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Resumen

En el presente trabajo describimos el aislamiento y la actividad de biodegradacion de microorganismos sobre
polietileno de baja densidad. Los microorganismos fueron aislados de materiales plasticos con evidencias de
deterioro procedentes de un relleno sanitario de Lima. Las muestras fueron filtradas y preseleccionadas en medio
de sales minerales a pH 5,5y 7, para hongos y bacterias respectivamente. Se aislaron 6 cepas, identificadas
como Pseudomonas sp. MP3a y MP3b, Penicillium sp. MP3a, Rhodotorula sp. MP3b, Hyalodendron sp. MP3c
y una levadura no identificada. La accion degradativa del consorcio microbiano aislado fue evidenciada por
variaciones en el espectro infrarrojo del polietileno con respecto al polimero sin tratamiento, observandose la
reduccion del indice de carbonilo (83,89% a pH 7 y 4,08% a pH 5,5) y de terminaciones con dobles enlaces
(19,77% a pH 7 y 6,47% a pH 5,5). Finalmente se determiné el porcentaje de peso perdido por el polietileno
sometido a las cepas aisladas, observandose una disminucion de 5,4% a pH 7 y 4,8% a pH5,5.
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Abstract

In this paper, we describe the isolation and biodegradation activity of microorganisms on low density polyethyl-
ene. The microorganisms were collected from plastic materials with evidence of deterioration from a landfill. The
samples were filtered and selected in a mineral salts medium at pH 5.5 and 7 for bacteria and fungi respectively.
Six strains were isolated, identified as Pseudomonas sp. Hyalodendron sp., Penicillium sp. and Rhodotorula sp.
Microbial activity was evidenced by changes in the infrared spectrum of polyethylene with respect to the polymer
without treatment. Reduction of carbonyl index (83.89% at pH 7 and 4.08% at pH 5.5) and double bonds index
(19.77% at pH 7 and 6.47% at pH 5.5) were observed. Finally we determined the percentage of weight lost
by the polyethylene subjected to activity of the strains, with a decrease of 5.4% at pH 7 and 4.8% at pH5, 5.

Keywords: Spectroscopy, Polyethylene, Plastics, Biodegradation, Polymers.

Introduccioén

En la actualidad, los plasticos son productos muy utilizados y
fabricados en grandes cantidades; sin embargo, debido a su dificil
mineralizacién son uno de los contaminantes mds importantes
de los suelos y océanos (Allsopp et al. 2007).

Las investigaciones frente al problema de los pldsticos, estin
dirigidas a la bisqueda de diferentes alternativas de retiso o de-
gradacién. Han sido producidos variantes de pldsticos que con-
tienen pro-oxidantes o polimeros biolégicamente degradables,
y que permiten su completa mineralizacién (Burgess-Cassler et
al. 1991; Scott 1990; Johnson et al. 1993). En la actualidad,
adquieren especial importancia las investigaciones de bacterias,
actinomicetos y hongos (Lee et al. 1990) que biodegradan de
manera dptima estos polimeros, o determinan las condiciones
que favorecerian esta accién en el medio ambiente (Bonhom-
mea et al. 2003; Orhan et al. 2004). Por otro lado, se investigan
microorganismos capaces de sintetizar polimeros biodegradables
para crear nuevos pldsticos (Martins & Marconato 2006), y mi-
croorganismos que producen enzimas extracelulares que alteran
las propiedades fisicas y quimicas del polimero (Burgess-Cassler
etal. 1991; Pometto et al. 1992; Iman y Gould 1990; Ishigaki
et al. 2000).

El presente trabajo investiga muestras de material pldstico
deteriorado, en la bisqueda de microorganismos con capacidad
biodegradativa sobre el polietileno de baja densidad (PEBD) y
evaltia en condiciones controladas su actividad.

Materiales y métodos

Colecta.- Tres muestras de materiales pldsticos con signos de
deterioro fueron colectados entre los 15 y 20 cm de profundidad,

fueron colectados de la plataforma N°1 del Relleno Sanitario
Portillo Grande en Lurin, Lima. Las muestras fueron trasladadas
con material refrigerante al laboratorio para su procesamiento.

Enriquecimiento selectivo.- Las muestras fueron sumergidas
en solucién salina (0,85% NaCl) agitando vigorosamente el
contenido para resuspender los microorganismos adheridos al
pldstico; posteriormente fueron filtradas con Papel Whatman
de diferente porosidad, finalmente se concentré en un filtro de
membrana de 0,45 pum; el cual sirvié de inéculo para los medios
de enriquecimiento a pH 7,0 para el aislamiento de bacterias y
a pH 5,5 para la seleccién de hongos y levaduras.

Los microorganismos con capacidad biodegradativa fueron
preseleccionados en un medio de sales minerales (MSM) (Bon-
hommea et al. 2003), compuesto de (g.L") MgSO,(7H,0),
0,5 g; KH_PO,, 0,5 g; Na,HPO (12H,0), 2,52 ¢; NH,Cl, 1 g;
CaClz, 0,002 g; MnSO4(7H2O), 0,007 g; FCSO4(7H20), 0,001
gy ZnSO,(7H20), 0,007 g. Suplementado con extracto de leva-
dura 0,02% y con 20 g de pertlas de polietileno de baja densidad
quimicamente puro (dnica fuente de carbono), desinfectado en
una solucién de detergente e hipoclorito de sodio al 10% (v/v),
agua estéril temperada a 80 °C y alcohol etilico de 70e.

Identificacién.- Los cultivos se desarrollaron en recipientes
con cierre hermético, ocupando menos del primer tercio del
volumen total del frasco (100 mL); incubados durante 45 dias
a temperatura ambiente (20 °C). Se consideraron controles sin
inoculacién para ambas condiciones (pH 7,0 y pH 5,5). Después
de 45 dias, 10 mL del cultivo de enriquecimiento fueron trasla-
dados a un nuevo medio MSM + PEBD, pero sin extracto de
levadura. Este cultivo fue desarrollado por 60 dias.
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Figura 1. Analisis cualitativo de los espectros IR del PEBD de MP3,
por superposicion de graficas.

Los microorganismos seleccionados en el enriquecimiento
fueron sembrados por agotamiento en agar nutritivo, los cultivos
a pH 7,0, y en agar glucosado Sabouraud los correspondientes
a pH 5,5. Los microorganismos obtenidos de cada aislamiento
fueron conservados en agar TSA y ASG en plano inclinado, para
los grupos microbianos encontrados.

Para la identificacién de los géneros se realizaron pruebas
bioquimicas para microorganismos Gram positivos (catalasa,
tincién de esporas, motilidad, asimilacién de carbohidratos) y
API 20NE para Gram negativos aislados. Los hongos se identi-
ficaron mediante el desarrollo de microcultivos en ASG para el
reconocimiento de estructuras reproductivas.

Andlisis FTIR del polietileno de baja densidad.- Como un
paso previo a la evaluacién cuantitativa, se realizé un andlisis
por espectroscopia infra-roja de las perlas del PEBD utilizadas
en uno de los cultivos de enriquecimiento, con el objetivo de
constatar la existencia de un ataque microbiano por las cepas
durante el proceso de pre-seleccién. Se utilizd un equipo FTIR
(Fourier Transform Infrared Spectroscopy) donde se analizé el
PEBD para obtener los grupos funcionales caracteristicos y los
indices de reduccién de C-O y C=C que denotan efectos de
biodegradacién sobre el polimero.

Prueba cuantitativa de degradacién de PEBD.- La prueba
cuantitativa de la capacidad biodegradativa consisti6 en determi-

Tabla 1. Identificacion de las cepas obtenidas en el aislamiento del
consorcio MP3.

. . 'Cepas Microorganismo identificado
Aislamiento aisladas
apH7,0 MP3a Pseudomonas sp.
MP3b Pseudomonas sp.
MP3a Penicillium sp.
Aislamiento MP3b Rhodotorula sp.
apH55 MP3c Hyalodendron sp.
MP4d Levadura no identificada

nar la cantidad de peso perdido en un periodo de incubacién de
2 meses, de una ldmina de PEBD previamente pesada.

Para esto se realizaron suspensiones de células en solucién
salina, compatibles al tubo 2 de McFarland, con las cepas aisla-
das correspondientes a cada consorcio, las cuales se inocularon
en medio MSM (100 mL) con discos de PEBD previamente
esterilizados y pesados en una balanza analitica (+0,001 g). Las
condiciones de incubacién fueron similares a las mencionadas,
durante 60 dfas. Al final de la incubacién se desinfecté el PEBD
para eliminar el biofilm generado en la superficie, se pesaron los
discos de pléstico y se determiné el porcentaje de peso perdido.
El pesado se realizé por triplicado.

Resultados y discusion

Durante los dltimos 2 meses de incubacidn, se observé en
la muestra niimero 3 (MP3) el desarrollo de micelas sobre la
superficie de las perlas del PEBD vy la aparicién de peliculas
muy tenues, como evidencia de un posible ataque microbiano.

Se aislaron dos cepas en el cultivo a pH 7,0 y 4 cepas a pH
5,5 del cultivo desarrollado para MP3 (Tabla 1).

El andlisis cualitativo del FTIR de las perlas de PEBD de los
cultivos MP3, denotd variaciones en los picos correspondientes
alos grupos funcionales presentes en el polietileno (polimero de
etileno), los cuales son de naturaleza invariante (Fig. 1).

Los espectros mostraron variaciones significativas en los gru-
pos C-O (control 1726,17 cm’; pH 5,5, 1727,97 cm™; pH 7,0,
1721,10 cm™) y C=C (control 1371,77 cm™; pH 5,5, 1371,05
cm’; pH 7,0, 1371,85 cm™) (Figs. 2, 3 y 4). Este cultivo fue
elegido para esta prueba porque mostré evidencias de actividad
microbiana por la aparicién de micelas y pequefias biopeliculas
en la superficie. El FTIR permitié evidenciar una reduccién
del 83,89% de la fuente de carbono correspondiente al grupo
funcional C-O para pH 7,0 y de la misma forma para C=C con
un indice de reduccién de 19,77% a pH 5,5 (Tabla 2).

Estos datos fueron obtenidos estableciendo una relacién entre,
la absorbancia del pico de los grupos funcionales C-O (cercano

Tabla 2. Reduccion del indice del grupo funcional carbonilo y del indice de terminaciones con dobles, durante el periodo de enriquecimiento

de la muestra de plastico 3.

Ac-0/ A cH2 % de Carbonilo Reduccion del indice de Carbonilo
PEBD sin tratamiento 0,0132 / 0,2441 = 0,0540 100% -
PEBD + MP3' pH 5,5 0,0123/ 0,2373 = 0,0518 95,92% 4,08%
PEBD + MP3" pH 7,0 0,0021/ 0,2403 = 0,0087 16,11% 83,89 %

Ac=c/A CH2 % de C=C Reduccion del indice de C=C
PEBD sin tratamiento 0,0861 / 0,2441 = 0,0540 100% -
PEBD + MP3’ pH 5,5 0,0783/ 0,2373 = 0,0518 93,53% 6,47 %
PEBD + MP3" pH 7,0 0,0680/ 0,2403 = 0,0087 80,23% 19,77%
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Figura 2. Analisis FTIR del PEBD sin inoculacion, utilizado como
patron inicial.
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Figura 3. Analisis FTIR del PEBD después de 2 meses incubacion
con el consorcio MP3 a pH 5,5.

a 1700-1735 cm™) y C=C (cercano a 1340-1410 cm™), y la
absorbancia del pico de CH, (cercano a 1465).

Se obtuvo una reduccién de 5,4% del peso total de polietileno
bajo la accién del consorcio conformado solo por bacterias
(pH 7,0). El porcentaje de peso perdido obtenido mediante el
empleo de las levaduras y los hongos aislados fue de 4,8% (pH
5,5), que si bien es menor, es un resultado significativo para las
condiciones en las que se desarroll la prueba.

Las pruebas realizadas utilizaron una tinica fuente de carbono
durante todo el periodo de incubacién, principal caracteristica
de toda prueba de biodegradacién. Esto se aplicé desde la
pre-seleccién de las cepas para realizar el aislamiento. Para el
primer cultivo de enriquecimiento decidimos emplear ademds
de la fuente de carbono, un porcentaje muy pequefio (0,02%)
de extracto de levadura en el medio; ya que anteriormente fue
probado con buenos resultados, aunque otros autores consideran
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Figura 4. Analisis FTIR del PEBD después de 2 meses incubacion
con el consorcio MP3 a pH 7,0.

el uso de glucosa u otra fuente de carbono, que es suprimida
del cultivo mediante pasajes sucesivos en determinados tiempos.
Ante esto, inferimos que el empleo de un precursor de creci-
miento en minimas concentraciones ayudaria a “proponer” el
desarrollo de un crecimiento moderado de los microorganismos
presentes en la muestra, para que luego estos sean recuperados
eficazmente en un posterior periodo de seleccion con la fuente de
carbono en prueba, en este caso el polietileno de baja densidad.

Durante la segunda etapa de enriquecimiento, en el cual se
empleo sélo MSM + PEBD, se pudo observar el desarrollo de
micelas y una biopelicula formada en la superficie de las perlas
del polimero, lo cual resalté la importancia de esta muestra
para el posterior aislamiento de sus consorcios. El desarrollo de
biopeliculas o micelas en la superfice del polietileno indicarfa la
accion deteriorante o degradativa de microorganismos.

El FTIR corresponde a una alternativa rdpida y de costo
moderado para evaluar la accién degradativa de algin agente
sobre los polimeros sintéticos (Lucas et al. 2008), mediante la
cuantificacién de la reduccién de los indices de grupos funcio-
nales caracteristicos del PEBD. El espectro infra-rojo (IR) se
analiza separando dos zonas referenciales; la primera es llamada
la regién de los grupos funcionales que va de 1200 a2 3600 cm™ y
la segunda denominada regidn de huella digital que se despliega
desde 600 a 1200 cm’; esta tltima es una zona muy especifica,
donde los picos son invariantes para un polimero, a menos
que este haya sufrido el efecto de algin agente quimico, fisico
o biolégico (Gulmine 2002). Es por esto que, por una simple
superposicion de los espectros podemos observar el efecto de los
microorganismos sobre el polietileno tanto a pH 7,0 y pH 5,5. El
espectro IR denota cuantitativamente la reduccién de los indices
de carbonilo (C-O) y de las terminaciones con doble enlace
(C=C). Durante el proceso de degradacidn, el grupo funcional
carbonilo es liberado por accién de la luz UV y rdpidamente
asimilado como fuente de energfa por los microorganismos, que
a su vez podria permitir la mayor degradacién de la estructura
principal de la molécula del polietileno, también compuesta por
cadenas de enlaces dobles. Es por esto que la reduccién del indice
de carbonilo obtenida en los cultivos a pH 7,0 guarda relacién
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con la disminucién del indice de terminaciones C=C, aunque
en esto también estd involucrado el tipo de microorganismos
presentes en el cultivo.

Los géneros identificados en los consorcios del cultivo para
MP3, son microorganismos mencionados en trabajos relaciona-
dos con biodegradacion y biodeterioro de pldsticos; asi tenemos a
diferentes especies Pseudomonas, que son capaces de ejercer activi-
dad degradativa sobre polimeros como el poliuretano (Howard
2002) y el cloruro de polivinilo, entre otras moléculas, como el
polietilen-glicol (Obradors & Aguilar 1991), que también son
presa de la versatilidad metabdlica de esta cepa (Wasserbauer et
al. 1990). Diferentes especies de Bacillus son capaces de producir
una exoenzima que afecta al acetato de celulosa, material em-
pleado para los revelados de Rayos X en medicina (Ishigaki et al.
2000). Especies de Penicillium muestran su actividad degradativa
sobre polietileno en asociacién con Bacillus sp. (Seneviratne et
al. 2006). También han sido reportado biodeterioro ejercido por
algas, y otras especies de microorganismos como Sphingomonas
sp., Arthrobacter sp. (Imam & Gould 1990), Streptomyces sp.
(Lee et al. 1990), Brevibacillus sp. (Hadad et al. 2005) y Fla-
vobacterium sp. (Koutny 2009). A esta lista, nuestro trabajo
reporta Hyalodendron sp.

La actividad microbiana sobre los pldsticos estd dada por
una accién enzimdtica, muchos autores proponen que la misma
enzima iniciadora de la degradacién de hidrocarburos (alcano
monoxigenasa) es la responsable del ataque microbiano sobre la
superficie de los polimeros sintéticos (Seneviratne 20006).

Cabe recalcar que la recuperacién de una cepa en un consor-
cio de degradacién, no necesariamente indica que esta es capaz
de mineralizar por si sola el polimero en su plenitud. Se han
realizado estudios que indican que la presencia de hongos en
este tipo de consorcios, genera la posibilidad de una duda en
cuanto a su capacidad degradativa; y es que son tan versdtiles
bioquimicamente, que podrian estar tomando como fuente
de carbono, los productos de degradacién de las demds cepas
integrantes del consorcio, por lo cual, serfa importante la elabo-
racién de pruebas de biodegradacién individualizadas para cada
microorganismo encontrado.
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