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RESUMEN

Los plasticos son ampliamente demandados, y su impacto ambiental se intensifica en los
océanos, generando perturbaciones en los ecosistemas y cambios sustanciales en las cadenas
alimentarias marinas. Esta investigacion se centrd6 en evaluar el comportamiento de
biodegradacion de los plasticos oxobiodegradables en respuesta a la accion de la bacteria
Pseudomona aeruginosa, en comparacion con el polietileno de baja densidad (LDPE), en un
entorno de laboratorio. Para ello, se consideraron dos variables de efectos fijos: la temperatura,
a20°Cy37°C,yelpH, a5y 7. Para validar las caracteristicas de la cepa, se emplearon medios
de cultivo no selectivos, selectivos y diferenciales. Ademas, se implement6 una ficha de
recoleccion de datos para medir el peso de las muestras. Los resultados obtenidos revelaron
reacciones metabolicas caracteristicas de P. aeruginosa. Asimismo, el factor pH fue el tinico
que tuvo efectos significativos en la biodegradacion de los polimeros oxobiodegradables y del
LDPE. Durante un periodo de 42 dias, se observo que los plasticos oxobiodegradables lograron
sumaxima eficiencia de biodegradacion a 20°C con un pH de 7, alcanzando un valor del 29.4%.
Por otro lado, el plastico LDPE obtuvo su méaxima eficiencia de biodegradacion a 37°C con un
pH de 5, alcanzando un valor del 60%. Por tanto, a pesar de que la tasa de biodegradacion fue
menor en los plasticos oxobiodegradables, P. aeruginosa mostrdé una preferencia por estos
polimeros. Esto sugiere que los plasticos oxobiodegradables requieren un pretratamiento para

permitir que los prooxidantes actien y mejoren el proceso de biodegradacion.

Palabras claves: LDPE, oxobiodegradable, eficiencia, biodegradacion, persistencia

ambiental.
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ABSTRACT

Plastics are in high demand, and their environmental impact intensifies in the oceans, causing
disruptions to ecosystems and significant alterations in marine food chains. This research
focused on evaluating the biodegradation behavior of oxobiodegradable plastics in response to
the activity of Pseudomona aeruginosa bacteria, comparing it with low-density polyethylene
(LDPE), in a laboratory setting. To achieve this, two fixed-effect variables were taken into
account: temperature, at 20°C and 37°C, and pH, at 5 and 7. To validate the characteristics of
the strain, non-selective, selective, and differential culture media were employed. Additionally,
a data collection form was implemented for the measurement of sample weights. The obtained
results revealed metabolic reactions characteristic of P. aeruginosa. Furthermore, the pH factor
was the sole variable that showed significant effects on the biodegradation of oxobiodegradable
polymers and LDPE. Over a 42-day period, it was observed that oxobiodegradable plastics
achieved their highest biodegradation efficiency at 20°C with a pH of 7, reaching a value of
29.4%. Conversely, LDPE reached its maximum biodegradation efficiency at 37°C with a pH
of 5, reaching a value of 60%. Hence, despite the lower biodegradation rate in
oxobiodegradable plastics, P. aeruginosa exhibited a preference for these polymers. This
suggests that oxobiodegradable plastics require pre-treatment to enable pro-oxidants to act and

enhance the biodegradation process.

Keywords: LDPE, oxobiodegradable, efficiency, biodegradation, environmental
persistence.
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I. INTRODUCCION

Durante las ultimas décadas, los plasticos han emergido como un desafio ambiental
crucial, impulsados por su asequibilidad, versatilidad y capacidad para resistir las condiciones
ambientales (Greenpeace, 2016; Parker, 2019). Esto se ha traducido en un consumo excesivo
de bolsas de plastico en numerosos paises a nivel mundial, mientras que las tasas de reciclaje
siguen siendo insuficientes. Como resultado, se desperdician enormes cantidades de residuos
plasticos, sumando millones de toneladas, y estos tienen un impacto perjudicial en diversos
componentes del entorno, particularmente en los sistemas acuaticos y la vida silvestre que
habita en ellos, incluyendo a la poblacion humana. Ademads, la formacion y liberacion de
microplasticos en aguas y sedimentos marinos ejerce un impacto negativo en la economia, el
clima, la salud y la biodiversidad (Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente

[PNUD], 2021)

En esa linea, el Pert no est4 exento a este tipo de contaminacion, principalmente en el
litoral peruano, debido al incremento de la zona costera (Purca y Henostroza, 2017). Esto se
debe a una inadecuada gestion de residuos, incluyendo los plasticos biodegradables o de origen
bioldgico, que pueden subsistir durante muchos afios en el ambiente al no recibir el tratamiento

industriales necesario.

Por ende, la presente tesis evaltia el comportamiento de biodegradacion de plasticos
oxobiodegradables ante la accion bacteriana de P. aeruginosa, para estimar la persistencia
ambiental de dicho polimero frente al plastico LDPE, a nivel de laboratorio, 2023 ; puesto que
el impacto de estos polimeros que se biodegradan no es muy conocido y desarrollado en el
Pert, pese a las normativas nacionales o internacionales que controlan la fabricacion de

plésticos de tipo “biodegradable”.
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1.1. Descripcion y formulacion del problema

1.1.1. Descripcion del problema

Los plasticos son los bienes mas asequibles en el mercado, de mayor flexibilidad, de
alta persistencia en el ambiente y los mas demandados por el hombre, es decir, en tan solo unas
décadas se ha hecho ubicuo en todo tipo de objetos y materiales (Greenpeace, 2016). Estas
propiedades han hecho posible que este sea considerado uno de los problemas ambientales mas

apremiantes (Parker, 2019).

A nivel mundial, la Organizacion de las Naciones Unidas afirma que la adquisicion de
botellas de plastico se da en todo momento (1 millon/minuto) y, al afio, se emplea medio billon
de bolsas. Esto trae consigo que los sistemas de alcantarillado reciban casi la tercera parte de
los envases plasticos y, por ende, terminen en los océanos (8 millones de tonelada/afio)

amenazando la vida marina (ONU, 2019, parr. 6).

En ese sentido, el Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente (PNUD,
2021) afirma que la contaminacion plastica aumenta rapidamente transfiriéndose
microplasticos al agua y sedimentos marinos, por lo cual, se pronostica que los vertidos de
pléstico en los océanos se tripliquen para el 2040 si no se toman medidas notables, afectando

asi a la economia, el clima, la salud y la diversidad bioldgica.

A nivel de América Latina, Santillan afirmo6 que el reciclaje en México equivale solo
al 3% en comparacion a los 300 millones de toneladas de pléstico anuales que se producen
(2018, parr. 6). Asimismo, en Brasil se producen 11.3 millones de toneladas anuales, cuyas
practicas de reciclaje asciende al 1.28% (Mora, 2019). Por lo tanto, el PNUD (2021) revela que
dichos indices de reciclaje, al ser bajos, conlleva a una pérdida cuantiosa de toneladas (> 1

millon) de residuos plasticos y a la afectacion de ecosistemas.
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A nivel nacional, la Direccion General de Gestion de Residuos Solidos del Ministerio
del Ambiente (DGRS, 2020, como se cité en MINAM, 2021) sefialdo que el 10.7% de los
residuos solidos generados son plésticos, es decir, 878,936 toneladas (SINIA, 2021), de los
cuales el 0.96% se recicla, mientras que mas del 35% de los residuos plasticos no cuentan con

una adecuada disposicion.

En ese marco, en Lima Metropolitana y el Callao, se origina el 48.8% de residuos
plasticos a nivel nacional, proporcion equivalente a 1,191 toneladas diarias (MINAM, 2021).
Cabe mencionar que, el incremento de usos del litoral ha sido el motivo primordial en la
generacion de impactos negativos en la costa peruana, de modo que el significativo incremento
en la usanza de productos plasticos determinado por las malas practicas en diversas actividades
econdmicas, tales como: pesca, mineria, hidrocarburos, construccion, turismo, actividades
agricolas y de riego tecnificado, transporte maritimo, etc.; fundamentan la generacién de
desperdicios marinos que podria afectar la trama trofica del mar peruano (Purca y Henostroza,
2017). Asimismo, el uso de plasticos biodegradables o de origen bioldgico que no siempre son
tratados en condiciones industriales, suponen los mismos riesgos que los plasticos

convencionales al persistir durante muchos afios en medios marinos (PNUD, 2021).

En la misma linea, la acumulacion de residuos sélidos en las franjas riberefias costeras,
entre ellos el pléstico, y la presencia de microplasticos (< 5 mm) en playas como Carpayo,
Chancay, Asia (Andina, 2022), entre otros; suponen acumulaciones constantes de estos
microcontaminantes tras las fragmentaciones del material original, acrecentado por el uso de
plasticos etiquetados como compostables, biodegradables u oxodegradables, que si bien es
cierto se degradan en condiciones marinas, es mucho mas lenta de lo que afirman los
fabricantes de la industria del compostaje y en fluidos gastrointestinales de las tortugas

estudiadas (Open-Bio, 2016). Sin embargo, este tipo de contaminacion ain es baja a
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comparacion con otras latitudes del mundo donde su presencia es preocupante (Purca, como se

cito en Gestion, 2018).

Por tanto, se deben proponer multiples intervenciones sinérgicas en todas las fases de
produccion y uso del plastico (PNUD, 2021, p. 5), con el fin de disminuir sus impactos
negativos, teniendo en cuenta que en el mercado peruano existe mucha desinformacion acerca
de la biodegradabilidad, pese a la incipiente aprobaciéon del Reglamento Técnico sobre Bolsas
de Plastico Biodegradable en el 2021, cuyo enfoque es aplicado solamente a nivel de

laboratorio (Diaz, 2021).

Una manera de estimar los impactos mas pronunciados de los plésticos biodegradables
frente a los plasticos tradicionales en el medio marino es generando nuevas investigaciones
cuyos datos puedan ser usados por organizaciones de estandarizacion que finalicen su
biodegradacion en condiciones marinas, lo cual, a su vez, contribuye a que el estado peruano
pueda fortalecer sus instrumentos de educacion, control y fiscalizacion ambiental con la
participacion activa de la poblacion (Open-Bio, 2016). Por ello, el presente trabajo esta
enfocado en evaluar el comportamiento de biodegradacion de plasticos oxobiodegradables ante
la accion bacteriana de P. aeruginosa, para estimar la persistencia ambiental de dicho polimero

frente al plastico LDPE, a nivel de laboratorio, 2023.

1.1.2. Formulacion del problema

1.1.2.1. Problema Principal.

e ,Cual es el comportamiento de biodegradacion de plasticos oxobiodegradables ante
la accion de P. aeruginosa para estimar la persistencia ambiental de dicho polimero

frente al plastico LDPE, a nivel de laboratorio, 2023?
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1.1.2.2. Problemas Secundarios.

e ,La bacteria P. aeruginosa, adquirida comercialmente, presentara caracteristicas
metabdlicas propias de la especie que coadyuven a la estimacion de la persistencia
ambiental del plastico oxobiodegradable frente al plastico LDPE, a nivel de

laboratorio?

e ,;Como inciden las condiciones de pH y temperatura en la eficiencia de
biodegradacion de plasticos oxobiodegradables por P. aeruginosa para estimar la
persistencia ambiental de dicho polimero frente al plastico LDPE, a nivel de

laboratorio?

e ;Cual es la eficiencia de biodegradacion de plésticos oxobiodegradables bajo la
accion de P. aeruginosa para estimar la persistencia ambiental de dicho polimero

frente al plastico LDPE, a nivel de laboratorio?

1.2. Antecedentes

1.2.1. Internacionales

Abed et al., (2019) en su articulo cientifico compararon la degradabilidad de OXO-PE,
PE y tereftalato de polietileno (PET) en zonas planctonicas (2 m) y bentonicas (6 m) del Golfo
Arabico, Oman, durante un periodo de 80 dias; asimismo, identificaron las comunidades
bacterianas incrustantes en las superficies de plastico averiguando su especificidad en OXO-
PE. Su metodologia consistio en adquirir muestras de plasticos de un supermercado local para
someterse a un andlisis de degradacion fisica mediante SEM y DSC, analisis de degradacion
quimica mediante FTIR, y un analisis cualitativo-cuantitativo de microorganismos
incrustantes. En ese marco, como resultado se evidenciaron mayores signos de degradacion
fisica y quimica de OXO-PE y PE en el tiempo, pero no en PET, sin mayor relevancia del

héabitat. Ademas, la muestra OXO-PE mostr6 mayor cristalinidad debido a la susceptibilidad
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de fotooxidacion. Respecto a la abundancia de comunidades bacterianas, los géneros Ruegeria,
Roseobacter, Nautella y Pseudomonas a 2 m después de 80 dias fue mayor en OXO-PE y PE
que, en PET, mientras que los géneros Alteromonas 'y Zoogloea resultaron ser especificas en
OXO-PE. En conclusion, la biodegradabilidad de OXO-PE es superior a la del PE y PET,
siendo mas significativa en la zona béntica que en la planctonica. Ademas, las incrustaciones
bacterianas asociadas al plastico estan influenciadas por el tipo de plastico, la profundidad de

exposicion a la bioincrustacion y la duracion de la contaminacion.

Napper y Thompson, (2019) en su articulo cientifico evaluaron el deterioro de bolsas
de plasticos biodegradables, oxo-biodegradables, compostables y convencionales (HDPE) en
el mar, suelo e intemperie. En ese aspecto, como metodologia emplearon los plasticos por su
prevalencia en tiendas minoristas del Reino Unido, las cuales fueron expuestas al suelo,
intemperie, agua de mar y en laboratorio (control) para una posterior inspeccion visual de su
deterioro. Como resultado, en el medio control, suelo y marino, en todas las muestra de pléastico
no hubo pérdida de superficie durante 27 meses y seguian siendo funcionales en un periodo de
3 afos, a excepcidn de las bolsas compostables que solo permanecieron durante 27 meses en
el suelo y durante 3 meses en el medio marino; en el medio intemperie, todos los tipos de
pléstico eran demasiado fragiles y se desintegraban a pedazos (< 5 mm) a los 9 meses. En
conclusion, se demostrd6 que los plasticos biodegradables, oxo-biodegradables y
convencionales persisten en el suelo y el medio marino por mas de 3 afos. En contraparte, los
pléasticos compostables desaparecieron en el medio marino en 3 meses; sin embargo,
permanecié intacto en el suelo. Ademas, en un periodo de 3 afios no se pudo asegurar que
ninguno de los materiales examinados se deteriorara lo suficiente para reducir los impactos

negativos en la biota y los tres entornos de estudio.

Mouafo Tamnou et al., (2021) en su articulo cientifico evaluaron la evolucién del pH,

la conductibilidad eléctrica y la abundancia de células vinculadas a la biodegradacion del
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polietileno de baja densidad bajo varias temperaturas controladas en un ambiente acuético
acido. En ese sentido, la metodologia empleada fue utilizar fragmentos esterilizados de PEBD,
de 4cm de lado de 0.08 g, sometidos a la accion bacteriana de Pseudomona aeruginosa,
evaluando su biodegradacion por pérdida de peso, por abundancia bacteriana y cambios
quimicos del medio. Por lo tanto, los porcentajes de pérdida de peso en un periodo de 30 dias
y a temperaturas de 7°C, 23°C, 37°C y 44°C fueron de 3.34%, 3.38%, 5.37% y 6.25%
respectivamente. Ademas, la abundancia de células fue mayor bajo 23°C y menor bajo 44°C;
los valores de conductibilidad eléctrica aumentaron bajo 44°C después de 30 dias; mientras
que los valores de pH disminuyeron hasta 4.11 bajo 7 °C después de 10 y 20 dias. En definitiva,
la biodegradacion de PEBD por P. aeruginosa estd fuertemente influenciada por las
condiciones ambientales, donde los efectos de un pH 4cido son contrarrestados por las bajas
temperaturas, en tanto que, a temperaturas 0ptimas, el crecimiento bacteriano se ralentiza como

consecuencia probable de la composicion quimica del medio menos favorable.

Lee et al., (2020) en su articulo cientifico demostraron y compararon las eficiencias de
biodegradacion de una cepa de P. aeruginosa hacia cuatro tipos diferentes de plastico: PE, PS,
PPS y polipropileno (PP). En ese marco, la metodologia consistié en aislar P. aeruginosa del
extracto intestinal de supergusanos (Zophobas atratus L.) para su crecimiento en peliculas de
PS, analizando su biodegradabilidad por SEM, recuento de colonias, densidad optica,
reduccion de masas de perlas de plastico (PS, PE, PP, PPS), espectroscopia EDX y FTIR. Por
tanto, ante la accion de P. aeruginosa, las perlas de PS manifestaron una fuerte corrosion
superficial y oxidacion, los didmetros de las perlas de PE y PPS se redujeron significativa, y la
biodegradacion del PP no fue tan significativa. Ademas, en un periodo de 15 dias, la pérdida
promedio de peso fue de 0.64 %/dia para el PE; 0.53 %/dia para el PPS; 0.098 %/dia para el
PS; y 0.025 %/dia para el PP. En conclusion, se demostr6é que una sola cepa bacteriana puede

despolimerizar diferentes tipos de plasticos a diferentes velocidades de biodegradacion, siendo
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el PE el de mayor rapidez; asimismo, este proceso biologico varia segin la formacion de
moléculas intermedias (variacion de pH) que afectan en las diferentes combinaciones de

enzimas biodegradantes secretadas por P. aeruginosa para cada tipo de plastico.

Begum et al., (2015) en su articulo cientifico evaluaron la eficacia de biodegradacion
de aislados bacterianos de suelo contaminado con plastico, para lo cual el proceso
metodoldgico consistio en la coleccion de muestras plasticas, el aislamiento e identificacion de
la bacteria Desulfotomaculum nigrificans y Pseudomona alcaligenes, y la determinacion de la
degradacion de bolsas de polietileno cortadas en pequefios trozos de 1 g (esterilizadas). Por
consiguiente, en un periodo 10, 20 y 30 dias y por accidon de D. nigrificans, la pérdida de peso
de los polimeros fragmentos fue de 10.2 %, 13.2 % y 16.2 %, respectivamente; mientras que,
empleando P. alcaligenes en un periodo de 10, 20 y 30 dias, se obtuvo una pérdida de pesos
de 10.5 %, 14.7 % y 20.1 %, respectivamente. Por lo tanto, se llegd a la conclusién que, a
mayor periodo de incubacion, la pérdida de peso de la bolsa de polietileno aumenta
dramaticamente. Ademads, se demuestra que la bacteria P. alcaligenes exhibe una significante
habilidad de degradacion de polietileno frente a D. nigrificans, lo que conlleva a que pueda ser
usada, en un futuro cercano, como un método econdémico, eco amigable y adecuado para

mermar la cuantia de residuos plasticos que se incrementa en el ambiente velozmente.

1.2.2. Nacionales

Barrionuevo, (2020) en su tesis evalu6 la degradacion de materiales plasticos
biodegradables y convencionales sometidos a los medios: agua, suelo e intemperie, distribuidos
en las principales cadenas de supermercados de la Ciudad de Arequipa. Dicho estudio fue de
tipo experimental, cuya metodologia fue realizar pruebas de pérdida de masa en la muestra tipo
A (pléstico biodegradable/compostable - fécula de maiz), tipo B (pléstico biodegradable) y tipo

C (blanco - plastico convencional), expuestas a los 3 medios antes mencionados por un periodo
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de 4 meses. En ese sentido, el porcentaje de pérdida de peso de la muestra tipo A fue de un
16% en agua, 18% en suelo y 10% a la intemperie; para el tipo B fue de un 5% en agua, 6% en
suelo y 13% a la intemperie; por Gltimo, para el tipo C fue de un 4% en agua, 5% en suelo y
7% a la intemperie. Por lo tanto, se concluye que al degradar tanto plasticos biodegradables
como convencionales, se obtiene una variacion en las propiedades fisicas, quimicas y
mecanicas, es asi como la mayor pérdida de peso para la muestra tipo A fue en el medio suelo,
mientras que para el tipo B y C fue en el medio intemperie; sin embargo, esta pérdida de masa
estd relacionada a sus propiedades de alta resistencia con el ambiente, lo cual hace que perduren

a través de los afios sin degradarse.

Butrén, (2020) en su tesis evaluo la capacidad de biodegradacion de la Pseudomona
aeruginosa frente al polietileno de baja densidad (PEBD). Dicho estudio fue de caracter
experimental, cuya metodologia fue emplear quince (15) bolsas de plastico deterioradas (tipo
chequera - PEBD), extraidas a una profundidad de 3 a 5 cm en diferentes puntos del botadero
Cancharani — Puno para identificar y adaptar el metabolismo de la P. aeruginosa en medios
sintéticos de PEBD (cuadrados de 2 cm x 2cm) con caldo nutritivo y medio mineral. En ese
marco, en un periodo de 30 dias y a una temperatura de 25°C, la P. aeruginosa degradd los
fragmentos de PEBD en 4.5% y 21.7% a un pH de 5 y 7, respectivamente; mientras que, en un
periodo de 30 dias y una temperatura de 35°C, la degradacion de PEBD fue de 8.7% y 27.3%
aun pH de 5 y 7, respectivamente. En consecuencia, se concluye que la bacteria aislada del
botadero de Cancharani — Puno, P. aeruginosa, tiene capacidad degradadora frente al
polietileno de baja densidad, siendo una alternativa para potenciar la capacidad y actividad
biodegradativa, la cual varia en funcion de las condiciones de temperatura y pH, es decir, su
actividad biodegradadora se incrementa a un pH de 7 y temperaturas de 25 y 35°C,

adhiriéndose al PEBD mediante biopeliculas gruesas.
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Chugnas, (2019) en su tesis busc6 evaluar la eficiencia de las bacterias Pseudomonas
sp. y Dietziaceae en la degradacion del Tereftalato de Polietileno (PET). Dicha investigacion
fue de tipo aplicada empleando un disefio experimental y un enfoque cuantitativo para el
analisis de 30 muestras de botellas de plastico PET “marca San Luis” desinfectadas de 2 x 4
cm. En ese sentido, como metodologia se emplearon fichas de observacion para la recopilacion
de datos sobre el comportamiento de degradacion de Pseudomona sp. y Dietziaceae en contacto
con las muestras PET en placas Petri y en agar McConkey, en 3 repeticiones. Por lo tanto, los
resultados al término de 7 dias y a una temperatura de 35°C arrojan una eficiencia promedio
de degradacion de 32.68% y 17.67 % para la bacteria Dietziaceae y Pseudomona sp.,
respectivamente. En suma, se concluye que ambas bacterias lograron generar rupturas y
modificaciones a la estructura del PET pese al corto periodo de 7 dias, considerando a estos
microorganismos dentro de las especies con mayor eficiencia en la degradacion de plasticos y

sus derivados por su rapida accion.

Barbaran et al., (2018) en su tesis determinaron el porcentaje de biodegradacion del
Polietileno Tereftalato (PET) empleando la bacteria Pseudomona aeruginosa, en condiciones
de laboratorio. La investigacion fue de tipo aplicativa, empleando el nivel experimental, con
un disefio de tipo factorial en una muestra conformada por 35 g de los envases PET de agua de
mesa, marca “Cielo”. En ese sentido, como proceso metodoldgico se utiliz6 una ficha de
observacion para el registro de los porcentajes de biodegradacion en tres (3) concentraciones
diferentes de P. aeruginosa evaluadas en tres (3) periodos diferentes de prueba y en tres (3)
repeticiones por cada concentracion. Finalmente, los resultados de los nueve tratamientos
demostraron que, una concentracion bacteriana de 9x10% UFC determina la mayor
biodegradacion promedio con 19.93% en un periodo de 35 dias; por lo tanto, se concluye que

la remocion de PET depende del tiempo de exposicion del material al factor biodegradante,
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comprobandose asi, que el polietileno tereftalato requiere mas tiempo para su degradacion, vy,

que la influencia de la concentracion bacteriana en la biodegradacion del polimero es baja.

Gutiérrez, (2019) en su tesis plante6 biodegradar polietileno de baja densidad (PEBD)
mediante el uso de bacterias, hongos y consorcios microbianos aislados del botadero municipal
de la ciudad de Tacna. El estudio fue de tipo cuantitativo y de nivel experimental, cuya
metodologia consistio en aislar consorcios microbianos que ataquen perlas de PEBD para la
medicion de su pérdida de peso en 70 dias de prueba y la visualizacién mediante microscopia
SEM. En consecuencia, se obtuvo como resultado una disminucion de 1.28% para el consorcio
1; de 0.89% para el consorcio 2; de 6.54% para el consorcio 3; y 3.34% para el consorcio 4. En
conclusion, se aislaron 9 bacterias y 4 cepas de hongos distribuidos en los 4 consorcios
microbianos, cuyo porcentaje promedio de pérdida de peso de PEBD es 2.88%; asimismo, el
consorcio 3 reportd el mayor porcentaje de biodegradacion de PEBD, conformado por el hongo
Rhodotorula sp., diplococos y bacilos gramnegativos, los cuales pueden ser especies de

Pseudomona sp.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo General

e Evaluar el comportamiento de biodegradacion de pléasticos oxobiodegradables ante
la accidén bacteriana de P. aeruginosa, para estimar la persistencia ambiental de

dicho polimero frente al plastico LDPE, a nivel de laboratorio, 2023.

1.3.2. Objetivo Especificos

e Validar las caracteristicas metabdlicas propias de la especie bacteriana P.
aeruginosa, adquirida comercialmente, mediante pruebas bioquimicas, que
coadyuve a la estimacion de la persistencia ambiental de los plasticos

oxobiodegradables frente al plastico LDPE, a nivel de laboratorio.
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e Analizar la incidencia de las condiciones de pH y temperatura en la eficiencia de
biodegradacion de plasticos oxobiodegradables por P. aeruginosa, estadisticamente,
para estimar la persistencia ambiental de dicho polimero frente al plastico LDPE, a

nivel de laboratorio.

e Determinar la eficiencia de biodegradacion de plasticos oxobiodegradables bajo la
accion de P. aeruginosa, mediante la pérdida de pesos, para estimar la persistencia

ambiental de dicho polimero frente al plastico LDPE, a nivel de laboratorio.

1.4. Justificacion

1.4.1. Justificacion Teorica

Los datos obtenidos en este estudio aportaran con informacién cientifica que permita
conocer el comportamiento de biodegradacion de plasticos oxobiodegradables en aras de
estimar la persistencia ambiental de dicho polimero frente al plastico LDPE, a nivel de

laboratorio, 2023.

1.4.2. Justificacion Practica

La justificacion practica de este estudio se centra en su contribucion al abordaje de un
problema ambiental actual relacionado con la gestion de residuos plésticos y en su potencial
para impulsar soluciones sostenibles y politicas efectivas en este campo. En otras palabras, este
estudio coadyuva al Gobierno peruano hacia la mejora de sus estrategias e instrumentos de
gestion ambiental enfocados en la manufactura y comercio de plasticos de origen
biodegradable mediante un monitoreo a la trazabilidad de estos, a partir de la obtencion de los
insumos hasta la disposicion final. Ademads, ayudaria a disminuir y prevenir los desechos
plasticos mediante el incentivo y concienciacion de la poblacion para evitar el consumismo

desmedido y mejorar la gestion de residuos.
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1.4.3. Justificacion Metodologica

La eficiencia de biodegradacion de los plésticos oxobiodegradables expuestos al ataque
biolégico de P. aeruginosa serdn de utilidad tanto para las entidades publicas del estado
peruano como para organismos de estandarizacion que quieran replicar la metodologia para
estimar la persistencia ambiental de estos polimeros, una vez que se comprueba la validez y

confiabilidad de los resultados.

1.4.4. Justificacion Social

Se conoce muy poco de la biodegradabilidad de plasticos en el Peru, de ese modo, son
mas las personas que prefieren el uso de plésticos “verdes” sin conocer sus verdaderos impactos
en el ambiente. En ese sentido, el estudio contribuye a que la poblacion conozca las
implicancias de la degradacion bioldgica de los plasticos oxobiodegradables en un medio
controlado bajo la posibilidad de ser replicado en un ambiente al aire libre, particularmente en
relacion al medio marino, donde los impactos negativos de dichos polimeros pueden

acrecentarse debido a la persistencia ambiental del material.

1.5. Hipotesis

1.5.1. Hipdétesis General

e La biodegradacion de plésticos oxobiodegradables ante la accion bacteriana de
P. aeruginosa refleja un comportamiento decreciente significativo en el tiempo
para estimar la persistencia ambiental de dicho polimero frente al plastico

LDPE, a nivel de laboratorio, 2023.

1.5.2. Hipdtesis Especificas

e La bacteria P. aeruginosa, adquirida comercialmente, presenta caracteristicas

metabodlicas propias de la especie que coadyuve a la estimacion de la
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persistencia ambiental de pléasticos oxobiodegradables frente al plastico LDPE,
a nivel de laboratorio.

La eficiencia de biodegradacion de plésticos oxobiodegradables por P.
aeruginosa se merma en un medio 4cido y a temperatura ambiente (20°C), para
estimar la persistencia ambiental de dicho polimero frente al plastico LDPE, a
nivel de laboratorio.

La tasa de biodegradacion de plasticos oxobiodegradables mediante la accion
bacteriana de P. aeruginosa es mayor al 50%, para estimar la persistencia

ambiental de dicho polimero frente al plastico LDPE, a nivel de laboratorio.
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II. MARCO TEORICO

2.1. Bases teoricas sobre el tema de investigacion

2.1.1. Polimeros

Segtin Posada, (2012) en su articulo “La degradacion de los plasticos” de la Revista de
la Universidad Eafit, hace mencion que los polimeros o resinas son un conjunto de unidades
estructurales (mondmeros) que forman macromoléculas de peso molecular alto, de origen

organico, ya sean naturales o sintéticos. En esa linea, estos polimeros se clasifican en:

a) Plasticos: cloruro de polivinilo — PVC, polipropileno — PP, poliestireno — PS,
Polietileno — PE.

b) Elastomeros: Poliuretanos, acrilicos, isopreno natural, etc.

Por lo tanto, en los secciones subsecuentes se describe la familia de los plasticos,

especificamente los llamados oxobiodegradables.

2.1.2. Plasticos

Son materiales organicos caracterizados por ser maleables, de alta resistencia/densidad,
y de buena renuencia a los &cidos, alcalis y disolventes. Usualmente son solidos y en ocasiones
fluidos como productos intermedios expuestos a cierta presion y temperatura (Diaz del Castillo,

2012). Segun la Tabla 1 se muestran los plasticos mas empleados:

Tabla 1

Principales tipos de plasticos

Nombre Uso Producto de reciclaje Simbolo
Tereftalato Botellas para Fibras para alfombras, cuerdas, /\
de bebidas p almohadas y relleno de bolsas de : 1 >
polietileno dormir

PETE
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Nombre Uso Producto de reciclaje Simbolo

Polictileno Detergentes, /\
recipientes de Contenedores de basura, botellas de 2
de alta : 5

densidad leche, aceite para detergente y macetas
motor

Policloruro Botellas de A
de vinilo o shampoo, envases  Tubos de drenaje e irrigacion C 3 5
Vinilo de aceite de cocina

A\
Polietileno Bolsas de pan, n
de baja supermercado, Bolsas de supermercado 4
densidad envoltorios

LDPE

Envases de yogurt,
Polipropileno tapas de botella,

l4sti ldafi
sorbetes plastico, peldafios

Cajas de bateria de carros, viguetas de : 5 :
PP

Tazas, platos,

Poliestireno  envases Viguetas de plastico, macetas, etc. C 6 5
PS

desechables

Otros (*) Platos para hornos No se reciclan por falta de certeza con : 7 :

el tipo de plastico
OTHER
Nota. (*) Mezcla de otros plésticos dificiles de reciclar. Los simbolos se basan en el Sistema

Internacional de Identificacion de resinas de la Sociedad de Industrias de Plastico, desarrollado

en 1988. Elaborado en base a (Diaz del Castillo, 2012).

Dicha codificacién internacional facilita la identificacion y reciclaje de estos
materiales; sin embargo, su inclusién no es mandatorio en todos los productos plésticos, a pesar

de que sea relativamente estandarizado en su produccion (Hernandez, 2013).

2.1.2.1. Plasticos Oxobiodegradables.

Segun Hernandez, (2013) manifiesta que los polimeros oxobiodegradables son aquellos

que presentan sales metalicas (catalizador) cada cierto nimero de mondmeros en su estructura
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polimérica. Dichas sales son las precursoras de la rapida digestion y descomposicion de estos
polimeros por agentes biologicos, el calor y la luz solar, cuando los catalizadores reaccionan
con el oxigeno rompiendo las cadenas largas del pléstico transformandose finalmente en agua,

CO2 y biomasa.

Asimismo, Simphony Environmental Ltd. en su reporte especial “Tecnologia del
control de vida del plastico” en el 2018, manifiesta que el plastico oxobiodegradable es un
material hecho de polimero de alto peso molecular organico con la adicion de un catalizador
inocuo (sin metales pesados) que compatibiliza al material con el agua (hidrofilico) y
microorganismos, tanto en tierra como en el medio marino, degradandose controladamente en
un periodo de 1 a 5 afos después de su vida util programada. Dicho proceso se acelera bajo los
efectos de la luz, el oxigeno, el calor y el estrés mecéanico; en cuyos casos donde el material

esta expuesto a la intemperie, la degradacion se da en pocos meses.

Cabe mencionar que, los plasticos “oxodegradables” no son considerados materiales
biodegradables a comparacion de los plasticos oxobiodegradables o d2w (Symphony
Environmental Ltd., 2022; Decreto Supremo N° 025-2021-PRODUCE, art. 5). Ademas, estos

ultimos son facilmente reconocibles en los empaques plasticos por el logo “d2w”.

Figura 1

Identidad visual: El logo de plasticos d2w u oxobiodegradables

dww

Nota. Obtenido de (Symphony Environmental Ltd., 2023).



2.1.3. Contaminacion por pldsticos

La masiva produccion de plasticos en el ultimo siglo se ha incrementado
vertiginosamente a nivel mundial (Ver Figura 2). Esto ha provocado la generacion de una
mayor cantidad de desechos plasticos que directa o indirectamente acaban en los océanos, ya
sea por la via fluvial, terrestre o aérea (fuentes no controladas). En consecuencia, los plésticos

ya forman parte del registro fosil de la Tierra, y han creado un nuevo habitat para los

microorganismos marinos, llamado plastisfera (Geyer, 2020; Amaral-Zettler et al., 2020).

Figura 2

Proyecciones en la produccion y acumulacion de plasticos al 2050, a nivel mundial

Millions de tonnes

L V-

- 1200
Incineradas
g;:gﬂg;i’;i’;fs Todavia en uso <+ 1000
{2 900 millones de toneladas)
Acumulacion
1950-2017 T 800
(9 200 millones
de toneladas)
) Recicladas
(700 millones de toneladgs) + 600
Desechadas
(5 300 millones de toneladas)
+ 400
<+ 200
Produccion anual
Resina y fibras
| 1 1
1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040 2050

Nota. Tlustrado por GRID-Arendal. PNUD (2021, p. 6).
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En esa linea, la contaminacion por plasticos afecta e influye en la sociedad, economia y
ambiente (Ver Figura 3); asi pues, sus efectos letales o subletales en la biota marina ocasionan
problemas de inanicidn, laceraciones internas, asfixia en animales y en corales que son privados
de oxigeno y luz, estrés fisioldgico y dafios toxicologicos como consecuencia de la degradacion
del plastico en piezas mas pequenas (microplasticos y nanoplasticos), cuyas caracteristicas
fisicoquimicas originales se modifiquen y se puedan transferir y/o absorber productos quimicos
toxicos y metales hacia las aguas superficiales abiertas (Mattsson et al., 2015; PNUD, 2021).
En ese contexto, la absorcion de bisfenol A, altera el sistema endocrino de animales en contacto
con plasticos o microplasticos. Por otro lado, la formacion de microplasticos aumenta la
superficie para el desarrollo de comunidades microbianas (bioincrustacion), en la cual pueden
albergar patogenos perjudiciales (Vibrio sp., Aeromonas salmonicida) que afecten tanto a

animales como al ser humano (Virsek et al., 2017; Kirstein et al., 2016).

A nivel socioecondmico, los problemas de contaminacion plastica generan cuatro tipos
de costos econdmicos: los gastos de prevencion o recuperacion de daiios a causa de los
plésticos; las pérdidas de produccion e ingresos, afectando el sector pesquero tras enredos y
dafios fisicos; pérdida de valor de plésticos; y los costos en materia de bienestar, esto incluye
el impacto visual y estético en el turismo afectando las economias locales (Richardson et al.,

2019; PNUD, 2021; Pasternak et al., 2017).
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Figura 3

Impactos y riesgos directos de los pldsticos en el medio marino

Riesgos directos y efectos de la basura marina y los plasticos

BASURA MARINA Y MACROPLASTICOS MICROPLASTICOS NANOPLASTICOS

Ingestion =

Dispersién (o
ocednica Dispersién ocednica Se en;uentran plastllcosle:\tlos Investigacién limitada
- mamiferos marinos, las tortugas " I
Transporte de 380 taxones registrados en los desechos y aves marinas = 9 @ Aplicar el criterio de
agentes patdgenos flotantes, lo que puede dar lugar a la invasion Productos quimicos/aditivos precaucion
azonas costeras de habitats lejanos, el dano a los arrecifes de coral Funcionales, rellenos, colorantes,

y efectos adverses en la salud humana refuerzos en productos plasticos

Enredos fi i i .
Provocan dafios fisicos, asfixia o muerte Agentes patégenos
Las Aeromonas sp., por

ejemplo, pueden poblar los
i6 lasticos flotantes . N
Ingests::n tortugas P Habitats benténicos
\ encuentran Concentraciones considerablemente
mayores en los sedimentos en comparacion con
la columna de agua

plasticos en
mamjiferos marinos, 3

aves marinas ‘ - i
AL » Wntacm fisico

~ Elindice de enfermedades

en los corales aumenta del i
5%al89 % asnda ——3 CONSECUENCIAS BIOLOGICAS
estdn en contacto con plasticos

Propellers and shafts Muerte Salud humana

Dafios,
Por ejemplo, -
mlisr,gn ;n b 3n}3angled by marine Danos fisicos Reduccién de la actividad biolégica
contenedores icheis. Qver 2 300 Reduccién de la biodiversidad Alteracion de los procesos del ecosistema

reported cases from
2010 to 2015 Alteracion del conjunto de especies

Creacién de un habitat microbiano (la plastisfera) Reduccién de la poblacion de peces
Especies invasoras

flotantes Aumentao de la propagacion de bacterias
Obstruccién propag

Responsabilidad
juridica W

CONSECUENCIAS ECONOMICAS

Reduccién de la biodiversidad
Disminucion de la confianza en los productos
Problemas en el control de desechos

Salud mental

' -
- #R salud fisica
.
Los trabajadores
marftimos se lesionan

con residuos afilados, se Desigualdad de género CONSECUENCIAS SOCIALES

Pasar tiempo en las costas y el
océano llenos de basura.

Ver animales afectados por quedan enredados y se Condiciones de trabaj
la basura marina exponen a elementos o Reduccién del bienestar humano
insalubres Reduccién de la experiencia lidica

Pérdida de patrimonio

Nota. Tlustrado por GRID-Arendal. PNUD (2021, p. 7)

2.1.4. Degradacion de plasticos

Segin Mattsson et al., (2015), la degradacion de los plasticos se puede dividir en 6

procesos, los cuales son:

a) Termal: Es un proceso que no se incluye dentro de la degradacion ambiental; sin
embargo, comercialmente se degrada por el calor.
b) Hidrédlisis: Es un proceso en el cual se da una reaccion de ruptura de enlaces, cuyo
catalizador es el agua, en la que se ha demostrado contribuir en la degradacion de
los desechos plésticos en el mar.

¢) Mecanica: Es un proceso fisico en la que los desechos plasticos se degradan a causa

de las olas en el mar.
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d) Termooxidativa: Esun proceso de descomposicion oxidativa lenta a temperaturas

moderadas.

Fotodegradacion: Es un proceso provocado por la luz, por ejemplo, la luz solar.
Es un mecanismo muy eficiente para la degradacion de plasticos en suelo o aire; sin
embargo, en agua de mar el proceso es severamente retardado.

Biodegradacion: Este proceso es determinado generalmente por microbios
(bacterias) que descomponen las sustancias orgénicas en carbono, metano, agua
principalmente. Segin Blanco (2007) dicho fendmeno se manifiesta inicialmente
por la colonizaciéon de hongos y bacterias segin las caracteristicas fisicas del
polimero, y en medios acuosos se complementa con el proceso degradativo
hidrolitico. En ese sentido, segiin Wilkes y Aristilde (2017) reportan la capacidad
de diversas especies del género bacteriano Pseudomonas como agentes que
degradan y metabolizan diferentes tipos de plastico, tales como: PVC, PE, PS, PP,

poliuretano, entre otros.

Figura 4

Proceso de biodegradacion de polimeros

co,
Acetic acid
Lipids

L

-
AT———————— —
Plastic waste Biodeterioration Biof ion A |
— ——

Extracellular enzymes and free radicals
Active and passive transportation

Superficial degradation

End products

Nota. Obtenido de Amobonye et al. (2020)
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En definitiva, los plasticos estan expuestos a diversos procesos de degradacion; lo cierto
es que se genera una mayor cantidad de particulas de diferente tamafio y superficie,
considerados como microplasticos (< 5 mm) o nanoplasticos (1 y 100 nm), y asi, se incrementa
la absorcion y transporte de sustancias hidrofébicas como los compuestos organicos
persistentes (COP), debido a una mayor relacion entre su superficie y volumen; asimismo,
debido a la oxidacion y la foto degradacion cambia la quimica de su superficie. Por lo tanto, la
dindmica de estos procesos degradativos determina una exposicion variada en

microorganismos y, por ende, los impactos biologicos son distintos (Mattsson et al., 2015).

2.1.5. Pseudomonas

Es un género bacteriano dentro de la familia Pseudomonadaceae y el orden
Pseudomonadales (Ruiz, 2007). Se caracterizan por ser bacilos Gram negativos en forma de
baston con flagelos polares empleados para su desplazamiento. Ademas, presentan
requerimientos nutritivos simples cuyas condiciones de desarrollo son principalmente en
medios aerobicos. Se desarrollan en casi cualquier habitat con temperaturas entre 4 —42 °C'y
pH promedio entre 4 — §; sin embargo, las condiciones Optimas de crecimiento se dan en
temperaturas entre 30 — 37 °C y pH neutro (Ruiz, 2007). Ademas, se desarrollan rapidamente
y metabolizan una amplia variedad de substratos, entre ellos estdn los derivados de

hidrocarburos (Ruiz, 2007).

Es preciso senalar también que las diversas especies bacterianas del género
Pseudomonas son consideradas patdgenas que pueden ocasionar infecciones al ser humano por
cirugias o quemaduras. Sin embargo, diferentes cepas aisladas de diversos lugares en suelos,
residuos plésticos o incluso de las profundidades del mar, han sido estudiadas intensamente en

relacion a la biodegradacion de plésticos por mucho tiempo (Lee et al., 2020).
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2.1.5.1. Pseudomona aeruginosa.

Es un patégeno muy persistente, oportunista y omnipresente, cuyos flagelos son usados
como motilidad. Se desarrolla en ambientes facultativos, es decir, en ambientes anaerobios
emplea el nitrogeno, piruvato o arginina como ultimo aceptor de protones, mientras que en
ambientes aerobios emplea el oxigeno. Ademas, persiste en medios acuaticos y terrestres con
requerimientos minimos de crecimiento, cuyas temperaturas van entre 20 — 43 °C; y se
diferencia de otras especies debido a su crecimiento en altas temperaturas (Paz-Zarza et al.,

2019).

P. aeruginosa tiene forma tipica alargada y plana, rectos o curvados, pero no vibroides.
No tienen esporas. Son gramnegativas con flagelos polares. Presenta un metabolismo oxidativo
y de consistencia mucosa debido a la sobreproduccion de alginato, el cual es un polisacarido
extracelular que forma parte de la capsula polisacaridica. Suele tener olor a fruta. No son
fermentadores de lactosa. Presentan una pigmentacion siderdfora pioverdina (color amarillo-
verdoso), piocianina (color azul-verdoso) o piorubina (color rojo 6xido). Ademads, es una

bacteria catalasa y oxidasa positiva (Madigan et al., 2004; Ruiz, 2007).

2.1.5.1.1. Caracterizacion fenotipica.

La caracterizacion fenotipica de P. aeruginosa se fundamenta en sus caracteristicas
observables, tales como la forma, desarrollo de crecimiento, propiedades metabdlicas, etc. En
ese sentido, segiin Fernandez et al. (2010) se puede agrupar dicha caracterizacion en cuatro

métodos de analisis, los cuales son:

a) Caracteristicas microscopicas: Se realiza mediante técnicas de microscopia. Una
prueba muy conocida es la tinciéon de Gram, la cual se emplea para distinguir el

grupo taxondmico, la uniformidad, forma, tamafio, disposicion, etc. Por ende, P.
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aeruginosa al ser un bacilo gramnegativo se tifie de un color rojizo pudiendo
distinguir las caracteristicas propias de la especie.

Caracteristicas macroscopicas: Se realiza con el objetivo de observar la
morfologia de la bacteria a través de la examinacion de cultivos frescos en medios
no selectivos o selectivos. En dichas sustancias, solidas o liquidas, se logra observar
y describir el tamafo, forma, consistencia y en determinadas ocasiones el color.
Como ya se menciond anteriormente, P. aeruginosa presenta una coloracion
caracteristica azul-verdosa o amarillo-verdosa en medio Agar Cetrimide.

Medios de cultivo: Las bacterias necesitan una fuente de energia para realizar sus
procesos metabdlicos. En ese sentido, los medios empleados para cumplir los
requerimientos nutricionales de crecimiento de P. aeruginosa se pueden clasificar
en: 1) No selectivos: Aquellos que cuentan con los requerimientos basicos de
crecimiento, por ejemplo caldo o agar nutritivo; ii) Selectivos: Aquellos que
cuentan con compuestos afladidos selectivamente para inhibir el crecimiento de
ciertos microorganismos y no de otros, tales como el agar MacConkey o agar
Cetrimide y; iii) Diferenciales: Aquellos en los que se ha afiadido un indicador, en
su mayoria colorantes, lo cual permite diferenciar las diversas reacciones quimicas
durante el metabolismo del microorganismo. Se puede mencionar al agar triple-
hierro-azucar (TSI), agar de hierro y lisina (LIA), agar citrato de Simmons, la
prueba de indol, etc.

Por consiguiente, la inoculacion en caldo nutritivo (solucién compuesta por extracto
de carne y peptona) reactiva la bacteria provocando el crecimiento y la alteracion
del medio. Respecto al Agar Cetrimide, la bacteria presenta un crecimiento cuya
coloracion puede ser azul-verdosa o amarillo-verdosa segin el pigmento

desarrollado. Por ultimo, los medios diferenciales expresan la actividad metabolica
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de la bacteria en crecimiento alterando los medios que contienen indicadores
expresados en el cambio de coloracion como consecuencia del cambio de pH del
medio (United States Biological, s.f.; Laboratorios Britania S.A., s.f.; Madigan et
al., 2004, pag. 803)

d) Pruebas bioquimicas: Dichas pruebas permiten conocer las caracteristicas
metabdlicas de las bacterias en estudio. Algunas de estas pruebas son de lectura
inmediata, ya que se evallia la presencia de una enzima preformada en la bacteria;
mientras que, otras necesitan un periodo de 18-48h de incubacidn previa para la
respectiva lectura.

Dicho esto, la reaccién que caracteriza a P. aeruginosa ante algunas pruebas

bioquimicas son las siguientes:

Tabla 2

Pruebas bioquimicas para la identificacion de P. aeruginosa

Prueba Bioquimica Resultado de reaccion
Oxidasa +
Catalasa +
SIM -
TSI -
LIA
Citrato
Ureasa
Hidrdlisis de Gelatina
Hidrdlisis de B-Galactosidasa -
Nota. Elaborado segtn la informacion de (Mayz y Manzi, 2017; Butron, 2020).

+ 4+ 4+ o+

2.2. Marco conceptual

En el proceso de evaluacion del comportamiento de biodegradacion de plasticos
oxobiodegradables mediante el ataque bacteriano de Pseudomona aeruginosa, se consideran y

detallan los siguientes términos:
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LDPE: El polietileno de baja densidad o también llamado PEBD, es un polimero
termoplastico de densidades relativamente bajas, considerado semi-cristalino de apariencia
traslucida. Posee una amplia gama de aplicaciones en bolsas, tapas y/o envases de alimentos

(Estrada, 2008; JUDEBI S.L., s.f.).

Eficiencia de biodegradacion: Es la capacidad de disponer de un material para su
transformacion y deterioro por accion enzimdtica de organismos vivos (Real Academia

Espafiola, 2021; Blanco, 2007).

Potencial de hidrégeno (pH): Es la medida del grado de acidez (< 7.0) o basicidad (>
7.0) de una solucion, el cual determina la estructura y actividad de las biomoléculas, tales como

las enzimas; por ende, determina el comportamiento de los seres vivos (Guarnizo y Martinez,

2013)

Temperatura: Es la medida de la energia promedio cinética de traslacion de las
moléculas de una sustancia (Hewitt, 2007). En esta investigacion se usa la escala de grados

Celsius para su medicion.

Persistencia ambiental: Es la capacidad de una sustancia de permanecer en un
ambiente particular por un lapso de tiempo prolongado, antes de ser removida fisicamente o

transformada quimicamente (United Nations Environment Programme, 1982).

Bioincrustacion: También llamado “biofouling”. Es un fendmeno bioldgico que
sucede en medios acudticos, en relacion a las primeras etapas de colonizacion de un sustrato
sumergido, es asi como la bioincrustacidon empieza con biopeliculas bacterianas, de minimas

exigencias nutritivas (Montseny et al., 2010).
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1. METODO
3.1. Tipo de Investigacion

Segtn Herndndez Sampieri et al., (2014) esta investigacion se desarrolld bajo un disefio
experimental puro, debido a que se manipuld la variable exo6gena o independiente (accion
bacteriana de P. aeruginosa) para la cuantificacion de la variable endogena o dependiente
(comportamiento de biodegradacion de plasticos oxobiodegradables) en condiciones

controladas y en grupos de comparacion (blanco muestral LDPE y blanco microbioldgico).

Asimismo, se emple6 el enfoque cuantitativo cuyo alcance es de nivel descriptivo —
correlacional, ya que se midieron y definieron las variables, las cuales se asociaron para

permitir predicciones relacionados a la persistencia ambiental de dichos polimeros.
3.2. Ambito temporal y espacial
Temporal: El desarrollo del estudio se realizo en los meses de agosto a octubre de 2023.

Espacial: El &mbito de aplicacion se llevo a cabo en espacios controlados del laboratorio

de microbiologia de la Universidad Nacional Federico Villarreal.
3.3. Variables

Como parte del proceso de la operacionalizacién de variables, tanto la independiente

como la dependiente, se definieron en la Tabla 3:



Tabla 3

Operacionalizacion de variables

Variable Definicion conceptual Definicion operacional Dimensiones Indicadores Escala
El plastico oxobiodegradable es la combinacion
de un polimero de alto peso molecular organico  El comportamiento de Peso inicial &
y un catalizador inocuo, que acelera el proceso  biodegradacion ~ de  plasticos
. natural de degradacion, entre ellos la oxobiodegradables se realizara ~ Lficienciade Peso final
Dependiente: ) ) ) biodeeradacié ©s0 1ina g
biodegradacion, el cual se entiende como el mediante el pesaje de muestras Clodegradacion
Comportamiento . . . . .
cambio en las propiedades fisicas y quimicas empleadas (gravimetria). En ese 0
de biodegradacion ) L ) o Yo .
causada por las reacciones biologicas que sentido, se  determinard la . . A g/ tiempo
de plasticos Biodegradacion
escinden los enlaces, los cuales determinan el eficiencia de biodegradacion por
oxobiodegradables . . . ) )
comportamiento del material. (Simphony diferencia de pesos y, por ende, se .
) ) ] B Periodo de
Environmental Ltd., 2018, p. 4; Posada, 2012, estimara su persistencia ambiental Persistencia Biodegradacion . .,
) ) estimacion de
p. 5). en tiempos determinados. ambiental total del polimero .
biodegradacion total
Las bacterias del género Pseudomonas son Tiempo de D
ias
microorganismos aerobicos, gramnegativas, en exposicion
) forma de bastéon, con flagelos polares para Se adquirird comercialmente una
Independiente: . ) ) Temperatura °oC
movilizarse y en caso de P. aeruginosa presenta  cepa de P. aeruginosa, para luego ) p
Ataque bacteriano i i Bacteria P.
fluorescencia (Clarke, 1982, p. 106). En tal ser incubados y conservados en
de Pseudomona ] ] . ) ) aeruginosa
. sentido, estas ultimas utilizan el carbono como laboratorio para su posterior uso y
aeruginosa ) ) ) : :
parte de su metabolismo, lo que determina su ataque de la muestra seleccionada. pH Adimensional
de biorremediacion de [0 - 14]

uso ¢€n procesos

plasticos (Ccallo et al., 2020).
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3.4. Poblacion y muestra

3.4.1. Poblacion

El universo de elementos empleado como poblacion son todos los polimeros

biodegradables (oxobiodegradables y compostables).

3.4.2. Muestra

La muestra empleada en el estudio fueron 48 pedazos de 5x5 mm (Polimeros d2w u

oxobiodegradables).

3.4.3. Disernio muestral

Se utiliz6 un disefio muestral aleatorio simple, en virtud de la eleccion al azar de

fragmentos d2w de 5 mm de lado hasta completar el tamafio muestral previsto.

3.4.4. Unidad de analisis

Se utiliz6 como unidad de andlisis 1 fragmento de plastico d2w de 5x5 mm, lo cual

sirvid para evaluar el comportamiento de biodegradacion del polimero.

3.5. Instrumentos

En el andlisis y tratamiento de las variables de estudio, se emplearon las técnicas de
observacion y la gravimétrica, estd ultima considerada como la forma madas simple para
monitorear la biodegradacion de polimeros (Montazer et al., 2020). Dichas técnicas sirvieron
para plasmar los datos en una ficha de registro con los pesos de la muestra a lo largo del periodo
de estudio (42 dias). En ese sentido, se empleo la siguiente formula (Montazer et al., 2020)

para calcular la pérdida de masa de plastico d2w:

.. peso inicial — peso final
% Pérdida de peso = [ —— ]
peso inicial



3.5.1. Materiales

e Tiras de pH y termdmetro.

e Polimero oxobiodegradable y LDPE.
e Ficha de registro.

e Papel filtro Wattman.

¢ Pinzas punta fina.

e Matraz de Erlenmeyer.

e Placa de Petri.

e Pipeta.

e Vaso de precipitado.

e Probeta.

e Papel metalico y algodon.

3.5.2. Insumos

e (Caldo nutritivo, marca Scharlau.
e Agar Cetrimide, marca Merck.
e Agua destilada.

e Alcohol 70°y 90°.

3.5.3. Equipos

e Balanza analitica, marca H.-W. Kessel.

e Autoclave vertical, marca Daihan Scientific.
e Incubadora, marca JSR.

e Microscopio, marca Zeiss Primo Star.

e Mechero de Bunzen.
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3.6. Procedimiento

El tratamiento y andlisis de la muestra para evaluar el proceso de biodegradacion

consistio en tres (3) etapas: preliminar, laboratorio y gabinete:

3.6.1. Etapa Preliminar

3.6.1.1. Fase I: Adquisicion de la cepa Pseudomona aeruginosa.

En primer lugar, se adquirié comercialmente la cepa bacteriana P. aeruginosa ATCC
W-785, la cual fue empleada como agente microbiologico primario para su posterior
identificacion bioquimica y empleo en la biodegradacion del polimero en estudio (Ver Anexo

B).

En segundo término, se conservo la cepa en la refrigeradora del Laboratorio de
Microbiologia SL10LA101 de la Facultad de Ciencias Naturales y Matematica de la
Universidad Nacional Federico Villarreal. Asimismo, se inocul6 el microorganismo patron en
Caldo Nutritivo (CN) y se envaso para su crioconservacion (-40°C) con glicerol (1 ml muestra

/0.3 ml glicerol) en tubos Eppendorf (Arenas, 2018).

Figura 5

Proceso de crioconservacion de P. aeruginosa en glicerol

P. aeruginosa
ATCC W-875

Crioconservacion:
[ CN (#+%) + Glicerol

Nota. (***) Caldo Nutritivo. Elaborado en base al disefio de iconos por (Lortal, 2019; Monkik,

2019)
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3.6.1.2. Fase II: Preparacion de materiales e insumos de laboratorio.

En esta fase se esterilizaron los materiales de laboratorio para su posterior uso en la
elaboracion de medios no selectivos, selectivos y diferenciados para la incubacion, crecimiento
e identificacion de P. aeruginosa, extraida de la muestra adquirida en la fase I de la etapa
preliminar. En consecuencia, empleando el autoclave se esterilizaron cinco (5) tubos de ensayo,
dieciocho (18) placas Petri, dos (2) vasos de precipitado, dos (2) probetas, una (1) pipeta,
veintitn (21) matraces Erlenmeyer, una (1) espatula, dos (2) pinzas, una (1) tijera; y diez (10)

tubos Eppendorf para su posterior uso.

Finalmente, se empleo la espatula para el pesaje de los medios deshidratados segun las
indicaciones del frasco utilizado; por tanto, se esterilizd en autoclave el medio no selectivo
(Caldo Nutritivo - CN), el medio selectivo (Agar Cetrimide - AC) y los medios diferenciales
(Agar Hierro Triple Aztcar — TSI, Agar Lisina Hierro — LIA, Agar Citrato de Simmons -

CITRATO).

3.6.2. Etapa Laboratorio

3.6.2.1. Fase I: Caracterizacion de la bacteria Pseudomona aeruginosa.

En esta fase se empled el medio esterilizado AC para la incubacion de P. aeruginosa
mediante repiques durante 1 dia a 37 °C, obtenido tanto de los tubos Eppendorf como de la
muestra principal (Ver Figura 6). Cabe mencionar que se empled la tincion de Gram, el
crecimiento en CN y las pruebas bioquimicas (TSI, LIA, CITRATO, catalasa) con el fin de
observar y confirmar las caracteristicas intrinsecas de la especie bacteriana (Koneman et al.,

2008).
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Figura 6

Cepa comercial P. aeruginosa ATCC W-875 en placa Petri

3.6.2.2. Fase II: Preparacion de unidad de analisis y esterilizacion.

Se compr6 una bolsa comercial oxobiodegradable (d2w) de la marca Bimbo, para
cortarla en pequefios cuadrados de 5 mm de lado. Al obtener la muestra requerida, se sometio
al pesaje en una balanza analitica, luego se esteriliz6 con 20 ml de alcohol medicinal al 96° y
70° por 30 minutos, respectivamente; esto con el fin del eliminar la mayor cantidad de
microorganismos. Posteriormente, se lavo con agua destilada con el fin de remover el exceso
de alcohol, y se seco con papel filtro estéril para ser empleado en los matraces de tratamiento
(Martin, 2017). De la misma manera, se realizd el procedimiento con una muestra blanco

muestral (plastico convencional LDPE).

3.6.2.3. Fase I1I: Inoculacion de cepas bacterianas en unidad de analisis.

En esta fase se inocul6 la bacteria crioconservada P. aeruginosa, previamente dejada a
temperatura ambiente, en cuatro (4) matraces Erlenmeyer que contenian caldo nutritivo (CN),
de los cuales la mitad estaba regulado a pH 5 y la otra mitad a pH 7 (Butrén, 2020); asimismo,
como blanco microbioldgico se emplearon cuatro (4) matraces con el medio CN sin el agente

bacteriano (Begum et al., 2015; Gonzales, 2020).
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Posteriormente se colocaron seis (6) fragmentos de plastico d2w por cada matraz hasta
completar los ocho (8) matraces; esto con el fin de que la cepa P. aeruginosa pueda consumir
las muestras poliméricas como fuente de carbono. En ese contexto, es relevante destacar que
se realizd el mismo proceso de inoculacion bacteriana e introduccion de pléstico para el blanco
muestral LDPE; asimismo, cuatro (4) matraces d2w y LDPE, respectivamente, se incubaron a

20 °C y los otros ocho (8) a 37 °C (Ver Tabla 4 y Figura 7).

Tabla 4

Condiciones de biodegradacion de plasticos oxobiodegradables d2w

Temperatura pH Fragmentos de plastico Matraces
20 °C 5.0 12 (6 muestra + 6 blanco (*)) 2
7.0 12 (6 muestra + 6 blanco (*)) 2
37 9C 5.0 12 (6 muestra + 6 blanco (*)) 2
7.0 12 (6 muestra + 6 blanco (*)) 2

Nota. (*) Las muestras blanco microbiologico son los mismos fragmentos de plastico

oxobiodegradable inoculados en el medio CN sin la presencia de P. aeruginosa.

Figura 7

Esquema del experimento de biodegradacion de plasticos d2w

20 °C 37°C
M \
. . -
f h
= =
Muestra O Mﬂtﬂ"ﬂ&f."_}} Muestra D—Eb Muestra ¢
- — - g — l — E
Agente Agents Agente Agente
microbioldgico microbiolégico microbiolbgico microbialégica
H 5.0 — H7.0 — = H 5.0 — H7.0 — =
P Muestra D,EJ P MuestraCzh P Muestra C’% P ruestra)

AN AN

Blanco Blanco Blanco Blanes
" microbiolégice T microbiclégice T microbisldgice —  microbioldgico

2

Nota. Se realiz6 el mismo proceso para el blanco muestral (LDPE). Elaborado en base al disefio

de iconos por (Faisalovers, 2017; Vectors Market, 2017; Vectorstall, 2021).
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3.6.2.4. Fase IV: Registro de datos.

La unidad muestral, aislada del matraz en andlisis, sigui6 el mismo proceso de
desinfeccion detallado en la Fase II de la etapa de laboratorio. Cabe mencionar que, dichas
unidades muestrales se lavaron con agua destilada por 10 minutos (Das y Kumar, 2013; Butron,

2020).

A través de una ficha de muestreo, utilizado como instrumento de medicion, se tomo
registro del peso final semanalmente, segun la unidad muestral recolectada, ya sea, el polimero
en analisis o los de control (blanco microbioldgico y muestral); todo esto por un periodo de 42

dias.
3.6.3. Etapa Gabinete

Toda la data obtenida de los ensayos en laboratorio fue procesada para determinar la
eficiencia de degradacion de plasticos oxobiodegradables, y de esta manera, obtener un modelo

de estimacion de su persistencia ambiental.
3.7. Analisis de datos

Luego de recolectar la informacion experimental de laboratorio, se acondicionaron los
datos para procesarlos en una hoja de calculo de Microsoft Excel para Microsoft 365 MSO, los
cuales fueron ordenados y clasificados para estimar su confiabilidad, empleando un disefio
factorial de efectos fijos y el modelo estadistico de andlisis de varianza — ANOVA; procesado

en el software IBM SPSS version 27.

Se representa el modelo estadistico para este disefio en base a lo propuesto por (Lara et

al., 2009):

Yijk =M+ T+ B+ v+ (Tﬁij) + (tyu) + (ﬁ]’jk) + U i=12j=1,2k=12

Donde:
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Yijk = Representa la biodegradacion de plasticos oxobiodegradables a temperatura i, a

pH jy ala presencia k de P. aeruginosa.

u = Efecto constante, denominado como la media global.

7; = Efecto medio causado por la temperatura i.

B; = Efecto medio causado por el pH j.

¥ = Efecto medio causado por la presencia k de P. aeruginosa.

(Tﬁi j) = Efecto causado por la interaccion de la temperatura iy el pH j.

(tyir) = Efecto causado por la interaccion de la temperatura i y la presencia k de P.

aeruginosa.
(,Byjk) = Efecto causado por la interaccion del pH j y la presencia k de P. aeruginosa.
(uijx) = Variables independientes con distribucion normal.

Ademas, se generd un modelo que estime la persistencia ambiental de los plasticos

oxobiodegradables por accion bacteriana.
3.8. Consideraciones éticas

Toda informacioén sera elaborada, analizada e interpretada en base a los resultados de
laboratorio sin falsedad, siguiendo los lineamientos y protocolos establecidos para la
manipulacion de equipos y/o instrumentos. En cuanto a la informacion tedrica, fue referenciada
respetando los derechos de autor. Por tanto, mediante la presente investigacion pretende
contribuir al conocimiento cientifico brindando datos de suma importancia respecto a la
contaminacion plastica y degradacion de plasticos oxobiodegradables que pueden impactar en

el ambiente.
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IV. RESULTADOS

4.1. Caracterizacion fenotipica de P. aeruginosa

La caracterizacion confirmativa de la cepa P. aeruginosa se realizé mediante la tincién
de Gram, pruebas bioquimicas y por su reaccioén en el medio de cultivo selectivo (AC) y no

selectivo (CN).

4.1.1. Reaccion bacteriana en medios de cultivo selectivos y no selectivos

Tras la siembra de la cepa procedente de la placa Petri principal se obtienen resultados
positivos; sin embargo, el inoculo proveniente de los tubos Eppendorf no mostré un
crecimiento visible positivo (Ver Figura 8). Esto podria atribuirse a la concentracion de

bacterias presentes que se encontraban inactivas o posiblemente hayan muerto.

Figura 8

Crecimiento de P. aeruginosa en Agar Cetrimide tras 24 horas de incubacion a 37°C

Wota. A) Crecimiento positivo en AC inoculada de la muestra principal. Coloracién verde-

amarillento y consistencia mucosa. B) Crecimiento negativo visible en AC, obtenido de la

muestra crioconservada en tubos Eppendorf.

Como segunda prueba de confirmacion, se inoculd la cepa de ambas fuentes en Caldo
Nutritivo (CN). Como resultado del crecimiento y actividad de P. aeruginosa, se observd una
alteracion del medio de cultivo en el color y en la presencia de particulas mucoides (Ver Figura

9).
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Figura 9

Crecimiento de P. aeruginosa en el medio no selectivo — Caldo Nutritivo

Nota. El primer tubo de ensayo (Fuente Eppendorf) de color amarillento indica una reaccién
negativa de crecimiento. El segundo tubo de ensayo (Fuente placa Petri principal) de color

blanquecino indica una reaccion positiva de crecimiento.

4.1.2. Tincion de Gram

Respecto a la identificacion de caracteristicas microscopicas de la cepa en estudio, se
empleo la técnica de la tincion de Gram (Ver Figura 10), mediante el cual se reconocio bacilos
gramnegativos, alargados, ligeramente curvados en forma de bastones y de coloracion rosacea;

dichas caracteristicas son propias de P. aeruginosa.

Figura 10

Aplicacion de la tincion de Gram en la identificacion microscopica de P. aeruginosa

Nota. Vista microscopica de P. aeruginosa a 100X. Aguja microscopica sefialando bacilos

gramnegativos abastonados.
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4.1.3. Pruebas bioquimicas

Para la confirmacion de la cepa P. aeruginosa se emplearon tres medios diferenciales
(TSI, LIA y Citrato) y el reactivo para la prueba Catalasa. En ese sentido, los resultados de las
4 pruebas empleadas confirmaron las caracteristicas de reaccion de la especie en analisis (Ver

Tabla 5).

Tabla 5

Pruebas bioquimicas para la identificacion de P. aeruginosa

Prueba [ .
. .. Resultado Caracteristica
Bioquimica
Lactosa Sacarosa Glucosa  Bisel alcalino rojizo / Fondo
TSI alcalino rojizo. Cepa no
K K ) .
fermentativa.
Desaminacion Descarboxilasa H,S Metabolizacion de la lisina a
LIA cadaverina mediante la enzima
) () ) .
descarboxilasa.
Metabolizaciéon del citrato
) como fuente de carbono
Citrato ()
alcalinizando el medio. Color
azul positivo.
La bacteria descompone el
Catalasa ) H,0,, expresado mediante la

generacion de Os.

Nota. K = Medio basico. (-) = Prueba negativa. (+) = Prueba positiva.

En esa misma linea, se exponen los hallazgos visibles de la reaccion de P. aeruginosa ante los

medios de cultivo diferenciales mencionados anteriormente (Ver Figura 11).
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Figura 11

Resultados de las pruebas bioquimicas para P. aeruginosa

Nota. Los tres primeros tubos de ensayo muestran los medios diferenciales antes de ser
alterados por P. aeruginosa: A) TSI sin inoculo. B) LIA sin inoculo. C) CITRATO sin inoculo.
Pruebas confirmativas bioquimicas para la cepa P. aeruginosa: D) TSI negativo debido a la
ausencia de fermentacion expresado en color amarillo. E) LIA positiva por actividad
descarboxilasa debido a la alcalinidad de peptonas. F) CITRATO positivo por el indicador Azul

de bromotimol. G) Prueba de catalasa positiva (Burbujeo).

4.2. Incidencia del pH y temperatura en la biodegradacion bacteriana

Las unidades muestrales de polimero d2w y LDPE, cuando se expusieron a la cepa
bacteriana bajo las condiciones de temperatura y pH establecidas, se vieron afectadas en el
proceso de biodegradacion. Por lo tanto, segin la Tabla 6, se observa que la temperatura, como
factor independiente, es la Uinica causa de variacion que no tiene efectos significativos en la
biodegradacion de polimeros d2w y LDPE. Esto se debe a que su p-value (Sigemp = 0.324)

supera el nivel de significancia del 5%.
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Por otro lado, los efectos del pH, el tipo de muestra analizada (d2w y/o LDPE, con o
sin accion de P. aeruginosa), asi como la interaccion entre la muestra, la temperatura y el pH,
presentaron consecuencias significativas en el proceso de biodegradacion. Esto se sustenta en
el hecho de que los p-value asociados a estos factores fueron notablemente menores al nivel de
significancia del 5%; dicho de otra manera, la varianza de las medias para tales efectos vario

significativamente en comparacion con el efecto de la temperatura.

Por ende, la ecuacion del modelo estadistico se simplificd, ajust6 y valido inicamente

teniendo en cuenta los factor influyentes en el proceso de biodegradacion:
Vijk = b+ B+ vie + (t8i) + Gva) + (Byjx) + wiji

Tabla 6

Analisis de varianza — ANOVA

Causa de variacion SC Tipo III gl MC F Sig.
Interseccion 12,616.906 1 12,616.906  2,046.884 0.000
Muestra analizada 2,626.907 3 875.636 142.057 0.001
Temperatura 8.556 1 8.556 1.388 0.324
pH 167.056 1 167.056 27.102 0.014
Muestra analizada * Temperatura 364.317 3 121.439 19.701  0.018
Muestra analizada * pH 205.817 3 68.606 11.130  0.039
Temperatura * pH 354.381 1 354.381 57.492 0.005
Error 18.492 3 6.164
Total 16,362.430 16

Nota. SC = Suma de cuadrados. MC = Media cuadratica. Analisis al 5% de significancia.

En ese contexto, se logrd discernir el impacto de los diferentes niveles de los factores
en la biodegradacion de los plasticos d2w y LDPE. En primer lugar, los resultados presentados
en la Tabla 7 y Tabla 8, revelaron un aumento sustancial en la biodegradacion de los polimeros

en relacion al pH, donde se observé un incremento significativo en su eficiencia, alcanzando
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su punto maximo a un pH de 5. No obstante, no se observé un patrén similar en lo que respecta
a la temperatura, ya que la variacion en los niveles de temperatura no condujo a un aumento
apreciable en la tasa de degradacion. En este caso, la mayor eficiencia se logré a una

temperatura de 37°C.

Tabla 7

Andalisis de medias del factor pH en la eficiencia de biodegradacion

Nivel Factor pH Estadistico Error estandar
95% de intervalo Li 16919
L pH 5 de confianza Ls 45.706
B?i:;f;zc‘}zn _ Media | 31313 6.0870
%) 95% de intervalo Li 12.597
pH 7 de confianza Ls 37.103
Media 24.850 5.1816
Tabla 8

Andlisis de medias del factor temperatura en la eficiencia de biodegradacion

Nivel Factor temperatura Estadistico Error estandar
95% de intervalo de Li 14.477
Eficiencia d 20 °C confianza Ls 40.223
whcienca de Media 27.350 5.4438
Biodegradacion - -
(%) 95% de intervalo de Li 14.410
37 °C confianza Ls 43.215
Media 28.813 6.0907

Nota. La variacion de las medias entre ambos niveles no es significativa.

Finalmente, seglin los graficos presentados en las Figuras 12, 13 y 14, se observo que
a una temperatura de 20°C, la degradacion media del plastico d2w se vio notablemente
favorecida en presencia de P. aeruginosa; sin embargo, a 37°C, la presencia de esta bacteria
no fue la causa principal de dicha degradacion. En el caso del plastico LDPE, la bacteria no

influy6 en la degradacion promedio a 20°C, mientras que a 37°C si se aprecio su efecto.
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Figura 12

Grdfico de medias estimadas de biodegradacion — Muestra vs temperatura
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Enrelacion a lo anterior, la tasa de biodegradacion media de la muestra d2w varid segiin
la alcalinizacion del medio, siendo mayor en presencia bacteriana y menor en ausencia de la
cepa empleada. En lo que respecta a la muestra LDPE, se constaté que, en pH neutro, ya sea
en presencia o ausencia de P. aeruginosa, se observd un decremento en el indice de

biodegradacion.

Figura 13

Grafico de medias estimadas de biodegradacion — pH vs muestra
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Ademads, cuando se mantuvo un pH de 5, ambos polimeros, d2w y LDPE,
experimentaron una mayor tasa media de biodegradacion a medida que la temperatura

aumentaba; por otro lado, bajo un pH de 7, se apreci6 una merma en el proceso de

biodegradacion.

Figura 14

Grafico de medias estimadas de biodegradacion — Temperatura vs pH
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4.3. Eficiencia de biodegradacion bacteriana por P. aeruginosa

A lo largo del proceso de biodegradacion, se observo que la bacteria provoco cambios en las
propiedades fisicoquimicas de los fragmentos de plastico d2w y LDPE (blanco), reflejados en
alteraciones de color y peso (Ver Tabla 9 y Figura 15). Ademas, se evidencio el fendmeno de

bioincrustacion (biofouling) en las muestras de estudio.
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Figura 15

Bioincrustacion y efectos microbioldgicos en fragmentos d2w y LDPE

Nota. En un periodo de 6 semanas se observo: A) Bioincrustacion en todo el fragmento de
plastico oxobiodegradable (d2w). B) Bioincrustacién leve en los bordes del plastico LDPE. C)
Fragmentos d2w. D) Fragmentos LDPE. Oscurecimiento en los fragmentos d2w y LDPE
(efecto bacteriano), es decir, los plasticos 3 y 4 fueron expuestos a la accion de P. aeruginosa

a diferencia del plastico 1y 2.

Tabla 9

Eficiencia de biodegradacion del polimero en estudio

Temperatura de analisis (B)

Periodo — 42 dias 20 °C 37°C
Muestra analizada (A) pH (O) pH (O)
5 7 5 7
Peso inicial (g) 0.00085 0.00085 0.00085 0.00085
OXO con P. aeruginosa Peso final (g) 0.00070 0.00060 0.00070 0.00070
Eficiencia (%) 17.6% 29.4% 17.6% 17.6%
Peso inicial (g) 0.00085 0.00085 0.00085 0.00085
OXO sin P. aeruginosa Peso final (g) 0.00080 0.00080 0.00060 0.00080

Eficiencia (%) 5.9% 5.9% 29.4% 5.9%
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Temperatura de analisis (B)

Periodo — 42 dias 20 °C 37°C
Muestra analizada (A) pH (O) pH (O)
5 7 5 7
Peso inicial (g) 0.00050 0.00050 0.00050 0.00050
LDPE con P. aeruginosa Peso final (g) 0.00030 0.00030 0.00020 0.00030
Eficiencia (%) 40.0% 40.0% 60.0% 40.0%
Peso inicial (g) 0.00050 0.00050 0.00050 0.00050
LDPE sin P. aeruginosa Peso final (g) 0.00030 0.00030 0.00030 0.00040
Eficiencia (%) 40.0% 40.0% 40.0% 20.0%

Por otro lado, pese a la esterilizacién por calor de las bocas de los matraces y asas
empleadas, se observo una contaminacioén del medio Caldo Nutritivo (CN) en ciertos envases
empleados como blancos microbioldgicos. En ese sentido, el medio CN de los matraces que
contenian LDPE, a 20°C y 37°C, a un pH 7, enturbi6; asimismo, se manifestd el mismo
fendmeno en los matraces con plastico oxobiodegradable, a 20°C y 37°C, a un pH 7 (Ver

Anexo B).

Pese a esto, segun los datos de la Tabla 10, el plastico LDPE (subgrupo 4) exhibi6 el

mayor indice promedio de biodegradacion en comparacion con el plastico d2w (subgrupo 2).

Tabla 10

Prueba de Tukey — Subconjuntos homogéneos del factor muestra analizada

Fact Nivel N Subconjunto
actor 1ve
1 2 3 4
d2w sin P. aeruginosa 4 11.775
Muestra d2w con P. aeruginosa 4 20.550
analizada LDPE sin P. aeruginosa 4 35.000
LDPE con P. aeruginosa 4 45.000

Nota. Analisis estadistico al 5% de significancia.



57

Por ultimo, segtn la Figura 16 y Figura 17, se estimd la persistencia ambiental de los
plasticos d2w y LDPE, es decir, el tiempo que estos materiales permanecen en un ambiente in
vitro antes de su remocion fisicoquimica y sin pretratamientos. Por ende, bajo la influencia de
la presencia y la dindmica de crecimiento de P. aeruginosa, se observd que el plastico d2w

persiste durante 80 afios, mientras que el LDPE lo hace durante 5 afios.

Tabla 11

Persistencia ambiental in vitro estimada para el plastico d2w y LDPE

Persistencia ambiental

Muestra in vitro Factor determinante Bondad del modelo estimada
Semanas Afos
Plastico d2w 70% 3863 80
P. aeruginosa
Plastico LDPE 72% 217 5

Nota. Se considerd una biodegradacion al 92.74%, segun las pruebas realizadas en base a la
norma ASTM D6954 (The Biodegradable Plastics Association, p. 5, 2023).

Figura 16

Modelo de la persistencia ambiental del plastico d2w
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Figura 17

Modelo de la persistencia ambiental del plastico LDPE
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4.4. Analisis Estadistico

Para confirmar la idoneidad del modelo ANOVA, es necesario cumplir con los

siguientes supuestos relacionados a los residuos de la eficiencia de biodegradacion:
4.4.1. Normalidad

Segun el histograma resultante, se observan desviaciones con respecto a la normalidad
de los datos; no obstante, es importante destacar que esto no necesariamente indica la

inexistencia de una distribucion normal.

Figura 18

Grdfico de la normalidad de los residuos en la eficiencia de biodegradacion
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Para evaluar esto, se lleva a cabo un andlisis grafico utilizando el grafico de
probabilidad normal Q-Q, en el que se observa que los residuos se encuentran cercanos a la

linea diagonal de normalidad

Figura 19

Grafico OQ-Q Normal de los residuos en la eficiencia de biodegradacion
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Finalmente, de acuerdo con el procedimiento analitico para evaluar el contraste de
Kolmogorov-Smirnov, se observa que el valor de p-value (Sig. = 0.009) es inferior al nivel de
significancia de 0.05, lo que lleva a la conclusion de que se rechaza la hipdtesis de normalidad

de los datos.

Tabla 12

Prueba analitica de normalidad de los residuos

Prueba de Kolmogorov-Smirnov Estadistico Residuos
N 16
Parametros normales® ® Media 0.000
Desv. Estandar 7.051
Absoluta 0.250
Maximas diferencias extremas Positivo 0.250
Negativo -0.250
Estadistico de prueba 0.250
Sig. asin. (bilateral ) 0.009

Nota. “La distribucion de prueba es normal. "Se calcula a partir de datos. “Correccion de

significacion de Lilliefors.
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4.4.2. Independencia

Para verificar el cumplimiento del supuesto de independencia, se examind el grafico de
los residuos estandar (eje y, fila 3) en funcidn de los valores pronosticados (eje x, columna 2)
generados por el modelo. La ausencia de cualquier tendencia sistematica en el grafico indica

que se cumple el supuesto de independencia.

Figura 20

Grdfico de los residuos estandar vs pronosticado
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4.4.3. Homocedasticidad

4.4.3.1. Para el pH.

Para evaluar la homogeneidad de varianzas, se empled la prueba del test de Levene. Los
resultados indican que el p-value (Sig. = 0.762) es mayor que el nivel de significancia de 0.05.

Esto sugiere que se mantiene la homocedasticidad para ambos niveles de pH.

Tabla 13

Prueba de Levene asociada al factor pH

Homogeneidad de varianzas  Estadistico de Levene gll gl2 Sig.

Se basa en la media .095 1 14 762
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4.4.3.2. Para la muestra.

Si la homogeneidad de varianzas se cumple en la muestra, esto implica que se satisface también
el supuesto de homocedasticidad. Esto se aprecia en el resultado del p-value (Sig. = 0.630), que
es mayor que el nivel de significancia de 0.05, lo cual sugiere que existe igualdad en las

varianzas entre los niveles de las muestras utilizadas.

Tabla 14

Prueba de Levene asociada a la muestra empleada

Homogeneidad de varianzas  Estadistico de Levene gll gl2 Sig.

Se basa en la media .595 3 12 .630

4.4.4. Conclusion

El modelo estadistico ANOVA utilizado en este estudio satisface los supuestos de
homocedasticidad e independencia. A pesar de que no cumple con el supuesto de normalidad,
es importante destacar que esto no invalida el modelo, ya que la prueba ANOVA es robusta

ante ligeras desviaciones de la normalidad.
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V. DISCUSION DE RESULTADOS

El estudio realizado por Abed et al., (2019) indica una mayor biodegradabilidad del plastico
oxobiodegradable (OXO-PE) en comparacion con el polietileno (PE). Este hallazgo sugiere
que el OXO-PE experimenta cambios fisicoquimicos més notables, especialmente debido a la
accion de bacterias de géneros especificos como Roseobacter, Nautella y Pseudomonas, con

especial mencidn a Alteromonas 'y Zooglea.

Sin embargo, los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran parcialmente lo
contrario. Aunque es cierto que el PE, en su forma de polietileno de baja densidad (LDPE), se
degrada mas rapido que el OXO-PE, este tltimo presenta cambio fisicos y biologicos mas
evidentes, en términos de coloracion y bioincrustacion por la presencia de Pseudomona
aeruginosa. Ademas, dicha variabilidad de resultados se explica por el menor grosor del LDPE
en comparacion con el OXO-PE. Asimismo, la eleccion de un entorno marino por parte de los
investigadores, con factores ambientales tales como la exposicion a la luz solar, el efecto de las
olas, la profundidad de la muestra y la mayor presencia de organismos incrustantes; ejercioé una
influencia significativa en las muestras de OXO-PE. Esto hizo que el OXO-PE sea mas
susceptible a la fotooxidacion, un preproceso de degradacion inducido por la luz solar, lo que

podria explicar la discrepancia en su biodegradacién en comparacion con el PE.

Segun los hallazgos de Lee et al., (2020) se registré una pérdida promedio de peso del PE del
0.64%/dia empleando P. aeruginosa, lo que implica que, en un periodo de 42 dias, el PE podria
biodegradarse hasta un 26.88%. En el presente estudio, se determind una tasa de
biodegradacion del 20.55 % y 45.00 % para el OXO-PE y PE, respectivamente. Estas
diferencias reflejan variaciones en las condiciones de biodegradacion que afectan la dinamica

de las enzimas biodegradantes secretadas por P. aeruginosa segun el tipo de plastico, tal como
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sefiald el investigador. Ademas, esta variacion se debe a las caracteristicas fisicas del polimero,

como su grosor, tamafio y densidad.

Segun los resultados obtenidos, la persistencia ambiental estimada, tanto del OXO-PE como
del PE, en condiciones de laboratorio y sin pretratamiento, fue de 80 y 5 afos, respectivamente.
Esto supone que, en un ambiente real, dicha persistencia seria menor debido a diversos agentes
climaticos que causen modificaciones fisicoquimicas en los polimeros en estudio, con énfasis
en el OXO-PE, cuyos prooxidantes facilitan la biodegradacion. Asimismo, Napper y
Thompson, (2019) corroboran que a pesar de que diversos polimeros tales como los
convencionales (HDPE), los biodegradables o los oxobiodegradables se deterioran en el suelo
o en el mar, siguen persistiendo por mas de 3 afios, por lo que no se puede asegurar que estos
materiales se deterioraran lo suficiente para reducir sus impactos en los ecosistemas. Sin
embargo, estos patrones sumado a las estimaciones de persistencia ambiental en diferentes
condiciones ofrecen informacion critica para la gestion de residuos plasticos y la toma de

decisiones en politicas medioambientales.

Seglin lo reportado por Butrén, (2020) la biodegradacion del LDPE varia en funcién de las
condiciones de pH y temperatura. Se destaca un aumento significativo en la tasa de degradacion
cuando el pH se ajusta a 7 y se aplican temperaturas de 25°C y 35°C, alcanzando tasas de
21.7% y 27.3%, respectivamente. Sin embargo, en la presente investigacion, se observan
discrepancias notables con estos resultados de referencia. A un pH de 7 y temperaturas de 20°C
y 37°C, el LDPE se biodegrada en un 40% en ambas condiciones térmicas. En el caso del
OXO-PE, en las mismas condiciones de pH y temperaturas, se registra una biodegradacion del

29.4% y 17.6%.

Es esencial sefialar que estas diferencias en los resultados pueden atribuirse al efecto de la

exposicion adicional de 12 dias a la accion de P. aeruginosa en el estudio actual. Ademas,
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factores como el tamafio de las muestras, el contenido de humedad, la posible accién de un
consorcio bacteriano y el tipo de medio de cultivo empleado emergen como elementos cruciales

en el proceso de biodegradacion.
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VI. CONCLUSIONES

Durante el proceso de metabolizacion en medios de cultivo no selectivos, selectivos y
diferenciales, se confirmd la presencia de pigmentacion sideroforo pioverdina, la
sobreproduccion de alginato que se manifest6 en la consistencia mucosa de los medios
y el metabolismo no fermentativo en relacion con el perdxido de hidrégeno, la lisina y
el citrato, lo que result6 en la alcalinizacion de los medios. Estos hallazgos validan de
manera solida las caracteristicas de la especie bacteriana P. aeruginosa.

En presencia de P. aeruginosa, la biodegradacion de plasticos oxobiodegradables
(OXO-PE) disminuye en un entorno acido a una temperatura de 37°C. Por otro lado,
los plésticos de polietileno de baja densidad (LDPE) experimentan una disminucion
en su biodegradacion en un medio alcalino a una temperatura de 20°C. En sintesis,
tanto el pH como la temperatura inciden en la eficiencia de biodegradacion de ambos
tipos de plasticos, con tasas de biodegradacion mas bajas a temperaturas mas frias en
un entorno acido y tasas mas altas en un entorno alcalino a temperaturas mas calidas.
La eficiencia promedio de biodegradacion del plastico OXO-PE y del LDPE, se situd
en un 20.55% y 45%, respectivamente, durante un lapso de 42 dias, en presencia de P.
aeruginosa. No obstante, el OXO-PE obtuvo su maximo desempefio en un medio
alcalino y a una temperatura de 20°C con una tasa de biodegradacion del 29.4%;

mientras el LDPE lo obtuvo a 37°C en un medio acido, con una tasa de 60%.



7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

66

VII. RECOMENDACIONES

Se recomienda extender la duracion de la fase experimental para acumular una mayor
cantidad de datos, lo que permitira establecer una eficiencia de biodegradacién mas
solida.

Se recomienda implementar tecnologia mas avanzada en el proceso de pesaje y
deterioro de las muestras con el fin de mejorar la precision y confiabilidad de los datos
recopilados.

Se recomienda explorar la utilizacion de otros microorganismos, ya sea de manera
individual o en consorcios microbioldgicos, que sean capaces de biodegradar
polimeros, ampliando asi las perspectivas de investigacion.

Se recomienda replicar el proceso de biodegradacion de plésticos oxobiodegradables
en entornos reales, como ambientes marinos, donde el impacto en los ecosistemas
involucrados es significativo.

Se recomienda considerar la aplicacion de pretratamientos fisicoquimicos en los
polimeros propensos a la biodegradacion para obtener resultados mejorados en

términos de biodeterioro, biofragmentacion, asimilacion y mineralizacion.
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biodegradacion de plasticos
oxobiodegradables bajo la accion de
P. aeruginosa para estimar la
persistencia ambiental de dicho
polimero frente al plastico LDPE, a
nivel de laboratorio?

biodegradacion de plasticos
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P. aeruginosa, mediante la pérdida
de pesos, para estimar la persistencia
ambiental de dicho polimero frente al
plastico LDPE, a nivel de
laboratorio.

La tasa de Dbiodegradacion de plasticos
oxobiodegradables mediante la accion bacteriana
de P. aeruginosa es mayor al 50%, para estimar la
persistencia ambiental de dicho polimero frente al
plastico LDPE, a nivel de laboratorio.




ANEXO B. PANEL FOTOGRAFICO

79

Fotografia 1. Adquisicion comercial de
cepa P. aeruginosa ATCC W-785.

Fotografia 2. Preparacion de medios de
cultivo selectivos y no selectivos.

Fotografia 3. Autoclavado de materiales a
emplear.
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Fotografia 4. Siembra y crioconservacion
de P. aeruginosa en tubo Eppendorf.

Fotografia 5. Medio de cultivo selectivo
Agar Cetrimide esterilizado.

Fotografia 6. Fragmentos de plastico D2W (0XO)
y LDPE (Blanco Muestral).
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Fotografia 7. Acondicionamiento de
fragmentos muestrales.

Fotografia 8. Preparacion de cepa
crioconservada para la siembra en AC.

Fotografia 9. Crecimiento de P. aeruginosa
extraida de placa Petri principal vs Tubo
Eppendorf.
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Fotografia 10. Prueba de Gram para P. aeruginosa. Aguja de
microscopio Optico sefialando los bacilos gran negativos
caracteristicos de la especie bacteriana

Fotografia 11. Accién de P. aeruginosa en muestras de plastico
oxobiodegradable.
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Fotografia 12. Efectos bacterianos en caldo nutritivo con las
muestras de plastico oxobiodegradable a 20°C y 37°C.

Fotografia 13. Efectos bacterianos en caldo nutritivo con las muestras
de plastico LDPE a 20°C y 37°C.




ANEXO C. FICHA DE RECOLECCION DE DATOS
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Fecha | °C | pH | Ouesot tciat | Fioal micrabiotgico imicial | Final Blanco muestral icial | Tinal | Blaneo Rl on msates] imcial | il
(mg) | (mg) (mg) | (mg) (mg) | (mg) (mg) | (mg)
5 | oxoript B-OXOTIP1 LDPETIPI B-LDPETIPI
20
7 | oxorir B-OXOTIP2 LDPET1P2 B-LDPET1P2
5 | oxorzpi B-OXOT2P1 LDPET2PI B-LDPET2P1
37
7 | oxorzp2 B-OXOT2P2 LDPET2P2 B-LDPET2P2

Nota. OXO = Pléstico oxobiodegr\adable; LDPE = Plastico polietileno de

baja densidad. T1 = Temperatura a 20°C; T2 = Temperatura a 37°C; P1 =pH 5; P2 = pH

(/'é ~_ 5. L(“»L}c'j/tcc; C) :
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