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RESUMEN

La generacion excesiva de desechos de poliestireno expandido resulta ser una preocupacion
ambiental, ya que este compuesto no se deteriora con facilidad en el medio ambiente, es por
ello que la investigacion tuvo como objetivo, determinar la eficiencia de biodegradacion del
poliestireno expandido mediante Pseudomonas sp. aisladas del botadero municipal de la
ciudad de Azangaro, por lo que se aisld a la bacteria de residuos del polimero obtenido en el
botadero municipal, realizando la identificacion a traves de pruebas bioquimicas y tincion
gram, seguidamente se determind la pérdida de peso del poliestireno expandido, mediante el
factor de la variabilidad de masas del polimero; el crecimiento de las Pseudomonas sp. en
presencia y ausencia del poliestireno expandido en un medio mineral se determind a través
de la lectura de absorbancias en un espectrofotdémetro. Obteniendo como resultados el
aislamiento e identificacion de las Pseudomonas sp. del polimero procedente del botadero
municipal, ademas se logré porcentajes de biodegradacion de 0.97% a 4 °C, 2.59% a 25 °C
y 1.61% a 37 °C en un periodo de 15 dias de exposicién; asi mismo el crecimiento de las
Pseudomonas sp. en presencia del polimero mas medio liquido de sales fue mayor a los 37
°C. Finalmente se concluye que es posible obtener Pseudomonas sp. del botadero de residuos
solidos de la ciudad de Azéngaro, la cual es eficiente en la biodegradacion del poliestireno
expandido a 25 °C en un periodo de 15 dias expuesta tnicamente al polimero, ademas su

crecimiento mejora en un medio liquido de sales con poliestireno expandido.

Palabras clave: Biodegradacion, Pseudomonas sp., poliestireno expandido.
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ABSTRACT

The excessive generation of expanded polystyrene waste turns out to be an environmental
concern, since this compound does not deteriorate easily in the environment, that is why the
research had as objective, to determine the efficiency of biodegradation of the expanded
polystyrene by means of Pseudomonas sp. isolated from the municipal dump of the city of
Azéngaro, so the bacteria was isolated from the polymer residues obtained in the municipal
dump, making the identification through biochemical tests and gram staining, then it was
determined the weight loss of expanded polystyrene, by the factor of the mass variability of
the polymer; the growth of Pseudomonas sp. in the presence and absence of expanded
polystyrene in a mineral medium was determined through the reading of absorbances in a
spectrophotometer. Obtaining as results the isolation and identification of the Pseudomonas
sp. from the polymer coming from the municipal dump, it was also achieved percentages of
biodegradation of 0.97% at 4 °C, 2.59% at 25 °C and 1.61% at 37 °C in a period of 15 days
of exposure; likewise the growth of the Pseudomonas sp. in presence of the polymer plus
liquid medium of salts was higher than 37 °C. Finally it is concluded that it is possible to
obtain Pseudomonas sp. from the solid waste dump of the city of Azangaro, which is
efficient in the biodegradation of the expanded polystyrene at 25 °C in a period of 15 days
exposed only to the polymer, besides its growth improves in a liquid medium of salts with

expanded polystyrene.

Keywords: Biodegradation, Pseudomonas sp., expanded polystyrene
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INTRODUCCION

La produccion mundial de poliestireno es de 3 millones de toneladas anuales, siendo la
industria de envases y bienes de consumo, responsables del 54% de la produccion total,
seguida por el sector de la construccién con un 46% (Grote & Silveira, 2015), en
consecuencia el uso de este compuesto ha ido incrementado gradualmente, ocasionando
mayor contaminacion al medio ambiente (Alania & Pérez, 2017; Hyun et al., 2020), de esta
manera termina en vertederos sanitarios y botaderos de residuos solidos sin control que van
formando grandes volumenes de este compuesto, el cual se propaga facilmente por la accion
edlica, como consecuencia genera la contaminacion ambiental (Schmidt, Cioffi, Voorwald,
& Silveira, 2011).

Por esta razon surge la necesidad de buscar alternativas para la degradacion del poliestireno
expandido; considerando que la mayoria de los plasticos que se producen y se utilizan hoy
en dia, son derivados de los hidrocarburos, asi mismo se ha demostrado la existencia de
bacterias con capacidad de degradacion de polimeros (Rivera, Augusto, Gandara, &
Ortigoza, 2015), es por ello que en la basqueda de procesos biodegradativos utilizando
microorganismos como las bacterias, se requiere estudiar individuos que contengan la
capacidad de metabolizar dicho compuesto recurriendo a él como fuente de carbono (Giros,
Salah, Bertrand, & Caron, 1991). Las bacterias del género Pseudomonas son especies
capaces de utilizar un amplio rango de compuestos organicos e inorganicos, tienen la
capacidad de vivir a diversas condiciones ambientales (Kersters et al., 1996; Palleroni,
1992), ademas crecen rapidamente y presentan gran habilidad para metabolizar una amplia
variedad de sustratos, incluyendo compuestos organicos toxicos como hidrocarburos

alifaticos y aromaticos (Ruiz, 2007).

Por consiguiente el presente trabajo tiene como objetivo general; determinar la eficiencia de
biodegradacion del poliestireno expandido mediante Pseudomonas sp. aisladas del botadero
municipal de la ciudad de Azangaro y como objetivos especificos; aislar Pseudomonas sp.
presentes en el poliestireno expandido procedente del botadero municipal de la ciudad de
Azéangaro; determinar la pérdida de peso del poliestireno expandido en contacto con las
Pseudomonas sp. aisladas en laboratorios de la UNAJ y determinar el crecimiento de las

Pseudomonas sp. aisladas en contacto con el poliestireno expandido.



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A nivel global el poliestireno expandido es considerado como un material eterno (Lopez &
Laines, 2013). Este compuesto tarda mas de 500 afios en descomponerse cuando no existe
mucha presencia de oxigeno (Arriola & Velasquez, 2013); su utilizacion es muy comun en
la sociedad, lamentablemente este suele terminar en botaderos sin tener ningln tratamiento
previo o en rellenos sanitarios (Thanh, 2018), dificultando el proceso de reciclaje y
transporte, por ser un desecho voluminoso (Layedra, Galeas, & Guerrero, 2015).
Actualmente, el poliestireno (PS) es uno de los plasticos mas utilizados en muchas
industrias; por lo tanto, degradar el PS se convierte en un problema global critico (Hong et
al., 2020). El poliestireno expandido en los rellenos sanitarios, genera espacios de aire que
no permiten una compactacion éptima de todos los residuos, reduciendo de este modo el
tiempo de vida del relleno sanitario (Téllez, 2012).

En el Perd el poliestireno expandido, es uno de los residuos que méas espacio necesita en los
rellenos sanitarios y botaderos, debido a que el pais solo cuenta con 54 rellenos sanitarios de
los 200 que el pais necesita (MINAM, 2020), es por ello que estos compuestos terminan en
botaderos, calles, rios y posteriormente se quedan en el mar causando muerte de
componentes bidticos y abidticos en diferentes ecosistemas del pais (Delgado, 2018). Por
esto se debe considerar la necesidad de disponer materiales que puedan ser desechables y
que generen el menor impacto ambiental; en conclusion que no comprometan la salud

humana (Layedra et al., 2015).



La ciudad de Azangaro produce al dia 2.21% de poliestireno expandido (tecnopor) del total
de residuos solidos de la ciudad, prevaleciendo de manera considerable en el botadero
municipal, de esta manera genera problemas en la compactacién y almacenamiento
(Municipalidad Provincial de Azangaro, 2018). Asi mismo este compuesto se encuentra
presente en los pastizales y ecosistemas acuéticos de la ciudad, generando aspectos negativos
ambientales tanto para la ganaderia y biota acuatica del rio Azangaro, ya que forma parte de

la cadena alimenticia por medio de los micro-plasticos.

1.1. Formulacion del problema
1.1.1.Problema general

¢ Qué porcentaje de biodegradacion se obtendra del poliestireno expandido a partir
de Pseudomonas sp. aisladas del botadero de residuos sélidos de la ciudad de
Azéangaro?

1.1.2. Problemas especificos

¢Coémo se puede obtener Pseudomonas sp. que biodegraden el poliestireno

expandido?

¢ Cuéntos gramos sera la pérdida de peso del poliestireno expandido en contacto con
las Pseudomonas sp. aisladas en laboratorio?

¢Cuanto sera el crecimiento de las Pseudomonas sp. aisladas del botadero

municipal expuestas al poliestireno expandido?



1.2. Objetivos de la investigacion cientifica

1.2.1.Objetivo general

Determinar la eficiencia de la biodegradacion del poliestireno expandido mediante
Pseudomonas sp. aisladas del botadero municipal de la ciudad de Azéngaro.

1.2.2. Objetivos especificos

- Aislar Pseudomonas sp. presentes en el poliestireno expandido procedente del

botadero municipal de la ciudad de Azangaro.

- Determinar la pérdida de peso del poliestireno expandido en contacto con las

Pseudomonas sp. aisladas en laboratorio de la UNAJ.

- Determinar el crecimiento de las Pseudomonas sp. aisladas en contacto con el

poliestireno expandido

1.3. Justificacion

Debido a que el poliestireno expandido es un polimero considerado como un material
que perdura bastante tiempo en el ambiente, terminando su ciclo de uso en botaderos
municipales (Lopez & Laines, 2013), afectando a diversos ecosistemas como cuerpos
acuaticos, zonas urbanas y rurales por la mala disposicion que se le da al terminar su

tiempo de uso (Hong et al., 2020).

En ese sentido el concepto degradacion del PS surge como un intento de considerar la
importancia que desempefian las bacterias como medidas de tratamiento para
biodegradar los plasticos como es el poliestireno expandido, considerando que la
mayoria de las bacterias para la degradacion plastica se puede encontrar en vertederos,
suelos y ambientes marinos; entre ellas se identifica a las bacterias pertenecientes al
género Pseudomonas (Syranidou et al., 2017). Por lo que la presente investigacién se

realizd para aportar aspectos tedricos sobre la biodegradacion del poliestireno



expandido (tecnopor) mediante Pseudomonas sp. aisladas del botadero municipal de la
ciudad de Azéangaro.

De esta manera se quiere aportar a la busqueda de alternativas de solucion para la
degradacion del poliestireno expandido, asi como la biodegradacion por
microrganismos, de modo que las bacterias de especies del género Pseudomonas son
usados para procesos de biorremediacion por derrame de petroleo, ya que tienen la
capacidad de utilizar como parte de su metabolismo al carbono (Mayz & Manzi, 2017).
Ademas las Pseudomonas, son bacterias que se caracterizan por sobrevivir a
temperaturas de 4 °C a 42 °C (Fauci, Kasper, Araiza, & Harrison, 2009). Por ello
afirmamos que la investigacion nos permite evaluar cual es el efecto de las
Pseudomonas sp. del botadero municipal de la ciudad Azangaro en el poliestireno
expandido, para poder utilizar como medio de biorremediacién en botaderos
municipales controlados, de esta manera reducir impactos generados a la salud y
disminuir aspectos negativos en el ambiente, asi como en el suelo, por la abundancia de
volumen y tiempo de degradacién del material, como en el aire por la emision de gases
en la incineracion del mismo y agua, por la perturbacion a la biota acuética, ademas
podria ayudar a reducir costos en el tratamiento de los residuos sélidos en rellenos

sanitarios y restauracion de areas degradadas por plasticos.



CAPITULO Il

REVISION DE LA LITERATURA CIENTIFICA

2.1. Antecedentes

Hong et al. (2020), realizaron un estudio con la finalidad de examinar la degradacion
del poliestireno expandido (PS) usando Pseudomonas sp. aisladas de los intestinos de
larvas de Zophobas atratus, a través de microscopia electronica, de esta manera se
midieron los cambios en la composicién atdbmica y cambio quimico de hidrofobicidad a
hidrofilia, en la que tuvo como resultados, el nivel de expresién génica de la serina
hidrolasa (SH) en Pseudomonas sp., ademas el crecimiento de la cepa DSM 50071
aumentd durante la degradacion del polimero, de esta manera confirmaron la
biodegradacion de poliestireno expandido mediada por enzimas. Finalmente, la
importancia de estos hallazgos va mas alla del descubrimiento de una nueva funcién de
Pseudomonas sp. en el intestino de las stper lombrices, destacando una posible solucion

para la biodegradacion del poliestireno expandido.

Hyun et al. (2020), efectuaron un estudio denominado “evaluacion de la eficiencia de
biodegradacion de cuatro tipos de plasticos por Pseudomona aeruginosa aislada del
extracto intestinal de superworms”, en el que mostraron el poder biodegradativo de la
Pseudomonas aeruginosa en la despolimerizacion eficiente de poliestireno (PS), sulfuro
de polifenileno PPS, polietileno (PE) y polipropileno (PP), comparando las tasas de

biodegradacion de mencionados plasticos, en consecuencia, reportan que el polietileno
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se biodegrada més réapido y el polipropileno més lento, obteniendo una pérdida de peso
de poliestireno del 0.098%/dia; ademas reportaron que la tasa de crecimiento bacteriano
podria verse influenciada por la composicion y las propiedades de las moléculas
intermedias producidas durante la biodegradacion plastica, debido a que pueden

suministrar energia y precursores celulares utiles.

Jiaojie, et al. (2020), investigaron la biodegradacion rapida de perlas de plastico de
sulfuro de polifenileno por Pseudomonas sp., en el que mostraron que la biodegradacion
fue eficiente para el sulfuro de polifenileno expuesto a Pseudomonas sp.; a través de
perlas de plastico de 300 pum de didmetro para la medicion de la biodegradacion del
polimero por la bacteria, en un periodo de 10 dias, dado que realiza observaciones a las
superficies del polifenileno a través de microscopia SEM, resultando que las muestras
expuestas a Pseudomonas sp. en comparacion a las muestras control eran
significativamente mas pequefias, con un promedio de aproximadamente 15 veces
menor de diametro, ademas mencionan que la tasa de crecimiento de Pseudomonas sp.

parece estar estrechamente asociado con la tasa de despolimerizacion del plastico.

Alonso et al. (2016), reportaron en su estudio denominado degradacion de poliestireno
y polipropileno con microorganismos de vermicompost, en la que determinaron si los
microorganismos contenidos en humus de lombriz de tierra servirian para la
biodegradacion de poliestireno y polipropileno; mediante una evaluacion de la pérdida
de peso en el tiempo, obteniendo como resultados la velocidad de degradacion
especifica en el nivel I, 11 'y 111 del poliestireno expandido con 0.16%, 0.21% y 0.27%
de pérdida de peso por mes respectivamente; y del polipropileno 0.16%, 0.16% y 0.22%
de pérdida de peso por mes respectivamente, finalmente encontraron a las bacterias del
género Pseudomonas entre los microorganismos que podrian haber ocasionado la

biodegradacion del polipropileno y poliestireno.

Rivera et al. (2015) realizaron un estudio sobre bacterias hidrocarbonoclasticas
biodegradantes de poliestireno expandido, con la intension de determinar la capacidad
de biodegradar el poliestireno expandido aislando cepas bacterianas de aceite crudo del
suelo y agua contaminados por hidrocarburos, procedentes de Coatzacoalcos, Veracruz,

México. Entre los géneros identificados se reportaron a las Pseudomonas. Su



crecimiento fue observado mediante un espectrofotometro Spectronic 20 Milton Roy
Company a 450 nm., ademas en la fase estacionaria agregaron 0.5 mL de poliestireno
previamente tratado con solventes organicos, como fuente de carbono. Finalmente
reportaron la tasa de crecimiento de la bacteria del género Pseudomonas sp. con y sin
poliestireno expandido de 0.005 y 0.002 respectivamente; en consecuencia, mencionan
que Pseudomonas sp. presentan capacidad biodegradativa sobre el poliestireno

expandido.

Barbaran, Cabanillas, & Rubio (2018), determinaron el porcentaje de biodegradacion
de polietileno tereftalato (PET) por accion de Pseudomona aeruginosa, en condiciones
de laboratorio, por medio del método de pérdida de peso, inoculando concentraciones
de Pseudomona aeruginosa de 18x10” UFC, 36x10” UFC y 9x10® UFC para periodos
de tiempo de 15, 25 y 35 dias, de esta manera concluyen que el mejor tratamiento es la
aplicacion de 9x108 UFC de Pseudomona aeruginosa durante un periodo de 35 dias en

el que se logré una biodegradacion del 19.93% de polietileno tereftalato.

Alania & Pérez (2017), presentaron en su estudio “efecto de la temperatura en el
crecimiento de dos cepas ATCC de Pseudomonas sp. expuestas a polipropileno” por lo
que evaluaron el crecimiento a dos temperaturas de dos cepas ATCC (American Type
Culture Collection) de Pseudomonas sp. N° 9027 y N° 10145, expuestas a polipropileno,
mediante el cambio de la absorbancia (DO) en funcién al tiempo (semanas). Obteniendo
como resultado, que el comportamiento cinético de las dos cepas ATCC 9027 y ATCC
10145 frente a la presencia y ausencia del polipropileno a los 37 °C fue mayor. De esta
manera concluyeron que ambas cepas ATCC expuestas a polipropileno a una

temperatura de 37 °C presentan un mejor crecimiento.

Gutierrez (2018), realiz6 una investigacion cuyo objetivo era analizar y determinar la
influencia de los factores, crecimiento microbiano y pH a diferentes temperaturas (20
°C, 25 °C, 30 °C, 35 °C y 40 °C) para la degradacion del polietileno de baja densidad,
por lo que realizo la toma de muestras de agua y sometié a las cepas ante el polietileno
como principal fuente de alimento a condiciones controladas de pH y temperatura, asi

mismo identifico colonias de Pseudomonas aeruginosa y que a 25 °C resultd ser mayor



el crecimiento (3.5 X 10° UFC) a 72 horas; de esta manera mostrd la capacidad

degradativa de la bacteria ante el polietileno de baja densidad.

Butron (2020), evalud la capacidad de biodegradacion de Pseudomonas aeruginosa
frente al polietileno de baja densidad, de esta manera aislé a la bacteria de residuos
plasticos del botadero de Cancharani en la ciudad de Puno e identificé taxondmicamente
en base a caracteristicas macroscopicas, ademas adapto la cepa bacteriana en un medio
mineral con particulas de polietileno de baja densidad; determinando la capacidad
biodegradativa a temperaturas de 25 °C y 35 °C con pH de 5 y 7, durante 30 dias,
obteniendo como resultados el 21.7% y 27.3% de pérdida de peso a 25 °C y 35 °C
respectivamente a pH de 7. Por lo que demostr6 que las Pseudomonas aeruginosa

presenta capacidad de biodegradacién en un rango de temperatura de 25 °C - 35 °C.

Ccallo & Sacaca (2020), investigaron sobre la biodegradacion de plésticos por
Pseudomonas, en la que realizaron una revision bibliografica sobre los mecanismos,
métodos y técnicas para la biodegradacion de plasticos por Pseudomonas. De esta
manera demuestran que estas bacterias tienen la capacidad de asimilar los plasticos,
convirtiéndolos de polimeros a mondémeros debido a que estos microorganismos
generan enzimas que inician la biodegradacion de los plasticos, ademas se adaptan a
diferentes condiciones bioticas y abidticas con mayor facilidad que otras bacterias, en
consecuencia, concluyen que la técnica de pérdida de peso es la mas factible para su

aplicacion.

2.2, Bases teoricas

2.2.1.Plasticos:
Son polimeros sintéticos, que se caracterizan por presentar moléculas de masa
elevada, formados por unidades méas pequefias denominados monomeros, se van
repitiendo y enlazandose unas a otras (Wade, 2012). Los plasticos se obtienen por
procesos quimicos que conllevan a formar estructuras mas complejas que los
compuestos naturales debido a que se forman enlaces entre las moléculas
constitutivas formando largas cadenas y a estos materiales les Ilamamos

“macromoléculas o polimeros” (Quintero, 2013).



Un polimero es un compuesto que consiste en un conjunto de moléculas de cadena
larga, cada molécula esta hecha de unidades repetitivas que se conectan entre si.
Puede haber miles de millones de unidades en una sola molécula de polimero
(Groover, 2007). El término se deriva de las palabras griegas “poly” que significa
muchos y meros que significa “parte”. La mayoria de los polimeros se basan en el
carbono, por consiguiente son considerados sustancias quimicas organicas. Sin
embargo, el grupo también incluye un nimero de polimeros inorganicos (Groover,
2007; Wade, 2012).

Poliestireno: El poliestireno es un material transparente sélido, formado por la
polimerizacion de muchas moléculas de estireno (benceno y etileno del petrdleo)
(Schmidt et al., 2011). Es un polimero termoplastico que se obtiene de la
polimerizacion del estireno (Eubeler, Bernhard, Knepper, & Knepper, 2010).

CHy-CH3
AICl3
+ CH2=CH2 » (1)
Beniene Ethylbenzene
CHp-CH3 CH=CH2
- (2)
HQO ond Fe
at 400 - $50°C
Ethylbenzene Styrene
CH=CH2 — -
© Polymerization | CH=CH2 =1~ (3)
3
Polystyrene
—_— —_— n
Polystyrene

Figura 1 Estructura y polimerizacion del poliestireno expandido.
FUENTE: Subramanian, 2015.
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2.2.2.Poliestireno expandido

Es un producto altamente utilizado en el sector industrial, debido a su maleabilidad
y economia puede ser usado en envases, embalajes y construccion, sin embargo, ello
no es justificante para el uso indiscriminado que se le ha dado pues su degradacion
es tan lenta que puede llegar a permanecer en el ambiente durante cientos de afios
antes de ser incorporados de manera total a la naturaleza (Leon, Albero, & Cruz,
2007). El poliestireno (PS) es uno de los principales residuos plasticos acumulados
en el medio ambiente (Yang, Wang, & Xia, 2020).

Como todos los plasticos, el poliestireno proviene del petroleo del cual se obtiene
una sustancia llamada estireno (mondmero) este se polimeriza con agua y un agente
expansor para obtener el poliestireno expandible o expandido (EPS) (Eubeler et al.,
2010), el cual es la materia prima en la industria de la transformacion de los articulos
para el sector de la construccion, embalaje y envase, entre otras aplicaciones diversas,
por sus caracteristicas de aislante acustico, térmico, de inocuidad y por su baja

absorcién de agua (Ramos, 1988).

Segin Subramanian (2015), el poliestireno es un polimero termoplastico con
estructura lineal. Es un producto convencionalmente atactico y amorfo, por lo tanto
transparente. Al igual que otras resinas, el PS es relativamente inerte a los productos
quimicos inorgénicos (Torres, 2016).

a) Propiedades fisicas: Los productos y articulos acabados en poliestireno
expandido (EPS) se caracterizan por ser extraordinariamente ligeros, aunque
resistentes (Solis, 2005).

b) Propiedades quimicas: El poliestireno expandido es estable frente a muchos
productos quimicos. Si se utilizan adhesivos, pinturas disolventes y vapores
concentrados de estos productos, hay que esperar un ataque de estas sustancias
(Ossa, 2009).

c¢) Propiedades bioldgicas: EIl poliestireno expandido se caracteriza por su escaza
participacion en los procesos biologicos, ademéas es poco probable que sea

atacado por microorganismos del suelo. Los productos de PS cumplen con las
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exigencias sanitarias, seguridad e higiene; por lo que puede ser utilizado con
total garantia en la fabricacidn de articulos de embalaje destinados al contacto

alimenticio (Arriola & Velasquez, 2013).

2.2.3.Disposicion de los residuos solidos en la region Puno

Se realiza a cielo abierto, de tal modo que se esparcen en el terreno, contaminando el
suelo, el subsuelo y mantos acuiferos convirtiéndolos en plataformas estériles. El
problema de los residuos solidos urbanos se genera principalmente por el incremento
de la utilizacién de envases sin retorno y de un solo uso en los ultimos afios. Estos
embalajes conocidos como “no retornables” son altamente toxicos, plasticos
halogenados como el policloruro de vinilo (PVC) y no halogenados como el
polipropileno (PP) o de constitucion mixta. El hecho es que el tiempo de degradacion
de estos materiales oscila entre los 10 y 800 afios (Machaca, Choque, & Flores,
2013).

2.2.4.Disposicion de los residuos solidos en la ciudad de Azangaro
La generacion per cépita de residuos solidos domiciliarios en la localidad de
Azangaro es de 0.63 kg/hab./dia, con una generacion estimada total de 20 ton/dia. La
disposicién de residuos solidos se hace mediante un vertido directo de las unidades
de recoleccion y traslado de los residuos solidos provenientes del distrito de

Azangaro (Gerencia de servicios municipales y gestion ambiental, 2019).

2.2.5.Plasticos en el botadero municipal de Azangaro

La generacion de plasticos en la ciudad de Azangaro es el 12.66 %, representando
grandes porcentajes el plastico duro, platicos PET (tereftalato de polietileno) y
tecnopor (poliestireno expandido). Los plasticos PET presentan actividades de
reciclaje que se realizan en el botadero municipal, sin embargo el tecnopor no
presenta ningun tipo de reciclaje, ni tratamiento el cual este viene a representar un
2.21% segun su estudio de caracterizacion de residuos (Municipalidad Provincial de
Azangaro, 2019).
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2.2.6.Degradacion de polimeros
Es un proceso dirigido a modificar la estructura del polimero, para hacerlo vulnerable
y perecedero; es decir, que desaparezca como residuo (Limon, 2001). La degradacién
de un material sintético es un proceso complejo, causado por la escision de

determinados enlaces quimicos (Séenz, 2006).

Tipos de degradacion: Segun Limén (2001), la degradacion de los polimeros es
causada principalmente, por reacciones que producen el rompimiento de los enlaces
en las macromoléculas. Segun el modo de iniciacion de los procesos esta el que sea
de diferente origen (Gutierrez, 2013) de esta manera la degradacion puede ser; fisica
(por efecto de radiaciones de energia alfa y foto degradacién), quimica, ambiental
(por intemperismo) y bioldgica (biodegradacién) (Norella, Lopez, Francisco, &
Santander, 2018).

a) Degradacion mecéanica. Cuando se producen cambios macroscopicos por
efecto de fuerzas de corte, si se aplica una tension suficientemente elevada al
material polimérico, se pueden producir rupturas en los enlaces de las cadenas

moleculares, que inician las reacciones de degradacion (Saenz, 2006).

b) Degradacion térmica: Se presenta cuando el polimero experimenta cambios
quimicos, después de ser sometido a temperaturas altas sin la intervencion
simultanea de otro compuesto. Sin embargo, suelen ser los aditivos o
impurezas presentes en el material, los que se descomponen por efecto de la
temperatura y reaccionan con la matriz (Norella et al., 2018; Trevifio, 2016).
Es dificil distinguir entre una degradacion térmica y una termoguimica,
debido a que los materiales poliméricos son raramente “quimicamente puros”
(Trevifio, 2016).

c) Degradacion por radiacion de energia alfa: Es inducida por radiacion
electromagnética (rayos X o Y) y radiacion de particulas (alfa, neutrones,
productos de fusion), no es especifica de la absorcion (Trevifio, 2016). Las

radiaciones son capaces de generar reactivos intermedios, generalmente iones
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d)

9)

y radicales libres en el substrato polimérico, que producen alteraciones

significativas en la matriz del material (Saenz, 2006).

Foto degradacion: Se refiere a los cambios fisicos y quimicos producidos por
la radiacion con luz UV o visible. Para que el grado de conversion sea
realmente significativo y la luz ultravioleta o visible sea absorbida por el
material, debe poseer grupos cromaforos; es decir, capaces de absorber dicha
radiacion. Estos grupos pueden formar parte de la propia molécula o
permanecer en el sustrato en forma de aditivos (Saenz, 2006). Generalmente
dichos grupos absorben radiacion, en una escala de longitudes de onda

menores de 400 nm (Trevifio, 2016).

Degradacion quimica: Es inducida por reactivos quimicos (acidos, bases y
disolventes). En muchos casos, se observa una serie de conversiones quimicas
de los compuestos presentes en el material (Limén, 2001); sin embargo este
modo de iniciacion del proceso de degradacion necesita una energia de
activacion muy alta, por lo que generalmente sélo se observan grados de
conversion significativos, si el proceso se produce a temperaturas elevadas
(Séenz, 2006).

Degradacion ambiental: Los materiales poliméricos sufren un deterioro
cuando estan expuestos a la accion de la luz solar, en combinacion con otras
variables climaticas como cambios de temperatura, humedad ambiental,
viento y contaminacién. Este deterioro puede manifestarse superficialmente
por modificaciones tanto del color como de pérdida de brillo pero,
generalmente afecta también a las cadenas moleculares (Gutierrez, 2013).

Degradacion bioldgica o biodegradacion: Es la transformacién bioquimica de
los compuestos por la accion de microorganismos. La biodegradacion de un
compuesto ocurre debido a la actividad de varias enzimas (Hong et al., 2020;
Hyun et al., 2020), que son producidas por los microorganismos (Norella et
al., 2018). El material polimérico sirve como fuente para la obtencion de
carbono (Kyaw, Champakalakshmi, Sakharkar, Lim, & Sakharkar, 2012). En
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el proceso de biodegradacion los microorganismos se incrementan,
alcanzando la méxima poblacién de heterotrofos totales a los 30 dias y de
hidrocarbonoclasticos a los 60 dias, resultado que puede ser explicado porque
el hidrocarburo como fuente de carbono puede sostener la poblacion
microbiana (Enrique, Rodriguez & Rubifios, 2003). Existen microorganismos
aislados del suelo que son capaces de degradar varios tipos de plasticos, como

es el caso de las Pseudomonas sp. (Jiaojie et al., 2020)

2.2.7.Género Pseudomonas:

Las bacterias de este género son capaces de utilizar un amplio rango de compuestos
organicos e inorganicos, capaces de vivir a diversas condiciones ambientales (Hyun
et al., 2020; Palleroni, 1992), algunas bacterias de este grupo producen pigmentos
fluorescentes de colores amarillo-verdosos, facilmente solubles en agua (Meyer et
al., 2002). Estos pigmentos actian como sideroforos, moléculas cuya funcion es
capturar el hierro del medio necesario para el metabolismo del microorganismo.
Presentan una amplia versatilidad metabdlica que se traduce en su capacidad para
utilizar sustratos muy variados como fuente de carbono (Hong et al., 2020; Hoyle &
Costerton, 1991; Hyun et al., 2020; Jiaojie et al., 2020). Las Pseudomonas son gram
negativas, generalmente mdviles y presentan uno o varios flagelos polares, aunque
también se han descrito flagelos laterales mas cortos. Son de metabolismo
respiratorio, nunca fermentativo, aunque pueden producir ligeras cantidades de acido
a partir de la glucosa en aerobiosis (Butron, 2020).

A. Clasificacion taxondmica: Se encuentra clasificado en el dominio Bacteria,
phylum Proteobacteria, clase Gammaproteobacteria, orden Pseudomonadales y
familia Pseudomonaceae (Whitman, 2011). El género Pseudomonas incluye casi
200 especies diferentes (Fauci, Kasper, Araiza, & Harrison, 2009).

B. Etimologia: Pseudomonada literalmente significa falsa unidad, derivado del
griego “pseudo” falso y “monas” una sola unidad (Brenner, Krieg, & Staley, 2005;
Whitman, 2011).

C. Caracteristicas: Las Pseudomonas son bacilos gram negativos, rectos o

ligeramente curvados (0.5-0.8 um x 1-3 um), generalmente son maviles gracias a
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sus flagelos polares que poseen aunque en algunas cepas poseen flagelos laterales
(Hassett et al., 2002). Normalmente son oxidasa positivos, catalasa positivos y
aerobios estrictos, aunque recientemente se han descrito Pseudomonas
formadoras de biopeliculas que pueden utilizar el nitrato como aceptor de
electrones (Dobbins, 2010).

. Habitat: Se encuentran principalmente en el suelo, en los compuestos organicos
de descomposicion, en la vegetacion y en el agua, estos microrganismos tienen
muchos factores estructurales, toxinas y enzimas, gracias a su metabolismo tiene
una cierta facilidad de adaptacion que les permite adecuar su habitat donde se
encuentren para utilizar diferentes fuentes como el carbono o el nitrégeno para su
nutricion (Dobbins, 2010). La mayoria de las infecciones causadas por
Pseudomonas son oportunistas donde la especie que méas se encuentra en los
aislados clinicos es Pseudomona aeruginosa (Fauci, Kasper, Araiza, & Harrison,
2009; Kersters et al., 1996).

. Condiciones de crecimiento: Crecen con facilidad en los medios de cultivo y
produce en ocasiones un olor dulzén a uvas (Ren et al., 2008), crecen entre 4 °C
y 42 °C, aunque su temperatura 6ptima de crecimiento es de 35 °C - 37 °C.
(Palleroni, 1992). El pH es un factor quimico importante, ya que puede afectar
principalmente a las poblaciones de Pseudomonas y la biodisponibilidad de las
fuentes de carbono y energia (Butron, 2020). Este factor se constituye como uno
de los indicadores del proceso de biorremediacion y aunque las Pseudomonas se
pueden adaptar facilmente a condiciones extremas, estas cepas microbianas tienen
un determinado rango de tolerancia. A pH extremadamente alcalinos o
extremadamente &cidos la biodegradacion se hace lenta. El rango 6ptimo para la
biodegradacion esta entre 6-8 pH. Sin embargo, para mantener una mejor
capacidad degradante, por periodos de tiempo prolongados, el pH debe ser neutro,

entre 7.4 — 7.8, evitando al maximo las fluctuaciones (Gémez et al., 2008).

. Supervivencia ambiental de las Pseudomonas: Estas bacterias, necesitan simples
requerimientos nutricionales que posee el rango de compuestos del carbono,
ademas presentan gran adaptabilidad genética y metabdlica (Ruiz, 2007); estas

bacterias pueden vivir en diversos tipos de ambientes acuaticos y terrestres;
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esencialmente en cualquier habitat con un rango de temperatura de 4 °C - 42 °C,
a un pH comprendido entre 4 y 8, a su vez que contenga compuestos organicos o
complejos (Palleroni, 1992). El estrés por nutrientes induce a las Pseudomonas
algunos cambios morfoldgicos y bioquimicos que en condiciones limitantes de
crecimiento (Hyun et al., 2020), la bacteria expresa mecanismos de proteccion,

permitiendo a las células sobrevivir a desafios ambientales (Aguirre, 2015).

. Nutricién de las Pseudomonas sp.: Esta bacteria se caracteriza por ser parte del
grupo de bacterias no fermentadores debido a que tienen en comdn la incapacidad
de fermentar lactosa, sin embargo tienen la capacidad de utilizar fuentes de
carbono, nitrégeno, acetato y amoniaco, de esta manera obtienen energia de la
oxidacion de azlcares (Strateva & Yordanov, 2009), los macronutrientes de
mayor importancia metabolica para la bacteria se encuentran en fuentes de
carbono (C); considerando que este compuesto se encuentra en los hidrocarburos
a través de sus componentes proporcionan a la bacteria la energia necesaria para
la fabricacién de compuestos celulares y productos metabdlicos (dioxido de
carbono, agua, enzimas) (McDougald, Rice, Weichart, & Kjelleberg, 1998); el
nitrogeno (N), es un elemento necesario para la produccion de aminoacidos,
proteinas, enzimas, &cidos nucleicos y otros componentes que constituyen la
estructura celular de la misma; mientras tanto el fésforo (P) es requerido para la
sintesis de acidos nucleicos y fosfolipidos en los procesos de reproduccion y
degradacidn; sin embargo el potasio (K) es requerido por una gran cantidad de
enzimas y de esta manera catalizar diferentes reacciones (Maroto & Rogel, 2004).

. Capacidad metabdlica del microorganismo: Con referencia a la biomasa, se debe
tener en cuenta la cinética de crecimiento del microorganismo obteniendo mayor
rendimiento metabdlico en la fase exponencial, debido a que el aumento de esta
es un indicador del proceso de biorremediacion (Leahy & Colweel, 2019). La
conformacién genética de Pseudomonas es muy versatil; por poseer operones,
elementos mdviles como transposones y plasmidos (Chakrabarty, 1976), que
permiten la transferencia de los genes, por lo tanto, la rapida adaptacion frente a
la presencia de agentes contaminantes nuevos en un ecosistema en particular
(Hoekstra, 1988; Hong et al., 2020; Jiaojie et al., 2020).
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Bioseguridad para el manejo de Pseudomonas sp.

Prevencién y control

Desinfectantes: Como control y manejo de la bacteria en laboratorio, podemos
encontrar como desinfectantes, al hipoclorito de sodio (1%), etanol (70%),
glutaraldehido (2%), formaldehido, alcohol isopropilico al 4%, asi mismo de
debe considerara que algunas especies de Pseudomonas han mostrado
resistencia a desinfectantes como, el cloro, las cloraminas, el ozono y el yodo
(Khalifa, Moissenet, Thien, & Khedher, 2011).

La inactivacion fisica de la bacteria para un mejor control de contaminacion de
muestras y nivel de exposicién a estas cuando se trabaja en laboratorio, es por
ello que con calor himedo a 121 °C o con calor seco a 170 °C - 250 °C durante
15 a 30 minutos, logras la inactivacion (Sangorrin, 2014). Es necesario
considerar que hay cepas multirresistentes cuando se expone a carbenicilinas,

cefalosporinas, ceftazidima y ciprofloxacino (Khalifa et al., 2011).

Buenas practicas de higiene: El lavado de manos con agua y jabén liquido al
comenzar y finalizar la jornada laboral, después de quitarse los guantes y tras el
contacto con elementos contaminados; evitar el contacto de las manos con los
0jos, la nariz o la boca; evitar la exposicion de heridas abiertas, cubriéndolas con
apositos estériles e impermeables. Utilizacion de ropa de trabajo y equipos de
proteccién individual adecuados. Retirarse o quitarse cuanto antes la ropa o

calzado humedo o mojado (Montero, 2012).

Seguridad en laboratorio: Los principales riesgos son la inoculacién accidental,
lainhalacidn de aerosoles infecciosos, la ingesta accidental o el contacto dérmico
directo. Las muestras o especimenes mas peligrosos son: los hemocultivos, la
orina, el esputo, las muestras de tejidos blandos, las secreciones del tracto
respiratorio inferior, los exudados de heridas y las muestras de agua. Se
requieren las préacticas y la contencion de un nivel 2 de bioseguridad, se debe
evitar o reducir al minimo el empleo de material cortante o punzante, ademas del
uso de guantes impermeables en caso de contacto con muestras contaminadas
(Montero, 2012).
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J.

Eficiencia de biodegradacion: Existen varias técnicas y metodologias para
determinar la eficiencia de biodegradacion (Ccallo & Sacaca, 2020) de manera
directa como indirecta, entre las recomendadas se encuentra a la medicion de la
cinética de la poblacion bacteriana (Purisaca & Quevedo, 2015). Enla Tabla 1 se
muestra técnicas y métodos para estudiar la biodegradacion mediante bacterias del

género Pseudomonas.

Segun Herrera (2013), para determinar la masa celular, se evalta el crecimiento
de una poblacion bacteriana aplicando métodos directos de conteo de la poblacion,
medida del peso seco, medida del peso humedo, medida del volumen,
determinacion del contenido de N o bien por métodos indirectos como

turbidimetria a través de espectrofotometria u otros equipos.

Asi mismo una de las formas de medir la biomasa y determinar las fases de
crecimiento, es a través de una metodologia que relacione dicha biomasa con una
magnitud fisica tal como la absorbancia de luz (Nifio, 2009), por medio de un
espectrofotometro, en el cual la luz atraviesa un tubo conteniendo el cultivo
bacteriano (Herrera, 2013). El cambio entre la intensidad de luz que incide en el
cultivo (lo) y la transmitida (I) se registra en el espectrofotobmetro como
absorbancia (A) o densidad 6ptica (D.O.), valor derivado del log del cociente entre
lo y la de la luz transmitida por la suspension, A = log lo/l (Aquiahuatl & Perez,
2004; Gutiérrez et al., 2017).

La medicion de la turbidez se presenta en una muestra, debido a que las células
presentes en el medio liquido dispersan la luz que atraviesa la solucion (Nifo,
2009). A medida que la concentracion celular aumenta, el cultivo se hace mas
turbio y se reduce la cantidad de luz transmitida que alcanza la célula fotoeléctrica
(dicha intensidad se detecta como corriente en un galvanémetro) (Nifio, 2009;
Purisaca & Quevedo, 2015), con un espectrofotdmetro se puede realizar la
medicion de la misma, siendo sus unidades fotométricas, el klett y la densidad

oOptica (DO), respectivamente (Gutiérrez et al., 2017).
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Tabla 1: Métodos y técnicas utilizadas para estudiar la biodegradacion

mediante bacterias del género Pseudomonas.

Condiciones de  Biodegradacion

Microorganismo Método Técnica biodegradacion (%) Referencia
25°Cy 35 °C,
Pseudomonas Pérdida pH5-7,mg 0 (Butron,
aeruginosa de peso M. 0O 0.021 - 0.024, 27.30% 2020)
30 dias, LDPE
A 60°C, 24h por L
Pseudomonas sp. Zerdlda SEM, 10 dias, 2g de 10% (Jiaojie et
e peso FT-IR PE y PPS al., 2020)
25°C — 35°C,
Pseudomonas ~  ------—--- M.O. p(lj-] 6'85’ M dSNFI)’; 51 50% (Yang et
putida - Ms-ms  dlas, o gde ' al., 2020)
25°C,
. 27 °C, MSM, 70 o
Pseudomonas sp. (Fj’erdlda SEM dias, 69 de 6.54% (Gutirrez,
e peso LDPE 2019)

FUENTE: Ccallo & Sacaca (2020).

2.3. Marcos conceptuales o glosario
2.3.1. Poliestireno expandido (EPS)
Es un plastico que se obtiene a partir de la transformacion del poliestireno expandible
el cual es un polimetro en forma de perlas o esferas con tamafios que varian de 0.2 a
3.0 mm. Estas perlas contienen un gas expansor que permite su transformacion, el
agente expansor es el gas pentano, debido a que posee un bajo punto de ebullicion
(Ossa, 2009).

2.3.2.Biodegradabilidad
Capacidad de un material de descomponerse en dioxido de carbono, metano, agua y
componentes organicos o biomasa, en el cual el mecanismo predominante es la
accion enzimatica de microorganismos. En general, un polimero es biodegradable si
su degradacién resulta de la accion natural de microorganismos como bacterias,

hongos y algas (Ruiz, 2006).
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2.3.3.Pseudomonas
Son bacterias mesofilas y criofilas debido a que sobreviven temperaturas entre 4 °C
y 42 °C, este género puede llegar a utilizar mas de 100 componentes distintos como
fuente de carbono (Madigan & Martinko, 2006).

2.3.4.Pruebas bioquimicas
Es una prueba de confirmacion de cepas bacterianas utilizadas para la motilidad,
catalasa, oxidasa, carbono, amino&cidos, nitratos (Pramila, Padmavathy, Vijaya, &
Mahalakshmi, 2012), los aislados bacterianos seleccionados se identifican mediante
la caracterizacion bioguimica como la catalasa, oxidasa, indol, rojo de metilo, triple
azucar de hierro, utilizacion de citrato, ureasa, reduccion de nitrato y prueba de

fermentacion de carbohidratos (Arenas, 2018).

2.3.5.Tincion gram
Es una técnica de coloracion que nos ayuda a la identificacion de bacterias en la se
puede apreciar con mas definicion la morfologia de los microorganismos, tamarfio y
diversidad (Gutierrez, 2013).

2.3.6. Medio de cultivo
Es una mezcla de determinadas sustancias con o sin gelificacién que dentro de él
crecen los microorganismos, los cuales son extraordinariamente diversos en sus
caracteristicas fisiologicas y requerimientos nutricionales, en condiciones naturales,
los nutrimentos requeridos para sintetizar su material celular, generar energia y

efectuar su fundamento son tomados del ambiente (Gonzales, 2019).

2.3.7.Absorbancia
Absorbancia o densidad dptica (D.O.), valor derivado del porcentaje de transmision,
correspondiente al log del cociente entre la intensidad de luz incidente sobre la
suspension (10) y la de la luz transmitida por la suspension (I). A =log lo/1 (Herrera,
2013).

21



CAPITULO 111

MATERIALES Y METODOS

3.1. Ambito de estudio:
Se encuentra ubicado en el distrito de Azangaro de la provincia de Azangaro en la region
Puno, se caracteriza por presentar un clima himedo y frio, con una temperatura media
anual que oscila entre 4.5 °C y 6 °C; se registran ocurrencias diarias de temperaturas de
congelacién. El promedio maximo de precipitacion total por afio es de 750 mm vy el
minimo de 500 mm. Se ha estimado que la evapotranspiracion potencial por afio varia
entre la cuarta parte y la mitad del promedio de precipitacion pluvial total por afio

(Municipalidad Provincial de Azangaro, 2018).

Zona de estudio: Se realizo en el botadero cerrado de la municipalidad provincial de
Azéangaro, se encuentra ubicado a 8 km de la ciudad, ubicado al sur oeste de la ciudad,
en la comunidad San Martin (N 8242400 E 389500, N 8243000 E 389500, N 8 242400
E 389500, N 8243000 E 389500) a una altitud de 4000 m.s.n.m. Este botadero empezo
a operar a partir del afio 2006, presentando un area total de cuatro (4) hectareas

(Municipalidad Provincial de Azangaro, 2018).
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3.2. Poblacién y muestra

3.2.1.Poblacion de estudio
En la investigacién se manejé como poblacion a las planchas de poliestireno

expandido (EPS) de uso comercial.

3.2.2. Tamafio de muestra:
Se trabajo con 1 g de poliestireno expandido comercial para la determinacion de la
pérdida de peso de mencionado material y para la determinacion del crecimiento

bacteriano con 0.2 g de poliestireno expandido.

3.2.3.Seleccion de muestra:
Las muestras se seleccionaron utilizando la metodologia no probabilistica por
conveniencia, debido a que se trabajo con caracteristicas especificas en las muestras
del poliestireno expandido ya que debe ser de uso comercial, a su vez la eleccion no
ha sido por el uso de formulas de probabilidad, sino por decision del investigador.

3.3. Hipotesis de la investigacion cientifica:

3.3.1. Hipotesis general:

En razon de que las Pseudomonas sp. catabolizan compuestos aromaticos es probable
que las Pseudomonas sp. aisladas provenientes del botadero municipal de la ciudad
de Azéngaro logren la biodegradacién del poliestireno expandido.

3.3.2. Hipotesis especificas:

Considerando que las Pseudomonas sp. se encuentran presentes en botaderos
municipales es probable aislar bacterias Pseudomonas sp. del poliestireno expandido

procedente del botadero municipal de la ciudad de Azangaro.

Considerando al poliestireno expandido como Unica fuente de carbono para las
Pseudomonas sp. aisladas es probable que el poliestireno expandido pierda masa en

el transcurso del tiempo en contacto con las Pseudomonas sp. aisladas.

Considerando que la pérdida de masa del poliestireno expandido se ve afectado por
la presencia de Pseudomonas sp. aisladas es probable que el crecimiento bacteriano

sea mayor con poliestireno expandido en comparacion a sin poliestireno expandido.
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3.4. ldentificacion de variables

a) Variables independientes
Pseudomonas sp. aisladas

Temperatura

b) Variables dependientes

Biodegradacion de poliestireno expandido

c¢) Variables intervinientes

Contenido de humedad en laboratorio

3.5. Técnicas de recoleccion de datos:

Para la recoleccién de los datos de las muestras bacterianas del botadero se trabajo
mediante la técnica de observacion realizando el llenado de fichas de recoleccion de
datos, para el aislamiento de las bacterias Pseudomonas sp. se utiliz6 la metodologia de
Butron (2020); Gutierrez (2013); Uribe, Giraldo & Gutiérrez (2010). Ademas, para la
identificacion de la Pseudomonas sp. se utilizo la técnica de tincidn de gram observando
en microscopio las caracteristicas de la Pseudomonas sp y pruebas bioquimicas. Asi
mismo para determinar la eficiencia de biodegradaciéon del poliestireno expandido
utilizando la metodologia de pérdida de pesos del poliestireno expandido mediante la

balanza analitica centesimal.

3.6. Obtencion de la informacion

3.6.1. Materiales y equipos

Culer, bolsas simplox, guantes de ensayo, barbijos de tipo 3M, matraz erlenmeyer,
envases herméticos de vidrio, probetas de vidrio, vasos precipitados, pipetas, placas
petri, planchas de tecnopor (Palmosa-PIT31), porta objetos, cubre objetos, asa
bacterioldgica, tiras de pH, jeringas graduadas, espatula, luna reloj, termometro
ambiental, cuenta colonias (Kert), incubadora horizontal (Incucell), autoclave,
refrigerador, microscopio Optico, balanza analitica diezmilécimal (Kern), cuenta
colonias (Kert CM-1), espectrofotémetro (Unico 4802 UV/VIS), destilador modelo
Basic/ph4.
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3.6.2.Reactivos
Cloruro de sodio (NaCl, 85%), agar centrimide, glicerina, agar nutritivo, medio de
enriquecimiento para Pseudomonas sp., cristal violeta, lugol, alcohol 96%, acetona,
safranina, peroxido de hidrogeno (3%), agar TSI, agar MacConkey, agar Urea y agar
base sangre.

Reactivos McFarland: Acido sulfirico (H2SO4al 1 %) 19.9 mL y cloruro de bario
(BaCl> al 1.175 %) 0.1 mL (Aquiahuatl & Perez, 2004).

Reactivos caldo Palleroni: Fosfato acido di sodico (Na2HPO4) 0.04685 g/mL, fosfato
di&cido de potasio (KH,PO,) 0.04488 g/mL, cloruro de sodio (NaCl) 0.0085 g/mL,
cloruro de amonio (NH4CI) 0.001 g/mL, sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO4
7 H20) 0.0005 g/mL, citrato de amonio férrico (CsH1,FeNO) 0.00005 g/mL, cloruro
de calcio (CaCl,) 0.000005 g/mL y agua destilada segin (Guzman, 2002; Pérez,
Camacho, Gomez, & Cantero, 2008).

Reactivos medio minimo de sales para Pseudomonas sp.: Sulfato de amonio
((NH4)SOg4) 100 g/mL, nitrato de sodio (NaNOz) 100 g/mL, fosfato acido de potasio
(K2HPO4) 100 g/mL, cloruro de potasio (KCI) 100 g/mL, sulfato de magnesio
(MgS0a4) 20 g/mL y suplementado con 10 g/mL de levadura (Alania & Pérez, 2017;
Butron Pinazo, 2020; Jiaojie et al., 2020; UNAM, 2010).

3.7. Metodologia:

3.7.1. Aislamiento bacteriano de Pseudomonas sp. presentes en el poliestireno
expandido procedente del botadero municipal de la ciudad de Azangaro.

a. Toma de muestra en campo: Se realizd en el botadero cerrado en la comunidad
San Martin de la ciudad de Azangaro en el mes de agosto del 2019; las muestras se
tomaron en tres sectores del botadero municipal cerrado de la ciudad de Azangaro,
buscandoresiduosde poliestireno expandido que presenten condiciones de deterioro
y consorcios bacterianos, a profundidades de 3 a 5 cm de altura (Butron, 2020;
Narvéez, Flérez & Gomez, 2008), seguidamente las muestras se colocaron dentro
de bolsas con cierre hermético afiadiendo porciones de tierra para mantener la

humedad, posteriormente fueron trasladadas a laboratorio (Gutiérrez, 2019; Uribe
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et al., 2010) de microbiologia de la Universidad Nacional de Juliaca. Como se
muestra en la figura 10 y figura 11 de anexos 1.

. Preparacion de material y medios de cultivo: Se prepar6 el ambiente de
laboratorio, precedido por la desinfeccion y esterilizacion de todo el material a
utilizar de acuerdo a las normas microbioldgicas, seguidamente se preparé caldo
palleroni, esterilizando mediante un autoclave a 121 °C por 15 minutos, en la que
se realizo la mezcla de 0.04685 g de fosfato acido di soédico (Na2HPO4), 0.04488 ¢
de fosfato diacido de potasio (KH,PQO,), 0.0085 g de cloruro de sodio (NaCl), 0.001
g de cloruro de amonio (NH4CI), 0.0005 g de sulfato de magnesio heptahidratado
(MgS0O4 7 H20) en 90 mL de agua destilada, separando 10 mL de agua destilada
para la solucién con 0.00005 g de citrato de amonio férrico (C¢H;,FENOQO) y
0.000005 g cloruro de calcio (CaCly), para la esterilizacion por filtracion. (Guzman,
2002; Peérez et al., 2008).

. Aislamiento bacteriano: Se suspendié 5 g de poliestireno expandido del botadero
en una solucion salina (NaCl al 0.85%) (Gutierrez, 2013; Mayz & Manzi, 2017,
Uribe et al., 2010); como muestra la figura 12 en anexos 1, seguidamente se realiz
la siembra en 10 mL de caldo palleroni y se incubd por treinta dias a una
temperatura de 37 °C, transcurrido el tiempo para el aislamiento de bacterias se
procedié a sembrar por estrias en placas con agar cetrimide a partir del caldo
palleroni (Gutierrez, 2013; Guzman, 1987), se realiz6 la incubacion de placas a 30
°C por 48 horas. Transcurridas las 48 horas, se procedié a sembrar las cepas en
caldo nutritivo para posteriormente incubarlas nuevamente a 30 °C por 48 horas. Se
realizo resiembras en agar nutritivo para obtener las Pseudomonas puras (Caviedes,

2010); como se muestra la figura 13, en la seccion anexos 1.

. Identificacion de Pseudomonas sp.: Previo a la identificacion bacteriana se
prepararon los medios de cultivo, después de 24 y 48 horas se realizaron las
observaciones para la identificacion bacteriana realizando la prueba de catalasa,
produccién de piocianina en agar centrimide, reaccion en siembra en agar TSI,
coloracion de colonias en agar MacConkey (Quiliche, Cortez, Rodriguezl, Silva, &
Huayna, 2016), produccién de ureasa en agar urea, hemolisis en siembra de agar
base sangre y la observacién mediante microscopio optico de la forma y coloracion

de la bacteria en tincion gram (Callicé et al., 2004).
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3.7.2.Determinacion de la pérdida de masa del poliestireno expandido en contacto con

las Pseudomonas sp. aisladas en laboratorio de la UNAJ:

a. Preparacion de cepas aisladas: Después de aislar la bacteria a partir de cultivos
positivos crecidos en agar centrimide, se inocularon colonias de Pseudomonas sp.
(Alania & Pérez, 2017) en medio minimo de sales a 37 °C por una semana hasta
obtener una suspension bacteriana equivalente a 1.5 x 102 UFC/mL (Aquiahuatl

& Perez, 2004), el mismo que fue utilizado para la incorporacion de la inoculacion.

b. Preparacion de muestras: Se realizo el pesaje de 1 g de poliestireno expandido,
seguidamente se colocaron dentro de envases herméticos de vidrio, se dispuso en el
autoclave por 15 minutos a 121 °C, para la eliminacion de cualquier agente
bioldgico en las muestras. A partir de las cepas preparadas aisladas del anterior
procedimiento, se inocularon dentro de las porciones de poliestireno expandido
presentes en un envase hermético (Alonso et al., 2016; Daviran, 2017; Mauricio &
Meza, 2013; Uribe et al., 2010; Velasco Urdiales, 2017).

c. Pruebas gravimétricas: Se realizaron mediante el pesaje inicial en una balanza
analitica centesimal de las muestras registrandolas como pesaje dia cero; por
consiguiente las muestras se distribuyeron a 4 °C, 37 °C y temperatura ambiente,
por sesenta (60) dias, realizando el pesaje de todas las muestras, en periodos de
quince (15) dias (Gutierrez, 2013). Ademas en cada periodo se realiz6 repiques en
agar centrimide de este modo se controlo la supervivencia de la bacteria, finalmente
se realizd la observacion microscopica Optica al dia 60 (Alonso et al., 2016;
Daviran, 2017; Velasco, 2017).

d. Determinacion de la pérdida de peso: Después de 60 dias se realizo el pesaje
final, de esta manera se aplico la variabilidad de masas, para obtener la pérdida de

peso del poliestireno expandido, en la que se utilizé la ecuacion 1:

Wi i 1—W ¢:
Winicial fmal) X 100

Y%porcentaje de pérdida = (1) (Kyaw et al., 2012)

Winicial
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e. Control de la presencia de Pseudomonas sp.: Se realizd repiques en agar
centrimide, en tres placas y una muestra control para lograr la observacion de la
presencia y ausencia de colonias, considerando la valoracion de bajo (+), moderado

(++), abundante (+++), muy abundante (++++) y ausencia (-) (Butron, 2020).

Modelo de disefio experimental: Se trabajo a tres temperaturas; 4 °C, temperatura
ambiente de laboratorio y 37 °C de esta manera se expuso a la Pseudomona sp. ante el
poliestireno expandido, cada muestra en cuatro repeticiones con dos muestras control,
por lo que se realizé el pesaje en el dia cero (Po), dia quince (P1s), dia treinta (Pso) dia

cuarenta y cinco (Pss) y dia sesenta (Pso). Como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2: Modelo de disefio experimental de la prueba gravimétrica

Tratamiento Variable dependiente: Pesos de los dias 0,

15, 30,45y 60
Tempoeratura Varlab_le Repeticiones PO P15 P30 P45 P60
(°C) Independiente
R1 O11 012 O13 O14 O1s
Con presencia de R, 0,1 0,5 Oy3 Ou4 Ozs
Pseudomonas sp.
aisladas P Rs Os1 O3 Os3 O34 O35
4 R4 041 O4.2 Oss Os.4 Oss
T: Ot11 Or12 Or1iz  O114 Or1s
Control
T Or21 Oma2 Or2z  Or24 Or2s
R1 O11 012 O13 O14 O1s
Con presencia de R. 021 02 O23 024 025
Pseudomonas sp.
aisladas Rs Os1 Os2 Os3  Oass Oss
Temperatura R, 041 Q42 Ous Os.4 Ous
ambiente.
T: Ot11 Or12 Or1iz  O114 Or1s
Control
T Or21 Oma2 Or2z  OT24 Or2s
R:1 O11 01> O13 O14 O1s
Con presencia de
Pseudomonas sp. R. 021 02 O23 024 025
aisladas Rs 031 O3 Os3 O34 O35
37 R4 Os.1 Os.2 Os3 Os.4 Oss
T: Ot11 Or12 Or1iz  OT14 Or1s
Control
T> Ot21 Oma2 O123  OT24 OT2s

28



Andlisis estadistico

El andlisis estadistico para la prueba gravimétrica del poliestireno expandido en
contacto con las Pseudomonas sp. aisladas, se trabajé mediante el programa Excel
2016 y IBM SPSS Statistics, por medio del analisis anova factorial de medidas
repetidas, considerando como factores a casos de presencia y ausencia de las bacterias
Pseudomonas sp. expuestos a tres temperaturas; 4 °C, temperatura ambiente de
laboratorio y 37 °C, por periodos de tiempo de dia cero, dia quince, dia treinta, dia

cuarenta y cinco y dia sesenta. De esta manera se trabajo con un modelo 3o x 23 X 56.

3.7.3.Determinacién del crecimiento de las Pseudomonas sp. con el poliestireno
expandido
Considerando el comportamiento de las Pseudomonas sp. y la pérdida de masa del
poliestireno expuestas a tres temperaturas, surge la necesidad de evaluar el
crecimiento de la bacteria expuesta al poliestireno al dia 60 en un medio favorable
para la supervivencia de la bacteria, es por ello, que se procedié a determinar el
crecimiento de las Pseudomonas sp. con el poliestireno expandido en un medio

minimo de sales.

a. Preparacién de cepas aisladas: A partir de las cepas aisladas del anterior objetivo
se inocularon cepas de Pseudomonas sp. en un medio minimo de sales, en 10 tubos
de ensayo previamente esterilizados fueron incubadas a 37 °C por una semana hasta
obtener una turbidez 0.5 de la escala McFarland (1.5 x 108 UCF/mL) (Malbréan,
2012), este mismo fue utilizado para la incorporacion de 2 mL al medio minimo de
sales.

b. Preparacion del medio minimo de sales: Se pesé 100 g de sulfato de amonio
((NH4) SOs4), 100 g de nitrato de sodio (NaNOs3), 100 g de sulfato &cido de potasio
(K2HPO4), 100 g cloruro de potasio (KCI), 20 g de sulfato de magnesio (MgSQOas) y
10 g de levadura, luego se realiz6 la mezcla en 1 L de agua destilada hasta llegar a
una mezcla homogénea. Seguidamente se afiadio 0.2 g de poliestireno expandido

triturado (Uribe et al., 2010), para luego realizar la esterilizacion de las muestras.
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c. Preparacion de muestras e inoculacion: Se afiadié 18 mL de medio minimo de
sales en 36 tubos de ensayo, estos fueron divididos en grupos de 18 cada uno, los
cuales en 18 tubos de ensayo se agreg6 0.04 gramos de poliestireno expandido, de
esta manera se procedio al autoclavado del medio (Alania & Pérez, 2017; UNAM,
2010; Uribe et al., 2010) y al grupo restante no se agrego el polimero, como muestra

la figura 18; seguidamente se realizo la inoculacion con la cepa preparada.

d. Medicidn de absorbancias: Se realiz6 la medicion de absorbancias (Ab) a cada
medio de cultivo mediante un espectrofotémetro a 640 nm. de longitud de onda
(Alania & Pérez, 2017; Aquiahuatl & Perez, 2004; Rivera et al., 2015) en el
laboratorio de quimica de la Universidad Nacional de Juliaca. Considerando que la
medicidn se realiz6 en base a las muestras que contenian el medio minimo de sales
sin poliestireno - sin Pseudomonas sp. para cada temperatura, como muestra la
figura 15 de anexos 1. Para la primera lectura de las muestras se calibrd a la

concentracion conocida de 1.5 x 108 UFC/mL.

Modelo de disefio experimental: Se trabajo a temperaturas de 4 °C, temperatura
ambiente de laboratorio y 37 °C en contacto con el poliestireno expandido, para cuatro
casos de exposicién del factor Pseudomonas a cada temperatura, los cuales son la
mezcla de medio mineral sin poliestireno expandido - sin Pseudomonas sp., medio
mineral sin poliestireno expandido - con Pseudomonas sp.; medio mineral con
poliestireno expandido - sin Pseudomonas sp.; medio mineral con poliestireno
expandido - con Pseudomonas sp. en tres repeticiones para cada caso, como se
muestra en la Tabla 3, realizando cada medicion al dia 0, dial5, dia 30, dia 45 y dia
60.

Tabla 3: Disefio experimental del crecimiento de masa de Pseudomonas sp.

Variable dependiente: Crecimiento de la

Tratamiento .
masa bacteriana

Repeticiones

Temperatura Variable
°C) Independiente DO D15 D30 D45 D60
sin R1 O11 012 O13 O14 O1s
Pseudomonas Rz 02,1 Oz,z 02,3 02,4 02,5
. liesti
Zypggdliedsol-reno Rs 031 O3 Os3 O34 Oss
4 sin R1 O11 012 O13 O14 O1s
Pseudomonas Rz 021 02 023 024 O2s
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Anélisis estadistico: Para el andlisis estadistico de los datos se trabajo con un disefio
factorial mixto debido a la participacion de los factores entre sujetos y factores inter
sujetos, siendo los factores temperatura, factor casos de Pseudomonas y factor tiempo
en dias. Se realizé el andlisis a la varianza de medidas repetidas con més de un factor

mediante el programa estadistico SPSS statistics.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Aislamiento e identificacion de Pseudomonas sp. del botadero de residuos sélidos

de la ciudad de Azangaro.

Se registré y se observo las caracteristicas de las colonias en agar base sangre, agar
centrimide, agar MacConkey, agar TSI y agar urea, a 24 y 48 horas juntamente con las
muestras control, como muestra la Tabla 4. Asi mismo se realiz6 la identificacion de las
Pseudomonas sp., por medio de cepas positivas en las diferentes pruebas como muestra
la figura 2. En la observacion microscopica Optica a 40 X dada la tincion gram, se
identificd bacterias gram negativas en forma de bacilos y coloracion rosada,

caracteristico de las Pseudomonas, como muestra la figura 24 en la seccion anexos 1.
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Tabla 4: Resultado de pruebas bioquimicas

Sin Pseudomonas
Con Pseudomonas sp.

Pruebas Sp. L
bioguimicas Observacion
R-1 R-2 R-1
Presencia de beta hemolisis
+ + - ;
Agar base sangre (Figura 2 a)
Color verde azulino en
Lo contraste con luz ultravioleta
+ + - ;
Agar centrimide y luz azul (Figura 2 b)
Colonias Colonias Crecimiento de colonias
Agar MacConkey color color Sin Cambio coloracion blanquecina
blanco blanco (Figura 2 c)
Prueba de catalasa + + i PresenC|a.de efervescencia
(Figura 2 d)
Superficie y profundidad
coloracién rojiza, presenta
Agar TSI K/IK K/IK Sin cambio reaccion alcalina (no
fermentador de az(cares)
(Figura 2 e)
Produccion de ureasa (rojo
Agar urea + + - fenol) (Figura 2 f)
Bacilo Bacilo -
N Coloracién rosada de las
Tincion gram corto gram  corto gram - - ;
4 4 bacterias (Figura 24)
negativo negativo
Tincién simple Bacilo Bacilo - Muestra forma de bacilo en

la observacion (Figura 24)

En el aislamiento de Pseudomonas sp. presentes en el poliestireno expandido procedente
del botadero municipal de la ciudad de Azangaro, se pudo encontrar que la observacion
de las caracteristicas como; beta hemolisis positivo en agar base sangre, coloracion de
rojo fenol indicando la produccion de ureasa en agar urea, crecimiento de colonias
blanguecinas en agar MacConkey, ausencia de produccion de azUcares en agar TSl y la
presencia de efervescencia ante el perdxido de hidrégeno, estos resultados concuerdan
con los reportes de identificacion de Pseudomonas sp. por Alania & Pérez (2017); Butron
(2020); Ruiz (2007); Callico et al. (2004); Quiliche et al. (2016); por otro lado Ruiz
(2007) reporto6 que el halo verdoso alrededor de las colonias y la pigmentacion en agar
sangre es caracteristico de un color gris palido (Figura 2 a). Ademas segun Alania & Pérez
(2017) mencionan que las Pseudomonas sp. presentaron un olor a manzana en agar

centrimide, lo que en el estudio se evidencio de manera leve; asi mismo Quiliche et al.
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(2016) reportd que las Pseudomonas aeruginosa presenta produccién de piocianina en
agar centrimide y crecimiento en agar urea, sin embargo Villegas, Prado, Ortega, &
Zhurbenko (2012) reportaron la presencia de fluorecencia en agar centrimide de las
Pseudomonas aeruginosas y Pseudomonas fluorescens, por lo que se muestra que con las
pruebas bioquimicas utilizadas se logra identificar a las Pseudomonas sp., los cuales se
pueden observar en la figura 2. Ademas considerando la forma de bacilos y coloracion
rosada indican que son gram negativas resultados que concuerdan con lo que reportaron
Ccallo & Sacaca (2020); Jiaojie et al. (2020); Alania & Pérez (2017); Quiliche et al.
(2016); Uribe et al. (2010).
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Figura 2. Observaciones de las pruebas bioquimicas; en (a), se muestra el desarrollo de beta hemolisis en
agar sangre; en (b), muestra la produccion de fluorescencia y piocianina expuesto a luz ultra violeta; en (c),
formacidn de colonias blancas en agar Makconkey; en (d), presencia de efervescencia en la produccion de
catalasa, en (e), prueba en agar TSI, se muestra coloracion rojiza, presenta reaccion alcalina (no fermentador
de azucares) K/K en (f), nos muestra la comparacion en agar urea de presencia y ausencia de coloracion de
rojiza.
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4.2, Pérdida de masa del poliestireno expandido

La variabilidad de masas durante sesenta (60) dias de exposicién del poliestireno
expandido ante las Pseudomonas sp. aisladas, se observo los pesos en periodos de 15
dias como muestran las Tablas 8, 9, 10 y 11 en la seccion anexos 2, de esta manera se
presenta la pérdida de masa de cada muestra a diferentes temperaturas; 4 °C (figura 3),
temperatura ambiente (figura 4) y 37 °C (figura 5). Asi mismo en la figura 6, se aprecia
la comparacion de medias de la pérdida de masas para identificar el mayor porcentaje a
las diferentes temperaturas, de esta manera considerando los resultados de las Tablas
12, 13y 14 de los andlisis estadisticos en la seccidn anexos 2, en la que se identificd que
hasta el dia 15 los resultados son estadisticamente significativos para las tres
temperaturas, de esta manera se genera las Tablas 16, 17 y 18 (ver anexos), y se presenta
en la ecuacidn (2) el resultado del modelo estadistico de la pérdida de masa del polimero
hasta el dia 15.

a. Pérdida de masa a la temperatura a 4 °C: Se procesaron los datos mediante la
diferencia de pesos, obteniendo como media de la pérdida de masa de 0.00975 g
equivalente a 0.9756 % en 15 dias (Tabla 12), considerando a estos datos la variacion
de las muestras control, como se observa en la figura 3, ademas se realizé repiques
en agar centrimide para observar las cepas en cada periodo, de esta manera tener un
mejor manejo de la presencia de Pseudomonas sp, como se muestra en la Tabla 5, a
su vez se realizo la tincidn respectiva para la observacion mediante microscopio

optico a 40 X como muestra la figura 24 y 25 de la seccidn anexos 1.

R-1 R-2 R-3 R-4
12.0000
__10.0000 1:.678263
g 8.5588
3 0000 #7929
€  6.0000
3
g A0 26016
S 2.0688 -
S 2.0000 0,8760 1998 25564
0.8308 04003 =473
0.0000 0.0000 0.1592 g
' ~1.6566
-2.0000
0 15 30 45 60

Tiempo (dias)

Figura 3. Pérdida de masa de poliestireno expandido a 4°C.
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La Tabla 5 muestra la presencia de Pseudomonas sp. en agar centrimide a cada
periodo de medicion de masa a la temperatura de 4 °C, considerando que +, ++, +++,

++++ representa bajo, moderado, abundante y muy abundante respectivamente.

Tabla 5: Observaciones de la presencia de Pseudomonas sp. aisladas a los 15, 30,

45y 60 dias a la temperatura de 4 °C.

Tiempo
Placas a 4 °C (lectura a 48 horas)
Dia 15 Dia 30 Dia 45 Dia 60
R-1 ++++ +++ ++ ++
R-2 ++++ ++ + +
R-3 ++++ ++ + +
R-4 ++++ +++ + +

La pérdida de masa del poliestireno expandido en contacto con las Pseudomonas sp.
aisladas es estadisticamente significativa a 4 °C entre el dia 0 y el dia 15, p (0.002) <
0.05 con diferencia de medias (I-J) = 0.011, segun la prueba post hoc bonferroni,
resultado que guarda relacion con los reportes de Alania & Pérez (2017) frente a los
efectos de presencia de Pseudomonas sp. a la temperatura de 4 °C por 60 dias con p
< 0.05 en la prueba t-student, a diferencia que trabajaron con el polipropileno en
medio minimo de sales y con cepas de laboratorio en un periodo de 60 dias, sin
embargo en la investigacion se logré observar que el poliestireno presentaba pérdidas
estadisticamente significativas hasta el dia 15, mientras que presenta supervivencia
hasta el dia 60 como muestra la figura 24 a comparacién con la figura 25 de la seccion
anexos 1, dado que las Pseudomonas sp. aisladas del botadero fueron expuestas
unicamente al poliestireno expandido como fuente de carbono (Gutiérrez, 2019) de
esta manera concordando con Ruiz (2007) quien menciona que las Pseudomonas
pueden vivir con simples requerimientos nutritivos del rango de compuestos del
carbono por adaptabilidad metabdlica y genética; estas bacterias responden a
cambios ambientales modificando su composicion de acidos grasos de la membrana
celular que le permite mantener la homeoviscosidad ante situaciones de estrés y su
posterior adaptabilidad (Goémez et al. 2008); es decir que las Pseudomonas sp.
aisladas sobrevivieron a una unica fuente de carbono a 4 °C, debido a su composicon
genetica y metabdlica (Jiaojie et al. 2020). Ademas un factor que probablemente
favorecio a la supervivencia de la bacteria a esta temperatura es la humedad, debido
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a que las Pseudomonas sp. son bacterias que requieren condiciones minimas de
humedad para su crecimiento porque actia como medio de transporte de nutrientes
y oxigeno a la célula ya que forma parte de su protoplasma bacteriano (Gomez et al.,
2008); las bacterias se encontraron por 60 dias en el refrigerador y segin Jara,
Reinoso, lIsaza, & Aguinaga (2016) la humedad relativa en el refrigerador de
laboratorio se encuentra entre 50 % y 75 %, es importante mencionar que este factor
se manejo mediante las muestras control, de manera que se resto la pérdida de masas

de las muestras sin Pseudomonas sp. a las muestras con Pseudomonas sp.

. Pérdida de masa a temperatura ambiente de laboratorio: Las muestras a esta
temperatura presentaron un comportamiento diferente debido a que se identific que
la supervivencia de las Pseudomonas sp. aisladas fue hasta el dia 30 como muestra
la Tabla 6, la pérdida de masa fue de 0.02594 g equivalente a 2.5944% al dia 15 y
como mayor porcentaje de pérdida de masa 0.07153 g equivalente a 7.1533% al dia
30, valores obtenidos de la media al 5% de las repeticiones que muestra la figura 4
en el tiempo; asi mismo se considerd a estos datos la variacion de las muestras
control, ademas se observé que la pérdida de masa a esta temperatura fue mayor a
comparacion de los 4 °C y 37 °C, cabe mencionar que la temperatura ambiente oscild
entre 22 °C y 28 °C, obteniendo una temperatura promedio de 25 °C; ademas se
realiz6 repiques en agar centrimide para observar la presencia de las cepas en cada
periodo, de esta manera se control6 la supervivencia de las Pseudomonas sp, como

se muestra en la Tabla 6.
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Figura 4. Pérdida de masa de poliestireno expandido a temperatura ambiente de laboratorio.
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La Tabla 6, muestra que la presencia de Pseudomonas sp. a temperatura ambiente
fue hasta el dia 30, en cambio para los dias 45 y 60 no se evidencio presencia de
Pseudomonas sp., asi mismo en el dia 15 se observé abundancia de colonias, sin
embargo al dia 30 se observo baja presencia de Pseudomonas sp., ademas en la figura
4 se observa que la pérdida de masa sélo se evidencio hasta el dia 30; considerando
que (+) representa baja presencia de Pseudomonas sp., (+++) abundante presencia de

Pseudomonas sp. Yy (-) ausencia de la bacteria a 48 horas.

Tabla 6: Observaciones de la presencia de Pseudomonas sp. aisladas a los 15, 30,

45y 60 dias a temperatura ambiente de laboratorio.

o Tiempo
Placasba U (lectura a 48 horas)
amo. Dia 15 Dia 30 Dia 45 Dia 60
R-1 +++ + - -
R-2 +++ + - -
R-3 +++ + - -
R-4 +++ + - -

La pérdida de masa del poliestireno expandido entre el dia 0 y dia 15 como muestra
la figura 4, considerando los factores; presencia de Pseudomonas sp., tiempo y
temperatura ambiente, resulté ser estadisticamente significativa con p (0.002) < 0.05,
asi como la pérdida de masa entre el dia 0 y dia 30, con p (0.002) < 0.05, sin embargo
la variabilidad de masas al dia 45, resulté no ser estadisticamente significativa con p
(1.00) > 0.05 segun la prueba post hoc bonferroni como muestra la Tabla 17 (anexos),
lo que corrobora la presencia de Pseudomonas sp. hasta el dia 30 como muestra la
Tabla 6. Estos valores son mayores en comparacién a lo reportado por Chunga y
Cieza (2017), con 1.6 % pérdida de masa del poliestireno al dia 30 a 25 °C, por otro
lado Alonso et al., (2016) obtuvé una pérdida de peso del poliestireno expandido de
0.02% por mes a temperatura ambiente de laboratorio (promedio 25 °C), esta
diferencia probablemente se deba a que las Pseudomonas sp. utilizadas en estos
estudios fueron de humus; mas no bacterias desarrolladas en plasticos
(Umamaheswari, 2017); ademas la amplia versatilidad metabdlica de la bacteria, la
variabilidad de sustratos como fuente de carbono y la concentracion bacteriana; son
factores influyentes en la capacidad degradativa de la bacteria (Madigan & Martinko,
2006). Asi mismo Butron (2020) trabajo con Pseudomonas aisladas del botadero
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Cancharani de la ciudad de Puno, en la que logré 21.7% de pérdida en 30 dias a 25
°C, siendo mayor la pérdida de masa ante el polietileno de baja densidad, lo que
concuerda con los resultados de Hyun et al. (2020) donde a 25 °C de incubacion
obtuvo una pérdida de peso del 0.098% por dia, para el caso del poliestireno y 0.64
% para el polietileno, de esta manera muestra que las Pseudomonas presentan
capacidades de biodegradacion diferentes para los polimeros, es por ello que las
Pseudomonas presentan capacidad degradativa ante diferentes compuesto de

carbono.

. Pérdida de masa a temperatura de 37 °C: Las muestras a la temperatura de 37 °C
presentaron un comportamiento diferente debido a que se identificd que la presencia
de las Pseudomonas sp. solo fue hasta el dia 15 como muestra la Tabla 7, obteniendo
como pérdida de masa promedio de 0.01612 g equivalente a 1.61%, considerando a
estos datos la variacion de las muestras control al dia 15 como se observa en la figura
5, asi mismo se observo que la masa del poliestireno expandido después del dia 15

fue muy variable.

R-1 R-2 R-3 R-4
20.0000 18,7355
15.0000
< 11.9399
< 100000
a 2.0663 ﬁ%gg 78541
5.0000 1:5939 Bt
£ 14842 15 19127 32571
S 0.0000 0.0000 T4723
S 19707
T -5.0000
& 10.0000 -8'8127
-15.0000 121126
0 15 30 45 60

Tiempo (dias)

Figura 5. Pérdida de masa de poliestireno expandido a 37 °C.

En el control de la supervivencia de las Pseudomonas sp. expuestas al poliestireno
expandido, la Tabla 7 muestra los resultados de las cepas positivas después de 48
horas del repique en agar centrimide, de esta manera se identifica la presencia de
Pseudomonas sp. a 37 °C para el dia 15 de medicion de masa del polimero y ausencia

en los siguientes periodos de medicion, considerando que la presencia de las bacterias
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se encuentra representado por; baja cantidad de colonias (+) y ausencia de colonias
).

Tabla 7: Observaciones de la presencia de Pseudomonas sp. aisladas a los 15, 30,
45y 60 dias a la temperatura de 37 °C.

I Tiempo
P3a;c?éa (lectura a 48 horas)
Dia 15 Dia 30 Dia 45 Dia 60
R-1 + - - -
R-2 + - - -
R-3 + - - -
R-4 + - - -

La pérdida de masa del poliestireno expandido en contacto con las Pseudomonas sp.
aisladas es estadisticamente significativa a temperatura de 37 °C entre el dia 15y dia
0, p (0.000) < 0.05 con diferencia de medias (I-J) = 0.015, sin embargo, la
variabilidad de masas entre el dia 30 y dia 0, no es estadisticamente significativa con
un p valor (1.00) > 0.05, segun la prueba post hoc bonferroni (ver Tabla 18 de
anexos), lo que corrobora la presencia de Pseudomonas sp. hasta el dia 15 como
muestra la Tabla 7. Por otro lado Butron (2020) reporté que la mayor variacion de
peso frente a los efectos de presencia de Pseudomonas sp. es a la temperatura de 35
°C con 27.3 % de pérdida de masa al dia 30 ante el polietileno de baja densidad,
ademas realiz6 un proceso de adaptabilidad de la bacteria al carbono en un medio
minimo de sales minerales mas medio nutritivo, logrando mayor pérdida de masa,
aunque segun sus analisis sobre los efectos de la temperatura ante la variacion del
peso no resulta ser estadisticamente significativo con (p > 0.2731), sin embargo en
el presente estudio se logro obtener al dia 15 un 1.61 % de pérdida de masa frente al
poliestireno expandido, considerando que el polietileno es un plastico de menor
complejidad que el poliesitreno expandido (Hyun et al., 2020), asi mismo Alania &
Pérez (2017), indicaron que a la temperatura de 37 °C las Pseudomonas sp. presentan

mayor crecimiento expuesto al polipropileno en un medio minimo de sales.
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Finalmente para determinar la eficiencia de biodegradacion se utilizé la ecuacion 1, en
donde se basa en la pérdida de masa respecto a la masa inicial por cien (100), la figura
6 presenta una comparacion de pérdida de peso del poliestireno con Pseudomonas al dia
quince (15), dia treinta (30), dia cuarenta y cinco (45) y dia sesenta (60), realizando una
comparacion de las pérdidas de masa a las temperaturas de 4 °C, temperatura ambiente
(25°C) y 37 °C.

4°C Temperatura Ambiente 37°C
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S 8.000
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Figura 6 Eficiencia de biodegradacion del poliestireno expandido a 4 °C, temperatura ambiente
y 37 °C por el periodo de 60 dias.

La determinacién de la eficiencia de biodegradacion del poliestireno expandido
mediante Pseudomonas sp. aisladas del botadero municipal de la ciudad de Azangaro,
resulté con el valor de p (0.65) > 0.05 a través de la prueba anova mixto, lo que nos da
a entender que hasta el dia 60 no es estadisticamente significativa, sin embargo se
identificd que la pérdida de masa es estadisticamente significativa solo hasta el dia 15
considerando todos los factores con un p (0.026) < 0.05, asi mismo a la temperatura de
25 °C presento la mayor diferencia de medias entre los valores del dia 15 (j) y dia O (i)
con (i-j) = 0.027 y p (0.00) < 0.005. Esto quiere decir que hasta el dia 15 a temperaturas
de 4 °C, 25°Cy 37 °C las Pseudomonas sp. aisladas expuestas al poliestireno expandido
como unica fuente de carbono influyen a nivel significativo en la pérdida de masa del
polimero, en efecto las Pseudomonas sp. aisladas a diferentes temperaturas hasta el dia

15, biodegradaron al poliestireno expandido y que la mayor pérdida de masa resulto ser
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a los 25 °C. Frente a lo mencionado se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipotesis
alterna que las Pseudomonas sp. aisladas provenientes del botadero municipal de la
ciudad de Azangaro logra la biodegradacion del poliestireno expandido. Estos
resultados son corroborados por Hong et al. (2020), Hyun et al. (2020) y Alonso et al.
(2016) quienes trabajaron con p < 0.005 a temperatura de 25 °C y reportaron porcentajes
similares al de la investigacion. En cambio Butron (2020), Alania & Pérez (2017) y
Gutiérrez (2019) reportaron que a la temperatura de 37 °C es mayor la biodegradacion
mediante Pseudomonas aeruginosa, al determinar la eficiencia y mejores condiciones
ambientales para la bacteria ante los plasticos, es importante mencionar que estos
estudios se realizaron exponiendo a las Pseudomonas ante el polietileno de baja
densidad y polipropileno respectivamente, por lo que las capacidades de biodegradacion
son diferentes para cada tipo de polimero (Hyun et al., 2020), bajo lo referido
anteriormente y al analizar los resultados confirmamos que las Pseudomonas aisladas
del botadero municipal de la ciudad de Azangaro, presentan eficiencia de

biodegradacion ante el poliestireno expandido.

Considerando que la variabilidad de masas al dia 60 resulta con p > 0.05 y que la
variabilidad es estadisticamente significativa hasta el dia 15 con p (0.026) < 0.05, las
Tablas 20 y 21 de anexos 2, muestran los valores de la suma de cuadrados de los factores
inter-sujetos (temperatura y Pseudomonas) e intra-sujetos (pérdida de masas al dia 15),
de esta manera se presenta la regresion lineal maltiple del disefio experimental de la

pérdida de masas en la ecuacion 2.

Yix = 30.2 + 0.001 (T°) + 0.006 (Pseudomonas) + 0.001 (Tiempo) + 9.020E-5
(Tiempo*T°) + 0.001 (Tiempo*Pseudomonas) + 0.002 (Pseudomonas*T°)

+ 8.731E-5 (T° * Pseudomonas * Tiempo) + 0.067

)

Donde:

i01,2,3

j:1,2

ki1,2

Y; j k. Pérdida de masa correspondiente al nivel (i) del factor temperatura, al nivel

(j) del factor casos Pseudomonas y al nivel (k) del factor tiempo.
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T°i: Efecto producido debido a la temperatura (4°C, temperatura ambiente y 37°C).

Pseudomonas;: Efecto producido debido a los casos con presencia de

Pseudomonas y ausencia de Pseudomonas.
Tiempo,: Efecto producido debido al tiempo (0 y 15 dias).

(T° * Pseudomonas);;: Efecto producido debido a la interaccion entre la

temperatura y casos de Pseudomonas

(Pseudomonas  Tiempo) .. Efecto producido debido a la interaccion entre
casos de Pseudomonas y el factor tiempo.

(T° = Tiempo),,: Efecto producido debido a la interaccién entre el factor
temperatura y el factor tiempo.

(T° = Pseudomonas * Tiempo), .. Efecto producido debido a la interaccion entre
la temperatura, casos de Pseudomonas y tiempo.

e;j- Error producido debido a la interaccion entre la temperatura, casos de

Pseudomonas y el tiempo.

De la ecuacion (2), 30.2 es la constante que representa la interseccion de los factores
intra-sujetos, asi mismo 0.001 es el valor de la variabilidad generada por los niveles
del factor temperatura; 0.006 es el valor de la variabilidad generada por los casos del
factor Pseudomonas, 0.001 es el valor de la variabilidad generada por los niveles del
factor tiempo, 0.00009020 (9.020e-5) es el valor de la variabilidad generada por los
niveles de los factores tiempo interactuando con la temperatura, 0.001 es el valor de
la variabilidad de la interaccion de los factores tiempo y casos de Pseudomonas,
0.002 representa la variabilidad generada por la interaccion entre el factor
Pseudomonas Yy el factor temperatura, 0.00008731 (8.731e-5) representa el valor de
la variabilidad respecto a la media generada debido a la interaccion entre todos los
factores y 0.067 representa la variabilidad que no es debida a los factores, es decir la

suma de cuadrados de los errores producidos de la interaccion de los factores.
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4.3. Crecimiento de las Pseudomonas sp. aisladas expuestas a poliestireno expandido.

Debido a que en la prueba gravimétrica el comportamiento de las Pseudomonas sp.
aisladas fue variable a los diferentes periodos y temperaturas, se determino el
crecimiento de la bacteria expuesta al poliestireno hasta el dia 60 en periodos de 15 dias
en un medio favorable para la supervivencia de las Pseudomonas sp., con y sin
poliestireno expandido, de esta manera la lectura en el espectrofotometro se realizé a
través de la medicién de absorbancias del medio minimo de sales sin poliestireno
expandido - sin Pseudomonas; medio mineral sin poliestireno expandido - con
Pseudomonas; medio mineral con poliestireno expandido - sin Pseudomonas sp. y
medio mineral con poliestireno expandido - con Pseudomonas sp. por triplicado y en el
orden respectivo a temperaturas de, 4 °C como muestra la figura 7, temperatura

ambiente muestra la figura 8 y 37 °C como muestra la figura 9.

a. Crecimiento bacterianoa 4 °C
Debido a que la incubadora no presentd regulacién a esta temperatura se trabajé en
un refrigerador, moderando su temperatura a 4 °C, de esta manera se logré mantener
a esta temperatura durante los sesenta dias y realizar la lectura de absorbancias en el
dia cero (0), dia quince (15), dia treinta (30), dia cuarenta y cinco (45) y dia sesenta
(60), en consecuencia resultd que las muestras con Pseudomonas sp. en presencia de
poliestireno expandido, presentan mayor crecimiento de masa bacteriana como
muestra la figura 7. La medicion se realizé por triplicado, tomando como blanco a
las muestras sin poliestireno expandido - sin Pseudomonas sp., o que de manera

detallada se presenta en la Tabla 22 de anexos 3.

sin poliestireno sin pseudomonas sin poliestireno con pseudomonas
con poliestireno sin pseudomonas con poliestireno con pseudomonas
3.000
2.653 2:793 2:818 2:825
_ 2500 2443 5444 2507 2.563 2573
z 2.3%7
< 2.000
[%2]
81500
[&]
s
S 1.000
2 0.663 0:666 .629 0:654 62
§ 0.500 0.434 0434 8957 0.486 8958
0.000
Dia0 Dia 15 Dia 30 Dia 45 Dia 60

Tiempo (Dias)
Figura 7. Absorbancias promedio a 4 °C.
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El crecimiento de las Pseudomonas sp. aisladas expuestas al poliestireno expandido
a4 °C al dia 60 es estadisticamente significativa, con p (0.00) < 0.05 y diferencia de
medias de 0.412 entre la absorbancia del dia 60 y absorbancia del dia 0, para el medio
mineral con Pseudomonas sp. - con poliestireno expandido, siendo mayor a
comparacion del medio mineral con Pseudomonas sp. - sin poliestireno expandido
ya que resulto con una diferencia de medias de 0.249 y p (0.00) < 0.05 por medio de
la comparacion de pares de la prueba post hoc bonferroni (Tabla 31). Estos resultados
guardan relacion a lo reportado por Alania y Pérez (2017), con un crecimiento de 1.5
abs en presencia de polipropileno y 1.2 abs en ausencia del polimero con p (0.00) <
0.05 a 4 °C por 60 dias, sin embargo las autoras trabajaron con cepas comerciales
mas no bacterias aisladas de un botadero de residuos solidos, lo que difiere a lo que
reporta Umamaheswari (2017) que los aislados bacterianos de residuos del polimero
degradan mejor al poliestireno, asi mismo la diferencia en la composicién quimica
del poliestireno expandido y el polipropileno también genera la variabilidad en la
tasa de crecimiento (Hyun et al., 2020). Por otro lado Ren et al. (2008) menciona que
las Pseudomonas crecen en un rango de 10 °C y 42 °C, en este estudio se evidencid
un crecimiento a una temperatura menor a 10 °C, lo que es corroborado por Whitman

(2011) y Palleroni (1992) que algunas especies de Pseudomonas crecen a 4 °C.

. Crecimiento bacteriano a temperatura ambiente

Esta temperatura fue medida en el laboratorio de microbiologia de la Universidad
Nacional de Juliaca, en la que se observé que su valor minimo fue 22 °C y valor
méaxima 28 °C, de manera que la temperatura promedio de laboratorio fue de 25 °C,
en donde las muestras con poliestireno expandido - con Pseudomonas sp. presentan
mayor densidad déptica y que la tasa de crecimiento al dia sesenta 60 present6 0.520
de variabilidad. La lectura se realizo por triplicado, tomando como blanco a las
muestras sin poliestireno expandido - sin Pseudomonas sp., como muestra la figura

8 y con mayor detalle se presenta en la Tabla 23 en la seccion anexos 3.
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Figura 8. Absorbancia (Ab) promedio a temperatura ambiente en los dias 0, 15, 30, 45 y 60.

La tasa de crecimiento de las Pseudomonas sp. aisladas expuestas a poliestireno
expandido a la temperatura ambiente (25 °C) fue de 0.520 abs., segun la diferencia
de medias de la prueba pos-hoc bonferroni, siendo estadisticamente significativa con
p (0.00) < 0.05, entre la absorbancia del dia 0 y absorbancia del dia 60; sin embargo
para el medio mineral con Pseudomonas sp. - sin poliestireno expandido, la tasa de
crecimiento resultd 0.403 abs., con p (0.00) < 0.05 entre la absorbancia del dia 0 y
absorbancia del dia 60, resultado que concuerda con los reportes de Rivera et al.
(2015) donde la tasa de crecimiento de la bacteria con poliestireno expandido es de
0.005 y sin poliestireno expandido es de 0.002 del género Pseudomonas sp. a 30 °C,
asi mismo Nifio (2009) menciona que esta bacteria presenta un crecimiento 6ptimo
entre 25 °C — 40 °C, por lo que reporté 0.08 abs de crecimiento a temperatura
ambiente en medio liquido de sales a 10 horas. Por otro lado Hyun et al. (2020)
obtuvo 6.3 x 106 UFC/mL de Pseudomona aeruginosa en 8 dias en un medio que
contenia 2 g de poliestireno, sin embargo en la investigacion se obtuvo una menor
concentracion equivalente a 1.6 x 108 UFC/mL en 15 dias en un medio de sales que
contenia 0.2 g de poliestireno, de esta manera la cantidad de poliestireno en un medio
liquido de sales es un factor importante a considerar en el crecimiento bacteriano
(Gomez et al., 2008; Gutierrez, 2018).
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c. Crecimiento bacteriano a 37 °C: En la investigacion se puede observar que las
absorbancias a los dias cero (0), quince (15), treinta (30), cuarenta y cinco (45) y
sesenta (60), las muestras con poliestireno expandido - con Pseudomonas sp. son
las que mayor densidad Optica presentaron y que la curva de crecimiento al dia 60
fue mayor a comparacion con los resultados a 4 °C y temperatura ambiente. Las
lecturas se realizaron por triplicado, tomando como blanco a las muestras sin
poliestireno expandido - sin Pseudomonas sp. Como se muestra en la figura 9 y con

mayor detalle en la Tabla 24 de la seccion anexos 3.
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Figura 9: Absorbancias (Ab) promedio a 37 °C en los dias 0, 15, 30, 45y 60.

El crecimiento bacteriano a 37 °C de las Pseudomonas sp. aisladas es mayor
estadisticamente para el medio mineral con poliestireno expandido - con
Pseudomonas sp., con un p (0.00) < 0.05 y diferencia de medias (I-J) = 0.890 entre
la absorbancia del dia 60 y absorbancia del dia 0 a comparacion del medio mineral
con Pseudomonas sp. - sin poliestireno, con p (0.00) < 0.05 y diferencia de medias
(1-J) = 0.491 entre la absorbancia del dia 60 y absorbancia del dia O, resultados que
guardan relacién con Yang et al. (2020) donde la tasa de crecimiento de la
Pseudomonas fue 0.20 de absorbancia durante 7 dias a 35 ° C en medio mineral
salino con p < 0.05, en cambio este valor es menor a lo reportado por Alania y Pérez
(2017) a 37 °C con una tasa de crecimiento del 1.8 de absorbancia al dia 60,
mediante datos agrupados y modelos mixtos obtuvo un p < 0.001, aunque a esta
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temperatura tuvo mejor respuesta frente a la presencia y ausencia del polipropileno,
asi mismo Hyun et al. (2020) reporté que el polipropileno presenta menor
biodegradacion en comparacion con el poliestireno, debido a que la tasa de
crecimiento bacteriano es influenciada por la composicion y las propiedades de las
moléculas intermedias producidas durante la biodegradacion pléastica (Hong et al.,
2020; Umamaheswari, 2017). Ademas la tasa de crecimiento de Pseudomonas sp.
se encuentra estrechamente asociado con la tasa de despolimerizacion de los

plasticos (Jiaojie et al., 2020).

El andlisis limite inferior de la prueba de efectos revela que los factores temperatura,
medio salino con y sin poliestireno las absorbancias a los dias 15, 30, 45 y 60 en,
influyen significativamente con un p (0.00) < 0.05 como muestra la Tabla 29, se
ejecuto la prueba de normalidad y supuestos (esfericidad y levene) como muestran las
Tablas 26, 27 y 28; se evalud los efectos intra-sujetos y efectos inter-sujetos de los
factores ante la variable dependiente, absorbancia, que es equivalente al crecimiento
bacteriano; de manera que considerando la suma de cuadrados de los factores, se
genero el modelo del disefio experimental de la variable absorbancia como muestra la
ecuacion (3), donde el modelo estadistico del efecto de los factores inter sujetos
(absorbancias en los dias 0, 15, 30, 45 y 60) y efecto de los factores entre sujetos
(temperatura y Pseudomonas), se presenta de manera detallada en las Tablas 29 y 30
de anexos 3, ademas las Tablas 31, 32 y 33 muestran las comparaciones de pares a

través de la prueba pos-hoc bonferroni de manera detallada en la seccion anexos.

Yijk = 459.52 + 0.202 (Temperatura) + 201.709 (Pseudomonas) + 1.313 (Tiempo) +
1.542 (Pseudomonas * Tiempo) + 0.162 (Temperatura * Tiempo) + 0.226
(Temperatura * Pseudomonas) + 0.205 (Temperatura * Pseudomonas *
Tiempo) + 0.051 3)

Donde:
ii1,2,3
j:1,2,3,4
k:1,2,3,4,5
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Y; j k- Absorvancia correspondiente al nivel (i) del factor temperatura, al nivel (j)

del factor casos Pseudomonas y al nivel (k) del factor tiempo.

T°i: Efecto producido debido a la temperatura (4°C, temperatura ambiente y
37°C).

Pseudomonas;. Efecto producido debido a los casos de exposicion a
Pseudomonas (sin Pseudomonas y sin poliestireno, sin
Pseudomonas y con poliestireno, con Pseudomonas y sin
poliestireno, con Pseudomonas y con poliestireno).

Tiempo,: Efecto producido debido al tiempo (0, 15, 30, 45 y 60 dias).

(T° x Pseudomonas);;: Efecto producido debido a la interaccion entre la

temperatura y casos de Pseudomonas

(Pseudomonas = Tiempo) .. Efecto producido debido a la interaccion entre

casos de Pseudomonas y el factor tiempo.
(T° = Tiempo),;;,: Efecto producido debido a la interaccion entre el factor
temperatura y el factor tiempo.
(T° x Pseudomonas * Tiempo), ;. Efecto producido debido a la interaccion
entre la temperatura, casos de Pseudomonas y tiempo.
e;ji- Error producido debido a la interaccion entre la temperatura, casos de

exposicion Pseudomonas y el tiempo.

De la ecuacion (3); 459.52 es la constante que representa la interseccion de los
factores intra-sujetos, asi mismo 0.202 es el valor de la variabilidad generada por los
niveles del factor temperatura; 201.709 es el valor de la variabilidad generada por los
casos del factor Pseudomonas, 1.313 es el valor de la variabilidad generada por los
niveles del factor tiempo, 0.162 es el valor de la variabilidad generada por los niveles
de los factores tiempo interactuando con la temperatura, 1.542 es el valor de la
variabilidad de la interaccion de los factores tiempo y casos de Pseudomonas, 0.226
representa la variabilidad generada por la interaccion entre el factor Pseudomonas y
el factor temperatura, 0.205 representa el valor de la variabilidad respecto a la media
generada debido a la interaccién entre todos los factores y 0.051 representa la
variabilidad que no es debida a los factores, es decir la suma de cuadrados de los

errores producidos de la interaccion de los factores.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Segun la identificacion bacteriana, se aislaron Pseudomonas sp. del poliestireno
expandido procedente del botadero de residuos sélidos de la ciudad de Azangaro, la cual

es eficiente en la biodegradacion del poliestireno expandido.

De acuerdo a los resultados de la pérdida de peso del poliestireno expandido utilizado
como unica fuente de carbono para las Pseudomonas sp., a temperaturas de 4 °C, 25 °C
y 37 °C, el mayor porcentaje de biodegradacion fue de 2.59 % a 25 °C en un periodo de
15 dias.

Segun las curvas de crecimiento a temperaturas de 4 °C, 25 °C y 37 °C, se determind
que el crecimiento de las Pseudomonas sp. en un medio liquido de sales, fue mayor en
presencia del poliestireno expandido a comparacion del medio liquido de sales sin
poliestireno expandido, evidenciandose una mayor densidad dptica (3.30 abs) a los 37
°C.
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5.2. Recomendaciones

Realizar estudios considerando las temperaturas bajas de la regién Puno, de esta manera
ampliar el panorama sobre el desarrollo de bacterias nativas de los botaderos
municipales y se pueda lograr de manera eficiente la biodegradacion de los plasticos.

Realizar el proceso de adaptabilidad al polimero y trabajar con fuente de nutrientes
(sales minerales) y energia, de esta manera mejorar la supervivencia de las bacterias al

momento de exposicion al poliestireno expandido.
Considerar mayor concentracion bacteriana en laboratorio, para lograr mayor pérdida

de masa del poliestireno expandido usando Pseudomonas sp. y seguir ampliando el

panorama de alternativas de reduccién del poliestireno expandido.
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ANEXOS
ANEXO 1: Panel fotografico

Figura 11. Toma de muestras en el botadero municipal cerrado de la ciudad de Azéangaro.

63



Figura 12. Suspensidn de poliestireno expandido del botadero en una solucion salina (NaCl) al 0.85% y primeras
cepas en agar centrimide.

Figura 13. PH del caldo Palleroni y temperatura de incubacion de para el aislamiento de la Pseudomomas sp.

64



Figura 15. Cepas aisladas de Pseudomonas sp. en medio de enriguecimiento.
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Figura 16. Preparacién de muestras para la prueba gravimétrica.

g ‘

Figura 17. Pesaje del poliestireno expandido y control de presencia de Pseudomonas sp.
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Figura 18. Preparacion y distribucion del medio minimo de sales.

Figura 19. Muestras con cepas aisladas preparadas para el corrido en el espectrofotometro para tres temperaturas.
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Figura 20. Medicion de las muestras en el espectrofotdmetro.

i

Figura 21. Lectura de espectrofotometro y muestra a temperatura ambiente de laboratorio.
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Figura 22. Produccion de piocianina y pioverdina en agar centrimide, control de presencia de Pseudomonas sp.
al dia 15 a 4 °C de la prueba gravimétrica.

Figura 23. Presencia de Pseudomonas sp. aisladas al dia 30 a 4 °C en la prueba gravimétrica.
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Figura 24. Observacion en microscopio a 40X de las Pseudomonas sp. aisladas en tincién gram.

Figura 25. Observacion en microscopio a 40X de Pseudomonas sp. a 4 °C en el dia 60 de la prueba gravimétrica.



Figura 27. Cepas expuestas a temperatura ambiente y 37 °C

71



ANEXO 2: Tablas y andlisis estadistico de los resultados de la pérdida de masa del

poliestireno

Tabla 8: Pérdida de masa al dia 15

Muestras Peso inicial (g) Peso dia 15 (g) Pérdida de peso (g)
4°C R-1 1.0035 0.9937 0.0098
R-2 1.0054 0.9836 0.0218
R-3 1.0111 1.0017 0.0094
R-4 1.0052 1.0026 0.0026
T-1 1.0233 1.0227 0.0006
T-2 0.8842 0.8828 0.0014
T° amb. R-1 1.0306 1.0028 0.0278
R-2 1.0231 0.9978 0.0253
R-3 0.9574 0.9314 0.0260
R-4 0.964 0.9371 0.0269
T-1 0.9528 0.9522 0.0006
T-2 0.9885 0.988 0.0005
37°C R-1 0.9441 0.9313 0.0128
R-2 1.0352 1.0198 0.0154
R-3 1.0511 1.0366 0.0145
R-4 0.8953 0.8779 0.0174
T-1 0.9188 0.9189 -0.0001
T-2 0.9799 0.982 -0.0021

Tabla 9: Pérdida de masa al dia 30

Muestras Peso inicial (g) Peso dia 30 (g) Pérdida de peso (g)
R-1 1.0035 1.001 0.0025
R-2 1.0054 0.9878 0.0176
R-3 1.0111 1.0028 0.0083
e R-4 1.0052 1.0042 0.0010
T-1 1.0233 1.0232 0.0001
T-2 0.8842 0.8833 0.0009
R-1 1.0306 0.9055 0.1251
Teamb. R-2 1.0231 0.9143 0.1088
R-3 0.9574 0.9316 0.0258
R-4 0.964 0.9369 0.0271
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37°C

T-1

R-1
R-2
R-3
R-4
T-1
T-2

0.9528
0.9885
0.9441
1.0352
1.0511
0.8953
0.9188
0.9799

0.9524
0.9894
0.9318
1.0203
1.0368
0.8776
0.9200
0.9811

0.0004
-0.0009
0.0123
0.0149
0.0143
0.0177
-0.0012
-0.0012

Tabla 10: Pérdida de masa al dia 45

Muestras Peso inicial (g) Peso dia 45 (g) Pérdida de peso (g)

R-1 1.0035 0.9836 0.0199

R-2 1.0054 0.9969 0.0085

R-3 1.0111 1.0336 -0.0225

e R-4 1.0052 0.9848 0.0204
T-1 1.0233 1.0222 0.0011

T-2 0.8842 0.8968 -0.0126

R-1 1.0306 1.0304 0.0002

R-2 1.0231 1.0159 0.0072

R-3 0.9574 0.9322 0.0252

1" amb. R-4 0.964 0.9692 -0.0052
T-1 0.9528 0.9551 -0.0023

T-2 0.9885 0.9877 0.0008

R-1 0.9441 0.9642 -0.0201

R-2 1.0352 1.0169 0.0183

R-3 1.0511 0.9271 0.1240

e R-4 0.8953 0.9757 -0.0804
T-1 0.9188 0.9205 -0.0017

T-2 0.9799 0.9812 -0.0013
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Tabla 11: Pérdida de masa al dia 60

Tratamiento Muestras Peso inicial (g) Pesodia60(g)  Pérdida de peso (g)
R-1 1.0035 0.7947 0.2088
R-2 1.0054 0.7978 0.2076
R-3 1.0111 0.8057 0.2054
+e R-4 1.0052 0.7760 0.2292
T-1 1.0233 0.9063 0.1170
T-2 0.8842 0.7581 0.1261
R-1 1.0306 0.8321 0.1985
R-2 1.0231 0.8021 0.2210
R-3 0.9574 0.8180 0.1394
Tramb. R-4 0.964 0.7882 0.1758
T-1 0.9528 0.7777 0.1751
T-2 0.9885 0.8175 0.1710
R-1 0.9441 0.8669 0.0772
R-2 1.0352 0.7983 0.2369
R-3 1.0511 0.9263 0.1248
e R-4 0.8953 0.9752 -0.0799
T-1 0.9188 0.9202 -0.0014
T-2 0.9799 0.8856 0.0943

Tabla 12: Estadistica descriptiva de la pérdida de masas del poliestireno expandido

Media

Media Mediana Varianza Minimo Maximo
(5%)

4°C 0.99 0.9756 0.86 0.637 0.16 2.08

t1"5°degrada°'°”— T° ambiente  2.595 2.5944 259 0.012 248 2.73
37°C 1.6125 1.6117 1.605 0.037 1.39 1.85

4°C 0.685 0.6633 0.49 0.566 0.05 171
g'OOdegradaC'O“— T° ambiente  7.195 7.1533 6.82 27.746 261 1253
37°C 16 1.5978 158 0.05 1.35 1.89

4°C 1.2325 131 1.995 4.059 -1.68 261
ng’degradac'on— T° ambiente 0.76 0.725 0.445 1.754 -0.45 26
37°C 1.195 1.0689 0.06 73.808 -7.89 1255

4°C 9.12 9.0694 8.665 1.222 8.39 10.76
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biodegradacin_  T° ambiente  1.0625 1.1011 1.41 12.117 -3.36 4.8

60
37°C 4.33 4.455 5.455 172.734 -12.64 19.05

Tabla 13: Pruebas de normalidad de la pérdida de masa.

To Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

Estadistico gl Sig. Estadistico o] Sig.

Dia_15 4°C .304 4 921 4 543
T°Ambiente .339 4 .865 4 .280

37°C .335 4 772 4 .061

Dia_30 4°C .240 4 .901 4 436
T°Ambiente .302 4 .802 4 .106

37°C .359 4 772 4 .060

Dia_45 4°C 287 4 .809 4 118
T°Ambiente 251 4 917 4 518

37°C 197 4 .986 4 .936

Dia_60 4°C .380 4 767 4 .055
T°Ambiente 171 4 .982 4 916

37°C 235 4 .970 4 .839

En la Tabla 13 nos muestra la normalidad de la perdida de masas del poliestireno expandido la prueba Shapiro
Willk indica que se cumple el supuesto de normalidad para todos los casos con un p valor mayor a 0.05, por el
cual se rechaza la hipotesis nula.

Tabla 14: Prueba de esfericidad de Maucly de pérdida de pesos

Epsilon®
Efecto intra- Aprox. Chi- Greenhouse  Huynh- Limite
sujetos W de Mauchly cuadrado gl Sig. -Geisser Feldt inferior
tiempo_dia .004 56.480 9 .000 465 776 .250

La Tabla 14, muestra el supuesto de esfericidad de Mauchly no cumple con W de Mauchly 0.004; gl 9; con un p
menor a 0.05. Por consiguiente, se puede utilizar para ajustar los grados de libertad para las pruebas promedio
de significacion de Huynh-feldt de pruebas de efectos intra-sujetos.
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Tabla 15: Pruebas de efectos intra-sujetos de pérdida de pesos.

Tipo 111 de Parametro

Origen suma de gl LT Sig Eta sin PREE
cuadrados cuadratica parcial centralidad observada?
. . Huynh
tiempo_dia . )I/dt 222 3.103 .072 40.770 .00 773 126.522 1.000
-Fe
. . - Huynh
tiempo_dia * T - Tdt 031 6.207 .005 2882 .02 324 17.886 841
-Fe
tiempo_dia * Huynh
Pseu%o_monas -Fe)I/dt .006 3.103 .002 1.043 .38 .080 3.236 .264
tiempo_dia* T° Huynh
* Pseudomonas Feldt .008 6.207 .001 .707 .65 .105 4.388 .248
Error(tiempo_dia Y™ 0e5 37240 002
-Feldt

FUENTE: Analisis Anova de disefio mixto de medidas repetidas de pesos IBM SPSS 25 Statistics.

En la Tabla 15 mediante la prueba de Huynh-feldt indica que existe diferencias significativas del factor tiempo
en la variable pérdida de peso con F(3.103, 37.24) = 40.770; p menor a 0.05, n?=0.773), los factores tiempo y
temperatura en la variable pérdida de pesos F (6.207, 37.24)= 2.882; p menor a 0.05, n?=0.324). También indica
que la diferencia no es significativa con las interacciones de los factores Tiempo x Temperatura X casos de
Pseudomonas en la variable pérdida de pesos F (6.207, 37.24)= 0.707; p mayor a 0.05, n2=0.105).

Tabla 16: Comparaciones por parejas de las pérdidas de pesos considerando los factores

temperatura a 4°C con ausencia y presencia de Pseudomonas.

95% de intervalo de

Diferencia confianza para diferencia®
) ) ) Desv. .
) ) de medias Sig.
tiempo tiempo Error
1-J) Limite Limite
inferior superior

Con 1 2 -.011" .002 .002 -.018 -.004
Pseudom 3 -.007 .013 1.000 -.053 .038
onas 4 -.007 .022 1.000 -.083 .070
5 -.213" .035 .001 -.334 -.091

2 1 011" .002 .002 .004 .018

3 .004 .013 1.000 -.042 .049

4 .004 .023 1.000 -.074 .082

5 -.202" .036 .001 -.325 -.079

3 1 .007 .013 1.000 -.038 .053

2 -.004 .013 1.000 -.049 .042

4 .001 .027 1.000 -.091 .093

5 -.205" .036 .001 -.328 -.083
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4 .007
-.004
-.001
-.206"
213"
202"
205"
206"
-.001
-.001
.006
-.122
.001
.001
.007
-121
.001
-.001
.006
-121
-.006
-.007
-.006
-.127
122
121
121

4 127

Sin 1
Pseudom
onas

W N P O W NN, oD O, R0l 0N PO PR O

.022
.023
.027
.030
.035
.036
.036
.030
.003
.019
.032
.050
.003
.019
.032
.051
.019
.019
.038
.050
.032
.032
.038
.043
.050
.051
.050
.043

1.000
1.000
1.000
.000
.001
.001
.001
.000
1.000
1.000
1.000
322
1.000
1.000
1.000
351
1.000
1.000
1.000
335
1.000
1.000
1.000
113
322
351
.335
113

-.070
-.082
-.093
-.309

.091

.079

.083

.103
-011
-.065
-.103
-.294
-.009
-.063
-.103
-.295
-.064
-.064
-124
-.294
-114
-117
-.136
-.273
-.051
-.054
-.052
-.019

.083
.074
.091
.103
334
.325
.328
.309
.009
.064
114
.051
011
.064
A17
.054
.065
.063
136
.052
.103
.103
124
.019
294
.295
294
273

FUENTE: Analisis Anova de disefio mixto de medidas repetidas de pesos IBM SPSS 25 Statistics

Tabla 17: Comparaciones por parejas de las pérdidas de pesos considerando los factores

temperatura ambiente en ausencia y presencia de Pseudomonas.

) J) Diferencia S 95% de intervalo de
Pseudomonas tiempo_d tiempo de medias o~ Sig.° confianza para
fa _dia (1-9) diferencia®
Limite Limite
inferior superior
2 -.026" .002 .000 -.034 -.019
eon 1 3 -.072" .013 .002 -117 -.026
Pseudomonas
4 -.007 .022 1.000 -.083 .070
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5
1
3
2
4
5
1
2
3
4
5
1
2
4
3
5
1
2
5
3
4
2
3
1
4
5
1
3
2
4
5
1
sin 3 2
Pseudomonas 4
5
1
2
4
3
5
1
2
5
3

4

-.184"
.026"
-.045"
.020
-157"
072"
.045"
.065
-112
.007
-.020
-.065
-177"
184"
157"
112
77
-.001
.000
.001
-173"
.001
.001
.001
-.173
.000
-.001
.001
-173"
-.001
-.001
-.001
-174"
173"
173
173"
174"

.035
.002
.013
.023
.036
.013
.013
.027
.036
.022
.023
.027
.030
.035
.036
.036
.030
.003
.019
.032
.050
.003
.019
.032
.051
.019
.019
.038
.050
.032
.032
.038
.043
.050
.051
.050
.043

.002
.000
.049
1.000
.009
.002
.049
.326
.085
1.000
1.000
.326
.001
.002
.009
.085
.001
1.000
1.000
1.000
.048
1.000
1.000
1.000
.053
1.000
1.000
1.000
.049
1.000
1.000
1.000
015
.048
.053
.049
015

-.305
.019
-.090
-.058
-.280
.026
.000
-.027
-.234
-.070
-.098
-.157
-.280
.062
.034
-.010
.074
-011
-.064
-.108
-.345
-.010
-.063
-.109
-.347
-.065
-.065
-.130
-.346
-.109
-111
-131
-.320
.001
-.002
.000
.028

-.062
.034
.000
.098

-.034
117
.090
157
.010
.083
.058
027

-.074
.305
.280
234
.280
.010
.065
.109

-.001
011
.065
111
.002
.064
.063
131
.000
.108
.109
130

-.028
.345
347
.346
.320

FUENTE: Analisis anova de disefio mixto de medidas repetidas de pesos IBM SPSS 25 Statistics
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Tabla 18: Comparaciones por parejas de las pérdidas de pesos considerando los factores

temperatura a 37°C en ausencia y presencia de Pseudomonas.

0] ) . . 95% de intervalo de

Pseudomonas tiempo tiempo leer.en0|a de Desv. Sig.” confianza para
i ) medias (I1-J) Error . .
_dia _dia diferencia®
Limite Limite

inferior superior
2 -.015" .002 .000 -.022 -.008
1 3 -.015 .013 1.000 -.060 .031
4 -.010 .022 1.000 -.087 .066
5 -.090 .035 .265 -211 .032
1 .015" .002 .000 .008 .022
) 3 .000 .013 1.000 -.045 .045
4 .005 .023 1.000 -.073 .082
5 -.075 .036 595 -.198 .048
1 .015 .013 1.000 -.031 .060
Con 3 2 .000 .013 1.000 -.045 .045
Pseudomonas 4 .004 .027 1.000 -.088 .096
5 -.075 .036 574 -.197 .047
1 .010 .022 1.000 -.066 .087
2 -.005 .023 1.000 -.082 .073
4 3 -.004 .027 1.000 -.096 .088
5 -.079 .030 218 -.183 .024
1 .090 .035 .265 -.032 211
2 .075 .036 595 -.048 .198
° 3 .075 .036 574 -.047 197
4 .079 .030 218 -.024 .183
2 .001 .003 1.000 -.009 .011
3 .001 .019 1.000 -.063 .066
! 4 .002 .032 1.000 -.107 110
5 -.046 .050 1.000 -219 126
1 -.001 .003 1.000 -011 .009
) 3 .000 .019 1.000 -.064 .064
Sin 4 .000 .032 1.000 -.110 111
Pseudomonas 5 -.048 .051 1.000 -.222 127
1 -.001 .019 1.000 -.066 .063
2 .000 .019 1.000 -.064 .064
3 4 .000 .038 1.000 -.130 130
5 -.048 .050 1.000 -221 125
A 1 -.002 .032 1.000 -.110 107
2 .000 .032 1.000 -111 110
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3 .000 .038 1.000 -.130 130
5 -.048 .043 1.000 -.194 .098
1 .046 .050 1.000 -.126 .219
2 .048 .051 1.000 -.127 222
° 3 .048 .050 1.000 -.125 221
4 .048 .043 1.000 -.098 194

FUENTE: Analisis anova de disefio mixto de medidas repetidas de pesos IBM SPSS 25 Statistics

La Tabla 18 muestra que considerando los factores tiempos, temperatura de 37°C en los casos con Pseudomon
es estadisticamente significativa para la pérdida de pesos de los dias 15y 0, p (0.000) < 0.05, diferencia de medi
(1-J) = 0.15, todos los pares a esta temperatura no estadisticamente significativa, en los casos sin Pseudomon
no son estadisticamente significativas para la pérdida de pesos en todos los pares, p (1.00) < 0.05.

Tabla 19: Prueba de supuestos de la pérdida de pesos al dia 15

as
as
as

Prueba de esfericidad de Mauchly
Epsilon®
Efecto intra- W de Aprox. Chi- Greenhouse  Huynh- Limite
sujetos Mauchly cuadrado gl Sig. -Geisser Feldt inferior

Abs_tiempo 1.000 0.000 0 .000 1.000 1.000 1.000

Prueba de igualdad de Levene de varianzas de error?
Estadistico de

Levene gl1 gl2 Sig.

peso_dia0 Se basa en la media 17,668 5 12 ,000
peso_dialb Se basa en la media 13,289 5 12 ,000

FUENTE: Andlisis anova de disefio mixto de medidas repetidas de pesos IBM SPSS 25 Statistics.

Se observa en la Tabla 19, el supuesto de esfericidad de Mauchly no cumple con W de Mauchly 1; gl 9; con

un

p menor a 0.05. Por consiguiente, se puede utilizar para ajustar los grados de libertad para las pruebas promedio

de significacion de Huynh-feldt de pruebas de efectos intra-sujetos, La prueba de Levenne para igualdad de
varianzas indica que se cumple este supuesto basandose en la mediana (F entre 17.668 y 13.289, con gl1 de 5;
gl2 de 12, con p menor a 0.05).
Tabla 20: Pruebas de efectos intra-sujetos de pérdida de pesos al dia 15.
. Eta .
. Tipo [N de Media . parcial al Parametro Potencia
Origen suma de gl - F Sig. sin
cuadrética cuadrad . observada?
cuadrados o centralidad

. - Huynh-
tiempo_dia .001 1 .001 71.675 .000 .857 71.675 1.000

Feldt
tiempo_dia Huynh-
* To Feldt 9.020E-5 2 4510E-5 5.203 .024 464 10.406 720

e

tiempo_dia
*

Huynh-
Pseudomon .001 1 .001 69.256 .000 .852 69.256 1.000
as Feldt
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tiempo_dia

*Te * Huynh-
Pseudomon Feldt
as

8.731E-5 2  4365E-5 5036 .026  .456 10.072 .705

Error(tiemp Huynh-

o_dia Feldt
FUENTE: Analisis anova de disefio mixto de medidas repetidas de pesos IBM SPSS 25 Statistics.

.000 12  8.668E-6

En la Tabla 20, mediante la prueba de Huynh-feldt indica que existe diferencias significativas del factor tiempo
en la variable pérdida de peso con F(1,12)= 71.675; p menor a 0.05, n2=0.857), los factores tiempo y temperatura
en la variable pérdida de pesos F (2, 12)=5.203; p menor a 0.05, n2=0.464). También indica que la diferencia es
significativa con las interacciones de los factores tiempo x temperatura x casos de Pseudomonas en la variable
pérdida de pesos F (2, 12)= 5.036; p(0.026) menor a 0.05, n?=0.705), por lo que aceptamos la hipotesis alterna
y rechazamos la hipétesis nula.

Tabla 21: Pruebas de efectos inter-sujetos de la variable pérdida de masa hasta el dia 15

Tipo 11 = Parametro
a
) de suma Media . . sin Potencia
Origen ol . F Sig.  parcial al .
de cuadratica centralida observada?
cuadrado
cuadrados

Interseccion 30.2 1 30.2 5410.87 .000 .998 5410.871 1.000
T° .001 2 .001 0.132  .877 .022 .265 .066
Pseudomonas .006 1 .006 1.065 .323 .081 1.065 .158
Te *

.002 2 .001 0.171  .845 .028 .343 .071
Pseudomonas
Error .067 12 .006

FUENTE: Analisis anova de disefio mixto de medidas repetidas de pesos IBM SPSS 25 Statistics

La Tabla 21 muestra que por los efectos inter sujetos se identificd que la diferencia no es significativa del factor
temperatura en las pérdida de peso F (2,12) = 0.132; p > 0.05; n2=0.022, ademas se identifico que la diferencia
no es significativa del factor casos de Pseudomonas en la variable pérdida de peso F (1,12) = 1.065 con p>0.05;
n?= 0.081. Existe un interaccion significativa de los factores temperatura*Pseudomonas en la variable pérdida
de peso, F (2,12) = 0.171; p>0.05; n?= 0.028.
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ANEXO 3: Tablas y andlisis estadistico de los resultados del crecimiento bacteriano en medio

minimo de sales.

Tabla 22: Resultados de la lectura de absorbancias a temperatura de 4°C.

Muestras Repeticiones Dia 0 Dia 15 Dia 30 Dia 45 Dia 60

Sin poliestireno R-2 0.439 0.439 0.440 0.439 0.440
R-3 0.433 0.433 0.435 0.434 0.435

Con Pseudomonas R-2 2.370 2.460 2.500 2.529 2.552
R-3 2.319 2.431 2.510 2.564 2.567

Sin Pseudomonas R-2 0.660 0.663 0.628 0.659 0.621
R-3 0.665 0.666 0.628 0.660 0.644

Con poliestireno R-2 2.351 2.640 2.750 2.762 2.769
R-3 2.424 2.650 2.788 2.816 2.825

Tabla 23: Resultado de lectura de absorbancias a temperatura ambiente.

Muestras Repeticiones Dia 0 Dial5 Dia30 Dia 45 Dia 60
Sin Pseudomonas R-1 0.431 0.431 0.431 0.430 0.430
Sin poliestireno R-2 0.439 0.439 0.439 0.435 0.439

R-3 0.433 0.433 0.433 0.430 0.433
Sin p0|iestireno R-1 2.323 2.460 2.585 2.624 2.765
Con Pseudomonas R-2 2.370 2.427 2.597 2.680 2.776
R-3 2.319 2.324 2.585 2.669 2.680
Con po|iestireno R-1 0.664 0.642 0.650 0.656 0.643
Sin Peudomonas R-2 0.660 0.657 0.653 0.653 0.640
R-3 0.665 0.675 0.672 0.638 0.642
Con Peudomonas R-2 2.351 2.580 2.654 2.776 2.900
R-3 2.424 2.592 2.781 2.849 2.923
Tabla 24: Resultados de Absorbancias a temperatura de 37 °C.

Muestras Repeticiones Dia0 Dia 15 Dia 30 Dia 45 Dia 60
R-1 0.431 0.433 0.433 0.434 0.434

Sin Pseudomonas
Sin poliestireno R-2 0.439 0.439 0.439 0.439 0.439
R-3 0.433 0.436 0.436 0.436 0.436
Con Pseudomonas R-1 2.323 2.461 2.622 2.772 2.821
Sin poliestireno R-2 2370 2531 2614 2775  2.824
R-3 2.319 2.436 2.603 2.732 2.810
Sin Pseudomonas R-1 0.664 0.661 0.655 0.655 0.655
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Con poliestireno

R-2 0.660 0.662 0.671 0.673 0.690
R-3 0.665 0.663 0.661 0.663 0.663
R-1 2.465 2.803 2.822 3.159 3.344
Con Pseudomonas R-2 2351 2765 2799 3145  3.349
Con poliestireno
R-3 2.424 2.665 2.800 3.041 3.317
Tabla 25: Estadisticos descriptivos de Absorbancias
con PseL_Jsor_nonas Media  Mediana  Varianza Minimo Maximo DE?SV'. ,
con poliestireno Desviacion
4°C 2.4133 2.4240 0.003 2.35 2.47 0.05774
Abs 0 T° ambiente 2.4133 2.4240 0.003 2.35 2.47 0.05774
37°C 2.4133 2.4240 0.003 2.35 2.47 0.05774
4°C 2.6530 2.6500 0.000 2.64 2.67 0.01473
Abs_15 T° ambiente 2.5997 2.5920 0.001 2.58 2.63 0.02442
37°C 2.7443 2.7650 0.005 2.67 2.80 0.07128
4°C 2.7930 2.7880 0.002 2.75 2.84 0.04571
Abs 30  T°ambiente 2.7227 2.7330 0.004 2.65 2.78 0.06413
37°C 2.8070 2.800 0.000 2.80 2.82 0.01300
4°C 2.8177 2.8160 0.003 2.76 2.88 0.05652
Abs_45 T° ambiente 2.7933 2.7760 0.002 2.76 2.85 0.04934
37°C 3.1150 3.1450 0.004 3.04 3.16 0.06447
4°C 2.8250 2.8250 0.003 2.77 2.88 0.05600
Abs 60 T° ambiente 2.9330 2.9230 0.002 2.90 2.98 0.03897
37°C 3.3033 3.3170 0.002 3.25 3.34 004895
Tabla 26: Prueba de normalidad de absorbancias
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Pseudomonas . ) . )
Estadistico gl Sig. Estadistico Gl  Sig.
sin poliestireno
) 466 9 .000 570 9 .000
sin Pseudomonas
sin poliestireno
234 9 167 .904 9 273
con Pseudomonas
Dia 15 o
con poliestireno
) .300 9 .019 .832 9 .047
sin Pseudomonas
con poliestireno .
222 9 .200 914 9 .345
con Pseudomonas
sin poliestireno
) .257 9 .087 .851 9 .077
sin Pseudomonas
Dia 30 ] o
sin poliestireno .
153 9 .200 .945 9 .638

con Pseudomonas
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con poliestireno

] .190 9 .200" 917 9 .370
sin Pseudomonas
con poliestireno
.248 9 117 .946 9 .645
con Pseudomonas
sin poliestireno .
) 192 9 .200 .903 9 270
sin Pseudomonas
sin poliestireno .
.148 9 .200 .970 9 .896
con Pseudomonas
Dia 45 -
con poliestireno .
] .220 9 .200 .949 9 .676
sin Pseudomonas
con poliestireno
331 9 .005 .866 9 110
con Pseudomonas
sin poliestireno .
) .206 9 .200 .923 9 421
sin Pseudomonas
sin poliestireno N
.220 9 .200 .888 9 191
con Pseudomonas
Dia 60 o
con poliestireno .
) 178 9 .200 .879 9 152
sin Pseudomonas
con poliestireno
.246 9 123 .853 9 .081

con Pseudomonas
FUENTE: Analisis anova de disefio mixto de medidas repetidas de absorbancias IBM SPSS 25 Statistics.

En la Tabla 26, se muestra la prueba Shapiro willk indica que se cumple el supuesto de normalidad para casos
sin Pseudomonas sin Pseudomonas y con Pseudomonas presenta en las absorbancias de casos sin poliestireno y
sin Pseudomonas presentan un p valor menor 0.05 y en los demés casos presentan un p valor mayor a 0.05, por
el cual se acepta la hipotesis nula.

Tabla 27: Prueba de esfericidad de Mauchly

Efecto intra- W de Aprox. Chi- . Epsilon® L
sujetos Mauchly  cuadrado gl Sig. Greeqhouse AT _L|m|_te
-Geisser Feldt inferior

Abs_tiempo .189 37.287 9 .000 635 1.000 .250

FUENTE: Analisis anova de disefio mixto de medidas repetidas de absorbancias IBM SPSS 25 Statistics.

La Tabla 27 muestra la prueba de supuestos: El supuesto de esfericidad de Mauchly no cumple con W de
Mauchly .189; gl 9; con un p menor a 0.05. La prueba de Levenne para igualdad de varianzas indica que se
cumple este supuesto basandose en la mediana (F entre 1.002 y 2.211, con gl1 de 11; gl2 de 24, con p menor a
0.05).
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Tabla 28: Prueba de igualdad de Levene de varianzas de error (a).

Estadistico de

gll gl2 Sig.
Levene
. Se basa en la mediana 1.390 11 24 .240
Absorbancias
dia 0 Se basa en la mediana y con gl ajustado 1.390 11 10.987 297
. Se basa en la mediana 1.402 11 24 .235
Absorbancias
dia 15 Se basa en la mediana y con gl ajustado 1.402 11 6.517 344
. Se basa en la mediana 2.211 11 24 .051
Absorbancias
dia 30 Se basa en la mediana y con gl ajustado 2.211 11 4.869 201
. Se basa en la mediana 1.002 11 24 A73
Absorbancias
dia 45 Se basa en la mediana y con gl ajustado 1.002 11 7.560 516
Absorbancias Se basa en la mediana 1.310 11 24 .278
dia 60 Se basa en la mediana y con gl ajustado 1.310 11 8.029 .358

FUENTE: Analisis anova de disefio mixto de medidas repetidas de absorbancias IBM SPSS 25 Statistics.

Tabla 29: Prueba de efectos intrasujeto.

Tipo 111 de . Eta Paradmetro .
. Media . . . Potencia
Origen sumade gl . F  Sig. parcial al sin
cuadratica ) observada
cuadrados cuadrado centralidad
. Limite
tiempo o 1.313 1 1.313 616.343 .00 .963 616.343 1.00
inferior
tiempo * Limite
Temperatura inferior 162 2 .081 37.955 .00 .760 75.911 1.00
tiempo * Limite
Pseudomonas i ferior 1.542 3 514 241.301 .00 .968 723.902 1.00
tiempo *
temperatura  Limite
* o .205 6 .034 16.073 .00 .801 96.438 1.00
inferior
Pseudomonas
. Limite
Error(tiempo) ~— .051 24 .002
inferior

FUENTE: Analisis anova de disefio mixto de medidas repetidas de absorbancias IBM SPSS 25 Statistics

Segun la Tabla 29, se observa que existe diferencias significativas en el factor tiempo en la variable absorbancia
(F 616.343; p menor a 0.05, n?=0.963), los factores tiempo y temperatura en la variable absorbancias F
(2,24)=37.955; p menor a 0.05, n?=0.76), existe diferencias significativas de acuerdo con las interacciones de
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los factores tiempo y casos de Pseudomonas en la variable absorbancias F (3,24)=241.301; p menor a 0.05,
n2=0.968). Ademas muestra, los efectos intra-sujetos, la prueba limite inferior indica que existe diferencias
significativas con las interacciones de los factores Tiempo x Temperatura x casos de Pseudomonas en la variable
absorbancia F (6,24)= 16.073; p menor a 0.05, n?=0.801).

Tabla 30: Prueba de efectos inter-sujetos.

Tipo 11 de Media Eta Parametro .
. . . . . Potencia
Origen sumade gl cuadratic F Sig. parcial al sin
. observada?
cuadrados a cuadrado centralidad
Interseccién 459524 1 459524 178327.836 .000 1.000 178327.836 1.000
Temperatura .202 2 101 39.107 .000 .765 78.213 1.000
Pseudomonas 201.709 3 67.236 26092.395 .000 1.000 78277.184 1.000
Temperatura *
.226 6 .038 14.589 .000 .785 87.534 1.000
Pseudomonas
Error .062 24 .003

FUENTE: Andlisis anova de disefio mixto de medidas repetidas de absorbancias IBM SPSS 25 Statistics.

La Tabla 30, muestra a los efectos inter sujetos se identificd que: existe diferencias significativas del factor
temperatura en las absorbancias F (2,24) =39.107; p menor a 0.05; n2=0.765. Existe diferencias significativas
del factor casos de Pseudomonas en las absorbancias F (3,24) =26092.395; p menor a 0.005; n2=1.0. Existe una
interaccion significativa de los factores temperatura*Pseudomonas en la variable absorbancia F (6,24) =14.589,

p menor a 0.05; n2=0.785.

Tabla 31: Comparaciones por parejas a 4°C.

95% de intervalo de

@) Diferencia . . .

(1) Abs_ . . Desv. . confianza para diferencia®

) Abs_tie de medias Sig. o o
tiempo Error Limite Limite

mpo (1-9) . . .

inferior superior
2 2.220E-16 021 1.000 -.066 .066
1 3 -.002 .014 1.000 -.046 .042
4 -.001 .023 1.000 -.073 .070
5 -.002 .010 1.000 -.032 .028
1 -2.220E-16 .021 1.000 -.066 .066
Sin ) 3 -.002 .021 1.000 -.067 .063
poliestireno 4 -.001 .023 1.000 -071 .069
Sin 5 -.002 .018 1.000 -.057 .053
Pseudomonas 1 .002 .014 1.000 -.042 .046
3 2 .002 021 1.000 -.063 .067
4 .001 .015 1.000 -.046 .048
5 .000 .016 1.000 -.048 .048
4 1 .001 .023 1.000 -.070 073
2 .001 .023 1.000 -.069 071
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Sin
poliestireno
Con
Pseudomonas

Con
poliestireno
Sin
Pseudomonas

g W NP OB DN PR O W O WODN DM OODNPE O WOWDNPEFE OO BMDNDPEPE OO B OWE OO BWWDNDDPSOWDNDPEP O Ww

-.001
-.001
.002
.002
.000
.001
-.107"
-.169"
-.226"
-.249"
107"
-.063
-119"
-.142"
169"
.063
-.056"
-.079"
226"
119"
.056"
-.023
249"
142"
.079"
.023
-.003
.034
.009
041"
.003
.037
012
.044
-.034
-.037
-.026
.007
-.009
-.012
.026
.033

.015
.023
.010
.018
.016
.023
021
.014
.023
.010
021
021
.023
.018
.014
021
.015
.016
.023
.023
.015
.023
.010
.018
.016
.023
021
.014
.023
.010
021
021
.023
.018
.014
021
015
.016
.023
.023
015
.023

1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
.000
.000
.000
.000
.000
.066
.000
.000
.000
.066
011
.000
.000
.000
011
1.000
.000
.000
.000
1.000
1.000
239
1.000
.002
1.000
.891
1.000
191
.239
.891
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000

-.048
-072
-.028
-.053
-.048
-071
-172
-.213
-.297
-.278
.041
-.128
-.189
-.197
125
-.002
-.103
-.127
154
.049
.009
-.094
.219
.087
.031
-.048
-.069
-.010
-.063
.012
-.063
-.028
-.058
-.010
-.078
-.102
-.073
-.041
-.080
-.082
-.021
-.039

.046
071
.032
.057
.048
072
-.041
-.125
-.154
-.219
172
.002
-.049
-.087
213
128
-.009
-.031
297
.189
.103
.048
278
197
127
.094
.063
.078
.080
071
.069
102
.082
.099
.010
.028
021
.055
.063
.058
073
.104

87



<<continuacion>>

Con
poliestireno -
Con
Pseudomonas

A WO DN EFEP O WODN FP OO DN FP OO B WO Fkr o0 ON B W DN -

-.041"
-.044
-.007
-.033
-.240"
-.380"
-.404"
-412"
240
-.140"
-.165"
-172"
380"
1407
-.025
-.032
404"
165
025
-.007
412"
172
032
007

.010
.018
.016
.023
021
.014
.023
.010
021
021
.023
.018
.014
021
.015
.016
.023
.023
.015
.023
.010
.018
.016
.023

.002
191
1.000
1.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
1.000
510
.000
.000
1.000
1.000
.000
.000
.510
1.000

-071
-.099
-.055
-104
-.305
- 424
- 476
-441
174
-.205
-.235
-.227
336
075
-072
-.080
333
095
-.022
-.079
382
117
-016
-.064

-012
010
041
039

-174

-.336

-.333

-.382
305

-075

-.095

-117
424
205
022
016
476
235
072
064
441
227
080
079

FUENTE: Andlisis anova de disefio mixto de medidas repetidas de absorbancias IBM SPSS 25 Statistics.

Tabla 32: Comparaciones por parejas a temperatura ambiente.

95% de intervalo de

confianza para

Diferencia
Pseudomonas (I_) (J_) de medias Desv. Sig.P diferencia®
Abs_tiempo Abs_tiempo Error o o
Limite Limite
inferior superior
1 2 2.220E-16  .021  1.000 -.066 .066
3 -8.882E-16 .014  1.000 -.044 .044
4 .023  1.000 -.069 .074
5 .010  1.000 -.029 .030
Sin poliestireno - 2 1 -2.220E-16  .021  1.000 -.066 .066
Sin Pseudomonas 3 -1.110E-15 .021  1.000 -.065 .065
4 .023  1.000 -.067 .073
5 .018 1.000 -.054 .055
3 1 8.882E-16  .014 1.000 -.044 .044
2 1.110E-15 .021  1.000 -.065 .065
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Sin poliestireno -
Con Pseudomonas

Con poliestireno -
Sin Pseudomonas

a A N P OB WL OO B ODNDN P~ ODNDRERE OO WD ERE o BN PFE o b ow R o> oD P> oD R o0 wDND R o b

.003
.000
-.003
-.003
-.003
-.002
.000
.000
.000
.002
-.066"
-.252"
-.320"
-.403"
.066"
-.185"
-.254"
-.337"
252"
185"
-.069"
-151"
.320"
254"
.069"
-.083"
403"
337"
151"
.083"
.005
.005
.014
.021
-.005
.000
.009
.016
-.005
.000
.009
.017

.015
.016
.023
.023
.015
.023
.010
.018
.016
.023
021
.014
.023
.010
021
021
.023
.018
014
021
.015
.016
.023
.023
.015
.023
.010
.018
.016
.023
021
.014
.023
.010
021
021
.023
.018
.014
021
.015
.016

1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
.046
.000
.000
.000
.046
.000
.000
.000
.000
.000
.001
.000
.000
.000
.001
.015
.000
.000
.000
.015
1.000
1.000
1.000
.355
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000

-.044
-.048
-074
-073
-.050
-074
-.030
-.055
-.048
-.069
-132
-296
-392
-433
.001
-.250
-324
-.391
208
120
-116
-199
249
184
022
-154
373
282
103
011
-.061
-.039
-.057
-.008
-071
-.065
-.061
-.038
-.049
-.065
-.038
-.031

.050
.048
.069
.067
.044
.069
.029
.054
.048
.074
-.001
-.208
-.249
-.373
132
-.120
-.184
-.282
.296
.250
-.022
-.103
.392
324
116
-011
433
391
199
154
071
.049
.085
.051
.061
.065
.079
071
.039
.065
.056
.065
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-.014
-.009
-.009
.007
-.021
-.016
-.017
-.007
-.186"
-.309"
-.380"
-.520"
186"
-123"
-.194"
-.333"
.309"
123"
-071"
-.210"
.380"
194"
071"
-.140"
520"
333"
210"
140"

Con poliestireno -
Con Pseudomonas

A WO N R OO W NN PR O BN PR O P>~ wWwPRE o> oD P> oD PFE oo owDN P

023 1
023 1
015 1
023 1
.010
018 1
016 1
023 1
021
.014
.023
.010
021
021
.023
.018
.014
021
.015
.016
.023
.023
.015
.023
.010
.018
.016
.023

.000
.000
.000
.000

.355

.000
.000
.000

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.001
.000
.000
.000
.001
.000
.000
.000
.000
.000

-.085
-.079
-.056
-.064
-.051
-071
-.065
-.079
-.252
-.353
-451
-.549
121
-.188
-.264
-.388
.265
.058
-.118
-.258
.309
124
.024
-211
490
279
162
.068

.057
.061
.038
.079
.008
.038
.031
.064
-121
-.265
-.309
-.490
.252
-.058
-124
-.279
.353
.188
-.024
-.162
451
.264
118
-.068
.549
.388
.258
211

FUENTE: Analisis anova de disefio mixto de medidas repetidas de absorbancias IBM SPSS 25 Statistics

Tabla 33: Comparaciones por parejas a 37°C.

95% de intervalo de

| J

M . ( )_ Diferencia de Desv. ] confianza para diferencia®

Abs_tie Abs_tiem ) Sig.° o o
medias (I-J) Error Limite Limite
mpo po . .
inferior superior

2 -.002 .021 1.000 -.067 .064
1 3 -.002 .014 1.000 -.046 .042
Sin poliestireno - 4 -.002 .023 1.000 -.073 .069
Sin Pseudomonas 5 -.001 .010 1.000 -.031 .028
) 1 .002 .021 1.000 -.064 .067
3 -1.776E-15  .021 1.000 -.065 .065
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Sin poliestireno -
Con Pseudomonas

Con poliestireno -
Sin Pseudomonas

g b W P OB WON B~ ODNDPFE OO WD PR o >DNDPFE o b ow R o b oD P> oD PR ow DD R o BN e o b

.000
.000
.002
1.776E-15
.000
.000
.002
.000
.000
.001
.001
.000
.000
-.001
-.139"
-.276"
-.422"
-491"
139"
-137"
-.284"
-.352"
276"
137"
-.147"
-.215"
422"
284"
147"
-.069
491"
352"
215"
.069
.001
.001
-.001
.001
-.001
.000
-.002
.000

.023
.018
.014
.021
.015
.016
.023
.023
.015
.023
.010
.018
.016
.023
.021
.014
.023
.010
.021
.021
.023
.018
.014
.021
.015
.016
.023
.023
.015
.023
.010
.018
.016
.023
.021
.014
.023
.010
.021
.021
.023
.018

1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.065
.000
.000
.000
.065
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000

-.070
-.054
-.042
-.065
-.047
-.048
-.069
-.070
-.047
-071
-.028
-.055
-.048
-.072
-.204
-.320
-.494
-.521
.073
-.202
-.354
-.407
232
072
-.194
-.263
351
214
.100
-.140
461
.298
167
-.003
-.065
-.043
-.072
-.028
-.067
-.065
-.072
-.054

.070
.055
.046
.065
.047
.048
.073
.070
.047
.072
.031
.054
.048
071
-.073
-.232
-.351
-461
.204
-.072
-.214
-.298
.320
.202
-.100
-.167
494
.354
194
.003
521
407
.263
.140
.067
.045
071
.031
.065
.065
.068
.055

91



<<continuacion>>

-.001
.000
-.001
.001
.001
.002
.001
.002
-.001
.000
-.001
-.002
-.331"
-.394"
- 702"
-.890"
331"
-.063
-371"
-.559"
394"
.063
-.308"
-.496"
702"
3717
.308"
-.188"
890"
559"
496"
188"

Con poliestireno -
Con Pseudomonas

W N P 01 WO N P 00BN PP 00 W PF 0> WON B ODNDPEPE O WwDND P o b>~DND PR

N

.014
.021
.015
.016
.023
.023
.015
.023
.010
.018
.016
.023
.021
.014
.023
.010
.021
.021
.023
.018
.014
.021
.015
.016
.023
.023
.015
.023
.010
.018
.016
.023

1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
.000
.000
.000
.000
.000
.066
.000
.000
.000
.066
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000

-.045
-.065
-.048
-.047
-071
-.068
-.046
-.069
-.031
-.055
-.049
-.073
-.397
-.438
-773
-.920

.265
-.128
-441
-.614

.350
-.002
-.355
-.544

.630

301

.261
-.260

.860

.504

448

117

.043
.065
.046
.049
072
.072
.048
.073
.028
.054
.047
.069
-.265
-.350
-.630
-.860
397
.002
-.301
-.504
438
128
-.261
-.448
773
441
.355
-117
.920
.614
544
.260

FUENTE: Analisis anova de disefio mixto de medidas repetidas de absorbancias IBM SPSS 25 Statistics
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