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Resumen

El estudio evalud la biodegradaciéon del caucho termoplastico (TR) utilizando consorcios
microbianos aislados de lodos residuales de la industria de curtiembre. La investigacion
tuvo un enfoque experimental, empleando lodos recolectados de la planta piloto del
CITEccal Lima, donde se identificaron y caracterizaron bacterias del género Pseudomonas,
especificamente las cepas CUR-44 y CUR-92. Adema4s, se obtuvo y analiz6 suelo en un
laboratorio acreditado por INACAL para garantizar condiciones adecuadas antes de los
ensayos. La biodegradabilidad se midi6 mediante la captura de CO, usando hidréxido de
potasio.

Se desarrollaron diez ensayos con diferentes combinaciones de suelo, caucho TR,
consorcio microbiano y cepas de Pseudomonas. Estos incluyeron controles, blancos,
material positivo con celulosa y diversas mezclas con lodo residual y bacterias. Las pruebas
permitieron comparar la biodegradacion natural del suelo con la obtenida bajo condiciones
biolégicamente enriquecidas.

Los porcentajes de biodegradacion fueron: 16,56% para celulosa (control positivo); 4,55%
para caucho TR solo con suelo; 12,31% para caucho TR con consorcio microbiano; 16,89%
con adicién de Pseudomonas CUR-44 y CUR-92; y 22,64% al combinar suelo, consorcio y
Pseudomonas. Estos resultados demuestran que las bacterias del género Pseudomonas,
tanto de forma individual como integradas en el consorcio microbiano de lodos residuales,
desempefian un papel fundamental en la degradacién del caucho termoplastico,
acelerando significativamente el proceso.

Palabras clave: Pseudomonas, biodegradacion, caucho termopléstico y consorcios

bacterianos.



Abstract

The study evaluated the biodegradation of thermoplastic rubber (TR) using microbial
consortia isolated from residual sludge from the leather tanning industry. The research
followed an experimental approach, using sludge collected from the pilot wastewater
treatment plant of CITEccal Lima, where bacteria of the genus Pseudomonas, specifically
strains CUR-44 and CUR-92, were identified and characterized. Additionally, soil samples
were obtained and analyzed in an INACAL-accredited laboratory to ensure appropriate
conditions before the biodegradation tests. Biodegradability was measured through CO,

capture using a potassium hydroxide solution.

Ten assays were conducted using different combinations of soil, TR rubber, microbial
consortia, and Pseudomonas strains. These included controls, blanks, a positive material
containing cellulose, and various mixtures with residual sludge and bacteria. The tests
allowed comparison between natural soil biodegradation and biodegradation under

biologically enriched conditions.

The biodegradation percentages obtained were: 16.56% for cellulose (positive control);
4.55% for TR rubber with soil only; 12.31% for TR rubber with microbial consortium; 16.89%
with added Pseudomonas CUR-44 and CUR-92; and 22.64% when combining soil,
consortium, and Pseudomonas. These findings demonstrate that Pseudomonas species,
both individually and as part of the microbial consortium from residual sludge, play a key

role in thermoplastic rubber degradation, significantly accelerating the process.

Keywords: Pseudomonas, biodegradation, thermoplastic rubber, bacterial consortia.
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Introduccion

La gestion inadecuada de los residuos poliméricos sintéticos constituye uno de los
problemas ambientales mas relevantes de la actualidad, debido a su persistencia en el
ambiente y a la escasa capacidad de degradacién que presentan bajo condiciones
naturales. El caucho termoplastico (TR), ampliamente utilizado en la industria por su
versatilidad y propiedades mecénicas, forma parte de este grupo de materiales que
generan preocupacién por su acumulacion en rellenos sanitarios y vertederos. Su
descomposicion lenta contribuye a un aumento progresivo del volumen de residuos y a la
necesidad de encontrar soluciones mas sostenibles que permitan mitigar su impacto
ambiental.

Paralelamente, la industria de curtiembre genera grandes cantidades de lodos
residuales como subproductos de sus procesos. Estos lodos son generalmente tratados
como desechos, a pesar de contener una amplia diversidad de microorganismos con
potencial para ser utilizados en procesos biotecnolédgicos. En particular, estos consorcios
microbianos poseen la capacidad de transformar compuestos organicos complejos, lo cual
abre la posibilidad de emplearlos en la biodegradacion de materiales poliméricos. De este
modo, se plantea una alternativa dualmente beneficiosa: el aprovechamiento de un residuo
industrial y la reduccién del impacto generado por polimeros de dificil degradacion.

Estudios recientes han demostrado que ciertos géneros bacterianos, como
Pseudomonas, poseen la habilidad de degradar materiales poliméricos mediante procesos
enzimaticos especificos. Estas bacterias han sido identificadas con frecuencia en lodos
residuales y suelos contaminados, donde cumplen funciones clave en la transformacion de
compuestos organicos. Las cepas Pseudomonas CUR-44 y CUR-92, aisladas de los lodos
residuales de curtiembre, representan un ejemplo de microorganismos con potencial
degradativo, capaces de actuar sobre matrices poliméricas como el caucho termoplastico.

En este contexto, la presente investigacion evalla la biodegradacion del caucho TR

utilizando consorcios microbianos provenientes de lodos residuales y cepas especificas de

Xiii



Pseudomonas. El estudio se desarrollé siguiendo un enfoque experimental que incluyé la
caracterizacién microbiolégica de los lodos, la identificacion de las cepas de interés, y la
preparacion de sistemas de ensayo basados en la técnica de captura de CO, mediante
soluciones de hidréxido de potasio. Esta metodologia permitio cuantificar la mineralizacion
del polimero bajo distintas combinaciones de suelo, lodo residual, consorcios microbianos
y cepas bacterianas.

Los ensayos realizados permitieron comparar la biodegradacion natural del caucho
TR en suelo con aquella obtenida bajo sistemas biolégicamente enriquecidos. Los
resultados evidenciaron que la presencia de microorganismos del lodo residual aumenté
significativamente los niveles de degradacion, mientras que la incorporacién de las cepas
Pseudomonas CUR-44 y CUR-92 genero un efecto sinérgico que incrementd alin mas la
produccion de CO, asociada a la biodegradacion del material. Dichos hallazgos reflejan la
importancia de la interaccién entre consorcios microbianos y bacterias especificas en la
aceleracion de la degradacion del polimero.

Finalmente, esta investigacion contribuye al campo de la biotecnologia ambiental al
demostrar que los consorcios microbianos provenientes de lodos residuales representan
una alternativa viable para la degradacion de caucho termoplastico. Ademas, promueve la
valorizacién de residuos industriales, como los lodos de curtiembre, dentro de un enfoque
de economia circular. Esta aproximacién no solo reduce la carga ambiental generada por
los residuos poliméricos, sino que también respalda el desarrollo de tecnologias mas

sostenibles para la gestion de residuos en la industria.
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Capitulo | . Parte Introductoria del Trabajo

1.1 Generalidades

1.1.1. Titulo de la investigacioén

Evaluacién de la biodegradacion de caucho termoplastico a través del uso de

consorcios microbianos extraidos de lodos residuales de la industria de curtiembre
1.1.2. Linea de investigacion

La presente investigacion pertenece a la linea de investigacion “Proteccion,
conservacion y remediacién ambiental”’, sublinea “Residuos sodlidos municipales y no

municipales”

1.1.3. Tipo de investigacion
Por su finalidad: Aplicada
Disefio: Experimental

Por su profundidad: descriptivo

Localidad en el que se aplicd la investigacion: Centro de Innovacion Productiva y

Transferencia Tecnoldgica del Cuero, Calzado Textil, Confecciones e Industrias Conexas.
1.1.4. Datos de los investigadores

Tesista: Denis Diego Cruz Marcelo

Asesora: Msc. Liliana del Rosario Marrufo Saldafia

1.2 Descripcion del problema de investigacién

El presente estudio enfrenta dos desafios principales: el impacto ambiental derivado
de la acumulacién de los materiales polimeros sintéticos y la necesidad de dar un nuevo
uso a los lodos residuales generados por el proceso de curtido. En general, los materiales
poliméricos son descartados tras un solo uso y comunmente se eliminan de manera
inadecuada en vertederos, lo cual representa una practica poco sostenible y perjudicial
para el entorno natural (Shah et al., 2023). Ademas, debido a su gran volumen en

comparacion con otros residuos, como los organicos, su presencia en los rellenos



sanitarios ocupa un espacio significativo y dificulta su manejo, generando también un

aumento en los costos de operacion.

Esta situacion se debe a que el 50 % de estos desechos corresponde a productos
plasticos de un solo uso, caracterizados por su bajo costo y amplia accesibilidad para todos
los niveles socioeconémicos, tanto en la vida diaria como en el sector industrial (Gravis,
2018). En este contexto, se ha evidenciado un incremento significativo en el consumo de
material polimérico, pasando de 1,5 millones de toneladas en la década de 1950 a
aproximadamente 12.000 millones de toneladas en la actualidad (Wang, 2020). De esa
cantidad, el 79 % ha sido depositado en vertederos, mientras que el 12 % ha sido

incinerado y solo el 9 % reciclado (Jia et al., 2021).

En el pais, se estima que anualmente se generan aproximadamente 1,4 millones
de toneladas de polimeros, de los cuales cerca del 58 %, equivalente a unas 806 mil
toneladas, terminan como desechos. De esta cantidad, solo el 15 % es reciclado, mientras
gue el 85 % restante se deposita en botaderos informales (Salas, 2020). Segun datos del
Ministerio del Ambiente (2018), solo en Lima Metropolitana y el Callao se producen
diariamente 886 toneladas de residuos plasticos, lo que representa el 46 % del total

nacional generado por dia.

El mercado esta dominado por los tipos termoplasticos de polipropileno (PP) en 21
% y en 18 % por el polietileno de baja densidad (LDPE) y el polietileno lineal de baja
densidad (LLDPE), asimismo, por cloruro de polivinilo (PVC), polietileno de alta densidad
(HDPE), poliestireno (PS) y tereftalato de polietileno (PET) en una cuota de mercado del

17 %, 15 %, 8 % y 7 % respectivamente (Kabeyi & Olanrewaju, 2023).

Por otra parte, la industria del cuero se destaca como una de las mas
contaminantes, debido tanto al volumen como a la complejidad de los efluentes que genera.

Estos vertidos representan un serio riesgo ambiental, ya que pueden alterar

2



significativamente el equilibrio ecoldgico por su elevada carga de compuestos organicos e
inorganicos, presencia de sustancias nitrogenadas, variaciones en el pH, alto contenido de

colorantes y una considerable cantidad de sélidos en suspension (Liang et al., 2018).

En la Unién Europea (UE), reconocida como uno de los mayores productores de
cuero, el proceso de curtido da lugar a la generaciéon de cerca de 170.000 toneladas de
residuos provenientes de pieles curtidas, asi como entre 400.000 y 900.000 toneladas de
lodos resultantes del tratamiento de sus efluentes que contienen metales pesados y otras
sustancias (Carreazo et al., 2018). Mientras que, en Perl la produccién de cuero supera
los 1.900.000 pies cuadrados con una generacion entre 45 y 50 m3 de efluentes por cada
tonelada de cuero producido segun datos oficiales del Ministerio de Produccion (Aguilar et

al., 2019).

Frente a esta problemética, el propésito de este estudio es mostrar el uso de
consorcios microbianos aislados de lodos residuales provenientes de la industria curtidora
como una alternativa para la biodegradacién de compuestos poliméricos (Liang et al.,

2018).

La tecnologia basada en microorganismos autéctonos se aplica ampliamente para
la gestibn de residuos. A partir de esta base, se busca impulsar la realizacion de
investigaciones multidisciplinarias mas profundas que permitan comprender mejor los
mecanismos de biodegradacion accesibles y ambiental sostenibles, mediante el empleo de
consorcios microbianos capaces de degradar materiales poliméricos de manera mas
eficiente, considerando ademas la influencia de diversos factores que afectan dicho

proceso (Chittella et al., 2021).

Entre los microorganismos mas comunmente aplicados destacan las bacterias y
hongos, estos se ubican en distintas partes, como los rellenos sanitarios, botaderos,

residuos agricolas, humus organico, playas y océanos, lodos residuales, entre otros. Estos
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organismos son un grupo de consorcio microbiano innato que habita el suelo y las
superficies de los seres vivientes que poseen la capacidad de biodegradacion, biolixiviacion
y biocompostaje. Por consiguiente, el uso de estos microorganismos autdéctonos es
inherentemente atractivo y una forma eficiente de proteger el ambiente (Vijayaraj et al.,

2018).

En la region de Puno, Perq, se investigd la capacidad de biodegradacion de una
bacteria del género Pseudomonas sobre polietileno de baja densidad, aislada de un
botadero ubicado en Cancharani, Puno. El estudio se realizé bajo condiciones de
temperatura de 25y 35 °C, con potencial de hidrégeno de 5.0 y 7.0, durante un periodo de
30 dias, logrando una reducciéon del peso del material del 21.7 % y 27.3 %,

respectivamente. (Butron Pinazo, 2020)

Por lo antes expuesto, se propuso el siguiente problema general: ¢Cuél es la
capacidad de lo consorcios microbianos extraidos de lodos residuales de la industria de
curtiembre en la biodegradacion del caucho termoplastico?, por consiguiente, se
plantearon dos problemas especificos: ¢ COmo aislar y caracterizar de manera efectiva las
cepas microbianas presentes en el lodo residual de curtiembre con capacidad de
biodegradacion?, y ¢ En qué medida los consorcios microbianos aislados del lodo residual

logran degradar el caucho termoplastico?.



1.3 Objetivos del estudio

1.3.1 Objetivo General

Evaluar la biodegradacion del caucho termoplastico a través del uso de consorcios

microbianos extraidos de lodos residuales de la industria de curtiembre.

1.3.2 Objetivos Especificos

Aislar cepas de Pseudomona del lodo residual de la planta de tratamiento de aguas

industriales de curtiembre.

Evaluar la capacidad de la biodegradacion de los consorcios microbianos del lodo

residual en el material polimérico caucho termoplastico.

1.4 Hipobtesis

1.4.1 Hipobtesis general

El uso de consorcios microbianos extraidos de lodos residuales de la industria de

curtiembre tiene un efecto significativo en la biodegradacién del caucho.

1.4.2 Hipbtesis especificas

Se logra aislar cepas de Pseudomona del lodo residual de la planta de tratamiento

de aguas industriales de curtiembre.

Los consorcios microbianos y las cepas Pseudomonas CUR44—-CUR92

biodegradan el caucho termoplastico en por lo menos 20%

1.5 Antecedentes investigaciones

1.5.1 Antecedentes Internacionales

En su estudio, Pattanawanidchai et al. (2024) analizaron la biodegradacion de

muestras de caucho natural (NR) bajo condiciones simuladas de suelo a temperatura



controlada (25 + 2°C), siguiendo la norma ISO 17556. Se utilizé un suelo arcilloso franco
con pH de 7.2 y capacidad de retencion de agua del 57.6%. Se analizaron muestras de NR
sin vulcanizar y vulcanizadas con bajo y alto contenido de curantes. Los resultados
mostraron que las muestras con bajo contenido de curantes (UNRL y VNRL) tuvieron un
comportamiento similar al NR sin tratar, mostrando una rapida biodegradacion al inicio y
una tasa constante a lo largo de los 365 dias del estudio. Sin embargo, las muestras con
alto contenido de curantes (UNRH y VNRH) presentaron un retraso en la biodegradacion
durante los primeros 130 dias, aunque la muestra UNRH mostr6 una tasa de
biodegradacion relativamente alta después de este periodo. Al final del test, las muestras
de NR sin tratar, UNRL, VNRL y UNRH alcanzaron una biodegradacién del 54-59%,
mientras que la muestra VNRH tuvo la menor biodegradacion (28%). Se concluy6 que el
contenido de curantes no afecta significativamente la biodegradabilidad del NR sin
vulcanizar a largo plazo, aunque un alto contenido de curantes puede retardar la actividad

microbiana al principio del proceso.

Prakash et al. (2024) analizaron la descomposicion bacteriana del caucho natural
(NR) en condiciones oxidadas, proceso que comienza con la ruptura por oxidacion de los
enlaces dobles presentes en la cadena de carbono del NR, catalizado por oxigenasas
ruberas extracelulares que contienen hemo. Se identificaron las proteinas RoxA y RoxB,
asociadas principalmente a bacterias Gram-negativas, y la proteina Lcp, vinculada con
bacterias Gram-positivas, como responsables de esta degradacion. La metodologia incluy6
la revision de bases de datos para encontrar nuevos ortdlogos de las proteinas Rox y se
describié la evolucion de estas oxigenasas, confirmando la existencia de un tercer
subgrupo de proteinas relacionadas (RoxCs), aunque su funcién biolégica aun es incierta.
Ademas, se analizé la posicion taxonomica de Steroidobacter cummioxidans 35Y,
sugiriendo que pertenece a un género nuevo, al que se le propuso el nombre de

Aurantibaculum gen. nov.



En el estudio realizado por Kuci¢ Grgi¢ et al. (2023), se empled un consorcio
microbiano formado por hongos y bacterias provenientes de lodos activados para degradar
LDPE (polietileno de baja densidad) combinado con TPS (almidon termoplastico). Este
consorcio estaba integrado por ocho especies bacterianas y cinco tipos de mohos. En el
experimento E1, se inoculé con microorganismos aislados de lodos activados y sedimentos
fluviales, mientras que en el experimento E2 se utilizaron microorganismos aislados de
compost. Los resultados indicaron que los microorganismos en ambos experimentos fueron
capaces de degradar materiales poliméricos. El cultivo mixto de microorganismos en los
experimentos E1-2 y E2-2 logro degradar completamente el TPS (almid6n termoplastico).
Los porcentajes de disminucion de peso para LDPE, LDPE con 20 % de TPS y LDPE con
20 % de TPS mas SEBS fueron de 3.3184 %, 14.1152 % y 16.0062 % respectivamente en
el experimento E1, y de 3.9625 %, 20.4520 % y 21.9277 % en el experimento E2. Por otra
parte, el andlisis mediante microscopia electronica de barrido (SEM) indic6 que las
muestras con matriz de LDPE mostraron una degradacion superficial moderada y una

oxidacion minima bajo las condiciones experimentales aplicadas.

En la investigacion realizada por Cada et al. (2019), se evalué la biodegradacion
del polietileno de baja densidad (PEBD) mediante la aplicacién de un consorcio bacteriano
conformado por dos cepas alcalifilicas. El consorcio bacteriano, en presencia y ausencia
de nanoparticulas de 6xido de hierro (IONPs), fue capaz de reducir el peso del polimero
residual hasta un 18,3 £ 0,3% y un 13,7 += 0,5%, respectivamente. 13,7 * 0,5%,
respectivamente, tras 60 dias de incubacién. Este resultado fue corroborado por un mayor
contenido proteinico de las células adheridas a las peliculas. El analisis de productos
finales, a partir del sistema de “transformada de Fourier” y de microscopia electrénica,
mostraron una marcada alteracion de la textura de la superficie en presencia de IONPs,

respectivamente, confirmando asi el proceso de biodegradacion.



Nawong et al., (2018) evaluaron la capacidad de un consorcio bacteriano para
degradar guantes de latex de caucho, mediante la comparacién entre un cultivo mixto de
cepas bacterianas seleccionadas y cultivos puros individuales. La mayor pérdida de peso
del 18 % de los guantes de goma se detectd después de la incubacién con el cultivo mixto.
La presencia de grupos aldehidos en los productos de degradacion fue detectada a través
de analisis mediante espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier. La cepa F5 de
Rhodococcus pyridinivorans dio la mayor pérdida de peso de los guantes de goma entre la
cepa aislada y posee una proteina de limpieza del latex codificada por el gen Icp. El cultivo
mixto de las cepas seleccionadas mostro el potencial de degradar el caucho en 30 dias y
se considera que se usa de manera eficiente para la degradacion de productos de caucho.
Este es el primer informe que demuestra una gran capacidad para degradar el caucho por

parte de Rhodococcus pyridinivorans.

En su investigacion, Giacomucci et al. (2020) analizaron la capacidad de ciertos
consorcios microbianos, obtenidos de residuos y agua marina, para degradar peliculas de
cloruro de polivinilo (PVC) bajo condiciones anaerdbicas en microcosmos. A los siete
meses, tres de estos microcosmos presentaron biopeliculas densas sobre el material
plastico, junto con una pérdida de masa de hasta un 11,7 + 0,6 %, ademas de una notable
reduccion en la estabilidad térmica y en el peso molecular promedio del polimero, lo que
indica una posible degradacion microbiana de sus cadenas. Luego de 24 meses, se
observaron efectos similares en otros tres consorcios. El analisis de las comunidades
microbianas en ese punto reveld la presencia de organismos relacionados con
degradadores conocidos de compuestos organicos halogenados. Este trabajo representa
el primer registro de la degradacion del PVC por microorganismos marinos en condiciones
anaerobicas, aportando datos relevantes sobre la posible descomposicion de plasticos en

ambientes marinos mediante microbios autdctonos.



Jeon et al., (2021) en su estudio investigd Lysinibacillus sp., aislada e identificada
como una nueva cepa, para descomponer el polietileno y el polipropileno. En el medio de
cultivo microbiano sin ningln pretratamiento fisicoquimico, el Lysinibacillus sp. redujo el
peso del polipropileno y el polietileno en aproximadamente un 4 y un 9 %, respectivamente,
durante 26 dias. Durante la biodegradacién del polietileno y el polipropileno, se observé un
aumento de la superficie rugosa mediante imagenes de microscopio electrénico de barrido
(SEM). Ademas, mediante andlisis GC-MS se observaron varios productos de oxidacion
que contenian grupos CH2 producidos a partir de la descomposicion del polietileno y el
polipropileno. Los resultados sugieren que se pueden utilizar microorganismos para
degradar polietileno y polipropileno sin un proceso fisicoquimico. Este resultado representa
un punto inicial para disefar estrategias dirigidas a la recuperacion de suelos afectados por

la contaminacion pléstica.

Thakwani et al. (2023) desarrollaron una pelicula biodegradable a partir de
polimeros naturales, enriquecida con extracto de semillas de datil, con el objetivo de
evaluar su viabilidad como material para envases alimentarios. La pelicula fue elaborada
principalmente con almidén, al cual se incorpord el extracto con el fin de dotarla de
propiedades antioxidantes y antimicrobianas. Para analizar su desempefio ambiental, se
realizé una investigacion sobre la biodegradabilidad conforme a la norma ASTM D5988, la
cual especifica el procedimiento estandar para medir la biodegradacion aerdbica de
plasticos en suelos. Las peliculas se enterraron bajo condiciones controladas de humedad
(60—65%) y temperatura (25-30 °C). Los resultados indicaron que estas peliculas podrian
degradarse completamente en suelos de compostaje en un periodo de 5 a 7 semanas.
Ademas, al ser utilizadas como envoltura para frutas, demostraron una notable capacidad
para conservar la frescura y prolongar la calidad de los alimentos durante su

almacenamiento.



Kishk et al. (2020) desarrollaron un ensamblaje biodegradable innovador y
evaluaron su biodegradabilidad mediante un ensayo en pruebas aerébica basado en lo
establecido por la norma ASTM D5988-18, la cual define el procedimiento estandar para
evaluar la biodegradacion de materiales plasticos en suelo. Las muestras fueron incubadas
en desecadores ubicados en cAmaras oscuras, a una temperatura constante de 28 + 2 °C
durante ocho semanas. Durante el experimento, se midié la liberacién de dioxido de
carbono (CO.), abriendo periddicamente los desecadores para renovar la solucién de
hidroxido de potasio (KOH), lo que facilité la aireacion y el control de la humedad. Los
resultados indicaron un nivel de biodegradacién aceptable, alcanzando un 90 % en menos
de 20 dias. En resumen, lograron producir una pelicula multicapa de origen biolégico y

biodegradable, que presenta una alta tasa de degradacién bajo condiciones aeroébicas.

1.5.2 Antecedentes nacionales

En Lima, Pérez (2024) realiz6 un andlisis sobre la efectividad del uso de
fermentacion lactica para disminuir contaminantes presentes en los lodos residuales
generados por el proyecto Provisur de la planta de tratamiento de aguas residuales (PTAR).
El trabajo, de tipo experimental con enfoque longitudinal y explicativo, empled observaciéon
experimental como técnica de recoleccion de datos. Para el tratamiento, se utilizé una
mezcla con arroz que promovio el desarrollo de bacterias del género Lactobacillus,
alcanzando una proporcion del 15 % en un reactor anaerébico con capacidad de 20 litros.
El disefio experimental correspondio a un modelo factorial 2x2, incluyendo dos grupos de
control y dos experimentales con bacterias activadas. Los datos evidenciaron que
inicialmente el lodo contenia altos niveles de coliformes fecales y totales, junto con bajas
concentraciones de metales. Tras cuatro semanas de tratamiento, se observd una
disminucion de hasta el 99.99 % en coliformes fecales y una eliminacion completa de los
coliformes totales. La investigacion concluy6 que este proceso de fermentacion lactica es

altamente eficaz para remover contaminantes biologicos, mostrando diferencias
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estadisticamente significativas entre los grupos tratados y no tratados, con un nivel de

confianza del 95 %.

Anaya (2023), en Huancayo, desarrollé una investigacion aplicada con enfoque
explicativo, cuyo objetivo fue evaluar la influencia de la concentracion de microorganismos
eficientes y el pH sobre la cinética de biodegradacion de lodos residuales. El estudio utilizé
un disefio experimental factorial 2x2 con dos réplicas por tratamiento, y se emple6 analisis
de varianza (ANOVA) para la validacion estadistica de las hipotesis. La muestra
experimental consistio en 16 kg de lodo residual proveniente de una planta de tratamiento
de aguas residuales (PTAR), fraccionada en ocho unidades experimentales de 2 kg cada
una. Los resultados revelaron que la aplicacion de 100 ml de consorcios microbianos a un
pH de 8 redujo el tiempo medio de biodegradacién a 28.5 dias, mostrando un efecto

estadisticamente significativo en la aceleracion del proceso de descomposicion organica.

Arela et al. (2020) efectud una revision exhaustiva de la literatura con el objetivo de
identificar las metodologias y enfoques utilizados en la biodegradacion de polimeros
plasticos mediante cepas del género Pseudomonas. Los estudios analizados reportan que
dichas bacterias poseen la capacidad de asimilar compuestos poliméricos, llevandolos a
su descomposicion en mondémeros y, posteriormente, a su mineralizacion en productos
finales como dioxido de carbono o metano. Este proceso bioconversivo se ve favorecido
por la notable adaptabilidad fisiol6gica de Pseudomonas a un amplio rango de condiciones
biéticas y abibticas. En virtud de ello, se concluye que este género microbiano representa
un agente biolégico con alto potencial para la mitigacion de la contaminacion por residuos
plasticos, destacandose su eficacia frente a polimeros cominmente encontrados en el
ambiente, tales como polietileno de alta y baja densidad (HDPE y LDPE), tereftalato de

polietileno (PET), polietileno (PE) y polipropileno (PP).
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Quispe (2022) establecié como objetivo obtener un consorcio bacteriano con alta
actividad colagenolitica aislado de la curtiduria PACHECO SAC. A los consorcios aislados
se les realizé una prueba de tolerancia con Colapez en medio agar LB. Se lograron aislar
dos consorcios bacterianos resistentes, denominados P3R1 y P3R7, los cuales fueron
evaluados para pruebas de actividad colagenolitica a pH 7 y 8, utilizando concentraciones
de carne del 12.5%, 25%, 50% y 75%. Para determinar la actividad colagenolitica relativa,
se aplicé el producto Azocoll, siguiendo el método de Chavira et al. (1984). Al finalizar la
prueba, se observo que el consorcio bacteriano P3R7 mostrd una actividad colagenolitica
relativa superior al 50.92% a pH 8 y a una concentracion de 75% tras 120 horas de
evaluacién. Este resultado indica diferencias estadisticas altamente significativas, lo que
sugiere la efectividad del consorcio en la degradacién del colageno bajo las condiciones

evaluadas.

Palacios y Prado (2018) realizaron un estudio con el propésito de evidenciar la
biodegradacién del tereftalato de polietileno (PET) mediante un consorcio bacteriano
aislado de distintos tipos de humus. La metodologia involucré la evaluacién de tres
sustratos diferentes, empleando métodos cuantitativos, como la medicion de la reduccion
del peso del plastico cada 15 dias, y cualitativos, mediante la observacién de la formacion
de biopeliculas y cambios en la porosidad. Los resultados indicaron que el nivel promedio
de degradacion oscilé entre 0% y 4.5%, siendo el humus vegetal el que demostré una
mayor eficiencia en la degradacion en comparacion con los demas tipos de humus
analizados. Aunque no se identificaron diferencias estadisticamente significativas entre los
distintos tratamientos, si se observaron variaciones importantes al compararlos con el
grupo de control. La investigacion concluyé que ciertos microorganismos tienen la

capacidad de descomponer el tereftalato de polietileno.

Gutiérrez (2019) 19) orientd su estudio al aislamiento y caracterizacion de

microorganismos con potencial para la biodegradacion de polietileno de baja densidad
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(LDPE). Los aislamientos microbianos se realizaron a partir de muestras recolectadas en
sitios de disposicién final de residuos sélidos en la ciudad de Tacna. Las cepas obtenidas
incluyeron géneros bacterianos y fangicos tales como Bacillus sp., Acinetobacter sp.,
Pseudomonas sp., Flavobacterium sp., Micrococcus sp., Rhodotorula sp., Penicillium
vanoranjei, Aspergillus sp. y Saccharomyces cerevisiae. La actividad degradativa del
consorcio microbiano fue evidenciada por una pérdida promedio de masa de 172.975 mg
del polimero, correspondiente a un 2.88 % de degradacion luego de 70 dias de incubacion.
El consorcio mas eficiente, integrado por Bacillus sp., Acinetobacter sp., Pseudomonas sp.,
Flavobacterium sp. y Micrococcus sp., alcanz6 una tasa de degradacion del 6.54 % bajo

las condiciones experimentales establecidas.
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Capitulo Il. Marco Tedrico y conceptual

2.1 Marco teorico

2.1.1 Materiales poliméricos

Los materiales poliméricos estan compuestos por moléculas de gran tamafio
llamadas polimeros. Los polimeros son sustancias quimicas que se forman a partir de
largas cadenas o redes de moléculas mas pequefias (Schali, 2022). Los materiales
poliméricos, también conocidos como plasticos, son componentes esenciales y duraderos
que poseen multiples aplicaciones en la vida diaria, incluyendo la agricultura, la

manufactura y la industria textil (Rodrigues et al., 2019).

Danso et al., (2019) sefialan que los principales materiales poliméricos incluyen
poliuretano, polietileno, poliamida, tereftalato de polietileno, poliestireno, cloruro de
polivinilo y polipropileno. Estos polimeros son empleados en la produccién de una variedad
de articulos, tales como botellas, piezas para la industria manufacturera y otras

aplicaciones industriales.

2.1.2 Clasificacion de los materiales poliméricos

Se clasifican de acuerdo con su comportamiento térmico en tres categorias
principales: termoplasticos, termoestables y elastémeros (polimeros elasticos). Asimismo,
en la Tabla N.° 1 se categoriza la clasificacién segin su desempefio en tres grupos:
material polimérico termoplasticos, termofijos y elastomeros, tal como sefiala (Schali,

2022).
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Tabla 1

Tipos de material polimérico

Tipos Derivados
Polietileno (PE)
Polipropileno (PP)
Poliestireno (PS)
Cloruro de Polivinilo (PVC)
Acrilonitrilo/Butadieno/Estireno (ABS)
Estireno Acrilonitrilo (SAN)
Acrilico (polimetilmetacrilato, PMMA)
Termoplastico Policarbonato (PC)
Nylon (poliamida)
Polietileno Tereftalato, PBT o PBTP
Acetal (polioximetileno, POM)

Oxido Polifenileno Modificado y Ether Polifenileno (PPO, PPE)

Polisulfeno, Polietherimide, y Poliethersulfone (PSO, PEI, PES)
Poliuretano Termoplastico (TPU)
Caucho Termoplastico (TR)
Resina epoxi (EP)
Poliester no saturado (UP)
Poliuretano (PUR)
Termofijos Silicones (SI)
Resinas Fenolicas (FP)
Resinas Urrea Formaldehido
Resinas de Melamina
Elastomeros de butadieno-estinero
Neopreno
Elastémeros de Polisulfuro y de Siliconas
Hypalon
Elastomeros
Elastomeros de Poliuterano
Fluoroelastomeros
Polisoprenos

Polibutadieno

Nota. Extraido de Manual de plastico para disefiadores, 2013.



2.1.3 Caucho

El caucho es un material polimérico elastomérico compuesto principalmente por
largas cadenas de hidrocarburos con unidades repetitivas de isopreno o mondémeros
similares. Su estructura quimica le otorga propiedades como alta elasticidad, resiliencia,
impermeabilidad y resistencia a la abrasion, lo que permite su recuperacion después de la
deformacién. Existen dos grandes tipos de caucho: el natural, obtenido del latex del arbol
Hevea brasiliensis, y el sintético, derivado del petroleo mediante procesos de
polimerizacion. Dentro de este Ultimo grupo se encuentran el caucho estireno-butadieno
(SBR), el neopreno (policloropreno) y el caucho termoplastico (TR), que combina
propiedades de los elastobmeros con la facilidad de procesamiento de los termoplasticos
(Yildirim & Aksoy, 2024). Esta versatilidad hace del caucho un material clave en la industria
moderna, utilizado en la fabricacion de neumaéticos, suelas de calzado, juntas, guantes,
cables, componentes automotrices, materiales de sellado y dispositivos médicos (Jia et al.,

2024).

En los Ultimos afios, la investigacién sobre el caucho se ha orientado hacia su
reciclabilidad y sostenibilidad ambiental, debido a que los cauchos sintéticos presentan
baja biodegradabilidad y provienen de recursos no renovables. Los estudios actuales
destacan la necesidad de desarrollar elastomeros biodegradables y bio-basados que
reduzcan la contaminacion por residuos poliméricos. Asimismo, se ha investigado la
posibilidad de aplicar procesos biotecnolégicos, como la biodegradacién microbiana, para
aprovechar microorganismos que degraden parcialmente estos materiales y asi disminuir
su impacto ambiental (Wu et al., 2024; Yildirim & Aksoy, 2024). El caucho, por tanto,
representa un material de gran valor tecnologico, pero también un reto ambiental y

cientifico en el contexto de la economia circular.

El término "caucho TR" se refiere a un tipo especifico de material polimérico

utilizado en la fabricacion de calzado, siendo este un neopreno butadieno. El TR es una
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abreviatura de Termoplastico Rubber (goma termoplastica en espafiol), que es un
compuesto sintético que combina propiedades de la goma y el plastico. Es un tipo de
material que suele proceder de una combinacién fisica de caucho y plastico (Sethulekshmi

et al., 2022).

Esta composicion especifica produce un material con propiedades tanto
termoplasticas como elastoméricas. A diferencia de los termoestables, los cauchos
termoplasticos son mas sencillos de trabajar a la hora de fabricar componentes como
moldes de inyeccion. En ellos se combinan las ventajas tanto del caucho como de los
materiales plasticos. Este tipo de material tiene un alto grado de elasticidad debido al grado
de reticulacion de sus estructuras, lo que lo hace muy util en la fabricacién de componentes

(Song et al., 2019).

El caucho TR se utiliza cominmente en la suela de zapatos debido a su durabilidad,
resistencia al deslizamiento y capacidad para mantener la traccién en diversas condiciones.
También es conocido por su flexibilidad y ligereza. Esto lo convierte en un material idoneo
para diversos tipos de calzado, abarcando desde zapatillas deportivas hasta zapatos tanto

casuales como formales (Torres et al., 2023).

Una de las principales ventajas del caucho TR en la industria del calzado es su
capacidad para ser reciclado, lo que responde a las crecientes demandas de sostenibilidad
que marcan la pauta en el sector. En un contexto global donde la preocupacion por el
impacto ambiental es cada vez mayor, el caucho TR destaca como un material amigable
con el medio ambiente. A diferencia de los cauchos tradicionales, como el caucho
vulcanizado, que se caracteriza por una estructura reticulada que hace dificil su reciclaje,
el caucho termoplastico puede ser rehecho y reprocesado facilmente sin que pierda sus
propiedades originales. Esta propiedad de reciclabilidad es especialmente importante en

una industria que enfrenta una creciente presién por reducir el uso de materiales no
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biodegradables y disminuir la huella ecolégica (Martin, 2021). El caucho TR puede ser
reciclado y reutilizado para la fabricacion de nuevos productos, lo que contribuye
significativamente a la reduccion de residuos y a la creacion de un ciclo de vida mas circular

para los materiales empleados en la fabricacion de calzado (Alexandrescu et al., 2020).

Ademas de su reciclabilidad, el caucho TR destaca por su alta resistencia frente a
agentes externos, lo que lo posiciona como una alternativa Optima para calzado destinado
a condiciones exigentes. Su capacidad para resistir la humedad, aceites y sustancias
quimicas lo hace ideal no solo para calzado deportivo, sino también para aplicaciones
industriales y laborales. Este tipo de calzado debe ser resistente y funcional en ambientes
gue requieren durabilidad frente a diversas agresiones externas, como las altas
temperaturas, el contacto constante con liquidos y productos corrosivos. La capacidad del
caucho TR para preservar sus caracteristicas fisicas y mecanicas frente a condiciones
ambientales adversas lo hace especialmente apreciado en sectores como la construccion,
la agricultura y la manufactura, donde se requiere que el calzado ofrezca resistencia y

durabilidad para los trabajadores (Kohan et al., 2020).

Otro factor que contribuye a la popularidad del caucho TR en la industria del calzado
es su adaptabilidad a diferentes formulaciones y colores, lo que lo convierte en un material
sumamente atractivo para los disefiadores. Los disefiadores de calzado pueden
experimentar con este material para crear suela y componentes de calzado de diferentes
estilos, texturas y rigidez, respondiendo a las diversas necesidades del mercado. Gracias
a su capacidad para ser moldeado con precision, el caucho TR permite la creacion de
suelas con disefios innovadores, que pueden incluir detalles estéticos y funcionales como
traccion mejorada, resistencia al deslizamiento, o incluso propiedades impermeables. La
posibilidad de modificar sus caracteristicas fisicas en funcién de la formulacién también lo
hace ideal para crear calzado que ofrezca un alto confort y soporte ergonoémico,

especialmente en modelos de calzado deportivo o de alto rendimiento (Biswas, 2024).
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En términos de rendimiento, el caucho TR es relativamente ligero, lo que permite la
fabricacion de calzado mas liviano sin sacrificar la resistencia o durabilidad. Este factor es
especialmente relevante en el sector del calzado deportivo, donde las propiedades del
material influyen directamente en el rendimiento del atleta. Las suelas de caucho TR
ofrecen la combinacion perfecta entre flexibilidad y soporte, lo que permite a los deportistas
disfrutar de un calzado comodo y funcional que no compromete la estabilidad ni el agarre
en diversas superficies. Ademas, el caucho TR proporciona una excelente amortiguaciéon
y absorcién de impactos, lo que aumenta la comodidad del usuario durante largos periodos
de uso. Esta ligereza también es apreciada en el calzado cotidiano, donde la comodidad

es un factor clave para los consumidores (Stelescu et al., 2022).

Desde un punto de vista econdmico, el caucho TR tiene un bajo costo de produccion
en comparacién con los cauchos tradicionales o los compuestos de caucho vulcanizado.
Esta ventaja lo convierte en una opcién econémica tanto para los fabricantes como para
los consumidores. Los costos mas bajos en la produccién del caucho TR no solo permiten
la fabricacion de productos a gran escala de manera eficiente, sino que también pueden
hacer que el calzado hecho con este material sea mas accesible para una mayor parte del
mercado. Esto es una ventaja significativa en un sector tan competitivo como el del calzado,
donde las empresas buscan ofrecer productos de calidad sin sacrificar la rentabilidad. El
uso de caucho termoplastico puede, por lo tanto, optimizar los margenes de beneficio sin
comprometer las caracteristicas de rendimiento y durabilidad del calzado (Pinizzotto et al.,

2021).

Sin embargo, el caucho TR no esta exento de algunas limitaciones. Una de las
principales desventajas es que, en comparacion con el caucho natural o el caucho sintético
vulcanizado, su resistencia a la intemperie y a la exposicion prolongada a altas
temperaturas puede ser inferior. Esto significa que, en entornos extremadamente célidos o

cuando el calzado se somete a condiciones de alta exposicion al sol o a sustancias
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quimicas agresivas, el caucho TR podria experimentar un mayor desgaste o pérdida de
propiedades en comparacién con otros materiales. No obstante, las investigaciones en el
area de la mejora de formulaciones de caucho TR han avanzado significativamente, y los
fabricantes estan trabajando constantemente en desarrollar versiones mas resistentes y
duraderas. Con las mejoras continuas en la tecnhologia y la formulacién del caucho
termopléstico, estas limitaciones estdn siendo progresivamente minimizadas, lo que
asegura gue el caucho TR siga ganando terreno en la industria del calzado (Krishna et al.,

2021).

2.1.4 Biodegradacion

Se entiende por biodegradacién al proceso de descomposicion de materiales tras
la accion que ejercen las sustancias como carbono y energia de un determinado grupo de
microorganismos sobre los constituyentes basicos de los poliméricas (Poznyak et al.,
2019). La biodegradacion de los plasticos se basa en las caracteristicas fisicas y quimicas
propias del material. Estas propiedades engloban aspectos como la topografia superficial,
el peso molecular, la estructura quimica, la temperatura de fusién, la cristalinidad y las

propiedades hidréfilas e hidr6fobas de los materiales poliméricos (Skariyachan et al., 2022).
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Figura 1

Esquema del proceso de biodegradacion
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Este proceso de biodegradacion de los polimeros se articula como un proceso
enzimatico especifico que abarca varias etapas, entre las que se encuentran el
biodeterioro, la despolimeracion y la asimilacion. La colaboracion de diversos
microorganismos, en conjunto con la interaccion de factores abidticos, posibilita la
materializacion del biodeterioro (Rosendo et al., 2023). Este ultimo fendmeno se traduce
en cambios o modificaciones que se generan debido a la intervencién de microorganismos
en la superficie del plastico. Estos cambios pueden manifestarse como alteraciones fisicas,
guimicas y mecanicas. La segregacion de enzimas cataliticas y la liberacion de radicales
libres conllevan a la formacién de biopeliculas, las cuales gradualmente provocan la ruptura
de las cadenas poliméricas, dando lugar a la despolimerizacion de los plasticos (Asiandu

et al., 2020).
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2.1.4.1 Microorganismos para la Biodegradacion de materiales poliméricos.
En la busqueda de mitigar la contaminacion derivada de los plasticos, se han emprendido
numerosos experimentos en el campo de la biodegradacion de polimeros. Los
microorganismos y comunidades microbianas que se encuentran en vertederos, suelos y
océanos se han erigido como la opcién primordial para la identificacion de especies con

capacidad para biodegradar plasticos (Wu et al., 2023).

La literatura cientifica ya ha documentado una considerable cantidad de organismos
con capacidad para la biodegradacion de plasticos. Para el poliestireno, se han identificado
Enterobacter sp., Citrobacter sedlakii, Alcaligenes sp. y Brevundimonas diminuta como
agentes capaces de llevar a cabo la biodegradacién (Sekhar, Nampoothiri, Mohan, &
Bhaskar, 2016). En cuanto al cloruro de polivinilo, el proceso de biodegradacién se asocia
con Psedomonas sp., Brevibacterium sp. y Micrococcus sp (Zhang et al., 2024). Por otro
lado, se han identificado cepas fungicas como Curvularia sp., Phanerochaete
chrysosporium y Trogia buccinalis que demuestran ser prometedoras para la degradacion
de la mezcla de policaprolactona y PVC (Ruginescu & Purcarea, 2024). Las cepas flngicas
de Aspergillus tubingensis han demostrado su capacidad para eliminar el poliuretano
(Khan, Nadir, Shah, & Karunarathna, 2017). Finalmente, la biodegradacién del
polipropileno ha sido estudiada con Pseudomonas stutzeri, Bacillus subtilis y Bacillus flexus

como microorganismos relevantes en este proceso (Jadaun et al., 2022).

Los microorganismos degradadores de caucho, como ciertas especies de Nocardia
sp. y Pseudomonas sp., también pueden llegar a tener participacion en la biodegradacion
de este material sintético. Estos microorganismos son capaces de fragmentar los polimeros
del caucho, convirtiéndolos en sustancias mas simples que pueden ser utilizadas como
fuentes de carbono y energia. Su funcion biolégica no solo ayuda a minimizar la
acumulacién de residuos de caucho en el medio ambiente, sino que también favorece la

creacion de métodos sostenibles para el reciclaje y la restauracion bioldgica del entorno.
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La investigacion sobre estos organismos esta en auge, ya que su potencial puede ser clave
para abordar problemas de contaminacion en diversas industrias (Soares & Steinblichel,

2022).

Pseudomonas sp. es una bacteria gramnegativa que destaca por su diversidad
metabdlica y su capacidad para degradar multiples compuestos organicos, entre ellos
varios tipos de plasticos. Esta bacteria ha evidenciado una gran eficacia en la
descomposicién del poliuretano, un polimero que se utiliza frecuentemente en la
elaboracion de espumas, recubrimientos y adhesivos. Los estudios han identificado que P.
putida produce enzimas especificas, como las ureasa y las hidrolasas, que atacan los
enlaces en la estructura del poliuretano, facilitando su mineralizacién (Hou et al., 2022).
Este proceso no solo convierte el polimero en compuestos mas simples, sino que también
libera energia que la bacteria utiliza para crecer y multiplicarse. La investigacion sobre
Pseudomonas sp. ha abierto nuevas perspectivas en biotecnologia, con aplicaciones
potenciales en la bioremediacién de sitios contaminados por desechos de poliuretano y en
el desarrollo de procesos industriales mas sostenibles para la eliminacion de plasticos

(Shilpa et al., 2024).

Se ha observado que bacterias del género Nocardia presentan una capacidad
destacable para degradar el caucho sintético. Este polimero de alta resistencia constituye
un desafio importante en el contexto de la contaminacién ambiental. Los microorganismos
filamentosos de Nocardia pueden aprovechar el caucho como fuente de carbono gracias a
su habilidad para sintetizar enzimas especificas, por ejemplo, oxidasas e hidrolasas, que
catalizan la ruptura de los enlaces quimicos de la estructura polimérica. Los estudios han
demostrado que ciertas cepas de Nocardia pueden reducir la masa de neuméticos
desechados en un periodo relativamente corto, lo que subraya su potencial para la
biorremediacion (El-Sayed et al., 2024). Ademas, la investigacion sobre las condiciones

optimas para el crecimiento de estas bacterias y su actividad degradadora es crucial para
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desarrollar aplicaciones industriales que utilicen Nocardia en el reciclaje de caucho,

contribuyendo asi a una economia mas circular y sostenible (Sarkar et al., 2022).

El género Gordonia incluye varias especies de bacterias que han mostrado una
notable capacidad para degradar materiales poliméricos, especialmente aquellos
derivados del caucho y los hidrocarburos. Estas bacterias son resistentes a ambientes
adversos y su propiedad para metabolizar compuestos complejos (Chandramouli et al.,
2024). La capacidad de Gordonia para descomponer el caucho se atribuye a la produccion
de enzimas como las liasas y las epoxidas, que atacan los enlaces estructurales del
polimero. Investigaciones recientes han demostrado que estas bacterias no solo degradan
caucho, sino que también pueden contribuir a la eliminacion de otros contaminantes
organicos en su entorno, lo que las convierte en candidatas prometedoras para programas

de biorremediacion (Wang et al., 2023).

Ideonella sakaiensis es una bacteria que posee una capacidad Unica para degradar
el tereftalato de polietileno (PET), un polimero mayormente utilizado en la elaboracién de
botellas y envases plasticos. Este microorganismo fue descubierto en un sitio de desecho
plastico en Japén, donde se identificé que utiliza el PET como fuente de carbono. I.
sakaiensis produce enzimas especificas, como la PETasa y la MHETasa, que
descomponen el PET en productos intermedios, como el 4cido tereftalico y el etilenglicol,
que posteriormente pueden ser metabolizados por la bacteria (Joho et al.,, 2023). La
identificacion y caracterizacién de estas enzimas ha abierto nuevas posibilidades para el
desarrollo de procesos biotecnolégicos que permiten la reciclabilidad del PET, ofreciendo
una solucién viable para mitigar el impacto medio ambiental de este tipo de plastico. El
estudio sobre I. sakaiensis y sus enzimas continta siendo un area activa de estudio, con
la finalidad de incrementar su eficacia y potencial aplicacion en la industria del reciclaje

(Sevilla et al., 2023).
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2.1.4.2Mecanismo de biodegradacién. ElI mecanismo de biodegradacion
consiste en varias reacciones bioquimicas que realizan la despolimerizacion de las
sustancias poliméricas en oligbmero o monomeros que puedan entrar en el ciclo
biogeoquimico (Srikanth et al., 2022). La catalizaciébn enzimética puede intervenir en
diferentes fases de la biodegradacion. El proceso de forma general de la biodegradacion
se clasifica en colonizacion, biofragmentacion, asimilacién y mineralizacion (Jadaun et al.,

2022).

La primera etapa (colonizacién), es donde ocurre la formacion de biopeliculas por
el consorcio o especie individual que estd en contacto con la superficie del polimero
plastico. Este proceso puede investigarse mediante microscopia electrénica, foténica y/o
de polarizacién (Silva et al., 2023). Ademas, la fijacion a la superficie del plastico a través
de diversos polisacaridos y/o proteinas como los hidrofébicos producidas por el consorcio
microbiano, estas sustancias al penetrar la superficie alteran el tamafio de los poros del
polimero de tal manera que modifican la forma convencional del polimero, es en esta etapa
donde se produce un cambio fisicoquimico que hace que la durabilidad y resistencia del

polimero disminuya mientras la superficie aumenta (Ali et al., 2021).
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Figura 2

Una posible via de biodegradacion de los residuos plasticos
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En la biofragmentacién, ocurre la ruptura de la estructura polimérica debido a la
accion enzimatica especifica, tales como hidrolisis, oxidorreductasas y/o radicales libres.
En la etapa de asimilacién, las células del consorcio o de una especie individual emplean
los monémeros generados en la etapa previa como fuente de carbono y energia, lo que
favorece su crecimiento. Por ultimo, la etapa (mineralizacién) es posible verificar mediante
la espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMRS), la cromatografia de
permeacion en gel (GPC), la espectroscopia de masas (MS) y/o la cromatografia de gases-

espectrofotometria de masas (GC/MS) (Ali et al., 2021)

2.1.4.3 Determinacién de la Biodegradacion. Se refiere a la técnica o método
que se debe seguir para poder saber el porcentaje, cantidad. etc., de biodegradacion de
los materiales poliméricos que se expone a consorcios microbianos (Cao et al., 2022). A

continuacion, se hace mencion de dos de ellos:

Evaluacion por pérdida de peso molecular: Consiste en determinar el peso
molecular de un material polimero que luego sera expuesto a la presencia de uno o varios
consorcios microbianos con la finalidad de ser biodegradado. Este andlisis permite evaluar

la pérdida de peso del material polimérico a través del tiempo (Xian et al., 2023).
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Pruebas de Biodegradabilidad: Para poder determinar el grado o nivel de

biodegradacion del material polimérico (caucho), se toma en consideracién la norma

referencial internacional ASTM D5988-12 (EuroLab, 2024).

Esta prueba consiste en exponer el material polimérico o material de prueba a

condiciones aerdbicas, con la finalidad que se mida que tanto y que tan rapido un material

polimérico se biodegrada cuando se expone a los microorganismos presentes en el suelo.

Para este proposito, se cuantifica el diéxido de carbono (CO,) liberado durante la

descomposicion del polimero, el cual es retenido en una trampa o vaso precipitado que

contiene una solucion de KOH 0.5 N. Posteriormente, esta solucion es titulada con HCI

0.25 N. El volumen obtenido en la titulacion se utiliza para calcular la cantidad de CO,

capturada, aplicando un factor de correccion de 1.1 (ASTM D5988, Matestlab)

Figura 3

Diagrama de la prueba de biodegradabilidad

Nota. Adaptado de Matestlab

27



Figura 4

Método de la investigacion
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2.1.5 Industriade curtiembre

A nivel mundial, los principales actores en esta industria son China, India, Italia,
Brasil, Corea del Sur, Vietnam y Taiwan, con India en segundo lugar tras China (Kumar et
al., 2023). La industria de curtiembre es el sector manufacturero que valoriza la piel en
bruto en articulos nuevos, como bolsos, prendas de vestir, zapatos, etc (Ricky et al., 2022).
Esta industria presento un valor de 271. 210 millones de ddélares en 2021 (Saira y
Shanthakumar, 2023). Esta es una industria que elimina grandes cantidades de residuos y

gue presenta altas dificultades para la eliminacion de estos (Suman et al., 2021)

La industria de la curtiembre usa los subproductos (pieles y cueros de animales) de
la industria carnica como materia prima para sus procesos de obtencion productos a base

de cuero; de una tonelada de este subproducto (piel cruda) obtienen 200, Kg de cuero
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seco, 250,0 Kg de residuos solidos curtidos, 350,0 Kg de residuos no curtidos y 100,0 Kg

se pierden como aguas residuales (Shaibur, 2023).

2.1.6 Aguas residuales de laindustria de curtiembre

La industria de curtiembre produce 30 L de aguas residuales por cada kilogramo de
piel que procesa (Kumar et al., 2023). El proceso de pieles animales en esta industria
genera grandes cantidades de residuos sélidos, liquidos y gaseosos. Los residuos sélidos
representan entre el 50 y 60% y estos consisten en descarnados; el afeitado, serrajes y
polvo de pulido (35 a 40%), los recortes de pieles de 5 a 7% y pelo de las pieles de 2 a 5%

(Shaibur, 2023).

De una tonelada de materia prima procesada producen hasta 800 kg de residuos y
subproductos relacionados con la produccion. Los desechos generados por las actividades
de la industria de curtiembre son grandes cantidades de sdélidos y liquidos. Descrito en
porcentaje, el residuo representa entre el 75% y el 80% de la piel cruda en forma de
residuos sdlidos y liquidos, estos representan un problema medioambiental ya que al
degradarse emiten olores fétidos por la degradacion de las proteinas y emiten
contaminantes como NH3, H2S y CO, (Chagtmi et al., 2023). Ademas, las aguas residuales
de la curtiembre presentan altas concentraciones de contaminantes organicos, resultando

en una DQO hasta de 27, 600 mg/L (Kumar et al., 2023).

2.1.7 Consorcio microbiano

Es una combinacién de varios macroorganismos con la capacidad de degradar
diferentes tipos de materiales poliméricos. Un consorcio microbiano o cocultivo presenta
mayor potencial de biodegradacion comparados con el potencial individual de un
microorganismo en condiciones ideales. Los consorcios microbianos son adaptables, esto
significa que se pueden asociar los mejores aislados capaces de degradar polimeros

plasticos (Skariyachan et al., 2022).
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La mayoria de las investigaciones que se han desarrollado en los ultimos afios con
respecto a consorcios microbianos se basan en comunidades bacterianas. Los consorcios
microbianos son un conjunto de microorganismos presentes en una misma fuente ya sea
de forma natural o inducidas, que usan los materiales poliméricos como Unica recurso de
carbono y energia que les permite enriquecer el consorcio natural o inducido (Wu et al.,

2023).

2.1.8 Aislamiento de consorcios microbianos de lodos residuales

En los lodos residuales de diferentes industrias existen microorganismos como
bacterias y hongos que se adaptan y crecen en las condiciones de nutrientes, temperatura,
etc. que le brinda los lodos residuales. El aislamiento de estos se hace a través de técnicas
establecidas con posibles modificaciones. Eslami et al. (2019) aislaron e identificaron dos
especies de bacterias Enterococcus faecalis (EF) y Klebsiella variicola (KV), con la finalidad
de evaluar su capacidad para biodegradar y eliminar el colorante Rojo Reactivo 198

(RR198) de medios acuosos.

Por su parte, en la investigacion de Skariyachan et al., (2022), aislaron dos
bacterias termdfilas (Aneurinibacillus sp. y Brevibacillus sps.) a partir de plantas de
tratamiento de aguas residuales y vertederos, estas bacterias demostraron alta capacidad
de biodegradacion hacia polietileno y polipropileno. Segun las bases de datos analizadas
en su mayoria usaron residuos liquidos de diferentes industrias para aislar e identificar

microrganismos con alto potencial para biodegradar plasticos.

2.1.9 Normas para evaluar la biodegradabilidad de plasticos

Estas normas se clasifican en dos grupos principales: el primero ofrece un método
para estimar la biodegradacién mediante un procedimiento experimental, y el segundo
permite calcular o analizar el nivel de biodegradacién alcanzado. Las normas ASTM e ISO

son ambas imprescindibles para la evaluacion de la biodegradacién en materiales
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plasticos. Actualmente, las normas ASTM D5988-18 e ISO 17556:2019 son las mas
utilizadas para medir la biodegradacién de plasticos en el suelo. La ASTM D5988-18 mide
el porcentaje y la velocidad de biodegradacion aerdbica basandose en la cantidad de
diéxido de carbono generado por la descomposicion del polimero. En tanto, la 1SO
17556:2019 especifica un método para cuantificar la demanda de oxigeno usando un

respirometro cerrado o mediante la medicion del CO:, liberado (Silva et al., 2023).

Figura5

Metodologias actuales de ensayos de biodegradacion

Compost

™. ASTM D5338:15

1SO 14855-1:2012

ASTM D5988-18

Certificacion IS0 17556:2019

R —
—_— . ASTM D6691-17
ASTM D7473/D7473M-21

ASTM D7991-15

&

Nota. Extraido de (Pires et al., 2022).

Sistemas Acuaticos

2.1.10 Pruebas de identificacion microbiolégica
A continuacion, se describe sobre las pruebas de identificacion microbioldgica

2.1.10.1 Pruebade GRAM

La técnica de tincion de Gram constituye un método esencial en microbiologia para
la clasificacion de bacterias en dos categorias principales: grampositivas y gramnegativas,

fundamentandose en la estructura de su pared celular. Este procedimiento inicia con la
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aplicacion del colorante violeta cristal, seguido por un agente fijador, tipicamente yodo, que
forma un complejo insoluble con el colorante. Posteriormente, se efectla una etapa de
decoloracién utilizando etanol o acetona; en esta fase, las bacterias grampositivas retienen
el colorante debido a su capa gruesa de peptidoglicano, mientras que las gramnegativas,
caracterizadas por una pared celular mas delgada y la presencia de una membrana
externa, pierden la coloracion. Finalmente, se emplea un colorante de contraste,
comunmente safranina, que tifie las bacterias gramnegativas de rosa, facilitando asi su

diferenciacion visual (Cherkaoui & Schrenzel, 2022).

2.1.10.2 Prueba de Catalasa.

La prueba de catalasa es una técnica microbiol6gica empleada para identificar si
un microorganismo es capaz de sintetizar la enzima catalasa, responsable de catalizar la
descomposicién del peréxido de hidrégeno (H,O,) en agua y oxigeno. Para llevar a cabo
esta prueba, se afiade una pequefa cantidad de perdxido de hidrégeno sobre una muestra
bacteriana depositada en un portaobjetos o tubo de ensayo. La presencia de burbujas de
oxigeno indica un resultado positivo, sefialando la produccién de catalasa. Esta prueba
resulta fundamental para distinguir entre diferentes géneros bacterianos, como en el caso
de los estafilococos, que son catalasa positivos, y los estreptococos, que carecen de esta

enzima (Lin et al., 2022).

2.1.10.3 Prueba de Oxidasa.

La prueba de oxidasa es un procedimiento microbiol6gico empleado para identificar
la presencia de la enzima citocromo c oxidasa, la cual juega un papel fundamental en el
sistema de transporte electrénico durante la respiracion aerébica bacteriana. Para esta
prueba, se utiliza un reactivo oxidasa, cominmente tetrametil-p-fenilendiamina, que se

aplica sobre una muestra del cultivo bacteriano. La reaccion positiva se manifiesta
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mediante un cambio de color en la superficie bacteriana, tipicamente a un tono purpura,
que aparece en pocos minutos. Este método es especialmente valioso para diferenciar
ciertos grupos bacterianos, incluyendo los géneros Neisseria y Pseudomonas, que
presentan actividad oxidasa, en contraste con bacterias como Escherichia coli, que resultan

negativas para esta enzima (Wahart et al., 2022).

2.1.10.4 Prueba en Agar Cetrimide.

La prueba de agar con cetrimida es una técnica empleada para la identificacién
selectiva de Pseudomonas aeruginosa, una bacteria gramnegativa patégena que suele
causar infecciones en individuos con sistemas inmunitarios comprometidos. Este medio de
cultivo contiene cetrimida, un compuesto tensioactivo que inhibe el crecimiento de otras
bacterias, favoreciendo asi la proliferacion exclusiva de P. aeruginosa. Cuando se inocula
la muestra en este medio, la presencia de P. aeruginosa se evidencia por la formacion de
colonias de color verde azulado, atribuible a la produccién de pigmentos como la
piocianina. Asimismo, la turbidez y la variacion cromatica del medio reflejan la actividad

metabdlica bacteriana (Shatti et al., 2022).

2.1.10.5 Pruebaen Agar P.

La técnica del Agar P es un procedimiento especifico empleado para la
identificacion de Pseudomonas aeruginosa, una especie de gran importancia clinica dentro
del género Pseudomonas. Este medio selectivo estd formulado con nutrientes vy
compuestos inhibidores que promueven el crecimiento de Pseudomonas mientras
restringen el desarrollo de otras bacterias. La inoculacion de una muestra en Agar P permite
observar la formacion de colonias distintivas, generalmente con tonalidades verdosas o
azuladas, originadas por la sintesis de pigmentos como la piocianina y la fluoresceina.

Ademas, esta prueba puede incorporar la evaluacion de la capacidad del microorganismo
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para metabolizar determinados compuestos como fuentes de carbono, lo que ayuda a

validar su identificacion (Molitor et al., 2020).

2.1.10.6 Prueba de Oxidacién-Fermentacién (OD)

La prueba de Oxidacion-Fermentacién (OD) es una técnica microbioldgica disefiada
para evaluar como las bacterias metabolizan los carbohidratos, diferenciando entre
aguellos que utilizan la oxidacion aerdbica y los que emplean la fermentacion anaerdébica.
En este procedimiento, se inoculan dos tubos de medio que contienen un carbohidrato,
como glucosa, donde uno se incubard en presencia de oxigeno (aerdbico) y el otro se
sellara para crear un ambiente sin oxigeno (anaerdbico). Ambos tubos contienen un
indicador de pH que cambiara de color si hay produccién de 4cidos, permitiendo observar
cémo la bacteria utiliza el carbohidrato en funcién del oxigeno disponible (Kohlerschmidt

et al., 2021).

La evaluacion de los resultados de la prueba OF se analiza de la siguiente manera:
si el tubo aerdbico se torna amarillo mientras que el tubo anaerdbico permanece verde,
indica que la bacteria es oxidativa, utilizando el carbohidrato en presencia de oxigeno. Si
ambos tubos se vuelven amarillos, la bacteria esta fermentando el carbohidrato en ambos
entornos. Por otro lado, si ambos tubos permanecen verdes, se concluye que la bacteria

no utiliza ese carbohidrato (Saeed et al., 2023).

2.1.10.7 Prueba de Methyl Red-Voges Proskauer (MR-VP)

La prueba Methyl Red-Voges Proskauer (MR-VP) consiste en un conjunto de
andlisis bioquimicos disefiados para determinar la habilidad de ciertas bacterias de
metabolizar glucosa y generar distintos productos finales. Para llevar a cabo esta prueba,
se inocula un medio que contiene glucosa y se somete a incubacion durante varios dias.

En la prueba MR, se afiade un indicador de pH llamado rojo de metilo, el cual detecta la
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acidez generada; si la bacteria fermenta glucosa produciendo &cidos fuertes, el medio
cambia a un color rojo. Por su parte, la prueba VP se basa en la adicién de reactivos que
permiten identificar la formacion de acetona y otros compuestos neutros, evidenciando un
tipo alternativo de fermentacion que genera un medio menos acido y sin cambio de color

(Roy et al., 2023).

La evaluacion de los resultados se efectia observando las variaciones de color en
el medio. Un cambio a rojo tras la adicién del rojo de metilo indica un resultado positivo en
la prueba MR, reflejando la produccion de &cidos fuertes, caracteristico de bacterias como
Escherichia coli. Si el medio permanece amarillo, el resultado es negativo. En cuanto a la
prueba VP, la aparicion de un color rojo luego de afiadir los reactivos sefiala la produccion
de acetona y se asocia a microorganismos como Enterobacter y Klebsiella; la ausencia de
cambio de color o un tono amarillo indica un resultado negativo. En conjunto, estas pruebas
bioquimicas permiten distinguir entre diversas especies bacterianas y sus vias metabdlicas

especificas (Nordin et al., 2020).

2.1.10.8 Pruebade Triple Sugar Iron (ITS)

La prueba Triple Sugar Iron (TSI) es un método microbiol6gico empleado para la
identificacion y diferenciacion de bacterias del grupo Enterobacteriaceae, basado en su
habilidad para fermentar distintos azlcares, generar gas y reducir sulfatos a sulfuros. Para
esta prueba se utiliza un medio que contiene tres tipos de azlcares (glucosa, lactosa y
sacarosa), un indicador de pH y sales de hierro, dispuesto en un tubo con agar inclinado.
Esto permite observar cambios cromaticos y la produccion de gas tanto en la zona superior
(condiciones aer@bicas) como en la inferior (anaerdbicas) tras el tiempo de incubacion

correspondiente (Contreras & Maria, 2022).

La evaluacion de los resultados se fundamenta en varias observaciones: la

coloracion amatrilla en todo el medio indica fermentacién de uno o mas azucares; el color
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rojo sefiala ausencia de fermentacién. La generacion de gas se detecta mediante la
formacion de burbujas o la separacion del agar en la base del tubo. Asimismo, la reduccién
de sulfatos se manifiesta por la aparicion de un precipitado negro, sefial de produccion de
sulfuros. Al combinar estas evidencias, se pueden distinguir distintas especies bacterianas;
por ejemplo, la presencia de color amarillo en la parte superior y precipitado negro en la
inferior es indicativa de fermentacién de glucosa junto con reduccién de sulfatos,

caracteristica tipica de Salmonella (Contreras & Maria, 2022).

2.1.10.9 Prueba de Citrato

La prueba de citrato se emplea en microbiologia para determinar si ciertas bacterias
pueden utilizar el citrato como su Unica fuente de carbono, ademas de crecer en un medio
donde las sales de amonio constituyen la fuente de nitrdgeno. Para llevar a cabo esta
prueba, se inocula un medio de cultivo que incluye citrato de sodio, un indicador de pH 'y
nutrientes esenciales. Cuando la bacteria es capaz de metabolizar el citrato, se libera
amoniaco, lo cual incrementa el pH y provoca un cambio de color en el indicador,

normalmente hacia un tono azul, sefialando un resultado positivo (Yang & Wang, 2020).

La evaluacion del ensayo se basa en la observacion del cambio cromatico del
medio. Un viraje hacia el azul indica que la bacteria utiliza efectivamente el citrato, lo que
representa un resultado positivo. Por el contrario, si el medio conserva un color verde, se
interpreta como negativo, lo que significa que el microorganismo no emplea el citrato como
fuente de carbono. Esta prueba resulta especialmente valiosa para identificar bacterias del
grupo Enterobacteriaceae, tales como Enterobacter y Klebsiella, las cuales suelen dar
resultados positivos, a diferencia de Escherichia coli, que generalmente es negativa para

esta prueba (Yang & Wang, 2020).
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2.1.10.10 Prueba de Lysine Iron Agar (LIA)

El medio Lysine Iron Agar (LIA) es utilizado en microbiologia para la identificacion
y diferenciacion de bacterias del grupo Enterobacteriaceae, basdndose en su capacidad
para realizar la desaminacion de lisina y reducir compuestos de hierro. Este medio contiene
lisina, glucosa, sales de hierro y un indicador de pH. Tras la inoculacién y el periodo de
incubacioén, se pueden observar cambios en la coloracion del medio y la formacion de
sulfuros de hidrégeno, aspectos esenciales para la diferenciacion bacteriana (Dimri et al.,

2019).

La interpretacion de esta prueba depende del color que adopte el medio y la
presencia de precipitados. Un cambio a color rojo en la superficie indica desaminacion de
lisina, mientras que un fondo amarillo sefala fermentacién de glucosa, lo que altera el pH.
La generacién de sulfuros de hidrogeno se manifiesta con la formacién de un precipitado
negro en la parte inferior del tubo. Por ejemplo, un medio con superficie roja y precipitado
negro en la base es indicativo de Salmonella, que desamina lisina y produce sulfuros,
mientras que un medio con color amarillo y precipitado negro puede corresponder a

Proteus (TM Media, 2023).

2.1.10.11 Prueba de Motilidad-Indol-Ornitina (MIO)

La prueba MIO (Motilidad-Indol-Ornitina) es un método microbiolégico empleado
para identificar y diferenciar bacterias, especialmente dentro del grupo de las
enterobacterias. Este medio de cultivo incorpora triptéfano para evaluar la produccién de
indol, ornitina para determinar la capacidad de descarboxilacion, y un componente que
permite la observacion de la motilidad bacteriana. Tras la inoculacién y el periodo de
incubacién, se analizan los cambios que reflejan la actividad metabdlica relacionada con
estos tres pardmetros. La motilidad se determina por la extension del crecimiento

bacteriano mas alla del area inicial de inoculacion, mientras que la deteccion de indol y la
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descarboxilacion de ornitina se realizan mediante la adicién de reactivos especificos luego

de la incubacion (Britania, 2024).

La interpretacion de esta prueba se basa en la observacion de la difusion del
crecimiento, la coloracion del medio y la produccién de compuestos especificos. Un
crecimiento difuso indica motilidad positiva, mientras que un crecimiento restringido sefiala
motilidad negativa. La formacién de un color rojo tras la adicién de reactivos indica la
produccién de indol, confirmando la descomposicién del tript6fano. En cuanto a la
descarboxilacion de ornitina, un cambio a color purpura en el medio es indicativo de un
resultado positivo, mientras que la permanencia del color amarillo sugiere que no se

produjo esta reaccion (Britania, 2024).

2.1.10.12 Prueba de Urea

La prueba de urea es un procedimiento microbiolégico disefiado para detectar la
presencia de la enzima ureasa en bacterias, responsable de la hidrélisis de la urea en
amoniaco y dioxido de carbono. En este ensayo, se inocula un medio que contiene ureay
un indicador de pH, cominmente fenol rojo. Durante la incubacion, si la bacteria produce
ureasa, el amoniaco generado eleva el pH, causando un cambio en la coloracién del medio,
usualmente de amarillo a rosa. Esta habilidad para degradar la urea es propia de ciertos
grupos bacterianos, en particular algunas enterobacterias y bacterias patdgenas

(Empendium, 2024).

La evaluacion del resultado se basa en la observacion del cambio cromatico del
medio. Un color rosa indica un resultado positivo, lo que implica que la bacteria sintetizé
ureasa y metaboliz6 la urea con la liberacion de amoniaco. En contraste, la ausencia de
cambio o el mantenimiento del color amarillo sefiala un resultado negativo, sugiriendo que

la bacteria no posee actividad ureasa. Esta prueba resulta especialmente valiosa para la
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identificacion de especies como Proteus y Helicobacter pylori, contribuyendo al diagnéstico

de infecciones relacionadas con estos microorganismos (Empendium, 2024).

2.2 Marco Conceptual

Biodegradacién: Através de ciclos elementales como los del carbono, el nitrégeno
y el azufre, las moléculas organicas del medio ambiente sufren un proceso natural
denominado biodegradacion que las reduce a compuestos mas simples, las mineraliza y

las redistribuye (Assis et al., 2023).

Contaminacion: El concepto de "contaminacion" se refiere a la introduccion o
existencia de sustancias materiales y/o energia térmica en los distintos ambientes, tales
como el aire, el agua y el suelo— que alteran su composicion, distribucion o concentracion,

generando impactos negativos sobre el entorno natural (Landrigan et al., 2018).

Enzimas cataliticas: Un tipo de biocatalizador que puede utilizarse para cambiar
moléculas organicas es un catalizador enzimatico, también conocido como enzima como
catalizador. En general, una enzima natural es una macromolécula biol6gica creada por los
seres vivos. Fundamentalmente, son complejas proteinas que contienen nitrégeno y que
facilitan la aceleracién de reacciones bioquimicas esenciales para los organismos vivos. Y
lo que es mas importante, los catalizadores son necesarios para todos los procesos

bioquimicos que tienen lugar en los seres vivos (Jee et al., 2018).

Lodo residual: Se denomina lodo residual a cualquier residuo soélido, semisélido o
liquido producido durante el tratamiento de las aguas residuales (Cwiertniewicz et al.,

2023).
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Microorganismos: Organismos visibles s6lo con un microscopio. Los hongos, las
algas, las bacterias y los protozoos son ejemplos de microorganismos. Aungue los virus no

se consideran seres vivos, a veces se clasifican como microbios (Berg et al., 2020).

Material Polimérico: Este conjunto estd formado por diversos compuestos
organicos, tanto sintéticos como semisintéticos, que se distinguen por su habilidad para ser
moldeados en estructuras solidas. Una caracteristica compartida por todos estos
materiales es su plasticidad, que les permite experimentar deformaciones permanentes sin

romperse (Berry et al., 2023).

Elastomeros: Los polimeros elasticos poseen la capacidad de estirarse cuando se
les aplica tension y regresar a su forma inicial una vez que esta fuerza cesa. Estos
materiales se distinguen por su gran flexibilidad, resistencia al desgaste y longevidad,
caracteristicas que los hacen adecuados para diversas aplicaciones, como neumaticos,
juntas, dispositivos médicos y piezas industriales. Su elasticidad se debe a una estructura

molecular compuesta por cadenas largas y reticuladas (Alarifi, 2023).

Consorcios microbianos: Grupo de diferentes microorganismos que coexisten y
colaboran en un entorno especifico, como el suelo, los sedimentos o sistemas biolégicos.
Estos consorcios pueden incluir bacterias, hongos, protozoos y otros organismos, cada uno
desempefiando un papel particular en procesos ecoldgicos como la biodegradacion, el ciclo
de nutrientes y la fijacion de nitr6geno. La sinergia entre los microorganismos que integran
un consorcio microbiano mejora significativamente la descomposicion de materia organica
y la transformacién de diversos compuestos, lo cual es esencial en actividades como el
tratamiento biolégico de aguas residuales, la biorremediacion de suelos afectados y el

desarrollo de précticas agricolas sostenibles (Sanchez et al., 2023).

Biopeliculas: Los biofilms consisten en comunidades microbianas organizadas

que se adhieren a diversas superficies, formando una capa delgada y estructurada. Estas
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comunidades pueden estar integradas por bacterias, hongos y otros microorganismos,
todos inmersos en una matriz extracelular compuesta principalmente por polimeros que
ellos mismos generan. Esta estructura es comun en distintos entornos, como en cuerpos
de agua naturales, plantas de tratamiento de aguas residuales y equipos médicos. La
formacion del biofilm proporciona a los microorganismos una mayor proteccion contra
condiciones ambientales adversas, incluyendo la accién de agentes antimicrobianos y
desinfectantes, lo que favorece su supervivencia y proliferacion en ambientes dificiles

(Sauer et al., 2022).
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Capitulo Il

3.1 Lugar de ejecucion

. Desarrollo del trabajo de investigacion

La etapa experimental de este trabajo de investigacidn se ejecutd en las siguientes

instalaciones:

Tabla 2

Instalaciones donde se realizo la etapa experimental

Lugar de ejecucion

Acciones

Planta Piloto de Curtiembre de CITEccal Lima
(Centro de Innovacion Productiva y Transferencia
Calzado,  Textil,

Tecnologica  del  Cuero,

Confecciones e Industrias Conexas)

Laboratorio de Biotecnologia del ITP (Instituto

Tecnoldgico de la Produccion)

ANALYTICAL LABORATORY E.L.R.L.

Laboratorio Quimico del CITEccal Lima (Centro

de Innovacion Productiva y Transferencia

Tecnolégica  del Cuero, Calzado, Textil,

Confecciones e Industrias Conexas)

Se realiz6 la recoleccion de muestras lodos de la
planta piloto de tratamiento de aguas residuales de

curtiembre de CITEccal Lima.

Se realiz6 las pruebas microbioldgicas, para

identificar a las especies Pseudomonas,

Se aislaron las especies Pseudomonas de la

muestra de los lodos residuales.

Se realizaron los ensayos con respecto a los

parametros del suelo.

Se realizé las pruebas de biodegradacion del

material polimérico a diferentes condiciones

especificas.

Fuente: Elaboracion propia
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3.2 Tipo y nivel de investigacion

Esta investigacion se llevé a cabo con un enfoque orientado a la resolucion de una
problematica concreta, haciendo uso de fundamentos tedricos y procedimientos cientificos
(Marotti y Pedroso, 2018). Del mismo modo, se adopt6é un nivel de investigacion de tipo
descriptivo, ya que se pretende identificar y caracterizar las variables involucradas dentro
de su contexto natural, con el objetivo de analizar cémo la variable independiente influye

en la dependiente (Hernandez-Sampieri y Mendoza, 2018).

3.3 Variables de lainvestigacion

A continuacion, se describe las variables de la presente investigacion.

Tabla 3
Operacionalizacion de las variables

) ) ) Definicion Unidad de )

Tipo de variable Variables ) ] Abreviatura
operacional Medidas
Nivel de
biodegradacion
Dependiente Biodegradacion del (CO, % % de
caucho generado/CO; Biodegradacion

termoplasticos tedrica)

Lodos residuales

de la planta de o

ratamiento d Concentracion de UEC/mI
. ratamiento de m
Consorcios microorganismos

aguas residuales
de CITEccal Lima.

microbianos
Independiente extraidos de lodos

. Cepas de Concentracion de
Concentracion de UEC/ml

PseLdomonas Pseudomonas microorganismos
El tiempo utilizado
Tiempo de para la dias Tp
Biodegradacion biodegradacion
Se controlara que
Variables de el PH del suelo se

control Potencial de Unidad de pH pH
mantengan en el

Hidrogeno
rango 5-7
Se controlara que oc T
Temperatura la temperatura de
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la cAmara se

mantenga entre

20-27°C
Se mantendra
Humedad relativa  humedad relativa % Hr
del suelo entre 50-70%

Fuente: Elaboracién propia

3.4 Disefio de investigacion

Se aplico un disefio experimental siendo: Unico por tratamiento que incluye métodos
controlados para la manipulacion de las variables que se caracteriza por tener caracter
cuantitativo, a la vez que se describe la percepcion del comportamiento y las relaciones
entre una variable independiente y su conexién una variable dependiente dentro de una
poblacion en un tiempo determinado, para luego ser interpretadas en base a un ensayo pre

experimental de un solo grupo (Castafieda, 2022).

En este caso, se evalud la biodegradacion de Caucho TR en el suelo extraido del
mercado local, con la presencia de consorcios microbianos y de Pseudomonas, los cuales
fueron extraidos y aislados de lodos residuales de la planta de tratamiento del Centro de
Innovacion Productiva y Transferencia Tecnolégica del Cuero, Calzado e Industrias
Conexas (CITEccal LIMA), para lo cual se realizara la medicién de generacion de diéxido

de carbono (CO;) absorbidos en la solucion de 0.25 N de KOH.

Asimismao, las variables intervinientes serian la temperatura ambiental, Potencial de
hidrogeno del suelo, humedad relativa del suelo, concentracion de carbono en suelo,
concentracion de nitrégeno, concentracion diluida de microrganismos y de lodos

residuales.
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3.5 Materiales y Equipos

Para el desarrollo de la presente investigacion, se dispuso de una serie de

materiales, equipos y reactivos especificos. La Tabla 4 sintetiza los recursos de laboratorio

empleados durante la etapa experimental.

Tabla 4

Lista de materiales para los ensayos experimentales

MATERIALES

UNIDADES

Desecadores 1.5 L de volumen interno que estén sellados herméticamente

Vasos de precipitacion PYREX 100 mL
Vasos de precipitacion PYREX 40 mL
Vasos de precipitacion PYREX 20 mL
Placas perforadas u otro soporte

Bureta PYREX 100 mL

Hidroxido de Potasio en p.a. (Pellets)

Acido Clorhidrico 37%

Capsula de aluminio con tapas

Grasa al vacio

Pipeta de vidrio PYREX de 20 mL

Propipeta eléctrica

Agua destilada

Matraz de fondo redondo PYREX de 100 mL
Tamiz de acero inoxidable de radio menor 0.2mm
Tina de plastico

Tijera punta roma

Guantes resistentes al calor de nitrilo
Fenolftaleina

Anaranjado de Metilo

11
10
10

PP RrP P OO RPN RE N R PR

Fuente: Elaboracion Propia

Tabla 5

Lista de equipos para los ensayos experimentales.

Materiales

Unidades

Balanza analitica A&D Weighing
Horno, ajustado a 104 +- °1C Thermo

Transmisor de Temperatura y Humedad RHT.WM
Medidor de pH
Refrigeradora

Empacadora al vacio

I I N

Fuente: Elaboracion Propia
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3.6 Meétodo del desarrollo experimental

3.6.1 Recoleccién de suelo

El suelo fue recolectado del mercado de flores Santa Rosa en dos bolsas de 10
Kg, después se trasladé al Laboratorio de Quimica del CITEccal Lima-LIMA. Luego, se
tamizo el suelo con una rejilla de diametro menor a 20 mm con la finalidad de retirar las
impurezas que se encontraban en el suelo, entre ellas, ramas, insectos, piedras y pajas.
El suelo tamizado se recolect6 en un recipiente plastico y limpio, para luego llenar con
una espéatula en 03 bolsas de polietileno de 1 Kg de capacidad. Cabe indicar que las
bolsas de polietileno fueron sometidas a presion al vacio y guardados en una
refrigeradora a 4°C con la finalidad de conservar sus propiedades fisicas, quimicas y

evitar el crecimiento de microorganismos a temperatura ambiente.

Figura 6

Recolecciéon suelo del mercado de Flores
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Figura 7

Bolsas de polietileno a presion al vacio

3.6.2 Anédlisis de suelo tamizado

Para el andlisis de suelo tamizado, se utilizé una de las bolsas de polietileno de 1
Kg, el cual fue trasladado al laboratorio ANALYTICAL LABORATORY E.I.R.L. acreditado
por INACAL para el analisis de parametros de suelos fisico y quimicos recomendado por

la ASTM-D5988-12.

3.6.3 Recoleccién de lodos residuales de curtiembres

Se recogié muestras de lodos de la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales del
CITEccal LIMA, para los cuales se almacenaron en contenedores de 55 L por 3 0 4
semanas. Luego se tomaron muestras de los microorganismos (peliculas de bacterias) que
se habian formado en la parte superior de los contenedores, estas fueron colocadas en
tubos falcén de 50 ml con la ayuda de una espéatula debidamente esterilizada y luego

trasladado en un cooler con hielo seco para que se pudiera mantener a una temperatura
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de 4°C. Por ultimo, fueron trasladados hacia el Laboratorio de Biotecnologia del ITP para

su asilamiento y caracterizacion.

Figura 8

Recoleccién de lodos residuales de curtiembres
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Figura 9

Recoleccién de lodos residuales de curtiembres

Figura 10

Recoleccién de efluentes y lodos residuales de curtiembres

Oid— &
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3.6.4 Aislamiento y caracterizacion de bacterias de efluentes y/o lodos residuales

La metodologia utilizada para aislar y caracterizar bacterias con capacidad lipolitica
a partir de efluentes y/o lodos residuales se basé en el protocolo descrito por Lickes (2017).
Se prepararon diluciones seriadas utilizando agua peptonada al 0.1 %, alcanzando una
diluciéon final de 1078. Posteriormente, se realiz6 la siembra por vertido en medio agar
tributirina, incubando las placas a 37 °C bajo condiciones aerdbicas durante un periodo de
24 a 48 horas. Las colonias que generaron halos transparentes indicativos de actividad
lipolitica fueron seleccionadas. El aislamiento se llevé a cabo mediante la transferencia de
dichas colonias, utilizando un asa de siembra en punta, hacia nuevas placas con agar
tributirina, con el objetivo de confirmar la actividad enzimatica y obtener cultivos puros.
Estas nuevas siembras se incubaron por 48 horas a 37 °C. Una vez verificada la presencia
de crecimiento y actividad lipolitica, se procedi6 a la siembra en medio de conservacion

(agar stock) para preservar los aislados.

3.6.5 Caracterizacion de bacterias lipoliticas

Para llevar a cabo la caracterizacibn microbiana, se emplearon sistemas de
identificacion API de la marca BioMérieux. A partir de colonias frescas derivadas de medios
de conservacion en agar, se realizaron tinciones de Gram junto con pruebas preliminares
(orientation test) con el fin de definir qué conjunto de pruebas bioquimicas (galerias API)
eran apropiadas para su andlisis. Una vez determinado el tipo de galeria segun el
microorganismo, se procedié a su inoculacion: API 20 E fue usada para enterobacterias,
API 20 NE para bacilos Gram negativos no pertenecientes a este grupo, y APl 50 CHB
para bacilos Gram positivos esporulados con actividad catalasa positiva, especificamente
del género Bacillus. Posteriormente, las galerias fueron incubadas entre 24 y 48 horas, a
temperaturas de 30 °C o 37 °C dependiendo del tipo de ensayo, siempre bajo condiciones

aerobicas.
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3.6.6 Determinacion de la humedad del suelo

Para determinar la humedad en la muestra de suelo, se utiliz6 el siguiente

procedimiento:

El proceso de determinacion de humedad comenz6 con la preparacion de dos
capsulas y dos tapas de aluminio bien lavadas y secadas, luego se colocé las dos capsulas
en el horno durante un minimo de 8 horas a 104 + 1° C. Posterior a ello, y con la ayuda de
una tijera punta roma y guantes de nitrilo, se trasladé hacia un desecador por una horay
se volvié a pesar en una balanza analitica de precision digital 0.001, se anot6 en la libreta

el peso de bote (PB).

Se afiadié 30 gramos de suelo hiumedo sobre las dos capsulas, se pesaron y se
anoto en la libreta (peso de bote mas suelo humedo PB + Psh). Luego, se introdujeron al
horno durante un minimo de 24 horas a 104 + 1° C, se trasladaron con la ayuda de una
tijera punta roma y guantes de nitrilo hacia el desecador durante 1 hora. Después, se sacO
del desecador, se pesaron en la balanza analitico y se anoté en una libreta el peso del bote
mas peso del suelo seco (PB + Pss). Tras esto, se introdujo las capsulas al horno durante
1 horaa 104 + 1° C, se traslad6 hacia el desecador durante 1 hora, se pesé y se anoté en
una libreta el peso del bote mas peso del suelo seco (PB + Pss) por segunda vez, se siguid
aplicando el mismo procedimiento hasta obtener un peso constante en las dos capsulas

(APHA, AWWA, & WEF, 2017).

Aplicamos la formula para determinar la humedad del suelo:

(PB + Psh) — (PB + Pss)
% de humedad = (PB + Psh) — PB X 100

Donde:
PB (g): Peso de bote con tapa

Psh: Peso de suelo himedo
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PB + Psh: Peso de Bote mas suelo hiimedo

PB + Pss: peso del bote méas peso del suelo seco

Cabe indicar que, para poder realizar los ensayos de biodegradabilidad, la humedad
de suelo recomendada por la norma ASTM D5988-29 tiene que ser mayor al 50%

humedad.

3.6.7 Pruebas o ensayos de biodegradabilidad bajo la norma ASTM D5988-29

Para determinar el grado o nivel de biodegradacién del material polimérico
(caucho), se tomo en consideracion la norma referencial internacional ASTM D5988-29,
denominado “Método de Prueba Estandar para Determinar la Biodegradacion Aérobica de

Materiales Plasticos en el suelo”.

Se ejecuto las pruebas o ensayos de biodegradabilidad, para lo cual se tuvo que
contar con los materiales de acuerdo con la norma referencial. Para ello, primero se preparé
los siguientes materiales:

-Preparacion del Acido Clorhidrico 0.25 N.
-Preparacion del Hidroxido de Potasio 0.5 N.
-Preparacion del suelo en los desecadores.

-Titulacién del CO, absorbido en muestras de Hidréxido de Potasio 0.5 N.
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3.6.7.1. Preparacion del Acido Clorhidrico 0.25N

Para la preparacion de solucion de acido clorhidrico (HCL) 0.25 N, se debe contar

los siguientes materiales:

« Acido clorhidrico concentrado (HCI) de alta pureza (37%) o 12N
e Agua destilada

« Balanza analitica

» Matraz aforado de volumen adecuado (1 litro)

e Pipeta graduada de 20 ml

e Pipeteador PUM o propipeta de 25 ml

» Equipo de proteccion personal (guantes, gafas de seguridad, bata)

Ve ol HCl = Vol de solcié normalidad de HCl masa molar HC Densidad
= * * *
omercia olumen de solciéon 1000 mL ol HCI ensida

1mlHCL
*
Densidad del Reactivo

Por lo tanto, se requiere de 20.88 ml HCI al 37% en un matraz de aforo de 1 Litro.

A continuacion, se detalla el procedimiento:

Antes de iniciar con la preparacion, se utilizaron guantes y mascarilla con la
finalidad de proteccioén, debido a que se estaba manipulando el acido clorhidrico a altas

concentraciones.

Preparacion de la solucién: Se lleno el matraz aforado con un volumen de 200 ml
de agua destilada, para luego verter 20.88 ml HCI al 37% con la ayuda de la pipeta y
propipeta. Luego se afor6 con agua destilada hasta llegar a un (01) litro y se agito
suavemente para asegurar una mezcla homogénea. Asimismo, esta operacién se realizé
dentro de una campana de extraccion para laboratorio, para evitar acumulacion de vapor

en el ambiente.
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Figura 11

Preparacion de Acido Clorhidrico 0.25 N

Etiquetado y almacenamiento: Después de la preparacion, se etiqueto6 el matraz
aforado con la concentracién, el aviso de no tocar y la fecha de preparacion. Se almaceno
la solucioén en un estante designado para productos quimicos, y se aseguré de mantenerla

fuera del alcance de personas que no estaran involucradas en el proyecto de investigacion.

Estandarizacién de la normalidad: Se verific6 la normalidad de la solucién
utilizando métodos de titulacion estandar con una base carbonato de sodio NaCO3 en

pellets (sélidos) y con fenolftaleina y naranja de metilo.

Para esta verificacion de la normalidad se realizaron tres mediciones en tres vasos
precipitados de 20 ml y se titularon con fenolftaleina y naranja de metilo. Para ello, se
determiné mediante el calculo del volumen teérico:

mg de CO3Na2 » 1000

Calculo tedrico: PEquiv Na2C03 * Hcl (N tebrica)

Cabe indicar que para la presente investigacion se realizaron 10 mediciones

estandar durante cuatros meses que tomaron las pruebas de biodegradacion.
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Figura 12

Estandarizacion del Acido Clorhidrico 0.25 N

3.6.7.2. Preparacion del Hidroxido de Potasio 0.5 N

Para preparar una solucion de hidréxido de potasio (KOH) 0.5N se utilizaron los

siguientes materiales:

e Hidroxido de potasio (KOH) en forma de pellets solidos
e Agua destilada

e Balanza analitica con precision de 4 decimales

e 10 vasos de precipitacion de 40 ml

e Pipeta

e Pipeteador PUM o propipeta de 25 ml

e Equipos de proteccion personal (guantes, gafas de seguridad y bata)
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Tabla 6

Valores para la preparacion de la solucion 0.5 N de KOH

Preparacion de la solucion 0.5 N de KOH

Masa de molar de soluto (HCI), g/mol 56,11 g/mol
Volumen de solucién a preparar (ml) 20
Parametro de valencia (0) 1
Normalidad 0.5

Fuente: Elaboracion propia

Normalidad = "2
ormaltiaa _MXV
m = 0.56105 gr

Por lo tanto, se requiere de 0.56105 gr de KOH en un vaso precipitado de 20 ml
de agua destilada.
A continuacion, se detalla el procedimiento:

Medicién del hidroxido de potasio (KOH): Se utiliz6 una balanza analitica para

medir 0.5105 gramos de hidréxido de potasio en pellets.

Disolucion del KOH: Se tomé 10 ml de agua destilada en un recipiente de vidrio
de 40 ml con la ayuda de un pipeta y propipeta, luego se agregé los pellets de KOH
cuidadosamente, debido a que se produce una reaccion exotérmica, Por ultimo, se agité

suavemente y se rellen6 con agua destilada hasta los 20 ml.

Almacenamiento: La disolucion de hidroxido de potasio 0.5 N se almacené dentro
de los desecadores, debido a su propiedad de absorber di6xido de carbono en el ambiente,
por lo tanto, se preparé 10 vasos de 20 ml de hidréxido de potasio, cada uno en un

desecador.
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Figura 13

Preparacion de Hidroxido de Potasio

3.6.8 Preparacion de los ensayos de biodegradacion

Las muestras de suelos que se almacenaron en el refrigerador durante 24 horas

fueron utilizadas para los ensayos de biodegradacion.

La preparacion de suelo en desecadores para los ensayos de biodegradaciéon se
realiz6 en un ambiente controlado y estéril, tal como el Laboratorio de Quimica del Centro
de Innovacion Productiva y Transferencia Tecnologica del Cuero, Calzado, Textil,

Confecciones e Industrias Conexas. Asimismo, se utilizaron los siguientes materiales:

e Suelo tamizado menor de 20 mm, con humedad mayor a 50 %, con las
caracteristicas fisicoquimicas de acuerdo a la ASTM-5988-12.

e 10 desecadores de vidrio limpio y seco 300 mm de diametro con tapa tubulada

¢ Agua destilada

¢ Instrumentos estériles (espatulas, pipetas y propipetas)

e Equipos de proteccién personal (guantes y bata)

e Termohidrogrometro

Acondicionamiento del desecador: Se realiz6 el lavado, limpieza y secado
natural de los 10 desecadores de vidrio.
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Acondicionamiento de los vasos precipitados: Se realizé el lavado, limpieza y

secado natural de 10 vasos precipitados de 40 mly 10 vasos de precipitados de 20 ml.

Figura 14

Acondicionamiento de desecadores

Figura 15

Acondicionamiento de vasos precipitados

Preparacion del suelo: El suelo tamizado con un diametro de 20 mm que fue
almacenado en una refrigeradora a temperatura a 4°C se extrajo de la bolsa de plastico
para pesar 150 gramos de suelo en la parte inferior de cada desecador con la ayuda de

una espétula, balanza analitica y un crisol. Se tratd6 de distribuir el suelo de forma
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homogénea en toda la superficie del desecador y dejarlo al mismo nivel. Por Ultimo, se
coloco la placa de porcelana. Cabe indicar que la cantidad de 150 gramos el suelo no llego

al mismo nivel donde se coloca la placa porcelana.

Figura 16

Preparacion de suelo en balanza

Acondicionamiento de los desecadores: Luego se preparo la disoluciéon de KOH
al 0.5 N, tal como se describié anteriormente, para luego colocar el vaso precipitado de 40
ml sobre la placa de porcelana, de igual manera se llen6 10 ml de agua destilada sobre un
vaso precipitado de 20ml de agua destilada y se coloc6 sobre la placa de porcelana, por lo
tanto, en cada desecador se colocaban dos vasos precipitados, a excepcion de la prueba
blanco, el cual sélo tenia un vaso precipitado de 40 ml. Por lo tanto, los desecadores fueron

preparados de la siguiente forma:
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Tabla 7

Contenido de los desecadores

Numero de

desecador Nomenclatura Tipo de desecador Contenido
v" 1 vaso precipitado de 40 ml con
1 VCO Desecador utilizado para solucién de 20 ml al KOH 0.5 N

ensayo control v" 1 vaso precipitado de 20 ml con 10
ml agua destilada
v" 150 gramos de suelo tamizado
v/ 3 gramos de papel celulosa

) VP Desecador utilizado para v" 1 vaso precipitado de 40 ml con
ensayo positivo (celulosa) solucién de 20 mlal KOH 0.5 N

v' 1 vaso precipitado de 20 ml con 10
ml agua destilada
v" 150 gramos de suelo tamizado
. v" 1 vaso precipitado de 40 ml con
Desecador utilizado para y
3 VK solucion de 20 ml al KOH 0.5 N
ensayo blanco (solo suelo) o
v' 1 vaso precipitado de 20 ml con 10
ml agua destilada
v" 150 gramos de suelo tamizado

v' 3 gramos de caucho TR

4 VPR Desecador utilizado para v" 1 vaso precipitado de 40 ml con
ensayo prueba (caucho TR) solucion de 20 mlal KOH 0.5 N
v' 1 vaso precipitado de 20 ml con 10
ml agua destilada
v' 150 gramos de suelo tamizado
v" 1 vaso precipitado de 40 ml con
5 VKL Desecador utilizado para solucién de 20 mlal KOH 0.5 N
ensayo blanco y lodo v' 1 vaso precipitado de 20 ml con 10
ml agua destilada
v" 10 ml de lodo residual
v/ 150 gramos de suelo tamizado
v' 3 gramos de caucho TR
Desecador utilizado para v" 1 vaso precipitado de 40 ml con
6 VPRL ensayo prueba (Caucho TR) solucion de 20 mlal KOH 0.5 N
y lodo v' 1 vaso precipitado de 20 ml con 10
ml agua destilada
v" 10 ml de lodo residual
v' 150 gramos de suelo tamizado
Desecador utilizado para v" 1 vaso precipitado de 40 ml con
7 VKPS ensayo blancoy solucion de 20 ml al KOH 0.5 N
Pseudomonas v' 1 vaso precipitado de 20 ml con 10

ml agua destilada
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8 VPRPS
9 VKPSL
10 VPRPSL

v" 10 ml de disolucién de CUR44-
CUR92 {5 ml C/U)
Concentracion: 3 x 108 UFC/ml
v' 150 gramos de suelo tamizado
v' 3 gramos de caucho TR
v' 1 vaso precipitado de 40 ml con
- solucién de 20 mlal KOH 0.5 N
Desecador utilizado para o
1 vaso precipitado de 20 ml con 10
ensayo prueba (Caucho TR) )
ml agua destilada
v" 10 ml de disolucién de CUR44-
CUR92 {5 ml C/U)
Concentracion:
3 x 108 UFC/ml

v' 150 gramos de suelo tamizado

y Pseudomonas

v" 1 vaso precipitado de 40 ml con
solucion de 20 ml al KOH 0.5 N
Desecador utilizado para v' 1 vaso precipitado de 20 ml con 10
ensayo blanco, ml agua destilada
Pseudomonas y lodo v' 10 ml de disoluciéon de CUR44-
CUR92 {5 ml C/U)
Concentracion: 3 x 108
UFC/ml 10 ml de lodo residual
v" 150 gramos de suelo tamizado
v' 3 gramos de caucho TR
v' 1 vaso precipitado de 40 ml con
solucién de 20 mlal KOH 0.5 N
Desecador utilizado para v" 1 vaso precipitado de 20 ml con 10
ensayo prueba (Caucho ml agua destilada
TR), Pseudomonas y lodo v" 10 ml de lodo residual
v" 10 ml de disolucién de CUR44-
CUR92 {5 ml C/U)
Concentracion:
3 x 108 UFC/ml

Fuente: Elaboracion propia

Cierre de los desecadores: Se coloco la tapa hermética en los desecador y se

asegur6 con adhesivo para que esté bien sellada y evitar la entrada de contaminantes

externo.
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Figura 17

Cierre del desecador

Control de condiciones: Los desecadores se almacenaron en un espacio cerrado,
oscuro, el cual se controlo las condiciones ambientales tales como la temperatura (23 a
27°C), humedad (50%) y presién contante (760 mmHg), para ello, se utiliz6 un

termohigrometro eléctrico y calibrado.

Figura 18
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Figura 19

Colocacién de Termohigrémetro

Figura 20

Almacenamiento de desecadores

{CUIDADO!
MANTENER LA
GAVETA CERRADA
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3.6.9 Medicion de la biodegradabilidad

Los ensayos de biodegradabilidad consistieron en la medicion del CO; capturado
en la solucién de hidréxido de sodio (KOH) a 0.5 N, producto de la generacion de CO- del
suelo y de la biodegradacion de las bacterias y hongos en el caucho. Luego de transcurrido
tres dias se procedié a titular las soluciones de los diez desecadores con indicador
fenolftaleina y acido clorhidrico (HCI) a 0.25 N en una bureta de 100 ml. El acido clorhidrico
estaba guardado en un matraz de 1L como se describié anteriormente. El volumen de &cido
clorhidrico que se consumia en la titulacion fue anotado en un registro. Luego se procedi6
a preparar nuevamente 20 ml de KOH de 0.5 N en vasos de 40mly 10 ml de agua destilada
en vasos de 20 ml para colocarlos dentro de los desecadores y repetir el mismo
procedimiento. Durante las tres primeras semanas se titularon todos los vasos de los
desecadores con 0.25 N de &cido clorhidrico, con frecuencia de tres dias, después de ello,
a partir de la cuarta semana se titularon con frecuencia semanal. Todo estas preparaciones

y mediciones se realizaron durante 120 dias.

Para poder terminar el volumen de diéxido de carbono absorbido se analizé la

siguiente reaccién estequiométrica:

KOH + CO, —3KCO3 + Hx0O
KOH + 2HCI —KCl, + 2H,0

m moles de HCI
2

m moles de CO2 =

El CO; total generado se determind utilizando el control técnico como Zb y el

material de prueba o el blanco como Zt.

0.05 N *mL HCl
2

mmoles de CO2 =

0.05 N xmL HCL = 44
2

mg de CO2 =
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Por tanto, el dibxido de carbono desprendido en mg se obtiene multiplicando la

valoracién de HCI por 1,1.

Para lo cual también se aplicaran las siguientes formulas:

) . €02, — CO2
% Biodegradacion = 02 tebrico. x 100

Donde: (CO2). es la cantidad acumulada de diéxido de carbono que se produjo en
cada ensayo del material de prueba con 5ml de lodos residuales, mientras que (CO3)s es
la cantidad acumulada de dioxido de carbono que se produjo en cada ensayo del material

blanco y CO; tedrico es la cantidad total de carbono organico en el sélido.

_ . CO2p — CO2p
% Biodegradacion = 02 tedrico x 100

Donde: (COy);, es la cantidad acumulada de diéxido de carbono que se produjo en
cada ensayo del material de pruebas con cepas CUR44-CUR95 (5ml C/U) con
concentracion 3 x 108 UFC/ml, mientras que (CO2)B es la cantidad acumulada de diéxido
de carbono que se produjo en cada ensayo del material blanco y CO, teérico es la cantidad

total de carbono organico en el sélido.

. Utiliza fenolftaleina o un indicador adecuado para detectar el punto final de la
titulacion. La solucion cambiara de color al alcanzar el punto final de la

neutralizacion.

. El volumen del consumo del HCI en la titulacion significa el consumo del CO; que

absorbi6 la solucion del KOH y que se encontraba dentro del sistema de cada

desecador.
. Después de sacar los vasos precipitados, lavar y secar adecuadamente.
. Destapar los desecadores como maximo de 15 min a 1 hora.
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. Volver a llenar los vasos precipitados con 10 ml de agua destilada y 20 ml de KOH
y dejarlo en el soporte del desecador.

. Verter gotas de agua al suelo, con la finalidad de mantener la humedad en mayor
al 60%.

. Tapar el desecador con cuidado y esperar a repetir la segunda medicion de
acuerdo con el cuadro anterior y asi sucesivamente durante 120 dias (Tabla

N°11).

Figura 21

Recarga de vasos precipitados a los desecadores
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Figura 22

Recarga de vasos precipitados a los desecadores

,

3.6.10 Prueba de ANOVA

Se aplic6 la prueba de ANOVA para analizar las diferencias en la produccién de
CO:. entre los diferentes grupos experimentales. Esta prueba se utilizé para determinar si
existian diferencias significativas en las medias de los distintos tratamientos, comparando
el efecto de las variables como el tipo de suelo, el caucho TR, el lodo residual y la

concentracion de las cepas de Pseudomonas. La formula utilizada fue:

F MS entre grupos

~ MS dentro de los grupos

donde MS entre grupos representa la varianza explicada por las diferencias entre
los tratamientos, y MS dentro de los grupos es lavarianzaresidual o no explicada dentro
de cada grupo. Si el valor calculado de F resultaba significativamente mayor que el valor
critico de la distribucién F, se concluia que existian diferencias significativas entre los

tratamientos.

3.6.11 Test de TUKEY HSD/KRAMER

Se aplico la prueba de Tukey HSD (Honest Significant Difference) para realizar
comparaciones multiples entre los grupos experimentales después de obtener resultados

significativos en la prueba de ANOVA. Esta prueba fue utilizada para identificar qué pares
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de grupos mostraban diferencias significativas en la produccion de CO,. La férmula

utilizada para calcular la diferencia minima significativa fue:

MSerror

HSD =
q* n

donde q es el valor de la distribucién de Tukey para un nivel de confianza especifico,
MSerror es el error cuadratico medio de la prueba de ANOVA, y n es el nUmero de
observaciones por grupo. Los valores de q se obtuvieron en funcion de los grados de
libertad del error y el nimero de grupos. Esta prueba permiti6 determinar cuéles
tratamientos, como el caucho, el lodo residual y las cepas de Pseudomonas, maostraron
diferencias estadisticamente significativas en la produccion de CO, en comparacion con el

grupo control y otros tratamientos.

3.6.12 Q-Test

Se aplicé la prueba Q-Test para evaluar las diferencias significativas entre los
grupos experimentales en cuanto a la produccién de CO,. Esta prueba fue utilizada para
comparar las medias de los diferentes tratamientos y determinar si las diferencias
observadas eran estadisticamente significativas. La formula de la prueba Q-Test es:

|[Media, — Media,|

Varianza, n Varianza,
ny n;

Q=

donde Media, y Media; son las medias de los dos grupos comparados, Varianza,
y Varianza, son las varianzas de los grupos, y n1 y h, son los tamafios de muestra de cada
grupo. Con esta férmula, se evaluaron los pares de grupos experimentales, como los
tratados con efluentes industriales o Pseudomonas, contra el grupo control y otros

tratamientos.
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3.6.13 Estadistica en Excel

Para las pruebas estadisticas ANOVA, Test de Tukey HSD/KRAMER y Q-Test se

utilizé la herramienta Real Estatistics disponibles en el software Excel.
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Capitulo IV . Analisis y discusion de resultados

4.1 Resultados obtenidos

4.1.1 Determinacién de Humedad de suelo
A continuacion, se presenta los resultados obtenidos del porcentaje de humedad

del suelo del Mercado de Flores y su duplicado, tal como se describe en la tabla N°8:

Tabla 8

Resultados de la humedad de suelos

(PB+Pss) %
PB Psh PB+Psh  (PB+Pss)g (PB+Pss)g (PB+Pss)g
Sl g (0) (0) ) ) X Ginay %
nal
g g 9 . 4
1 54.8803 61.0001 115.8804  85.2635 85.2636 852636 852636  50.1914
1dup 546941 61.1863 115.6941  84.9835 84.9812  84.9814  84.9814  50.4999

Fuente: Elaboracion Propia

Segun la Tabla N° 8, la humedad del suelo recolectado en el mercado de Flores

supera el 50%.

4.1.2 Resultados de la caracterizacion del suelo

En la tabla N°9 se presenta los resultados obtenidos de los parametros Potencial
de hidrogeno (pH) fue de 7.39, lo que indica que el suelo tiene una acidez casi neutra (pH
cercano a 7), capacidad de campo (C.C.) del suelo con un valor de 9.30 %, lo que significa
gue el suelo puede retener un 9.30% de agua después de que el exceso haya drenado.
Las cenizas con un valor de 88.6%, este valor indica que el suelo tiene un alto contenido
mineral. La porosidad del suelo es del 33.8%, lo que indica que una proporcion significativa
del suelo esta formada por espacios porosos o vacios que permiten el paso de agua y aire.
El contenido de carbono organico total es del 10.78%, lo que sugiere que el suelo tiene una
buena cantidad de materia organica (Martinez, Fuentes, & Acevedo). El nitrdgeno total en
el suelo es de 9930 mg/Kg. El nitrégeno es un nutriente esencial para las plantas, ya que
es parte de los aminoacidos y las proteinas (Nufiez-Colima). Los resultados de parametros
obtenidos indican que el suelo se encontraba en condiciones adecuadas segun lo realizado
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por otras investigaciones antes de realizar los ensayos de biodegradacion, los cuales

evaluaron condiciones tales como la humedad entre el rango de 40% y 100%, el contenido

de carbono organico y el nitrdgeno de suelo, el cual son factores que influye en el

metabolismo microbiano, es decir la capacidad de los microbios para respirar, crecer y

dividirse. (Chinaglia et al., 2024)

Tabla 9

Resultados de la caracterizacion de suelos

"Parametros

Unidad

Nombre de la
metodologia del

analisis

Resultado

pH (Extracto 1:1) en
Suelos

Capacidad de Campo

Ceniza (**)

Porosidad (**)

Preparacion de
Muestras
Suelos (**)

Carbono Orgénico
Total (**)

Nitrégeno Total (**)

1. Arena (2 - 0.05 mm
Didmetro
de Particula) (**)

2. Arcilla (0.05 - 0.002
mm
Diametro de

Particula) (**)

Unidad de

pH

%

%

%

%

mg/Kg

%

%

L.D.M. L.C.M.
NA. 0,01
0,03 0,10
0,03 0,10
0,01 0,10
NA. NA.
0,04 0,10

50 150
Textura

NA. NA.

NA. NA.

MVAL-AGR-01. 2022

Smith Alfred 1917,
Relation of the
mechanical analyisis to
the moisture equivalent
of soils, Soil Sci 4,471-
476.

(P.M.P)

NORMA MEXICANA
NMX-AA-16-1984

Métodos de andlisis
para suelos plantas y
aguas Homer
Chapman

Norma Oficial
Mexicana NOM-021-
RECNAT-2000,
AS-01, item 7.1.1

Norma Oficial
Mexicana NOM-021-
RECNAT-2000,
AS-07, item 7.1.7

NOM-021-AS
08/SMWEE Part 4500
NH3 D, 4500NO2B,
4500NO3 E

Manual de
Procedimientos de los
Analisis de Suelos y
Agua con Fines de

Riego, Item 3,4

7.39

9.30

88.6

33.8

FINALIZADO

10.78

9930

80
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3. Limo (< a0.002
mm
Diametro de

Particula) (**)

4. Clase Textural (**)

NA.

NA.

NA.

NA.

15

Fuente: Informe de ensayo N° |IE-22-162294

4.1.3 Resultados de la estandarizacién de Acido Clorhidrico 0.25 N

A continuacion, se presenta los resultados obtenidos de la estandarizacion del acido

clorhidrico a 0.25N.

Tabla 10

Resultados de la estandarizacion de Acido Clorhidrico 0.25N

Fecha Numero de COsNaz Volumen Factor de Factor de Porcentaje
Estandarizacion (9) gastado correccion correccion
HCI HCI promedio

11/03/2023 Fcl 0.1003 7.5 1.0094 0.9731 3%
Fc2 0.1005 8.1 0.9365
Fc3 0.1006 7.8 0.9735

26/03/2023 Fcl 0.1004 7.5 1.0104 1.0210 -2%
Fc2 0.1009 7.4 1.0292
Fc3 0.101 7.45 1.0233

11/04/2023 Fcl 0.1003 7.5 1.0094 0.9994 0%
Fc2 0.1005 7.5 1.0114
Fc3 0.101 7.8 0.9774

26/04/2023 Fcl 0.1003 7.5 1.0094 1.0100 -1%
Fc2 0.1005 7.52 1.0087
Fc3 0.1004 7.49 1.0118

10/05/2023 Fcl 0.1003 7.3 1.0371 1.0375 -4%
Fc2 0.1005 7.4 1.0251
Fc3 0.1002 7.2 1.0504

25/05/2023 Fcl 0.1005 7.3 1.0391 1.0340 -3%
Fc2 0.1005 7.25 1.0463
Fc3 0.101 7.5 1.0165

10/07/2023 Fcl 0.1003 7.4 1.0231 1.0134 -1%
Fc2 0.1005 7.55 1.0047
Fc3 0.1006 7.5 1.0124

10/08/2023 Fcl 0.1002 7.7 0.9822 1.0194 -2%
Fc2 0.1 7.3 1.0340
Fc3 0.1001 7.25 1.0421

Fuente: Elaboracion propia
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De acuerdo con lo presentado en la Tabla N°10, el porcentaje de desviacion en la
normalidad es menor al 5%, lo que confirma que la preparacion del acido clorhidrico a 0.25

N fue adecuada (Christian, G. D., 2009).

4.1.4 Resultados de la evaluacion de la biodegradaciéon del caucho TR a través del
uso de consorcios microbianos extraidos de lodos residuales de la industria

de curtiembre.

Tabla 11

Resultados de los gastos totales de volumen de 4cido clorhidrico (ml)

FECHAS DIAS VCO! VP2 VK3 VPR* VKL® VPRL® VKPS’ VPRPS® VKPSL® VPRPSL0

13/03/2023 1 40 0 0 0 0 0 0 0 0 0
17/03/2023 4 315 123 178 13 15 13.9 16.6 12 12.2 11.9
21/03/2023 8 33.15 153 19.15 18.7 18.2 16 17.8 154 15.2 14.8
25/03/2023 12 30.04 112 156 153 15 13 14 10.2 13.2 111
29/03/2023 16 33 253 273 2725 252 18 251 17 24.8 15
3/04/2023 21 324 2215 263 2465 2214 17 22.12 15.8 22.08 16.8
7/04/2023 25 314 1645 185 1835 16.8 16.4 16.24 14.6 16.8 14
11/04/2023 29 314 1645 195 182 185 16 17 16.2 16.3 15
18/04/2023 36 312 16.15 1825 181 16.8 16.4 16.8 16.2 17.2 14
26/04/2023 44 30 125 168 16.75 15 13 14.6 12.68 12.78 12.48
3/05/2023 51 30 213 224 17 22.2 19 22 17.8 22.6 12
9/05/2023 57 31.6 214 242 23 20.4 16.6 22.4 14 23.4 12
13/05/2023 61 32 20.2 25 246 201 18.2 19.6 15 19.8 14
17/05/2023 65 32 22.6 26 254 225 18 22.8 15 22.2 14
21/05/2023 69 30.8 25 266 251 249 18 24.6 16 24.8 14
25/05/2023 73 31 20.4 23 20.3 20.2 16 18.4 14 18 13
29/05/2023 77 30 26 26.1 26 25.8 18 25.2 16.9 26.2 14
2/06/2023 81 32 26.1 26.2 26 26 195 26 17.8 28 14
9/06/2023 88 30.4 25 264 254 249 18 24.8 16 24.6 14
16/06/2023 95 30.4 24 248 243 234 17.5 23.5 16.6 23.8 14.6
23/06/2023 102 29.6 23 24.6 23 22.8 18.2 22.6 16.8 22.4 15
30/06/2023 109 314 22 24 22 21.6 19 21.8 17 21.6 15
7/07/2023 116 314 20.5 23 21 20.6 19 20.4 18 20.2 16

1VCO: Desecador utilizado para ensayo control

2 VP: Desecador utilizado para ensayo positivo

3 VK: Desecador utilizado para ensayo blanco

4 VPR: Desecador utilizado para ensayo prueba

5 VKL: Desecador utilizado para ensayo blanco y lodo residual

6 VPRL: Desecador utilizado para ensayo prueba y lodo

7 VKPS: Desecador utilizado para ensayo blanco y cepa de Pseudomonas

8 VPRPS: Desecador utilizado para ensayo prueba y cepas de Pseudomonas

9 VKPSL: Desecador utilizado para ensayo blanco, cepas de Pseudomonas y lodo

10 VPRPSL: Desecador utilizado para ensayo prueba, cepas de Pseudomonas y lodo
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14/07/2023
14/07/2023
21/07/2023
28/07/2023
4/08/2023

11/08/2023
18/08/2023

123
123
130
137
144
151
158

32.3
32.3
32
33
32
31
314

214
21.4
22.3
20.5
21
21
22

22.6
22.6
23
24
25
26
25

22
22
23
22
23
22
23

21.9
21.9
22.9
21.8
22.9
21.9
22.9

20
20
18
19.5
194
19
17

22
22
22.8
21.6
22.4
22.2
22.8

18
18
16.9
17.8
17.8
17
16

22.8
22.8
23.4
22.2
22.8
22.8
23.2

16
16
14
14
14
15
13

4.1.5 Resultados de la obtencion del porcentaje de biodegradacion

Para determinar el porcentaje de biodegradacion se utiliza la siguiente formula:

% Biodegradacion =

€02, — CO2;

CO2 tedrico

100

COg.: CO, liberado en la muestra con el material a evaluar.

COggs: CO;, liberado en el blanco (sin material).

CO; tedrico: Cantidad maxima de CO, que se podria liberar si todo el material se

degradara completamente.

Para determinar el CO2 tedrico para el papel celulosa se realizé a través de relacion

estequiométrica (Nomadolo et al., 2022)

Férmula general de celulosa: (CsH100s)n

Reaccion de biodegradacién completa:

(C5H1005) n+ 6n0, — 6nCO5+ 5nH,0

Relacion de masa:

1 mol de celulosa (162 g) — 6 moles de CO, (264 g)

Entonces:

264 g CO2

162 g celulosa

=1.63 g CO./g celulosa
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Para el papel de celulosa:

1 g de papel celulosa= 1.63 g de CO, tedrico

Por lo tanto, para la ejecucion del ensayo positivo se utilizé 300 miligramos de papel

celulosa, por lo tanto, el CO2 tedrico es de 489 miligramos de CO2.

Para el caucho termoplastico:

El CO2 tedrico para caucho termoplastico se realiz6 a través de relacion
estequiométrica (Nomadolo et al., 2022), utilizando la siguiente formula:

C02t=MtXCtX 4
N 12

donde Mt representa la masa seca del material plastico, Ct el contenido de carbono
organico (obtenido por analisis elemental), y 44/12 es la relacion de masas molares entre
el CO, y el carbono. Esta relacion permite estimar el CO, que se formaria si todo el carbono

organico se mineralizara completamente.

Dado que el caucho termoplastico (TR) utilizado en el presente estudio corresponde
a un material polimérico de composicién compleja no especificada, se estimo su potencial
de liberacién de CO, mediante una férmula empirica aproximada basada en composiciones
reportadas para elastobmeros termoplasticos tipo estireno-butadieno. Se asumié una
proporcion representativa de 70 % butadieno (C,Hg) y 30 % estireno (CgHg), 0 que permitié
calcular la siguiente relacién estequiométrica, 3.12 kg CO,/kg de caucho, por lo tanto, para

300 miligramos de caucho termoplastico se obtuvo 936 mg de CO2.

Para determinar el carbono capturado en CO2 del papel celulosa y caucho

termoplastico en los desecadores se aplica la siguiente formula.

Zt=7Zb-7Zn
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Zn = mL calculados de HCL para eliminar el CO- generado Unicamente a partir del material

de prueba (caucho termoplastico o papel celulosa).
Zb = mL de HCI usado para tirar los recipientes en blanco con tierra de suelo adentro, y

Zt = mL de HCL usado para tirar los recipientes que contienen el suelo méas el material de
prueba

Luego:

KOH + CO, —» KHCOs3

KHCO;3; + KOH — K>CO3 + H,O

CO; + 2KOH —» K3CO?® + H,0
K>CO3 + 2 HCI — 2KCI + H,0 + CO»

m moles de HCI

m moles de CO2 = >

Correccion de la normalidad del HCI:

m moles de CO,=0.05N*ml HCI/ 2
mg de CO, = 0.05 N * mL HCI * 44/2

mg de CO2 = 1.1 * ml HCI

Por tanto, el diéxido de carbono desprendido en mg se obtiene multiplicando la

valoracion de ml de HCI por 1.1.

Por lo tanto, para calcular el nivel o porcentaje de biodegradacién de las muestras
de caucho termoplastico que se sometieron a las condiciones de los ensayos de
biodegradacion, se realizo la diferencia entre los volimenes de gastos de HCI expresados
en mililitros de VK, VKL, VKPS y VKPSL y los ensayos VPR, VPRL, VPRP, VPRPSL,
respectivamente, para después multiplicarlo por el factor 1.1. para obtener la cantidad de
CO2 generado de la biodegradacion del caucho termoplastico durante todo el proceso que

duro la investigacion.
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Similar se realizé con el material positivo o papel celulosa, en el cual se realiz6 la
diferencia entre los volimenes de gastos de HCI en mililitros de VK y VP, después se
multiplico por el factor 1.1, para obtener la cantidad de CO2 generado de la biodegradacién

del papel celulosa durante todo el proceso que duro la investigacion.

Tabla 12:

Cuadro resumen de los ensayos de biodegradacion

Zt Zb mg de CO» Representacion

VK VP Zn (ml) X 1.1=mg de CO:2 obtenido del Celulosa (control positivo)
papel celulosa en el desecador para

ensayo positivo

VK VPR Zn (ml) X 1.1 = mg de CO:2 obtenido Caucho TR
del caucho termoplastico en el

desecador para ensayo de prueba

VKL VPRL Zn (ml) X 1.1 = mg de CO: obtenido Caucho TRy lodo
del caucho termoplastico en el
desecador para ensayo de prueba y
lodo

VKPS VPRP Zn (ml) X 1.1 = mg de CO: obtenido Caucho TR y Pseudomonas
del caucho termoplastico para ensayo

de prueba y cepas de Pseudomonas

VKPSL VPRPSL Zn (ml) X 1.1 = mg de CO:2 obtenido  Caucho TR, Pseudomonas y
del caucho termoplastico para ensayo lodo
prueba, cepas de Pseudomonas y
lodo

Fuente: Elaboracion propia

4.1.6 Evaluar la biodegradacion del caucho termoplastico a través del uso de
consorcios microbianos extraidos de lodos residuales de la industria de

curtiembre.

Se evalué la biodegradacion del caucho termoplastico mediante el empleo de

consorcios microbianos aislados de lodos residuales de curtiembre, asi como a través de
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cepas bacterianas de Pseudomonas CUR44-CUR92. Los resultados obtenidos en los
ensayos de desecador mostraron diferencias en la produccién de CO,, pérdida de masa
del polimero y alteraciones estructurales observadas por FTIR/SEM entre los tratamientos.
En el ensayo con consorcio microbiano (caucho + lodo), se evidencidé una mayor capacidad
degradativa en comparacion con el caucho sin inoculacién, confirmando que los
microorganismos presentes en el lodo tienen la capacidad para atacar la matriz polimérica.
Por otro lado, los ensayos con Pseudomonas CUR44-CUR92 presentaron actividad
degradativa, aunque en una intensidad menor que el consorcio. Finalmente, la combinacion
de Pseudomonas y lodo residual mostré un efecto sinérgico, con indicadores de
biodegradacién superiores respecto a los tratamientos individuales. Estos hallazgos
confirman el cumplimiento del objetivo general, demostrando que los consorcios
microbianos provenientes de lodos residuales constituyen una alternativa viable para la

biodegradacion del caucho termoplastico.

A partir de los ensayos de respirometria, se evalué la biodegradacion del caucho
termoplastico en presencia de consorcios microbianos de lodos residuales de curtiembre y
cepas de Pseudomonas CUR44-CUR92. Los resultados mostraron que el caucho
incubado Unicamente con suelo presentd una baja mineralizacién (4.55 %), mientras que
la adicion de lodo residual increment6 la degradacion hasta 12.31 %. El uso de cepas
aisladas de Pseudomonas alcanz6 un 16.89 %, y la combinacién de Pseudomonas con
lodo residual evidenci6 un efecto sinérgico, logrando el mayor porcentaje de
biodegradacion (22.64 %). Estos valores, comparados con el control positivo (papel
celulosa, 16.56 %), confirman que los consorcios microbianos provenientes de lodos de
curtiembre poseen potencial para degradar caucho termoplastico, cumpliéndose asi el

objetivo general del estudio.
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Tabla 13:

Determinacién de los porcentajes de biodegradacién (%)

ocha S mg (CO2) = ml VK- mg (CO;) = ml VKL- mg(CO;)=ml  VKPS-  mg(CO;)=ml  VKPSL-  mg(CO;)=ml
(HCyx 1.1 VPR (HCUx 1.1 VPRL?3 (HCyx 1.1 VPRP* (HCUx1.1  VPRPSL® (HCUx 1.1

13/03/2023 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

17/03/2023 5.50 6.05 4.80 5.28 1.10 1.21 4.60 5.06 0.30 0.33

21/03/2023 3.85 10.29 0.45 5.78 2.20 3.63 2.40 7.70 0.40 0.77

25/03/2023 4.40 15.13 0.30 6.11 2.00 5.83 3.80 11.88 2.10 3.08

29/03/2023 2.00 17.33 0.05 6.16 7.20 13.75 8.10 20.79 9.80 13.86
3/04/2023 4.15 21.89 1.65 7.98 5.14 19.40 6.32 27.74 5.28 19.67
7/04/2023 2.05 24.15 0.15 8.14 0.40 19.84 1.64 29.55 2.80 22.75
11/04/2023 3.05 27.5 1.30 9.57 2.50 22.59 0.80 30.43 1.30 24.18
18/04/2023 2.10 29.81 0.15 9.74 0.40 23.03 0.60 31.09 3.20 27.70
26/04/2023 4.30 34.54 0.05 9.79 2.00 25.23 1.92 33.20 0.30 28.03
3/05/2023 1.10 35.75 5.40 15.73 3.20 28.75 4.20 37.82 10.6 39.69
9/05/2023 2.80 38.83 1.20 17.05 3.80 32.93 8.40 47.06 11.4 52.23
13/05/2023 4.80 44.11 0.40 17.49 1.90 35.02 4.60 52.12 5.80 58.61
17/05/2023 3.40 47.85 0.60 18.15 4.50 39.97 7.80 60.70 8.20 67.63
21/05/2023 1.60 49.61 1.50 19.80 6.90 47.56 8.60 70.16 10.8 79.51
25/05/2023 2.60 52.47 2.70 22.77 4.20 52.18 4.40 75.00 5.00 85.01

11 VK-VP: Diferencia de volumenes en ml entre el desecador para ensayo en blanco y desecador para ensayo positivo

12 VK-VPR: Diferencia de volimenes en ml entre el desecador para ensayo en blanco y desecador para ensayo prueba

13 VKL-VPRL: Diferencia de volimenes en ml entre el desecador para ensayo en blanco y lodo y desecador para ensayo prueba y lodo

14 VKPS-VPRPS: Diferencia de volumenes en ml entre el desecador para ensayo blanco y cepas de Pseudomonas y desecador para ensayo prueba y
cepas de Pseudomonas

15 VKPSL-VPRPSL: Diferencia de volimenes en ml entre el desecador para ensayo blanco, cepas de Pseudomonas y lodo y desecador para ensayo prueba
con cepas de Pseudomonas y lodo
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29/05/2023
2/06/2023
9/06/2023

16/06/2023

23/06/2023

30/06/2023
7/07/2023

14/07/2023

21/07/2023

28/07/2023
4/08/2023

11/08/2023

18/08/2023

mg CO2

tedrico

Porcentaje

obtenidos

0.10 52.58
0.10 52.69
1.40 54.23
0.80 55.11
1.60 56.87
2.00 59.07
2.50 61.82
1.20 63.14
0.70 63.91
3.50 67.76
4.00 72.16
5.00 77.66
3.00 80.96

Papel 489 mg de
celulosa CO;
16.56%

0.10
0.20
1.00
0.50
1.60
2.00
2.00
0.60
0.00
2.00
2.00
4.00
2.00

Cauc

termo
plasti

CO

22.88
23.10
24.20
24.75
26.51
28.71
30.91
31.57
31.57
33.77
35.97
40.37
42.57

936 mg de
CO;

4.55%

7.80
6.50
6.90
5.90
4.60
2.60
1.60
1.90
4.90
2.30
3.50
2.90
5.90

Cauch

termo
plasti

co

60.76
67.91
75.50
81.99
87.05
89.91
91.67
93.76
99.15
101.68
105.53
108.72
115.21

936 mg de
CO:

12.31%

8.30 84.13

8.20 93.15

8.80 102.83

6.90 110.42

5.80 116.80

4.80 122.08

2.40 124.72

4.00 129.12

5.90 135.61

3.80 139.79

4.60 144.85

5.20 150.57

6.80 158.05
Cauch

936 mg de
termo
CO:
plastic
0
16.89%

12.2 98.43
14.00 113.83
10.60 125.49
9.20 135.61
7.40 143.75
6.60 151.01
4.20 155.63
6.80 163.11
9.40 173.45
8.20 182.47
8.80 192.15
7.80 200.73
10.20 211.95

Cauch

0 936 mg de
termop CO:
lastico

22.64%

Fuente: Elaboracion Propia
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De acuerdo con la tabla 13, se presenta el volumen de gasto expresado en mly la
cantidad de CO; absorbido expresado en mg en cada desecador por la accion de bacterias
gue se encontraban en el suelo natural y otras que se encontraban en el lodo y las cepas

de Pseudomonas, de los cuales se pueden describir los siguientes resultados:

v' La biodegradacion del caucho TR en el desecador de ensayo para lodos y
Pseudomonas fue el ensayo mas efectivo, alcanzando un 22.64% del CO,, lo que
resalta la eficiencia combinada del lodo y las cepas de Pseudomonas.

v' La biodegradacién del caucho TR en el desecador de ensayo de prueba (solo
caucho TR con suelo) fue el menos eficiente, apenas con un 4.55%, lo que indica
gue el caucho termoplastico por si solo no se biodegrada facilmente sin ayuda
microbiana o sin condiciones mejoradas.

v' La biodegradacion del caucho TR en el desecador de ensayo de pruebay cepas de
Pseudomonas y desecador de para ensayo de prueba y lodo confirman que tanto
el lodo como las Pseudomonas contribuyen significativamente, pero su
combinacion tiene un efecto méas pronunciado.

v' Los volumenes de HCI gastados, expresados en mililitros, fueron menores en el
desecador correspondiente al ensayo de prueba positiva (papel de celulosa) (VP),
en comparacién con el desecador del ensayo blanco (solo suelo) (VK). Esta
diferencia se explica por la mayor generacion de CO, como resultado de la
biodegradacion del papel de celulosa, el cual es rapidamente absorbido por el
hidroxido de potasio (KOH), provocando una saturacibn mas temprana de la
solucién absorbente y, por ende, requiriendo un menor volumen de HCI para su
posterior valoracion. En este contexto, la diferencia entre los volimenes de HCI
gastados (VP - VK) permite atribuir al CO, generado en la biodegradacién del papel
de celulosa, lo que valida la actividad microbiana en el ensayo positivo.

v' Los volumenes de HCI gastados, expresados en mililitros, fueron menores en el

desecador correspondiente al ensayo con caucho termoplastico (VPR), en
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comparacion con el desecador del ensayo blanco (solo suelo) (VK). Esta diferencia
se atribuye a la generacion de CO, como producto de la biodegradacion del caucho
termoplastico (TR), el cual es absorbido en menor tiempo por el hidroxido de potasio
(KOH), lo que conduce a una saturacion mas rapida de la solucién absorbente vy,
por tanto, a un menor volumen requerido de HCI para la valoracion. En
consecuencia, la diferencia entre los volumenes de gasto (VPR - VK) evidenciaria
gue el CO, absorbido en los vasos precipitados proviene de la biodegradacion del
caucho TR, confirmando la actividad microbiana sobre este material.

Los volimenes de HCI gastados, expresados en mililitros, fueron menores en el
desecador correspondiente al ensayo con caucho termoplastico y lodo (VPRL), en
comparacion con el desecador del ensayo blanco con solo lodo (VKL). Esta
diferencia se debe a la generacion de CO, producto de la biodegradacion del
caucho TR, el cual es absorbido con mayor rapidez por el hidroxido de potasio
(KOH), ocasionando una saturacién mas temprana de la solucién absorbente y, en
consecuencia, una menor necesidad de HCI para su valoracién. Por tanto, la
diferencia entre los volimenes de gasto (VPRL - VKL) indicaria que el CO,
absorbido en los vasos precipitados se originé a partir de la biodegradacion del
caucho TR, lo que evidencia la actividad microbiana degradativa del lodo sobre
dicho material.

El volumen de HCI gastado fue menor en el desecador correspondiente al ensayo
con caucho termoplastico, Pseudomonas y lodo (VPRPSL), en comparacion con el
desecador del ensayo blanco con Pseudomonas y lodo (VKPSL). Esta diferencia
se atribuye a la generacion de CO, como resultado de la biodegradacién del caucho
TR, el cual es rapidamente absorbido por el hidroxido de potasio (KOH),
provocando su saturacion en un menor tiempo y, por tanto, requiriendo un volumen
menor de HCI para la valoracion. La diferencia entre ambos volumenes de gasto
(VPRPSL - VKPSL) sugiere que el CO, absorbido se origind por la actividad

biodegradativa sobre el caucho TR, lo cual evidencia la capacidad de

82



biodegradacion del consorcio Pseudomonas de cepas CUR44-CUR93 (5ml C/U) y

lodo frente a este material polimérico.

A continuacion, se realiza la gréfica visualizando la biodegradacion del papel

celulosa y caucho TR en las diferentes tratamientos o ensayos de biodegradacion:

Figura 23

Diagrama de biodegradacion de papel celulosa y caucho termoplastico (TR)

Evolucion de CO:z (mg) segun tipo de biodegradacion

Celulosa (control positivo)

| — Caucho TR

—— Caucho TR + lodo
Caucho TR + pseudomonas
Caucho TR + pseudomonas + lodo

mg CO:

50t

0 20 20 60 80 100 120 140
Dias

Fuente: Elaboracion propia

El grafico sefala la evolucién del CO, (en mg) producida durante la biodegradacién

bajo diferentes condiciones experimentales, de los cuales se puede discutir:

v' La curva de “Caucho TR + Pseudomonas + lodo” presenté la mayor generacién de
CO., lo que indica la biodegradacion més activa. Esto sugiere una sinergia efectiva
entre el consorcio microbiano y el lodo como ambiente de soporte.

v" La curva “Caucho TR + Pseudomonas” también presenté una biodegradacion
significativa, mucho més alta que el caucho solo. Esto confirma que estas bacterias

tienen un papel activo en la biodegradacion del caucho TR.
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v' La curva de “Caucho TR presentdé una produccién de CO, baja y lenta,
evidenciando su resistencia natural a la biodegradacién en ausencia de ayuda
microbiana o ambiental.

v' La curva control (papel celulosa), sirvi6 como referencia positiva. Aunque tiene un
buen nivel de CO, generado en el desecador de prueba positiva, fue superada por
la generaciéon de CO, de las Pseudomonas en los otros desecadores.

v' Las curvas mas eficientes mantienen una pendiente positiva constante incluso
hacia el dia 158, indicando que la biodegradacion no se estancé en ningun

momento de la evaluacion.

Para los resultados obtenidos sobre la generacion de mg de CO, del caucho TR
bajo las cuatro condiciones diferentes de los desecadores descritos en las tablas N° 12 y
N°13, se realizaron pruebas estadisticas utilizando ANOVA, Test de Tukey HSD/KRAMER
y Q-Test. Se excluyeron las pruebas positivas, ya que estas analizaron la generacion mg
de CO, del material positivo “celulosa”. El andlisis estadistico se llevé a cabo utilizando la

herramienta Real Statistics disponible en el software Excel.
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Tabla 14

mg CO:2 generados por los desecadores a diferentes condiciones

Fecha Caucho TR® Caucho TRy Caucho TRy Caucho TR,
lodo?” Pseudomonas 8 Pseudomonas y
lodo 1°
13/03/2023 0 0 0 0
17/03/2023 5.28 1.21 5.06 0.33
21/03/2023 5.78 3.63 7.7 0.77
25/03/2023 6.11 5.83 11.88 3.08
29/03/2023 6.16 13.75 20.79 13.86
3/04/2023 7.98 194 27.74 19.67
7/04/2023 8.14 19.84 29.55 22.75
11/04/2023 9.57 22.59 30.43 24.18
18/04/2023 9.74 23.03 31.09 27.7
26/04/2023 9.79 25.23 33.2 28.03
3/05/2023 15.73 28.75 37.82 39.69
9/05/2023 17.05 32.93 47.06 52.23
13/05/2023 17.49 35.02 52.12 58.61
17/05/2023 18.15 39.97 60.7 67.63
21/05/2023 19.8 47.56 70.16 79.51
25/05/2023 22,77 52.18 75 85.01
29/05/2023 22.88 60.76 84.13 98.43
2/06/2023 23.1 67.91 93.15 113.83
9/06/2023 24.2 75.5 102.83 125.49
16/06/2023 24.75 81.99 110.42 135.61
23/06/2023 26.51 87.05 116.8 143.75
30/06/2023 28.71 89.91 122.08 151.01
7107/2023 30.91 91.67 124.72 155.63
14/07/2023 31.57 93.76 129.12 163.11
21/07/2023 31.57 99.15 135.61 173.45
28/07/2023 33.77 101.68 139.79 182.47
4/08/2023 35.97 105.53 144.85 192.15
11/08/2023 40.37 108.72 150.57 200.73
18/08/2023 42.57 115.21 158.05 211.95

Fuente: Elaboracion propia

16 mg de CO- obtenido del caucho termoplastico en el desecador para ensayo de prueba (Caucho TR)

17 mg de CO: obtenido del caucho termoplastico en el desecador para ensayo de prueba (Caucho TR) y lodo
18 mg de CO2 obtenido del caucho termoplastico para ensayo de prueba (Caucho TR) y cepas de Pseudomona
19 mg de CO: obtenido del caucho termoplastico para ensayo prueba (Caucho TR), cepas de Pseudomonas y
lodo
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Analisis de varianza

Ho: No existen diferencias entre los grupos

Hi: Existen diferencias entre los grupos

Tabla 15

Analisis de Varianza de los ensayos de biodegradacion (Alpha menor a 0.05)

Group Cou Sum Mean Varianc Ss Std Err Lower Upper
nt e

Caucho TR Y7 29 576.4 19.8765 135101 3782.83 8.82870 2.38360 37.3695
2 517 238 466 721 009 034

Caucho TRy lodo 8 29  1549. 53.44 1413.10 39566.9 8.82870 35.9470 70.9329
76 362 014 721 484 516

Caucho TR y 29 2152. 74.2213 2571.13 71991.7 8.82870 56.7284 91.7143

Pseudomonas 1° 42 793 393 499 721 277 309

Caucho TR, 29 2570. 88.6434 4922.40 137827. 8.82870 71.1504 106.136

Pseudomonas y lodo %0 66 483 546 353 721 966 4

Fuente: Elaboracion propia-Herramienta Statitics del sotfware Excel

17 mg de CO- obtenido del caucho termoplastico en el desecador para ensayo de prueba (Caucho TR)

18 mg de CO- obtenido del caucho termoplastico en el desecador para ensayo de prueba (Caucho TR) y lodo
19 mg de CO- obtenido del caucho termoplastico para ensayo de prueba (Caucho TR) y cepas de

Pseudomonas

20 mg de CO2 obtenido del caucho termoplastico para ensayo prueba (Caucho TR), cepas de Pseudomonas y

lodo

Tabla 16

Cuadro Resumen del Andlisis de Varianza de los ensayos de biodegradacion

Sources SS df MS F P value Eta-sq RMSSE Omega
Sq
Between 77487.24 3 25829.08 11.42659 1.3559E- 0.234343 0.627710  0.2123833
Groups 58 19 26 06 93 47 9
Within Groups  253168.8 11 2260.436
39 2 06
Total 330656.0 11 2875.270
85 5 3

Fuente: Elaboracién propia-Herramienta Statitics del sotfware Excel
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De acuerdo con los resultados presentados en las Tabla N° 15y N° 16 y desde una
perspectiva estadistica, se observan diferencias significativas entre los grupos
analizados. El valor de F obtenido (11.43), junto con un valor de p de 1.3559 x 107¢,
es considerablemente menor que el nivel de significancia establecido (a = 0.05).
Esto indica la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre las
medias de biodegradacion correspondientes a los distintos tratamientos o0 ensayos.
En consecuencia, se rechaza la hip6tesis nula, lo que sugiere que al menos uno de
los grupos difiere de los demas.

El Eta-cuadrado (n? = 0.234) sugiere que aproximadamente el 23.4% de la
variabilidad en la biodegradaciéon se debe al tipo de tratamiento aplicado, lo cual
representa un efecto moderado a fuerte.

El Omega-cuadrado (w? = 0.212), un estimador mas conservador, confirma que el
efecto es real y no producto del azar.

La combinacion de caucho TR con Pseudomonas y lodo mostré la mayor
biodegradacion.

El caucho TR solo tuvo la menor respuesta, como era esperable.

Las diferencias entre grupos no son sélo significativas estadisticamente, sino
también practicamente relevantes, como lo sugieren los tamafios del efecto (n?y

w?).
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Prueba de Tukey HSD

Tabla 17

Prueba de TUKEY HSD/KRAMER

group mean n ss df q-crit
Caucho TR Y 19.87655172 29 3782.83466
Caucho TRy lodo 18 53.44 29 39566.9014
Caucho TRy Pseudomonas 1° 74.22137931 29 71991.7499

Caucho TR, Pseudomonas y lodo 2° 88.64344828 29 137827.353
116 253168.839 112 3.68871429

Fuente: Elaboracion propia

Diferencia minima significativa (DMS)

q critico (g-crit): 3.6887
df (error): 112
MSE (error cuadratico medio): = 2260.44 (obtenido del ANOVA)

n (tamafio de muestra por grupo): 29 (constante, aplica formula estandar de Tukey)

SSERNEENERN

La férmula usada para la comparacién entre medias es:
Diferencia minima significativa (DMS)

DMS = g_crit x V(MSE / n)

HSD = 3.6887 -/ 220040 5 6s87.8.32 ~

29

La prueba de Tukey HSD confirmé que existen diferencias estadisticamente

significativas entre varios pares de tratamientos o de ensayos de biodegradacion.

De acuerdo a lo expresado en la tabla N° 17, los resultados mostrados se refieren
a la comparacion de diferentes tratamientos o ensayos sobre la biodegradacion del caucho
TR, y el andlisis de Tukey HSD/Kramer se utiliza para identificar si existen diferencias
significativas entre los grupos. El tratamiento més efectivo fue el que combiné caucho TR
+ Pseudomonas + lodo, lo que sugiere una sinergia positiva en la biodegradacion
cuando ambos elementos biol6gicos estan presentes y la biodegradacibn aumenta

consistentemente al incorporar lodo y/o Pseudomonas al tratamiento con caucho TR.
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Tabla 18

Prueba de Q test

p- mean- | Cohen
group 1 group 2 mean | std err | g-stat | lower | upper Vel et d
33.56344 | 8.82870 | 3.80162 | 0.99686 | 66.1300 | 0.04069 | 32.5665 | 0.70594
Caucho TR ™/ Caucho TRy lodo ** 83 721 661 985 267 791 784 434
Caucho TR V7 Caucho TRy 54.34482 | 8.82870 | 6.15546 | 21.7782 | 86.9114 | 0.00017 | 32.5665 | 1.14304
aucho Pseudomona 76 721 832 492 06 349 784 177
Caucho TR Y7 Caucho TR, 68.76689 | 8.82870 | 7.78901 | 36.2003 | 101.333 | 1.394E- | 32.5665 | 1.44638
Pseudomona y lodo 2 66 721 088 181 475 06 784 301
Caucho TRy 20.78137 | 8.82870 | 2.35384 y 53.3479 | 0.34736 | 32.5665 | 0.43709
Caucho TRylodo ** | 520 [iomona 22 03 721 N Bt AT 289 784 743
1 | Caucho TR, 35.20344 | 8.82870 | 3.98738 | 2.63686 | 67.7700 | 0.02867 | 32.5665 | 0.74043
Caucho TRYy lodo Pseudomona y lodo 83 721 427 985 267 362 784 867
Caucho TRy Caucho TR, 14.42206 | 8.82870 | 1.63354 | o .\, | 46.9886 | 0.65627 | 32.5665 | 0.30334
Pseudomona ° Pseudomona y lodo %° 9 721 256 095 474 134 784 124
Fuente: Elaboracion propia
Tabla 19
Comparacion entre Qstat y Q crit
Grupo 1 Grupo 2 Q stat Q crit ¢Significativo?
Caucho TR Caucho TR + Lodo 3.80162661 3.68871429 Si
Caucho TR + cepa de .
Caucho TR P 6.15546832 3.68871429 Si
Pseudomonas
Caucho TR + cepa de .
Caucho TR P 7.78901088 3.68871429 Si
Pseudomonas + Lodos
Caucho TR Caucho TR + cepas de
P 2.35384171 3.68871429 No
+Lodo Pseudomonas
Caucho TR Caucho TR + cepas de .
P 3.98738427 | 3.68871429 Si
+Lodo Pseudomonas + Lodos
Caucho TR
Caucho TR + cepas de
+cepas de P 1.63354256 3.68871429 No
Pseudomonas + Lodos
Pseudomonas

Fuente: Elaboracion propia
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Los valores de la columna "g-crit" se refieren al valor critico utilizado en el test de
Tukey para determinar si las diferencias entre los grupos son estadisticamente
significativas. Si el valor de "q" calculado es mayor que el valor critico de 32.57, las
diferencias entre las medias de los grupos se consideran estadisticamente significativas.
Estos resultados que, si hay diferencia significativa entre caucho TR y cualquier de los otros
grupos, caucho TR y Caucho TR + cepas de Pseudomonas y lodo. No hay diferencia
significativa entre Caucho TR + Lodo y Caucho TR mas cepas de Pseudomonas y Caucho

TR + Pseudomonas y Caucho TR + Pseudomonas + Lodo.

Aislamiento de la Pseudomonas de los lodos residuales de la planta de

tratamiento de aguas industriales de curtiembre:

Figura 24

Pseudomonas Cepa CUR-92
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Figura 25

Pseudomonas Cepa CUR-44

Tabla 20

Pruebas de reconocimiento

Cepa Gram Oxidasa Catalasa Agar Cetrimide Agar P Pseudomonas
CUR-92 (NEG) + + Pigmentacién verde Fluorescencia amarillo verdoso
azulada bajo luz uv
CUR-44 (NEG) + + Pigmentacién verde Fluorescencia amarillo verdoso
azulada bajo luz uv

Nota. Elaboracion propia

De acuerdo a los datos de la tabla 20 se han identificado dos cepas bacterianas,
CUR-92 y CUR-44, ambas clasificadas como gramnegativas, lo que indica que tienen una
pared celular con una capa delgada de peptidoglicano y una membrana externa. Las
pruebas de oxidasa y catalasa son positivas para ambas cepas, sugiriendo que poseen las
enzimas necesarias para realizar procesos metabdlicos especificos. La positividad en la
prueba de oxidasa es caracteristica de ciertas especies, como las del género
Pseudomonas (Chavan, Khatoon, Anokhe, & Kalia, 2022), lo que indica que estas bacterias

pueden estar relacionadas con este grupo.
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Ademas, ambas cepas presentan una pigmentacion verde azulada en el medio de
agar cetrimida, lo que refuerza la idea de que son capaces de crecer en condiciones que
favorecen a Pseudomonas aeruginosa. La fluorescencia amarilla verdosa bajo luz
ultravioleta en el agar P Pseudomonas también indica una caracteristica asociada a este

género, lo que permite identificar el género de la misma.

Tabla 21

Pruebas bioguimicas

CEPA OF MR-VP TSI CITRATO LIA MIO UREA
Tubo sin - _
parafina: MR: - K/K, H2S: N/N Modead.

CUR-92 +, tubo ; -, + H2S: - ) -
con VP:- GAS:- Indol: -
ina: ' Ornitina:-
parafina: -
Tubo sin o
parafina: MR: - KI/K, H2S: N/N MOVIJrIdad.
CUR-44 +, tubo ; - + H2S: - _ .
VP: - . Indol: -
i GAS: Ornitina:-
parafina: - :

Nota. Elaboracion propia

De acuerdo a la data proporcionada por la tabla 21, ambas cepas muestran un
resultado positivo en la prueba de oxidacion-fermentacion (OF) en el tubo sin parafina, lo
gue indica que pueden fermentar el carbohidrato en condiciones aerdbicas, mientras que
el tubo con parafina es negativo, sugiriendo que no fermentan en condiciones anaerdébicas.
En la prueba de MR-VP, ambas cepas son negativas para el metilo rojo (MR: -) y para el
Voges-Proskauer (VP: -), lo que indica que no producen acidos fuertes ni acetona. Los
resultados de la prueba TSI indican que ambas cepas son K/K (rojo en ambas partes), lo

gue sugiere que no fermentan azucares, y tampoco producen H2S ni gas.

En las pruebas de citrato, LIA, MIO y urea, CUR-92 y CUR-44 muestran
caracteristicas similares. Ambas son positivas para la utilizacién de citrato, lo que indica
que pueden utilizarlo como fuente de carbono. En la prueba LIA, ambas cepas son
negativas para la descarboxilacién de lisina (N/N), y en la prueba MIO son motiles, pero

negativas para la produccion de indol y la descarboxilacion de ornitina. Por otro lado,
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ambas cepas son negativas para la prueba de urea, lo que sugiere que no producen

ureasa.

4.2 Discusion de los resultados

En el presente estudio se evalué la biodegradacion del caucho TR utilizando
consorcios microbianos extraidos de lodos residuales provenientes de la industria de
curtiembre. Este enfoque es similar al empleado por diversos investigadores que han
estudiado la biodegradacion de materiales poliméricos mediante microorganismos. Por
ejemplo, Pattanawanidchai et al. (2024) investigaron la biodegradacién del caucho natural
(NR) en condiciones de suelo controlado, y reportaron que las muestras con bajo contenido
de curantes presentaron una rapida degradacion inicial, alcanzando una biodegradacién
del 54 al 59% al cabo de 365 dias. Estos resultados coinciden parcialmente con los
obtenidos en el presente trabajo, en el cual se observé una biodegradacién del 4.55% al
22.64%, dependiendo de las cepas utilizadas (Pseudomonas sp.) y del consorcio
microbiano derivado de los lodos residuales. No obstante, se debe destacar que el tiempo
de evaluacion en este estudio fue de 158 dias, lo que representa una diferencia temporal
considerable con respecto al estudio de Pattanawanidchai et al. (2024). Estos hallazgos
sugieren que la composicion del consorcio microbiano influye significativamente en la

eficiencia del proceso de biodegradacion.

Prakash et al. (2024) analizaron la degradacion bacteriana del caucho natural en
un ambiente aerébico. En su caso, se identificaron proteinas clave involucradas en la
biodegradacién, como las oxigenasas, responsables de la ruptura de enlaces en la cadena
de carbono del caucho. En el presente estudio, los consorcios microbianos extraidos de
lodos de curtiembre también mostraron capacidad para romper en los enlaces del caucho
TR, aunque los detalles especificos de las proteinas involucradas no han sido estudiados
y requieren un analisis mas detallado. Bajo esta perspectiva, tanto el estudio de Prakash
como el presente revelan el potencial de los consorcios bacterianos para degradar

materiales de caucho, con la diferencia de que el enfoque del estudio actual se centra mas
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en la biodegradacién mediada por un consorcio microbiano extraido de lodos residuales de
la curtiembre en condiciones mas especificas, como las de los lodos residuales de

curtiembres.

Por otro lado, los estudios de Kuci¢ Grgi¢ et al. (2023) y Cada et al. (2019), que se
centraron en la biodegradacion de plasticos como el polietiieno (LDPE), permiten una
interesante comparacion, ya que ambos emplearon consorcios microbianos para la
degradacion de materiales sintéticos. Kuci¢ Grgi¢ et al. (2023) utilizaron un consorcio
bacteriano y fdngico proveniente de lodos activados para la degradacion de LDPE,
obteniendo pérdidas de peso de hasta 21.9% en condiciones experimentales de 60 dias.
Este valor se aproxima a los resultados obtenidos en el estudio presente, donde los
ensayos de biodegradacion mostraron una generacion de CO2 del 4.55% al 22.64% con
respecto al total de CO2 tedrico, el cual es significativa en el caucho TR al ser tratado con
las cepas de Pseudomonas y consorcios de lodo residual de curtiembres. Sin embargo, no
se pudo establecer la pérdida de peso en el caso del caucho los niveles reportados por
Kuci¢ Grgi¢ et al. para el LDPE, aunque si establecieron el poder biodegradador de los
consorcios bacterianos, 1o que sugiere que, aunque el consorcio microbiano tiene un
potencial considerable para la degradacién, el caucho puede presentar una mayor
resistencia debido a su estructura mas compleja y su mayor contenido de aditivos, como

los curantes.

Los estudios de Jeon et al. (2021) y Nawong et al. (2018), también son relevantes
para la comparacion de los resultados obtenidos. Jeon et al. (2021) estudiaron la
biodegradacion de polietileno y polipropileno mediante Lysinibacillus sp., una cepa
microbiana capaz de reducir significativamente el peso de estos polimeros, alcanzando
una reduccion de aproximadamente 9% en 26 dias. Similarmente, Nawong et al. (2018)
observaron una pérdida de peso de 18% en guantes de latex de caucho tras ser tratados
con un consorcio bacteriano. Aungque estos porcentajes de biodegradacion son menores

en comparacion con los obtenidos para otros plasticos, la capacidad de los
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microorganismos para modificar la estructura del caucho en ambos estudios sugiere una
adaptacion microbiana frente a diversos tipos de polimeros. En este contexto, el estudio
actual refleja un proceso mas lento pero constante, lo que podria ser atribuible a la
resistencia inherente del caucho termoplastico y la posible presencia de componentes

inhibidores en la muestra de caucho TR. (Akbarian-Saravi et al., 2024)

Arela et al. (2020), han demostrado la capacidad de bacterias como las del género
Pseudomonas para degradar plasticos, reduciendo significativamente los polimeros a
monomeros y luego mineralizandolos. Este hallazgo estd en concordancia con los
resultados obtenidos en el presente estudio, donde los consorcios microbianos aislados de
lodos de curtiembres mostraron capacidad para degradar el caucho, un proceso que podria
implicar una degradacién similar de los polimeros presentes. La utilizacion de
Pseudomonas como parte de los consorcios subraya el potencial de estos

microorganismos para actuar sobre materiales resistentes como el caucho.

Por otro lado, la diferencia en la eficiencia de biodegradacién observada entre los
estudios anteriores y el presente puede explicarse por factores como las diferencias en la
composicion de los consorcios microbianos, la fuente de los lodos y las condiciones
experimentales. Mientras que algunos estudios como los de Gutiérrez (2019) y Palacios y
Prado (2018) muestran resultados prometedores con consorcios bacterianos en Trujillo y
Arequipa, respectivamente, para la biodegradacion de plasticos, el presente estudio resalta
que el uso de consorcios microbianos especificos de la industria de curtiembres presenta
un enfoque innovador que puede resultar en tasas de biodegradacion variables,
dependientes de la adaptabilidad de los microorganismos presentes en estos consorcios.
Este fendmeno pone de manifiesto la necesidad de seguir investigando sobre la diversidad
microbiana de lodos residuales y su aplicacion en la biodegradacion de polimeros

industriales, como el caucho.
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Estudios previos han comparado microorganismos presentes en efluentes y lodos
residuales provenientes de diversas industrias, especialmente aquellos involucrados en la
biodegradacién de materiales sintéticos. La diversidad microbiana en estos efluentes y
lodos juega un papel crucial en el proceso de biodegradacién, ya que el consorcio
microbiano puede incluir una amplia variedad de bacterias, hongos y otros
microorganismos capaces de metabolizar una amplia gama de polimeros. Investigaciones
como las de D’'Souza et al. (2023) han demostrado que los microorganismos presentes en
los lodos residuales no solo son capaces de descomponer plasticos comunes como el
polietileno y el polipropileno, sino que también pueden atacar materiales mas complejos,
como el caucho, adaptandose a las condiciones ambientales y al tipo de contaminante
presente. La comparacion de estos consorcios microbianos extraidos de distintos origenes
permite entender mejor la interacciébn entre los microorganismos y los polimeros,

optimizando su aplicacion en procesos de biorremediacién industrial.

Los consorcios microbianos muestran una notable capacidad de biodegradacion de
materiales sintéticos, especialmente cuando incluyen especies como Pseudomonas, que
se han identificado como eficientes degradadoras de polimeros complejos. Estos
consorcios microbianos tienen una alta capacidad de mineralizacién, proceso en el cual los
polimeros se descomponen en sus componentes basicos, liberando CO2 como producto
final. En el presente estudio, se observo que los consorcios bacterianos, especialmente los
que contenian especies del género Pseudomonas, presentaron una alta eficiencia de
biodegradacion, lo que se evidencié mediante la medicion del volumen de CO2 liberado
durante el proceso. Este resultado resalta la capacidad de los microorganismos para
descomponer las cadenas del caucho sintético, transformando el material en sustancias
mas simples y menos contaminantes, lo que sugiere un alto potencial para la aplicacion de

estos consorcios en la biorremediaciéon de residuos industriales.

En relacion con la hipotesis planteada, los resultados obtenidos en el presente

estudio apoyan la premisa de que el uso de consorcios microbianos extraidos de lodos
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residuales de la industria de curtiembre tiene un efecto significativo en la biodegradacion
del caucho. Los datos experimentales mostraron una biodegradacion progresiva del
caucho sintético, evidenciada por la pérdida de peso de las muestras y la liberacion de
CO2, producto de la descomposicion de los polimeros. Ademas, se observo que la tasa de
biodegradacién variaba en funcién del consorcio microbiano utilizado, lo que sugiere que
la composicion especifica de los microorganismos juega un papel clave en la eficiencia del
proceso. Asi, se confirma que los consorcios microbianos provenientes de los lodos
residuales de curtiembres son efectivos en la degradacion de caucho, aunque la rapidez y
el grado de degradacién dependen de factores como la diversidad microbiana y las

condiciones experimentales.

A partir de los resultados obtenidos en este estudio, se recomienda profundizar en
la investigacion sobre la diversidad microbiana de los lodos residuales provenientes de la
industria de curtiembre, para identificar cepas bacterianas con mayor potencial para la
biodegradacion de materiales complejos como el caucho. Ademas, seria beneficioso
optimizar las condiciones experimentales, como la temperatura, el pH y la concentracion
de nutrientes, para acelerar el proceso de biodegradacién y mejorar la eficiencia de los
consorcios microbianos. También se sugiere explorar la posibilidad de aplicar estos
consorcios en escalas piloto para evaluar su efectividad en condiciones mas cercanas a
las de un proceso industrial real. Finalmente, seria util evaluar la interaccién de los
consorcios microbianos con otros tipos de polimeros utilizados en la industria, ampliando
el espectro de materiales biodegradables y contribuyendo a la reduccion de la

contaminacién ambiental generada por residuos sintéticos.
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Conclusiones

El uso de consorcios microbianos extraidos de lodos residuales de la industria de

curtiembre tiene un efecto significativo en la biodegradacion del caucho.

Se report6 la presencia de Pseudomonas Cepa CUR-44 y Pseudomonas Cepa
CUR-92 en el consorcio microbiano extraido de lodos residuales de la industria de

curtiembre.

La presencia de Pseudomonas spp., tanto en solitario como siendo parte del
consorcio microbiano extraido de lodos residuales de la industria de curtiembre influye

significativamente en la biodegradacion de caucho.
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Recomendaciones

Se recomienda investigar como las diferentes combinaciones y proporciones de los
consorcios microbianos, como Pseudomonas cepa CUR-44 y Pseudomonas cepa CUR-
92, afectan la tasa y la eficiencia de la biodegradacion del caucho. La variabilidad en la
interaccion entre especies puede influir en la actividad enzimética y el metabolismo del

consorcio, lo que puede mejorar o reducir el proceso de degradacion.

Ampliar el estudio al identificar y caracterizar otros microorganismos presentes en
los lodos residuales de la industria de curtiembre que puedan contribuir a la biodegradacién

del caucho.

Estudiar como las condiciones ambientales, como el pH, la temperatura y la
concentracion de nutrientes, afectan la capacidad de Pseudomonas cepa CUR-44 y

Pseudomonas cepa CUR-92 para biodegradar caucho.
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Anexo 1:

Informe de ensayo de suelo

OALAB

ANALYTICAL LABORATORY E.LR.L .QE_EREE!T[_D

TL - 833

INFORME DE ENSAYO N°: |E-22-16294

* |d.: DOO00SSET

. DATOS DEL SERVICIO

1.-RAZON SOCIAL LINETITUTO TECNOLOGICD DE LA PRODUCCION

2-DIRECCION 1 AV. REPUBLICA DE PANAMA OFICINA 501 NRO. 3418 URE. LIMATAMBEO
3-PROYECTO ! AMALISIS DE SUELD

4 -PROCEDENCIA © ENSAYDS DE BIODEGRADABILIDAD

E-SOLICITANTE ¢ INSTITUTO TECHOLOGICD DE LA PRODUCCION

E-ORDEN DE SERVICIO N° - DODODO3ER0-202 2-0000

T-PROCEDIMIENTO DE MUESTRED : WO APLICA

E-MUESTREADD FOR . EL CLIENTE

& -FECHA DE EMISION DE INFORME : 2022-10-08

IL DATOS DE [TEMS DE ENSAYO

1-PRODUCTO . Buelos

2 Sl Tipa produci . Para Culliva Permanenbe
3NUMERD DE MUESTRAS 1

3-FECHA DE RECEP. DE MUESTRA : 2022-08-20

4-PERICOO DE ENSAYD . 2022-08-20 al 2022-10-03

ey gl

ﬂ #l mia del cooumeac
Fd-:&.?ﬂ DciacSi 0ol

=)

Ede :

Eder Sergio Recuay Granados
Supervisor de laboratorio Agromomia
Ing. Quimico
o NE 221809

cedlificaciin de conlonmadad oon nofmas de produchs o como cerificado del smslema de calidad de la enlidad qu&h pI'DdI.IE.
Sy adullaracion o su uss indebide consliluye delile conira b fe plblica v e regula por las disposiciones chiles y penales en la maleria.




OALAB

AMALYTICAL LABORATORY E.LR.L

ACCREDITED
TL - B3

. METODOS ¥ REFERENCIAS

INFORME DE ENSAYO N°: |E-22-16294

* Id.: DO0DOSIET1

TIFO DE ENSAYD

NORMA DE REFERENCIA

TiTULD

pH (Exiracto 1:1) &n Suslos *

WAL-AGR-DN. 2022

Determinacion de pH.

Capacidad de Campo (S.6)7"

Sriths Atired 1517, Reladion of the mechanical analyisis o
the moisture equivalent of soils, Soll Sol 4,871 476
[P.MLF}

Determinacion del Punto de Marchifez Permanenie (P.M.P}

Agua con Fines de Riego, Ilem 34

Ceniza® ' NOFMA MEXICANA NM XA 16-1984. Determinacion de Humedad en Residucs Soldos
Porosidad T Milndos de analss para suelos plantas y aguas Homer | Determinacion Caliza Aciva
©
Preparacion de Muesiras Susios ™1 Horma Cfical Mexicana NOM-021-RECHAT.2000, Preparacion de Suelos Agricolas
A&, hem 7.1
Cartona Organico Towal T Horma Cfical Mexicana NOM-0Z1-RECNAT.2000, Metodo de Valkey y Elack.
K507, hem 7.7
Nerogeno Total ™ NOMLDZ1-05 DESMWEE Part 4500 MH3 O, 4500N028, | Nitrageno Total - Suela
A500M0I3 E
Textura ™ Manual de Frocedimientos de bos Analsis de Suelosy | Meétodo del Hidromestrn de Bouyoucos (Arena, Arcilla, Lima

Teatura).

“TOM" : Norma Cridal Mexicana
* Ensayo acreditado por &l WS
™ B Ensaya indicads na ha sido acreditado




OALAB

AMALYTICAL LABORATORY E.LR.L ACCREDITED

TL - 833

INFORME DE ENSAYO N°: |E-22-16294

* |d.: DODOOSSET 1
V. RESULTADOS

ITEM 1
CODIGE DE LABORATORICE 224514
CO0KG0 DEL ELIENTE: MUESTRAS DE SUELD ZZ0809
COORDEMNADAS: HO APLICA
UTH ViES 842 ND AFLICH
PRODUCTCE SUELOS
IRSTRUCTIVD DE MUESTREC: D AFLICA
0052022
FECHA y HORA DE MUESTRED -
ENSAYD UNIDAD LDusA. LC.M. RESULTADDS
Exfracio 1:1 Suelos ¥ Uridad de
Py yen ™ HA, o, 738
aodad de Campa [C.C)
Cop % 0,03 LR ] 5,30
]

Gentza (™) % 0,03 0,0 BBLE
Forosidad (™) % o, LR ] a8
racion de Muesiras uridad

Frepa . ™ HA, FINALIZADD

Suelas (™)

Carbono Organica Total %
“ ™ 0,04 LR ] e
Hatrdgena Total [} mgitg 50 150 5 530
Taxtura
1. Arena {2 - 0.05 mm Diametno
e Fartioula) {™7) % HA, HA, -]
Z. Aroilla §0.0% - U002 mm
Diametro: de: Farticula) (™) % HA, HA, ]
3. Lima {= a U002 mem
Diametro: de: Farticula) (™) % HA, HA, 15
4. Clase Teattural {™7) o unidad HA, HA, A

™ B Ensaya indicado no ha sido acreditado
* Emsayo acrediada por el 165

L.C.M.: Limite de cuanificacion del método, *="= Menor que of L.CAL

L.O.M.: Limile de detecoon del método, "<"= Menor gue el LD,

A= Arena; AFr. = Arena Franca; Fr.A. = Franco &renoso ; Fr. = Franco ; Fr.l. = Franco Limoso ; L= Limoso ; Fr.fAc A = Fanco Arallo Arenoso; FroAr = Fanco Aralloso
Fraarl. = Franco Amcllo Limoso | ArA, = Arollo [ SArenosa ; AL = Arcilo Limoso ; 8. Arcilkeso

V. OBSERVACIONES

Log resullades se aplican a la muesira como 2 necibid.
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Anexo 2:

ASTM D5988-18: biodegradacién aerébica de plasticos en suelo

Designation: D5988 - 18

Standard Test Method for

Determining Aerobic Biodegradation of Plastic Materials in

Soil'

This stamcard is issued wunder the fined designation D59ES; the number immediately following the designation imdicates the year of
ariginal sdoprion or, im the case of revision, the year of las revision, A number in paremiheses indicabes the year of last respproval, A
superseripl epsilos =b indicaes an editonal change sinee the last resision or reapproval

1. Scope®

1.1 This test method covers determination under laboratory
conditions of the degree and rate of aerobic biodegradation of
plastic materials, including formulation additives, in contact
with soil.

1.2 This test method is designed wo measure the biodegrad-
ability of plastic materials relative to a reference material in an
aerobic environment.

1.3 This test method is designed o be applicable 1o all
plastiic matenials that are not inlibitory 1o the bactena and fungi
present in soil.

1.4 Claims of performance shall be limited to the numerical
result obtained in the test and not be wsed for ungualified
“biodegradable” claims. Repors shall clearly state the percent-
age of nel gaseous carbon generation for both the test and
reference samples at the completion of the test. Results shall
not be extrapolated beyond the actual duration of the test,

1.5 The values stated in SI units are to be regarded as the
standard.

1.6 This standard does ol purport 1o address all of the
safely concerns, I any, associated with is wse. 1 s the
responsibilivy of the user of this standard 1o establish appro-
priate safety, health, and environmental practices and deter-
meine the applicability of regulatory limilations prior fo use. A
specific hazard statement is given in Section &,

1.7 This ASTM test method is equivalent to 150 17556,

1.8 This imternational standard was developed in accor-
dance with infernationally recognized principles on standand-
ization established in the Decision on Principles for the
Develapmenr of Internarional Srandards, Guides and Recom-
mendations issued by the World Trade Ovganization Technical
Barriers to Trade (TBT) Commitee.

! This test method is under the jurisdiction of ASTM Committee DN on Plastics
amdl is the direct responsibility of Subcommines D096 on Enviranmentally
Degradable Plastacs snd Biokased Prodicts

Current ediition approved April 1. NHE Published April 2002, Originally
approved im 19960 Last previews edition approved in 20012 as D59EE - 12, DOL:
L 1 52NTIS9SR- 1 5.

1. Referenced Documents

2.1 ASTM Srandards:®

2425 Test Method for Centrifuge Moisture Equivalem of
Soils

Dl E Practice for Conditioning Plastics for Testing

DEE3 Terminology Relating to Plastics

D1193 Specification for Reagent Water

21293 Test Methods for pH of Water

2974 Test Methods for Moisture, Ash, and Organic Maner
of Pean and Other Organic Soils

D280 Test Method for Satwrated Density, Moisture-
Holding Capacity, and Porosity of Saturated Peat Materi-
als

D298% Test Method for Acidity-Alkalinity of Halogenated
Organic Solvents and Their Admixtures

D129 Test Method for Total and Crganic Carbon in Waler
by High Temperature Oxidation and by Coulometric
Dretection

24972 Test Method for pH of Soils

25338 Test Method for Determining Aerobic Biodegrada-
tion of Plastic Materials Under Controlled Composting
Conditions, Incorporating Thermophilic Temperatures

D5511 Test Method for Determining Anagrobic Biodegrada-
tion of Plastic Materials Under High-Solids Anaerobic-
Drigestion Conditions

2.2 APHA-AWWA-WPCFE Standards:”

2540 D Total Suspended Solids Dried at 103°-105%C

25400G Total, Fixed, and Volatile Solids in Solids and
Semi-Solid Samples

2.3 150 Standard?

150 11261 Soil Quality—Determination of Towl Nitrogen—
Maodified Kjeldahl Method

IS0 17556 Plastics—Determination of the Ultimate Acrobic

? For referenced ASTM standands, visit the ASTM website, W OSENLOTE, oF
contact ASTM Customer Semvice o service@astmorg, For Anniesd Book of ASTM
Standards volumss informalion, refer o the standard™s Document Summary page on
the ASTM wibsibe.

¥ Sranddnrd Methods for the Examination of Waser and Wistewater, | Tth Editian,
1989, Available from American Public Health Associstion (APHAL 800 1| 51, N'W,
Wishington, DO 200, Bigpafwww.apha.ong.

# Availuble from American Mational Standards Institule (ANSTL 25 W, 43rd 51,
4tk Floor, New York, MY 10036, Baiptfwww ansiorg.

*A Sammary of Changes section appears ai the end of this sisndprd
Copyright & ASTM Iniematonal, 100 Bar Harbor Drive, PO Bowx 700, West Conshofookon, PA 15428-2560. Unied Siates
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Biodegradability of Plastic Materials in Soil by Measuring
the Oxygen Demand in a Respirometer or the Amount of
Carbon Dioxide Evolved

3. Terminology

3.1 Definitions—Definitions of terms applicable to this test
method appear in Terminology DER3.

4. Summary of Test Method

4.1 The test method described consists of the selection of
plastic material for the determination of aerobic
biodegradability, obtaining soil as a matrix and source of
inoculum, exposing the plastic material to the soil, measuring
the carbon dioxide evolved by the microorganisms as a
function of time, and assessing the degree of biodegradability.

4.2 The CO, production measured for a material, expressed
a8 a fraction of the measured or calculated carbon content, is
reported with respect to time, from which the degree of
biodegradability is assessed.

4.3 Alternatively, it is possible to determine the consump-
tion of oxygen, or biochemical oxygen demand (BOD). for
example, by measuring the amount of oxygen required to
maintain a constant gas volume in the respirometer flask, or by
measuring the change in volume or pressure (or a combination
of the two) cither automatically or manually, The level of
biodegradation expressed in percent is determined by compar-
ing the BOD with the theoretical oxygen demand (ThOD). In
using this alternative approach, however, the influence of
possible nitrification processes on the BOD must be consid-
ered.

5. Significance and Use

5.1 The degree and rate of aerobic biodegradability of a
plastic material in the environment determines the extent to
which and time period over which plastic materials are
mineralized by soil microorganisms. Disposal is becoming a
major issue with the increasing use of plastics, and the results
of this test method permit an estimation of the degree of
biodegradability and the time period over which plastics will
remain in an aerobic soil environment. This test method
determines the degree of aerobic biodegradation by measuring
evolved carbon dioxide as a function of time that the plastic is
exposed to soil.

5.2 Soil is an extremely species-rich source of inoculum for
evaluation of the biodegradability of plastics in the environ-
ment. When maintained appropriately with regard to moisture
content and oxygen availability, the biological activity is quite
considerable, although lower than other biologically active
environments, such as activated sewage-sludge or compost.

6. Apparatus

6.1 Soil-Contact Incubation Apparatus (see Fig, 1: biometer
flasks are also appropriate). Ensure that all glassware is
thoroughly cleaned and, in particular, free from organic or
toxic matter.

6.1.1 Vessels, a set of vessels with approximately 2 to 4-L of
internal volume with air-tight seal, such as 150-mm desicca-

-

Nore |—(1) Barium hydroxide solution or potassium hydroxide
solution, (2) soil, (3) water, and (4) perforated plate.
FIG. 1 Soil-Contact Incubation Apparatus

tors. Provide three vessels for soil only (known as “blanks™ or
“controls,” these vessels show the background activity of the
soil), three vessels for a positive reference material (these
vessels show the viability of the soil microbial community),
three vessels per test material, and three vessels as technical
controls. The technical controls contain only the absorbing
solution and no soil. The ambient air which fills the headspace
of all the vessels introduces carbon dioxide into the system.
The technical controls allow accounting for and subtracting
this introduced carbon dioxide. Additionally, the technical
controls indicate the air-tightness of the vessel system by
showing possible infiltration of carbon dioxide into the sealed
vessel,

6.1.2 Beakers, sets of 150-mL and 100-mL, equal in number
1o the soil incubation vessels.

6.1.3 Perforated Plates or Other Support, a set to hold the
beakers above the soil inside cach vessel. The support must be
made from a material that will not absorb carbon dioxide.

6.1.4 Darkened Chamber or Cabiner, which allows selec-
tion of a temperature between 20°C to 28°C, and allows
maintaining the selected temperature at =2°C.

6.2 Analyrical Equipment:

6.2.1 Analytical Instrument, to measure the total carbon
content of the test specimen,

6.2.2 Analytical Balance, 1o weigh the test specimen.

6.2.3 Burerte, 100 mL.,

6.2.4 Bench-Top Centrifuge, for moisture-holding capacity
(MHC) determination.

6.2.5 Oven, set to 104 = 1°C for moisture determinations.,

6.2.6 Muffie Furnace, set to 550°C for ash determinations.

6.2.7 pH Meter.

6.3 Alternatively. it is acceptable to use a flow-through
apparatus or manometric apparatus as described in 1ISO 17566.

7. Reagents and Materials

7.1 Purity of Reagents—Reagent grade chemicals shall be
used in all tests. Unless otherwise indicated. it is intended that
all reagents conform o the specifications of the Committee on
Analytical Reagents of the American Chemical Society where
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such specifications are available.’ It is scceptable to use other
grades, provided it is first ascertained that the reagent is of
sufficiently high purity to permit its use without lessening the
accuracy of the determination,

7.2 Ammonium Phosphate, ((NH),HPO,), 4.72 g/L.

7.3 Barium Hvdroxide Solution (0.025 N), prepared by
dissolving 4.0 g anhydrous Ba(OH),/L of distilled water. Filter
free of solid material, confirm normality by titration with
standard acid, and store sealed as a clear solution to prevent
absorption of CO, from the air. It is recommended that 5 to 20
L. be prepared at a time when running a series of tests. When
using Ba(OH),, however, care must be taken that a film of
BaCO; does not form on the surface of the solution in the
beaker, which would inhibit CO, diffusion into the absorbing
medium. Alternatively. it is acceptable to use potassium
hydroxide solution (KOH, 0.5 N). prepared by dissolving 28 g
of anhydrous KOH/L. of distilled water and proceeding in the
same way as for the Ba(OH),,

7.4 Hydrochloric Acid, (.05 N HCI when using 0.025 N
Ba(OH),, or 0.25 N HCI when using 0.5 N KOH.

8. Hazards

8.1 This test method includes the use of hazardous chemi-
cals. Avoid contact with chemicals and follow the manufactur-
er's instructions and material safety data sheets,

9. Sail

9.1 Use natural, fertile soil collected from the surface layers
of fields and forests, Make a laboratory mixture of equal parts
(by weight) of soil samples obtained from at least three diverse
locations (for example, an agricultural field, a forest, and a
pasture or meadow). Taking soil from multiple and diverse
locations will maximize biodiversity. It is advisable to avoid
soils that have been exposed to pollutants that cause significant
perturbations of the microbial population. The soils are pref-
erably used fresh from the field to assure active microbiota,
Air-dried or frozen soils must be reactivated before use in this
test, It is preferable to use fertile soil classified as “sandy loam™
in accordance with USDA classification, or “silty sand™ in
accordance with the German DIN classification.

9.2 The sources of the soils must be reported (see 14.1.1).
Record the sampling site, its location, the presence of plants or
crops, the sampling date, the sampling depth, and, if possible,
the history such as details of fertilizer and pesticide applica-
tion.

9.3 Sieve the soil to less than 2-mm particle size. and
remove obvious plant material, stones. or other inert materials.
Store the soil in a sealed container at 4 = 1°C for a maximum
of one month.

* Reagent Chemicals, American Chemical Society Specifications, American
Chemical Socicty, Washing: DC. For suggestions on the testing of reagents not
listed by the American Chemical Society, see Amalar Standards for Laboratory
Chemicals, BDH Lad., Poole, Doset, UK., and the United States Pharmacopeia
and National Formulary, U.S. Pharmacopeial Convention, Inc. (USPC), Rockville,
MD.

9.4 Analyze the soil for MHC by Test Method D425, Test
Method D2980, or another analogous test method for MHC or
field capacity.

9.5 Determine the pH of the soil on a 5:1 (distilled water-
:soil) slurry using a glass combination electrode calibrated with
standard buffers, following the guidelines given in Test Method
D1293. Alternatively, it is acceptable to determine the soil pH
by Test Method D4972. The pH must fall between 6.0 and 8.0.
(Soil with a pH above 8.0 retains more of the CO, evolved by
the microorganisms than a neutral soil, while a soil with a pH
below 6.0 has the potential to contain an atypical microbial
population.)

9.6 Determine the moisture (total solids—dry solids) and
ash (total solids—volatile solids) contents of the soil in
accordance with Test Method D2974 or APHA-AWWA-WPCF
2540 D and G, respectively.

9.7 Determine total nitrogen in accordance with 1ISO 11261
or equivalent method.

9.8 It is acceptable for the test matrix to be a mixture of
natural soil, as described in 9.1, and mature compost, such as
obtained at the end of Test Method D3338, at a ratio of | g
compost 10 25 g soil, which corresponds to a typical applica-
tion in agriculture of approximately 120 tons of compost per
hectare of agricultural land (assuming 20 ¢m of soil depth and
a bulk density of 1.5 Mg m™),

10. Test Specimen

10.1 Test specimens shall be of known weight and have
sufficient carbon content to yield enough carbon dioxide that
can be measured accurately by the trapping procedure de-
scribed in this test method (see 11.7 and 11.9). Determine the
carbon content of the test material by calculation or elemental
analysis, in accordance with Test Method D4129.

10.2 It is scceptable for test specimens to be in the form of
films, pieces, fragments, powders, or formed articles, or in
aqueous solution, in accordance with Practice D618, It is
recommended, but not required, to characterize any test speci-
mens in the form of powders as to particle size distribution by
sieve analysis.

11. Procedure

11.1 The test shall be performed in triplicate for each of the
technical control, soil blank, positive reference material, and
test materials (triplicate for each test material).

11.2 Place between 100 and 500 g of soil in the bottom of
the vessel.

11.3 Amend the soil with nitrogen to give a C:N of between
10:1 and 20:1 (by weight) to the added carbon in the test
specimen by adding the appropriate volume of ammonium
phosphate solution. Add the same amount of nitrogen to the
soil blanks as to those that will receive a test material or
positive reference material.

11.4 Add distilled water, prepared in accordance with Speci-
fication D1193, to bring the moisture content to 80 to 100 % of
the MHC of the soil (if the MHC is determined in accordance
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with Test Method D425 if in accordance with Test Method
(32989, then 50 to 70 % of MHC is appropriate).

1.5 Record the weight of the vessel and lid (with the
necessary amount of vacuum grease 0 seal air-tight) with
amended soil.

1.6 Add the test material or positive reference material to
the soil {approximately 200 mg to 1000 mg carbon for 500 g
soil), and mix thoroughly into the soil.

1.7 Place 100 mL of 0025 N barium hydroxide solution in
a 150-mL beaker (or 20 mL of (L3 N KOH in a 100-mL beaker)
and 3 mL of distilled water in a 100-mL beaker on the
perforated plate inside the vessel; seal the vessel and place it in
the dark chamber or cabinet.

11.8 Select a temperature between 20 to 28°C, and maintain
that emperature at = 2°C.

119 Carbon Diocide Analvsis:

11.9.1 The carbon dioxide produced in each vessel reacts
with Ba(OH), and is precipitated as barium carbonate
(BaCO,). The amount of carbon dioxide prodeced is deter-
mined by titrating the remaining barium hydroxide with 0.05 N
hydrochloric acid 1o a phenolphthalein end-point or by aulo-
matic ttrator. Because of the static incubation, the barium
carbonate builds up on the surface of the liquid and must be
broken up periodically by shaking the vessel gently to ensure
continued absorption of the evolved carbon dioxide. (This
problem is avoided by using KOH instead of Ba(OH),, which
does mot form a precipitate. )

11.9.2 The barium hydroxide traps must be removed and
titrated before their capacity is exceeded. Considering that a
150-mm desiceator vessel provides approximately 2000 cm’
headspace, which under standard conditions contains approxi-
mately 18,7 mmaol O, then 100 mL Ba{OH), has the capacity
to trap approximately 2.5 mmol C0O,. Therefore, assuming a
respiratory  quotient of 1.0, the O, content of the vessel
headspace will never fall below approximately 18 % if the trap
is changed before saturation is reached. The period of tme will
vary with soils and test materials and increases slowly as the
carbon content of the soil is reduced. The recommended
frequency is every 3 1o 4 days for the first 2 w0 3 weeks and
every 1 to 3 weeks thereafter, At the time of removal of the
traps, weigh the vessel to monitor moisture loss from the soil
and then allow it to sit open so that the air in the vessel is
refreshed, before replacing 100 mL of fresh barium hydroxide
and resealing the vessel. Allow the vessels 1o remain open a
minimum of 15 min and a maximum of 1 hour, Add distilled or
deionized water back periodically to the soil o maintain the
initial weight of the vessel.

11,10 The cumulative carbon dioxide evolution reaches a
platean when all of the accessible carbon has been oxidized.
Continue the incubation until no net carbon dioxide production
is noted between consecutive measurements taken four weeks
apart, from both the positive reference material and test
material vessels. At the conclusion of the test. measure and
record the pH and the modsture and ash contents of the soil.
Extract any residual test material from the soil with an
appropriate solvent and quantify (optional ).

1111 In the steps described in 11,7 and 11.49, it is acceptable
tor trap carbon dioxide by KOH and determine by titration the
carbon dioxide produced.

1112 Alernatively, for measuring the oxygzen consumption,
take the necessary readings on the manometers (for a manual
system) or verify that the recorder of oxvgen consumption
functions properly (for an sutomatic respirometer).

12. Calculation

12.1 Determine, by calculation (if the chemical composition
15 well established) or by elemental analysis, the total organic
carbon content of the test material. This allows the theoretical
quantity of carbon dioxide evolution to be calculated as
illustrated by the following:
material = w % carbon; w/ 100 3 mg of material charged
= ¥ mg carbon charged to vessel: (0]

CH0, —00,

12g C yields 44 g L0,

4 =Y
Y mg C yields —5— mg CO,

12

12.2 Amount of Net Carbon Dioxide Produced:
12.2.1 Correct for the carbon dioxide produced in the blank
by subtracting titration from the test material ttration.
Z =2, -Z 23

where:

£, = calculated mL of HCI needed to ttrate the CO, gener-
ated solely from the test material,

Z, = mL HCI used to titrate the blank vessels with soil only,
and

Z, = mL HCI used to titrate the vessels containing the soil
plus test material.

Bal []Hi:_+{1}_.—r Bal’(, + H._. ¥ (1)
Ba OH), + 2 HCl—BaCl,+ 2 H, O

m medes HC

m meles of OO, =

(The total CO, generated is determined by using the techni-
cal control as 2, and the test material or blank as Z.)

12.2.2 Cowrecting for Normality of HCI:

(005 N = mL HCI)
m moles CO, = ———————— (4)

(0,05 M) = ml HCI = 44
mg of C0, = 3

Henge, carbon dioxide evolved in mg is obtained by multi-
plying the HCD ttration by 1.1,

12.3 The percentage of carbon dioxide evolved is calculated
a5 shown below:




4]y psess - 18

_ mg CO, produced

mg CO, theoretical o 5

_L1w mLHCIX 12

XY X100

12,4 Calculate the standard error, s,, of the percentage of
biodegradation as follows;
s, =SQRT((s?  /inl)+(s? . n2)) x 1OKC, (6)
where:

nl and n2 = number of replicate test material and blank
vessels, respectively.

§ = standard deviation of the total gaseous carbon
produced (mg), and
C, = amount of carbon (mg) initially added to the
vessel.
12.5 Calculate the 95 % confidence limits (CL) as follows:
95% CL = % biodegradation® (r X y_} (7)
where:

t = t-distribution value for 95 % probability with
(nl + n2 - 2) degrees of freedom, thus r=3+3-2=4,

12,6 Percentage of biodegradation from oxygen consump-
tion values Read the oxygen consumption value for each flask,
using the method provided by the manufacturer for the
appropriate type of respirometer. Calculate the specific bio-
chemical oxygen demand (BODs) of the test compound as
shown below:

B -B

' .

(8)

B, = the BOD of the flasks containing test material at time
t, in milligrams per kg (mg/kg) of the test soil,

B,, = the BOD of the flasks containing soil only at time t, in
milligrams per kg (mg/kg) of the test soil, and

C, = the concentration of the test material in the test flasks,
in milligrams per kg (mg/kg) of the test soil.

Calculate the percentage of biodegradation as the ratio of the
specific biochemical oxygen demand to the theoretical oxygen
demand (ThOD), in mg/g of test material, as shown below:

BODx 10 9
“Thob * &

13. Interpretation of Results and Validity Criteria

13.1 Information on toxicity of the plastic material is useful
in the interpretation of low results.

13.2 This test method includes the use of a reference
material known to biodegrade (for example, starch or cellu-
lose) in order to check the activity of the soil. If, after six
months, limited biodegradation (<70 % theoretical CO, evolu-
tion) is observed for this reference material, the test must be
regarded as invalid and must be repeated using fresh soil.

13.3 The amounts of carbon dioxide evolved from the
blanks (or the BOD values for the alternative measurement of
oxygen consumption) shall be within 20 % of the mean at the

plateau phase or at the end of the test. If not, the test must be
regarded as invalid and must be repeated using fresh soil.

13.4 The plateau level of carbon dioxide evolution in this
test method and, optionally, the quantified residual test material
will suggest the degree of biodegradability of the plastic
material.

14. Report

14.1 Report the following data and information:

14.1.1 Information on the soil, including source, pH, per-
cent moisture (and determination method used), MHC (and
determination method used), ash content, C:N ratio, date of
collection, storage conditions, handling. and potential acclima-
tion to test material.

14.1.2 Carbon content or theoretical oxygen demand of the
plastic material,

14.1.3 Form or particle size distribution (if determined for
powder) of the plastic materials.

14.1.4 Cumulative average carbon dioxide evolution over
time to plateau, reported and displayed graphically since
lag-phase and slope (rate) are important.

14.1.5 Percentages of theoretical aerobic biodegradation for
cach plastic material tested and the positive reference matenial.

14.1.6 Temperature range of the test.

14.1.7 pH of the soil, initially and finally.

14.2 Report the following optional data and information, if
determined:

14.2.1 Residual weight of the test matenial,

14.2.2 Microorganisms per gram in the original soil.

14.2.3 Molecular weight of the plastic material.

14.2.4 Molecular weight of the residual polymeric material
after the test.

15. Precision and Bias

I5.1 Results for within-laboratory repeatability testing are
presented in Table |. These data represent three different
determinations of the biodegradation of cellulose as a positive
reference. The average biodegradation of cellulose after four
months of soil contact in the dark at a constant temperature of
21°C (£2°C) was 89.4 %, with an average standard deviation
of 2.4 %. Figure 2 represents a graphical view of the first run,
in which a biodegradability of 87.2 % was obtained as the
meian for the three replicates, with a standard deviation of
2.2 %.

16. Keywords
16.1 aerobic: biodegradation: degree (of biodegradation);
mineralization: plastics: soil

TABLE 1 Results from Within-Laboratory Testing for the Aerobic
Biodegradability of Cellulose Positive Reference under Soil

Contact Conditions
Net CO, %
Run production Avarage Standard
(Mg test item) Deviation
Run 1 1358 ar2 22
Run 2 1469 943 24
Run 3 1322 866 25
Maan of theoo runs 1383 854 24




Anexo 3:

Ensayo de humedad del suelo segin NOM-021-RECNAT-2000

7.1.5. La determinacidén del conienido de humedad del suelo por gravimetria, se realizara a través del
método AS-05.

Principio y aplicacion

Método gravimétrico para la determinacién del contenido de humedad de los suelos, sean estos organicos
o minerales. El método e basa en la medicidn o determinacidn de la cantidad de agua expresada en gramos
que contieng una muoeestra de suelo. Esta masa de agua se referencia de la masa de suelo seco de la
muesira. La determinacién de la masa de agua se realiza por la diferencia en peso entre la masa de suelo
himedo v la masa de suelo seco. Se considera como suelo seco aquél secado a la estufa a 105°C hasta
ocbtener un peso constante.

Material y equipo

Botes de aluminio para humedad

Estufa con circulacion forzada de aire vy temperatura controlada

Balanza con aproximacion de 0.01 g

Pinzas

Desecador

Procedimiento

1. Lawve y limpie perfectamente & identifigue los botes de aluminio a wtilizar.

2, Los botes con todo y tapa introddzcalos a la estufa durante 8 horas como minimo a una emperatura
de 105°C posteriormenta registre el peso y vuelva a introducir los botes a la estufa hasta que s
logre un peso constante en las muestras, todo este procedimiento previo al enfriamienio de los botes
que =& colocan en un desecador.

3. Utilizando las pinzas, saque los botes del desecador de vacio hasta que se enfrien y péselos con
todo y tapa, éste sera el paso del bote (PB).
4. Obtenga la muestra dessada, se recomienda sean de 30 a 50 gramos, aproximadamente, y

coldguela en el bote de aluminio, en caso de que la muestra vaya a ser ransportada es necesario
tapar y sellar herméticamente el bote con parafilm.

[ Pese el bote con el suels humedo, este peso debera ser el peso del bote mas el suelo hamedo
(PE + Psh).

6. Destape el bote con el suelo hmedo, coloque la tapa en la pane inferior @ introddzealo a la eswfa a
una temperatura de 105°C.

T. Después de 24 horas saque &l bote de la estufa tipelo v coldquelo en el desecador de vacio hasta
que =& enfrie, posterormente pese &l bote con la muesira seca, este peso serd el peso del bote mas
el peso del suelo seco (PB + Pss).

B. Vuelva a introducir el bote a la estufa v una hora después saquelo, enfrie en un desecador y pese;
repetir este procedimiento hasta obtener el peso constante.

Calculos

Con los datos obtenidos en el procedimiento, aplicar la siguiente ecuacidn:

(FPB+Psh-(PB+ P ss)
8 g= = 100

iP B+ Pss) - PB

Donde:

BHEAG = Contenido de humedad gravimétrica expresado en porcentaje (%).
PB = Peso del bote con tapa (g).

Psh = Peso de suelo hiumedo {g).

PB+Psh = Paso del bote mas peso del suelo humedo (g).

PB + Pss = Paso del bote mas peso del suelo seco (g).

Comentarios

En muestras de suelos organicos, el secado a 105°C puede producir pérdida de masa por oxidacidn y
wolatilizacidn de componentes organicos. Sin embargo bajo este método esto es inevitable.

El método gravimeétrico iene la ventaja de ser simple vy no utilizar equipo sofisticado. La desventaja es que
las mediciones no son v siu y el muestreo es destructivo al sito.

T.1.6. La determinacién de la curva de retencidn de humedad por el método del plato y membrana de
presidn se realizara a través del método AS-06.
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