd la
presencia en los medios enriquecidos, no dando
ninguna variacién de peso con respecto a los
valores ya obtenidos.
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Abstract

This study determined the biodegradability of
low-density polyethylene (LPDE) by the action of
native bacteria in the landfill of the City of
Encarnacion. To do this research, low-density
polyethylene samples of soil were taken from two
areas of the landfill. Microorganisms present in
the soil were adapted to produce biomass in
controlled conditions using polyethylene powder
and enriched environment as the source of
growth. Once the adaptation time was reached, it
was evaluated the biodegrading action of
bacteria in the landfill on polyethylene using it as
the only carbon source, which consisted of an
aliquot of bacteria and the source of growth. The
Effect of the native bacteria on the polyethylene
was determined by the remaining weight [mg] of
the heavy plastics pieces, which were weighed
every 7 days for 35 days. As a result, after 35 days
of experimental period it was detected that the
native bacteria biodegraded 8.5% of low-density
polyethylene. Bioaugmentation was performed
with strains of Pseudomonas aeruginosa,
whereas its presence was detected in an enriched
environment, not providing any weight variation
in comparison to the values acquired previously.

Keywords
Biodegradation, native bacteria, plastics, growing
enviroment, landfill site.
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Introduccion

Los desechos sélidos mas producidos en nuestro
pais y a nivel global son los plasticos. Su proceso
natural de degradacion es lento ya que le toma
entre 50 y 300 afios completarlo y producen una
gran cantidad de lixiviados.

La biorremediacién puede ser una alternativa
para degradar los plasticos, considerando que se
basa en el uso de sistemas bioldgicos para la
reduccion de sustancias tdxicas y contaminantes,
pretendiendo acelerar ciclos naturales mediante
la combinacion de colonias microbianas
(Manahan, 2006)).

Considerando que en los rellenos sanitarios el
polietileno de baja densidad es mezclado con
materia orgénica en estado de descomposicién,
es comun encontrar diferentes microorganismos
en esos lugares, y teniendo en cuenta la
estructura quimica de los plasticos, los
microorganismos podrian nutrirse de ellos. (Uribe
,2010)

Por ello, se planted como trabajo de investigacion
estudiar la accion biodegradadora de las
diferentes colonias de microorganismos
presentes en el Relleno Sanitario de la Ciudad de
Encarnacion a escala laboratorio vy
bioaumentando con los microrganismos
encontrados.

Las bolsas plasticas hechas de polietileno son los
tipos de plasticos que mas contaminan el
ambiente debido a que son utilizados de forma
indiscriminada, segun la Agencia de Proteccion
Ambiental de los Estados Unidos (EPA) cada aio
aproximadamente entre 500.000 millones y 1
billon de bolsas de plastico son consumidas
alrededor del mundo, lo que representa que cada
minuto se consumen 1 millon de estas bolsas.
Ademas millones de ellas se convierten en basura
cada ano, por lo que es fundamental encontrar un
método natural como la biorremediacién que
degrade los desechos a fin de optimizarlo por
medio de los procesos naturales que ya existen
como una alternativa de biorremediacion para
disminuir la cantidad de polietileno que se
deposita en el relleno sanitario.
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Existen antecedentes de microorganismos
capaces de degradar los plasticos entre los que se
pueden mencionar el trabajo de investigacién
realizado por Alonso y otros (2012) el cual
estudio la degradacion del poliestireno y
polipropileno con microrganismos de
vermicompost, donde se encontré6 que la
Pseudomonas aeruginosa sobre los materiales
presentaron degradacion de los polimeros.

Asi también Meza (2013) investigdo la
Biodegradabilidad de Polietileno Tereftalato y de
Oxopolietileno, a nivel de laboratorio, por la
accion de bacterias nativas presentes en humus
de lombriz, heces de caballo y heces de gallina,
donde se pudo encontrar una mayor accién
degradadora por parte del humus de lombriz
sobre el oxopolietileno. Asimismo, Uribe (2010)
estudié Biodegradacion de polietileno de baja
densidad por accién de un consorcio microbiano
aislado de un relleno sanitario, Lima, Perd, que
determiné el porcentaje de peso perdido por el
polietileno sometido a las cepas aisladas, las
variaciones se midieron por espectro infrarrojo,
observandose una disminucién de 54% apH 7y
4,8% apH5,5.

Materiales y Métodos

Seleccién de las muestras de suelos.

Se realizd un recorrido por el relleno sanitario de
la ciudad de Encarnacion para la seleccion de la
zona donde se tomaron las muestras de suelo
que fueron utilizadas para la produccion de
biomasa, considerando que poseen una
microbiota nativa que es incrementada cuando
entra en contacto con los residuos que sirven de
sustrato para la proliferacién de
microorganismos.

Se seleccionaron cuatros zonas de la cual se
obtuvieron 300 gr de suelo y las muestras fueron
analizadas utilizando un equipo multianalizador
el pH, conductividad y salinidad, a fin de
determinar sus caracteristicas y que éstas sean
propicias para el crecimiento de los
microorganismos que seran utilizados para la
produccién de biomasa en la investigacion.
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Para realizar estos andlisis se prepararon las
muestras en base a la Norma Oficial Mexicana,
(2002) la cual establece las especificaciones de
fertilidad, salinidad y clasificacién de suelos.

Una vez determinados los parametros de pH,
conductividad y salinidad se procedid a la
seleccion de las muestras que presentaron las
mejores caracteristicas utilizadas para la
obtencién de biomasa para las pruebas de
degradabilidad del polietileno de baja densidad.

Obtencion de biomasa
La muestra de polietileno de baja densidad fue
adquirida de un supermercado local.

Preparacion de polvo de polietileno

A partir de esta muestra se prepard el polvo
necesario para las pruebas; para esto se
recortaron y se pesaron 6 gr del polietileno cada
uno con 6 gr.de Cloruro de Sodio (Uribe, 2008).
Finalmente se seco el papel de filtro en la estufa a
130 °C por 30 minutos.

Preparacion de medio de crecimiento y medio
de enriquecimiento

Para la preparacién del medio de crecimiento se
empled un cultivo de macro y microelementos
siendo el polietileno la Unica fuente de carbono
del medio necesaria para el crecimiento de los
microorganismos presentes en el suelo del
relleno sanitario (Uribe & otros, 2010).

Se procedid a preparar el medio de
enriquecimiento para la cual se transvasé 100 ml
del medio de crecimiento en 6 frascos boeco
estériles de 500 ml en donde se afadié 0,2 gr de
polvo de polietileno y 1 gr de cada muestra de
suelo del relleno sanitario seleccionado para la
investigacion.

Para la adaptacién y obtencién de biomasa de las
bacterias nativas se procedié a incubar a los
frascos enriquecidos a temperatura ambiente de
25°C por 30 dias controlando su crecimiento, luz,
temperatura, pH y oxigenacién, parametros
necesarios para el crecimiento de los
microorganismos.
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La cinética de crecimiento de las bacterias nativas
en el medio de enriquecimiento se cuantificé por
espectrofotémetro UV/Visible.

Considerando la conversién de 1 OD600 = 1.109
células/ml de Ausebel es aplicable para
asociaciones de microrganismos (Nifio, 2009).

Determinacion de la accion biodegradadora
utilizando biomasa obtenida.

Una vez cumplidos los 30 dias de adaptacién, se
procedié a determinar si es posible degradar el
polietileno con las bacterias presentes en el suelo
delrelleno sanitario.

Se tomo una alicuota de 10 ml del medio
enriquecido y se transvasé a nuevos frascos
boeco estériles de 500 ml afadiendo 90 ml de
medio de crecimiento hasta completar un
volumen de 100 ml.

Se prepar6 el polietileno para la prueba,
recortandolo con una dimension de 2 cm x4 cm.
(Meza, 2013)

Una vez identificado el peso de cada pedazo de
polietileno se pusieron en contacto en los frascos
preparados que contienen los microorganismos
adaptados.

Se determiné la biodegradabilidad por el peso
residual en miligramos cada 3 dias durante 35
dias del polietileno por accién de bacterias
nativas presentes en el suelo del relleno sanitario,
considerando que si existiera degradacion,
deberia llevar a la reduccion de peso del
polietileno, ya que algunos componentes
podrian ser metabolizados por los
microorganismos.

Para determinar el porcentaje de pérdida de
peso residual del polietileno se aplicé la
siguiente formula matematica, utilizado
comunmente en la medicion de humedad de
producto sélido.

% pérdida= (Wi-Wf)/Wi

Wi: pesoinicial del polietileno

Wf: peso final del polietileno en funcién al
tiempo.

Afio 10 - nimero 10 Diciembre de 2016

ISSN 2078-5577



ISSN 20785577

Patricia Noemi Martinez Lovera

Efectos de las Asociaciones Microbianas sobre la Degradabilidad del Polietileno de Baja Densidad

Identificaciones morfoldgicas de las bacterias.
Una vez realizada la Ultima medicion del peso
residual de cada fragmento de polietileno, se
procedid a la identificacion de microorganismos
presentes en los medios enriquecidos donde se
realizaron las pruebas de biodegradabilidad.

Los microrganismos se identificaron teniendo en
cuenta las caracteristicas morfoldgicas
microscopicas por medio de tincién de Gram.

En la tincién se observan de color azul-violeta las
gram positivas y de color rosa las negativas.
Luego se examind al microscopio con aceite de
inmersion y fijandose sobre todo en el colory las
formas de cada preparacion.

Inoculacion de cepa de Pseudomona
aeuroginosa estandarizados.

Una vez identificado el grupo de
microorganismos predominante en el medio de
enriquecimiento, se realizo la bioaumentacion de
la biomasa de microorganismos con el fin de
aumentar la actividad microbiana utilizando cepa
pura de Pseudomona aeuroginosa.

Se realizo la estandarizacion de la cantidad de
bacterias a agregar en los medios de
enriguecimientos usando como referencia 0,5 de
Mc Farland que corresponde a 1,5.10 8 bacterias
porml.

Una vez estandarizada, se agrego a los medios de
enriquecimientos que poseen el polietileno a ser
biodegradado y se determiné el peso residual al
igual que la primera prueba.

Resultados y Discusion

Para poder discutir las caracteristicas se tomaron
los valores de referencias de la Norma Oficial
Mexicana NOM-021 RECNAT-2000 en cuanto a
los valores de pHy conductividad eléctrica.

Tabla 1
Analisis muestras: M1, M2, M3 y M4.
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Pardmetres My M My My
pH 7.15 7.72 7,88 7.07
Conductividsd 0,0034 00020 00068 000088
eléctrica
{ds/m)
Salinidad (%) 00000 00000 00000 0,00000
1 0
Considerando los resultados de las cuatro

muestras, se seleccionaron la muestra 1 y la
muestra 4 debido a los valores de pH como
pardmetro importante ya que la mayoria de los
microorganismos se desarrollan normalmente a
pH neutro. La conductividad es considerada
despreciable por los valores bajos que
presentaron, indicando que existen pocos
electrolitos en solucion.

Obtencion de biomasa.

Se realizo la lectura de la absorbancia a una
longitud de onda de 600 nm, que sirvid para
demostrar el aumento de nimeros de células en
los medios de enriquecimiento, utilizando la
siguiente relacién:

10D600 = 1.10° células/ml

Analizando los datos de medicion de
absorbancia de los datos de las muestras 1y 2,
estos demuestran cdmo los valores de la misma
varian en forma proporcional con la
concentracion estimada de células por ml de
medio enriquecido.

A continuacion se puede observar el aumento de
la masa del cultivo de los medios enriquecidos
utilizando como muestra 1 para produccion de
biomasa, las mismas presentaron un
comportamiento caracteristico de las fases de
crecimiento microbiano.

Para el procesamiento de datos se recurrio a
programa estadistico Microsoft Excel.

Gréfico 1
Formacion de biomasa Muestra suelo 1

Revista sobre Estudios e Investigaciones del Saber Académico



Patricia Noemi Martinez Lovera

Efectos de las Asociaciones Microbianas sobre la Degradabilidad del Polietileno de Baja Densidad

Formacién de Blomasa Muestra de Suelo 1

COMNCTHTRACION O CEUUAAS /W0 100

En el grafico 1 se puede observar el
comportamiento de cada uno de los medios de
enriquecimiento de la muestra 1. La muestra con
la identificacidn 1.3 es la que presenta la mejor
curva de crecimiento en comparacion con las
demas muestras, por lo que se uso para realizar
la prueba de biodegradabilidad del polietileno.

Grafico 2
Formacion de biomasa Muestra de suelo 2

Formacidn de Blomasa Suelo 2

Contentraciin de cdulaiiml
Musalral

Tiesnpa |dian |

En el grafico 2 se puede observar el
comportamiento de cada uno de los medios de
enriguecimiento de la muestra 2 que utilizaron
como Unica base de carbono polvo de
polietileno. La muestra con la identificacion 2.1 es
la que presenta la mejor curva de crecimiento en
comparacion con las demas muestras, por lo que
se usd para realizar la prueba de
biodegradabilidad del polietileno.
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Determinacion de la accion biodegradadora

Muestras 9 Muestras %
de Pérdida- de Perdida
polietilenc | de peso | polietileno | depeso
131 11% 211 1,1%
1.3.2 1.0% 2.1.2 1.2%
1.3.3 1,3% 213 1,1%

Pérdida de peso muesira 1.3 v 2.1

El peso del polietileno en las muestras1.3.1,1.3.2
y 1.3.3, no es significativo considerando que el
error de la balanza es de + 0,0001 gr, dando
valores despreciables a las variaciones del peso
en estas muestras.

Las mayores variaciones de peso se observan en
las muestras de polietileno 2.1.2. y 2.1.3; en
cambio en la muestra 2.1.1, no hubo variacion.
Convirtiendo las variaciones de peso en
porcentaje y restandole el valor de error de la
balanza que es de + 0,0001 gr, los valores para el
2.1.2seria6,5%ypara 2.1.3 seriade 8,3%.

Identificaciones morfolégicas de las
bacterias.

Los microorganismos observados a microscopio
tenian forma baciliforme, sugiriendo asi que el
género de estas bacterias era Pseudomona spp.

Pruebas cepas de Pseudomona aeuroginosa.

A continuacion se pueden ver las pérdidas de
peso posterior a la inoculacién de los
microorganismos

Tabla 3
Pérdida de peso muestral.3y2.1

Muestras e Muestras %
de Pérdida de Pérdida

1.3.1 1.1% 211 0.0%
1.3.2 2,0% 212 8,5%
1.3.3 2.5% 213 10,3%
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En la tabla 3 se puede observar el porcentaje de
pérdida de peso que presento el polietileno de las
muestras 1.3 y 2.1. Estos valores no serian
significativos debido al margen de error de la
balanza es de + 0,0001 gr y considerando los
resultados obtenidos se puede ver que no hubo
variacién de peso. Esto se pudo deber a que la
concentracién de bacteria inoculada fue baja,
considerando la menor concentracion del medio
de enriquecimiento utilizado como referencia 0,5
de Mc Farland que corresponde a 1,5.10 8
bacterias por ml.

Considerando todos los datos obtenidos y como
discusion general se pudo determinar que los
valores de las muestras 2.1.2 y 2.1.3 son las que
presentaron mayor porcentaje de pérdida de
peso del polietileno 6,5 %y 8,3% respectivamente
en 35dias.

Los grupos de bacterias desarrollados en el
medio enriquecido son gram negativos,
identificado claramente el género Pseudomona

spp.

La inoculacion de cepas de Pseudomona
aeuroginosa no vario la accion biodegradadora
del polietileno utilizado en la pruebainicial.

Conclusion

Respondiendo al objetivo general planteado se
concluye que los microorganismos presentes en
el suelo del relleno sanitario degradan
débilmente el polietileno de baja densidad, no
pudiendo ser considerada una alternativa de
tratamiento de biorremediacién eficaz.

El suelo con mejor caracteristica para crecimiento
de microorganismos son los puntos 1y 4 segin
los valores de pH medidos en las muestras.

Hubo formacién de biomasa utilizando el medio
de crecimiento adecuado y el suelo del relleno
sanitario comprobado por el método de
estimacion de cantidad de células por ml de
cultivo
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