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RESUMEN

El proyecto de investigacion se realiz6 con la premisa de hacer uso de la biotecnologia
como una alternativa de solucién para un problema adn dificil de resolver como es la
biodegradacion de plasticos de un solo uso. El objetivo fue aislar bacterias de la
microbiota intestina de las larvas de Tenebrio molitor como organismos degradadores
del poliestireno expandido, identificar el género de bacterias aisladas, determinar el
volumen de poliestireno consumido por las larvas como fuente Gnica de alimentacion,
bajo condiciones de laboratorio y finalmente valorar la composicion bioquimica de los

desechos generados como parte del proceso de digestion de las larvas de Tenebrio
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molitor. El tracto digestivo extraido fue introducido en un microtubo eppendorf con 0,2
mL de agua peptonada al 10% y usando el vortex por 30s se logrd separar los
microorganismos de las paredes del tejido, se hizo un cultivo en Chromagar y el repique
en agar telurito de K a 37°C por 48 horas, para la identificacion de la especie de las
enterobacterias aisladas. De acuerdo con la coloracion de las colonias aisladas, y por el
patron de identificacion, se pudo determinar que se trataba de la especie Enterococcus
faecalis ATCC 29212 (Gram™). La composicion bioguimica de los desechos generados
como parte del proceso de digestion de las larvas, por espectrometria, evidencié que
los polimeros sintéticos habian sido digeridos por las enterobacterias gener6 excretas
contenidas en O, N, P y K demostrando la capacidad de convertir sustancias no

biodegradables, en sustancias quimicas potencialmente asimilables.

Palabras clave: microbiota intestinal; tenebrio molitor; composicion bioquimica;

poliestireno expandido
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Isolation of tenebrio molitor enterobacteriaceae (coleoptera:
tenebrionidae) as degrading organisms of expanded polystyrene under

laboratory conditions

ABSTRACT

The research project was carried out with the premise of making use of biotechnology as
an alternative solution for a problem that is still difficult to solve, such as the
biodegradation of single-use plastics. The objective was to isolate bacteria from the
intestinal microbiota of the larvae of Tenebrio molitor as degrading organisms of
expanded polystyrene, identify the genus of isolated bacteria, determine the volume of
polystyrene consumed by the larvae as the sole source of food, under conditions of
laboratory and finally assess the biochemical composition of the waste generated as part
of the digestion process of the larvae of Tenebrio molitor. The extracted digestive tract
was introduced into an eppendorf microtube with 0.2 mL of 10% peptone water and using
the vortex for 30s it was possible to separate the microorganisms from the tissue walls, a
culture was made on Chromagar and the peal on tellurite agar of K at 37°C for 48 hours,
for the identification of the species of the isolated Enterobacteriaceae. According to the
coloration of the isolated colonies, and by the identification pattern, it could be
determined that it was the species Enterococcus faecalis ATCC 29212 (Gram +). The
biochemical composition of the waste generated as part of the digestion process of the
larvae, by spectrometry, showed that the synthetic polymers had been digested by the
Enterobacteriaceae generated excreta contained in O, N, P and K demonstrating the

ability to convert non-biodegradable substances, in potentially assimilable chemicals.
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polystyrene
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1. INTRODUCCION

La contaminacion producida por los polimeros no biodegradables ha experimentado un
crecimiento exponencial en los ultimos afos, razon por lo que se han dedicado esfuerzos
a la investigacion en la degradacion de éstos. La busqueda de diversas soluciones, como
el uso de plasticos biodegradables, compuestos de almidon o colageno que permanecen
poco tiempo en el ambiente, es una alternativa ecoamigable para mitigar los efectos de
los residuos generados por actividad antropica. Sin embargo, una desventaja, es el elevado
costo de produccion en comparacion al costo de los plasticos de un s6lo uso. Uno de los
polimeros derivados del petréleo mas utilizados en el mundo, es el poliestireno
expandido, al igual que el polietileno de alta y baja densidad, el polipropileno y el PVC
con una demanda mundial de aproximadamente 22 millones de toneladas al afio.
(Gongora, 2018).

Los riesgos ambientales recurrentes ocasionados por la produccion de espuma de
poliestireno es la liberacion de sustancias quimicas sumamente toxicas para la atmdsfera,
incrementando el potencial de los gases de efecto invernadero. Pero sin duda, la
contaminacion visual, social y ambiental que genera el residuo del PS, al ser considerado
el plastico mas persistente, es consecuencia de su ciclo de vida tan efimero.

El estireno, es un hidrocarburo cuya férmula C8H8 que al ser polimerizado da como
resultado el poliestireno (PS), que es un termoplastico [-CH (CeHs) CH2—]n, muy fragil
a temperatura ambiente, por lo cual se modifica mediante la adicion de polibutadieno,
para mejorar su resistencia al impacto llamandose asi poliestireno de alto impacto (HIPS,
por sus siglas en inglés) también conocido como poliestireno de espuma. Es en ese
contexto, que los termoplasticos tienen caracteristicas hidrofobas que los hace resistentes
a la hidrdlisis, incluso el uso de retardantes y antioxidantes sintéticos en su elaboracion,
los convierten en materiales muy resistentes. (Ho, 2017).

La bacteria Ideonella sakaiensis, ha sido descrita como la responsable de la degradacion
o0 desintegracion del tereftalato de polietileno PET a condiciones de laboratorio de 30°C
constantes durante incubacién de 6 semanas. (Yoshida & Kosuda, 2016).

Estudios realizados por Yang & Yang, (2015) han mostrado la capacidad para degradar
poliestireno por la bacteria Exiguobacterium sp. que probablemente haya sido encontrada
en el tubo digestivo de Artemia franciscana, un mesocrustaceo utilizado como alimento

de peces por su alto nivel proteico. EI género Exiguobacterium, son bacterias descritas
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como gram positivas, anaerobias, que han logrado ser aisladas en diversos ecosistemas
entre una temperatura de 12 a 55 °C. Este género de bacterias se ha usado para
aplicaciones biotecnologicas.

La revista de ciencias Environmental Science and Technology (2015), indic6 que la
bacteria Exiguobacterium sp. podria tener la capacidad de degradar el poliestireno.

El trabajo de investigacion de Velasco (2017), titulado Biodegradacion del polietileno de
baja densidad, mediante el uso del lepidéptero Galleria mellonella bajo condiciones
térmicas controladas realizado en Perd, determiné ciertas condiciones y variables bajo un
disefio experimental, las que refiere pertinentes para lograr que el gusano de seda
biodegrade polietileno de baja densidad, esta investigacion se realiza bajo una
metodologia cuantitativa de tipo aplicada. Cabe resaltar, que en este texto se especifican
caracteristicas propias del organismo, tales como: tamafio, alimentacién, color y muda.
El proyecto de investigacion tuvo como objetivos aislar bacterias de la microbiota
intestinal en las larvas de Tenebrio molitor como organismos degradadores del
poliestireno expandido, bajo condiciones de laboratorio, identificar el género de bacterias
aisladas de la microbiota intestinal, determinar el volumen de poliestireno consumido por
las larvas y finalmente valorar la composicién bioquimica de los desechos generados
como parte del proceso de digestion de las larvas de Tenebrio molitor.

Este trabajo tiene relevancia cientifica y teérica, porque proporcionara informacion sobre
la aplicacion de la biotecnologia como herramienta en pro de la mitigacion del impacto
por residuos de Tecnopor por lo que este proyecto de investigacién se convierte en
antecedente, en un instrumento de consulta y de guia para estudios semejantes que puedan
elaborarse, tanto a nivel nacional como internacional.

2. MATERIALES Y METODOS

La investigacion tiene un enfoque cuantitativo y disefio experimental, no paramétrico. A
fin de determinar las condiciones dptimas de humedad relativa (HR), temperatura (T°) y
horas lux (hl) (Pinto, 2007), para desarrollo de larvas de Tenebrio molitor, se sometio a 4
tratamientos diferenciados en condiciones establecidas. A fin de determinar el consumo
y degradacion del poliestireno expandido bajo dieta Unica se hizo la siguiente
diferenciacion gravimétrica en relacion con el balance de la biomasa y el balance del
poliestireno consumido con relacion a las excretas producidas a condiciones de HR y °T

especificas.
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Tabla N°1: Balance masico entre el peso inicial de los tenebrios y la variacion de
biomasa con relacion al balance de la diferencia mésica del poliestireno consumido por

los tenebrios

’g Balance peso vivo (g) Balance de excretas (g)
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Elaboracion propia

2.1 Extraccion del tracto digestivo de las larvas

El sacrificio de las larvas se realizé por enfriamiento, manteniéndolos durante 15 minutos
a -2°C en la congeladora, antes de ser utilizados. Los especimenes sacrificados seran
sometidos a desinfeccion en etanol 95% por 2 min.

Posteriormente fueron sumergidos en solucion salina al 0.7%, fueron instalados en el
estereoscopio para diseccion y extraccion de tubo digestivo, usando tijeras para
microcirugia, y agujas entomoldgicas para realizar los cortes ventrales en la zona anal y
en la zona cefalica. Luego, se realiz6 un corte longitudinal con las tijeras. El tracto
digestivo fue extraido cortando las dos extremidades de este con el fin de separarlo del
individuo (Vasanthakumar et al., 2006; Vasanthakumar et al., 2008). El tracto digestivo
fue introducido en un microtubo eppendorf con 0,2 mL de agua peptonada al 10% y
usando el vortex por 30s se logro separar los microorganismos de las paredes del tejido
(Schloss et al., 2006; VVasanthakumar et al., 2006).

Figural: Extraccion del tracto digestivo

Fuente: Propia
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Se tuvo una poblacion de 1393 individuos, divididos en 4 muestras al inicio del proyecto,
estas 4 muestras diferenciadas de individuos de tenebrionidos, estuvieron a cargo de los
investigadores quienes eran responsables de la crianza y aplicacion experimental de la

biodegradacion, las muestras estuvieron distribuidas de la siguiente manera:

Tabla N°2: Poblacién y muestra

Muestra N° de individuos
1 439
2 420
3 256
4 278
Total 1393

Elaboracion propia

2.2 Técnicas de analisis de datos

= El andlisis bioquimico de las excretas con la técnica de MEB y EDS.

= El andlisis microbioldgico en medios de cultivo especifico para la determinacién de
especie de enterococos en agar telurito de potasio por observacién microscopica.

= Técnica gravimétrica para el balance de la biomasa y el consumo de poliestireno
expandido en relacion con las excretas producidas.

2.2.1 Instrumentos y técnicas de recoleccion de datos

Para la crianza de Tenebrio molitor

Instrumento

Los instrumentos de recoleccion de datos fueron elaborados por los investigadores con el

fin de tener una bitacora de registro cada 3 dias, durante 39 dias, donde se realizé un

seguimiento sistematico considerando datos como: las horas de registro, la temperatura

ambiental T°, la Humedad relativa HR, el nimero de individuos, empupamiento, peso

inicial Wi y peso final Wf del poliestireno expandido, sometido a biodegradacion a fin de

hacer un balance de la diferencia mésica inicial y final.

Técnica

La técnica empleada fue la observacion y corroboracion de informaciéon en base a

gravimetria, para verificar el balance masico diferencial del poliestireno sometido a

degradacion.
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Para el analisis del contenido de las excretas

Técnicas

= Técnica de microscopia de barrido electrénico MEB

= Técnica de espectroscopia EDS

Instrumentos

» Microscopio de barrido electronico (imagenes) equipo de marca Hitachi modelo
SU8230.

= Espectrometro (espectroscopia de 3 espectros) de energia dispersiva marca BRUKER
modelo XFlash 6160.

Para la determinacion de las enterobacterias

Técnica

= Microscopia Optica

* Tincion GRAM

= Repique bacteriano en agar especifico

Instrumento

= Microscopio electrénico

= Chromagar

= Agar Telurito de potasio

3. RESULTADOS

Las bacterias de la microbiota intestinal de las larvas de Tenebrio molitor como
organismos degradadores del poliestireno expandido, bajo condiciones de laboratorio,
fueron aisladas. Los medios chromagar y agar sangre fueron los idéneos para la
proliferacion, a una temperatura de incubacion de 37°C por 48 horas, formando colonias
cremosas, similares morfologicamente y con coloracion reactiva en el caso especifico del
chromagar para enterobacterias, determinando por tincion Gram, que se trataba de
enterococos Gram positivos.

Para la determinacion del género de las enterobacterias se utilizd un medio especifico
para la proliferacion de enterococos. EI medio de cultivo diferencial para bacterias
reductoras del telurito de potasio K, especialmente indicado para distinguir entre
miembros del grupo enterococo degradadores de la esculina. Se logré identificar no solo
el genero sino también la especie, identificando a la especie Enterococcus faecalis ATCC
29212.
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Figura 2: Enterococcus faecalis con tincion Gram

Se determind el volumen de poliestireno consumido por las larvas de Tenebrio molitor
como fuente Unica de alimentacion, bajo condiciones de laboratorio. Durante 39 dias de
monitoreo sistematico por parte de los investigadores, se evalud el balance de las excretas
de los tenebrionidos expresado en gramos, y que, por diferencia masica, se pueda
establecer la cantidad de poliestireno digerido, determinando por gravimetria una masa
fecal de 0.3g en la muestra M04 y 0.13g en la muestra M02 en el dia 8 respectivamente,
y 0,149 en la muestra M02 el dia 11, siendo los dias de mayor gramaje. Al mismo tiempo
se establecio por diferencia gravimétrica, los pesos inicial y final del poliestireno por cada
uno de los tratamientos, evidenciando que si habia consumo del polimero de estireno.

Al realizar los estudios bioquimicos a los desechos generados por las larvas de Tenebrio
Molitor, no se encontr6 trazas de poliestireno expandido, (Daviran, 2017) indica en sus
resultados obtenidos que se ha logrado adquirir una materia fecal de 0.0307 gr en un
periodo de 4 dias del consumo de Poliestireno de densidad 10 (kg/m3), mientras que en
el poliestireno evaluado de densidad 40 (kg/m3) se obtuvo una masa fecal de 0.1635 g en
un periodo de 8 dias.

La evaluacion de cada espectro, en la muestra MO1 denot6 que los elementos descritos
como el oxigeno O esta presente en un porcentaje atdbmico del 50.45% +- un error relativo
de 12.58%, el fosforo P en un 2.14% del porcentaje atémico, el potasio K en un 8.87%,
el nitrogeno N en 35.66%, el cloro Cl en 0.78% el azufre S en 0.51% y el Ca en 0.39%.
Se ha evidenciado un incremento sustancial del oxigeno, del nitrégeno, potasio y fosforo

(en menor proporcion), elementos importantes para considerar una materia fecal con
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potencial de nutrientes, esto traduce el hecho de que las excretas de los tenebrionidos,
convirtieron los polimeros en sustancias quimicas que podrian aportar nutrientes al suelo
y lograron eliminar los relictos de poliestireno expandido.

Figura 3: Espectrometria de los elementos quimicos de las excretas de Tenebrio molitor,

espectro-M01, en base a los picos de energia

cpsfeV
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Figura 4: Imagen por Microscopia electronica de barrido SEM — M01

EHT = 20,00 kW Chrle (27 Sop 2024
WO = 8.0 mm Mag= Ta2X Tima :15:£5:58

Fuente: SEM - UNI
La imagen a escala 20Um, con energia dispersiva de 20.00 KV, magnitud 722X muestra

gue no hay evidencia de polimeros fragmentados.
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Figura 5: Imagen por Microscopia electronica de barrido SEM — M01
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La imagen a escala 100Um, con energia dispersiva de 20.00 KV, magnitud 452X muestra

que no hay evidencia de polimeros fragmentados. Habiendo evaluado cada espectro, en
la muestra M02 se observé que los elementos descritos como el oxigeno O esta presente
en un porcentaje atdbmico del 56.78% +- un error relativo de 11.84%, el fosforo P en un
14.56% del porcentaje atdmico, el potasio K en un 12.80%, el nitrégeno N en 11.80%, el
cloro Cl en 1.11% el azufre S en 2.69% y el Ca en 1.13%. Se ha evidenciado un
incremento sustancial del oxigeno, del nitrogeno, potasio y fésforo, elementos
importantes para considerar una materia fecal con potencial de nutrientes, esto traduce el
hecho de que las excretas de los tenebrionidos, convirtieron los polimeros en sustancias
quimicas que podrian aportar nutrientes al suelo y lograron eliminar los relictos de
poliestireno expandido.

Figura 6: Espectrometria de los elementos quimicos de las excretas de Tenebrio molitor,

espectro-M02, en base a los picos de energia
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Figura 7: Imagen por Microscopia electrénica de barrido SEM — M02
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Fuente: SEM — UNI
La imagen a escala 200nm, con energia dispersiva de 20.00 KV, magnitud 53K X muestra
evidencia de polimeros fragmentados por estatica adheridos a las excretas, mas no como
parte constitutiva de la biomasa.
Habiendo evaluado cada espectro, en la muestra M03 se observd que los elementos
descritos como el oxigeno O esta presente en un porcentaje atomico del 59.63% +- un
error relativo de 11.58%, el fosforo P en un 0.72% del porcentaje atomico, el potasio K
en un 1.22%, el nitrogeno N en 35.76%, el cloro Cl en 0.98% el azufre S en 0.56% vy el
Caen 0.33%.
Se ha evidenciado un incremento sustancial del nitrégeno, potasio y fosforo, en menor
proporcion, elementos importantes para considerar una materia fecal con potencial de
nutrientes, esto traduce el hecho de que las excretas de los tenebridnidos, convirtieron los
polimeros en sustancias quimicas que podrian aportar nutrientes al suelo y lograron
eliminar los relictos de poliestireno expandido.
Fig. 8: Espectrometria de los elementos quimicos de las excretas de Tenebrio molitor,

espectro-M03, en base a los picos de energia
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Figura 9: Imagen por Microscopia electrénica de barrido SEM — M03
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Fuente: SEM - UNI

La imagen a escala 20Um, con energia dispersiva de 20.00 KV, magnitud 624X muestra

que no hay evidencia de polimeros fragmentados en las excretas de los tenebrionidos.
La evaluacion de cada espectro, en la muestra M04 denot6 que los elementos descritos
como el oxigeno O esta presente en un porcentaje atdbmico del 27.39% +- un error relativo
de 19.56%, el fosforo P en un 9.78% del porcentaje atomico, el potasio K en un 30.58%,
el cloro Cl en 7.98% el azufre S en 8.16% y el Ca en 4.20%.

Se ha evidenciado un incremento sustancial del fésforo, nitrdgeno no se evidencia, el
potasio tuvo un incremento muy sustancial con relacion a los otros elementos, los
tenebridnidos, convirtieron los polimeros en sustancias quimicas que podrian aportar

nutrientes al suelo y lograron eliminar los relictos de poliestireno expandido.

Figura 10: Espectrometria de los elementos quimicos de las excretas de Tenebrio

molitor, espectro-MO04, en base a los picos de energia

cps/eV

Energia [keV]
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Figura 11: Imagen por Microscopia electronica de barrido SEM — M04

B i e aibiE
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H WD = &.0nmm Mag= Gi2X Time o1 G:E0:ME

Fuente: SEM — UNI
La imagen a escala 20Um, con energia dispersiva de 20.00 KV, magnitud 512X muestra
evidencia de polimeros fragmentados por estatica adheridos a las excretas, mas no como
parte constitutiva de la biomasa.
Se valoro la composicion bioguimica de los desechos generados como parte del proceso
de digestion de las larvas de Tenebrio molitor bajo condiciones de laboratorio por
espectrometria, evidenciando que los polimeros sintéticos habian sido digeridos por las
enterobacterias y generado excretas contenidas en oxigeno, nitrogeno, fosforo y potasio
expresado en porcentajes atdmicos, dato que representa una evidencia muy relevante, en
el contexto de la capacidad de convertir sustancias no biodegradables, en sustancias
quimicas potencialmente asimilables.
4. CONSIDERACIONES FINALES
= Siguiendo los procedimientos pertinentes se logré identificar la especie Enterococcus
faecalis ATCC 29212 como una de las enterobacterias capaces de biodegradar el
poliestireno expandido, sin embargo, el consorcio bacteriano es mas diverso, en ese
sentido, es pertinente seguir con investigaciones que identifiquen otras especies
degradadoras.
= Al determinar el volumen de poliestireno consumido por los tenebridnidos objeto de
estudio a través del balance masico de sus excretas y diferencia gravimétrica inicial y

final del polimero de estireno, se pudo evidenciar la actividad bioldgica de la
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degradacion, sin embargo, sélo es en un contexto netamente investigativo y
experimental, ya que la idea no es utilizar a la especie Tenebrio molitor como
organismo degradador, sino que a través de la biotecnologia, se pueda aislar la especie
identificada para proliferarla y sea ésta la utilizada para la biodegradacion del
poliestireno en grandes volimenes.
= Al valorar la composicion bioquimica de las excretas de los tenebridnidos, se pudo
evidenciar la transformacion bioquimica de los polimeros expandidos en sustancias
quimicas potencialmente asimilables, lo que significaria un residuo organico
compostable y con la probabilidad de producir abono.
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