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RESUMEN

La biodegradacién es un método ampliamente empleada en la biorremediacién de polimeros que permite
controlar la alteracion de ecosistemas perjudicados por las actividades antropogénicas. El objetivo fue
determinar la capacidad de biodegradacion del consorcio microbiano del liquido ruminal vacuno y humus
de lombriz, sobre el polietileno de baja densidad y tereftalato a diferentes condiciones de temperatura y
humedad, e identificar los microorganismos involucrados en este proceso. La metodologia fue experimental
en la cual se emplearon 120 laminas de PET y 120 de PEBD de 2,5 cm x 2,5 cm, sumergidas dentro de
frascos estériles con liquido ruminal y humus, las laminas y sus repeticiones fueron extraidas de los frascos
mensualmente durante 7 meses. La identificacion de los microorganismos fue desarrollada mediante un
analisis metagenémico, lo que permitio la identificacion de microorganismos en el liquido ruminal como
en el humus de lombriz, encontrando los géneros mas comunes Bacillus, Methanosarcina y Advenella,
ademas el valor de biodegradacion mas alto fue de 4,5 % para el tratamiento de humus de lombriz con
polietileno de baja densidad a temperatura de incubacion entre 25° a 27 °C.
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Metagenomic identification of microorganisms from ruminal fluid and worm

humus, plastic biodegraders

ABSTRACT

Biodegradation is a method widely used in the bioremediation of polymers that allows controlling the
alteration of ecosystems damaged by anthropogenic activities. The objective was to determine the
biodegradation capacity of the microbial consortium of bovine ruminal fluid and worm humus on low-
density polyethylene and terephthalate at different temperature and humidity conditions, and to identify the
microorganisms involved in this process. The methodology was experimental in which 120 sheets of PET
and 120 of PEBD measuring 2.5 cm x 2.5 cm were used, submerged in sterile jars with ruminal fluid and
humus. The sheets and their repetitions were removed from the jars monthly. for 7 months. The
identification of the microorganisms was developed through a metagenomic analysis, which allowed the
identification of microorganisms in the ruminal fluid and in the worm humus, finding the most common
genera Bacillus, Methanosarcina and Advenella, in addition the highest biodegradation value was 4.5% for
the treatment of worm castings with low-density polyethylene at an incubation temperature between 25° to
27°C.
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INTRODUCCION

Los plésticos, protagonistas principales en todos los hogares por su uso cotidiano y desmedido, forma,
propiedades y utilidad, se caracterizan principalmente por el tiempo que tardan en biodegradarse
alcanzando en algunos casos hasta 600 afios aproximadamente, entre ellos tenemos al polietileno de baja
densidad (PEBD) vy el tereftalato de polietileno (PET), estos derivados del petréleo son considerados
grandes contaminantes, porque se dispersan por accion del viento perjudicando a las especies que habitan
en los ecosistemas. (Awasthi et al., 2020; Geyer et al., 2017; Lee et al., 1991) sefialaron en su estudio sobre
la fabricacion, empleo y comercializacidn de plasticos que los residuos de estos materiales se incremento
al 47% del total de restos generados a nivel mundial, la mitad de estos polimeros sintéticos procedentes
principalmente de Asia y que constituyen un escenario preocupante debido a que la mayoria de estos
residuos no son reciclados y se encontran libres en el ambiente, por otro lado, la incineracién de los
polimeros libera gases téxicos producto del tratamiento térmico que puede ocasionar problemas de salud
publica como algunos tipos de cancer.

Para fines de ese afio es China, el mayor productor a nivel mundial de residuos plasticos seguidos por Japon
y la Union Europea, en ese contexto luego de su uso, segun su destino final podrian ser reciclados,
guemados, enterrados, soterrados en basurales, desechados en lugares poco usuales o simplemente
eliminados al ambiente, se estima que el 79% representa el porcentaje de polimeros plasticos producidos
hasta la fecha encontrados en basurales o en el ambiente, de los cuales solo el 12 % fueron incinerados y
solo el 9% han fueron reciclados (UNEP, 2018).

La estructura de algunos polimeros pléasticos como la del polietileno de baja densidad cuando entran en
contacto con materia organica descompuesta de los botaderos es transformada naturalmente por
microorganismos mediante el proceso de biodegradacion a través de enzimas presentes en bacterias y
hongos principalmente (Shalini & Sasikumar, 2015; Uribe et al., 2010) de esta manera la biodegradacion
microbiana se presenta como una posible solucion ambiental ante el uso desmedido de residuos plasticos,
entre estos microorganismos se encuentran las Pseudomonas spp. que cuentan por accion de enzimas, a
condiciones Optimas de temperatura y segun la naturaleza del polimero, la capacidad para degradarlos,
reduciéndolos bioquimicamente y modificando su estructura hasta alcanzar moléculas simples como

metano, anhidrido carbdnico y agua, lo que permite su asimilacion como fuente de carbono y reducir
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significativamente el tiempo de biodegradacion (Ccallo Arela et al., 2020; Li et al., 2020).

En ese sentido, frente a la urgente necesidad de disminuir los residuos plasticos como el tereftalato de
polietileno y el polietileno de baja densidad por su uso habitual, surgieron algunas alternativas con
consecuencias perjudiciales al ambiente, como la incineracion de estos materiales que liberaron gran
cantidad de gases y sustancias toxicas a la atmosfera provocando como impacto negativo el efecto
invernadero, produciendo el recalentamiento de la capa de ozono y crisis climatica como la que esta
aconteciendo en todo el planeta (Segura et al., 2015).

Actualmente, se han desarrollados estudios experimentales orientados a evidenciar la degradacion del
polietileno de baja densidad por accién de Staphylococcus sp asi como, explicar el proceso de aislamiento
y biodegradacion de la cepa bacteriana sobre el polimero plastico (Arotoma Oré et al., 2021), otros estudios
han demostrado a través de aislamientos e identificacion microbioldgica la capacidad de microorganismos
especificos para biodegradar polimeros plasticos en condiciones controladas de temperatura como
alternativa de solucién ambiental frente al uso desmedido, la generacién excesiva de residuos y micro
plasticos en el mar (Archana et al., 2017). Otras investigaciones relacionadas lograron determinar la
capacidad de biodegradacion de polimeros elaborados a base de almidén de tapioca, policaprolactona y
acido polilactico con microorganismos anoxicos obtenidos del estomago de los rumiantes al entrar en
contacto con trozos de rumen vacuno, liquido ruminal provenientes del camal municipal de la ciudad y
restos de comida en descomposicion (Camacho-Mufioz & Luis Hoyos-Concha, 2014), por otro lado, se
logré identificar la presencia de los géneros bacterianos Bacillus spp y Clostridium spp en el humus de
lombriz, los cuales presentaron una potencial capacidad para alcanzar la biodegradacién del polimero
expandido o tecnopor ubicadas en recipientes con humus de lombriz a distintas profundidades y tiempos
(Chunga Campos & Cieza Martinez, 2017).

Sin embargo, a la fecha adin es limitado los estudios metagenémicos comparativos que hayan aplicado
distintos tratamientos como el liquido ruminal vacuno y humus de lombriz de forma simultanea para
biodegradar polimeros plasticos como el tereftalato de polietileno y el polietileno de baja densidad.

Ante lo expuesto, el objetivo de este estudio fue determinar la capacidad de biodegradacion del consorcio
microbiano aislados del liquido ruminal vacuno y humus de lombriz, basandose en un anélisis gravimétrico

que permiti6 determinar la diferencia de masas de las laminas de tereftalato de polietileno y polietileno de
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baja densidad sometidos con ambos tratamientos, asi mismo analizar los consorcios microbianos a través
de técnicas moleculares y determinar los microorganismos que intervinieron en el proceso de
biodegradacion

METODOLOGIA

Incubacion de ldminas de PET y PEBD en sustrato de liquido ruminal y humus de lombriz

Se incubd los materiales plasticos de 2,5 cm por 2,5 cm de superficie, en frascos de vidrio previamente
esterilizados, se adicioné 250 ml de liquido ruminal como tratamiento biodegradativo de los polimeros,
obteniendo en total 4 frascos con liquido ruminal, tanto para las muestras de PET y PEBD a temperatura
ambiente e incubacion. De la misma forma se incorpor6 en 4 frascos esterilizados 400 g/frasco de humus
de lombriz como sustrato, tanto las muestras de PET y PEBD fueron incubadas por 6 meses a temperatura
ambiente (25 a 27°C), finalmente se sumergieron 30 ld&minas por cada frasco para determinar hasta el
término del ensayo, la variacién de sus pesos. Las laminas de los 8 frascos de vidrio, 4 del liquido ruminal
y 4 humus de lombriz, fueron extraidos mensualmente con la finalidad de determinar y comprara sus pesos
iniciales y finales (Acufia Molina, 2017).

Determinacion de masas residuales de laminas de PET y PEBD

El analisis consisti6 en medir las masas residuales de las laminas de PEBD y PET por el método
gravimétrico con una balanza analitica marca Sartorius serie ED224S (con sensibilidad 0.1 mg),
mensualmente las ldminas fueron retiradas de los frascos con los tratamientos ,se lavaron y se colocaron
sobre una tela esterilizada y se dejaron secar toda la noche a temperatura ambiente, al dia siguiente las
laminas se llevaron al laboratorio de la Universidad Nacional de Cajamarca filial Celendin y fueron pesadas
en la balanza analitica determinando la masa perdida de cada ldmina, el resultado se expresé en unidades
(gramos) y mediante *férmula se estimo el porcentaje de biodegradacion.

Este analisis determind la diferenciacion directa de las masas del PEBD y PET que fueron sometidos a
condiciones de degradacion bioldgica. EI fundamento basico de la pérdida de masa es la biodegradacion
del PEBD y del PET, los cuales se eligieron por su composicion para ser degradados como nutrientes y
composicion rica en carbonos. con una balanza analitica los polimeros antes y después de realizar un ensayo

de cultivo (Acufia Molina, 2017) (Das & Kumar, 2015).

* %Biodegradacion= [(masa inicial - masa final) / masa inicial[x100

M




masa inicial = masa inicial del plastico (g)

masa final= masa final (g) del plastico en funcion del tiempo (mensualmente) o después de: (30, 60, 90,
120, 150, 180, 210) dias.

Preparacion de las muestras para extraccion de ADN

La preparacion de las muestras para la extraccion del ADN se realizé segiin Conde et al., (2006) con la
excepcion de la muestra que fue obtenida del material bioldgico adherido a las l[d&minas plésticas del cual
se obtuvo 250 miligramos de cada muestra.

Extraccion de ADN metagendmico de muestras de liquido ruminal y humus de lombriz

La extraccion del ADN metagendmico a partir de las muestras procedentes del liquido ruminal fueron
obtenidas empleando el kit Zymo BIOMICS DNA Miniprep, mientras que la extraccion del ADN a partir
del humus de lombriz fue realizada empleando el kit ZymoBIOMICS DNA Miniprep (ZymoResearch) y
el kit DNeasy PowerSoil Pro (Qiagen) debido a la presencia elevada de inhibidores, estos procesos fueron
desarrollados considerando las recomendaciones del fabricante del kit y las recomendaciones reportadas
por (Lopez & Mejia, 2012) y Wright et al., (2017).

Cuantificacion y evaluacion de la pureza e integridad del ADN

La cuantificacion de ADN obtenido de las muestras de liquido ruminal extraida con el kit Zymo BIOMICS
DNA Miniprep (ZymoResearch) y de la muestra de ADN de humus de lombriz extraida con el kit DNeasy
PowerSoil Pro (Qiagen), fue realizada mediante el espectrofotdmetro Nanodrop 2000, se evalud la relacion
A260/A280 para determinar la pureza.

Para verificar la integridad del ADN se realizd una electroforesis en gel de agarosa al 2%, para el cual se
colocd las muestras de ADN en camara de electroforesis a 80 voltios por 80 minutos. Cabe mencionar que
una muestra de ADN es considerada integra cuando sobre el carril de la muestra se visualiza una banda
conservada. El grado de separacion o divisién de una muestra esta definido por la pérdida de la conservacion
de la banda superior y el acoplamiento de un haz o a lo largo del carril de la muestra (L6pez & Mejia, 2012).
Amplificacion de las regiones de interés mediante electroforesis capilar (Agilent 5400)

La amplificacion del gen ARNr 16SV3-V4 y ITS2 se realizd empleando la reaccion en cadena de la
polimerasa, las moléculas usadas como iniciadoras de ARNr 16SV3-V4  (341F:

CCTAYGGGRBGCASCAG y 806R: GGACTACNNGGGTATCTAAT) y de ITS2 (2024F:
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GCATCGATGAAGAACGCAGC y 2409R: TCCTCCGCTTATTGATATGC) se acondicionaron las 2
muestras de ADN gendmico de los tratamientos afiadiendo por separado el buffer para electroforesis. La
mezcla total contenia 5 uL de primers de forward, 5 pL. de primers de reverse, 5 uL. de ADN genémico,15
uL de solucion para PCR, la mezcla final no debio exceder los 30 uL., para impedir el trasvase por la rendija
de la cubeta de la muestra. El corrido electroforético se realiz6 a 150 voltios invariables, a estas condiciones
la electroforesis se llevo a cabo en 1 hora aproximadamente, durante este tiempo se desnaturalizé a 94 °C
durante 1 minuto, se ejecutaron 30 ciclos de temperatura, siguiendo el ciclo: desnaturalizacion a 94 °C por
50 segundos, el acoplamiento de los oligonucle6tidos a 55 °C durante 30 segundos y la elongacion de la
cadena complementaria a 72 °C durante 60 segundos. El resultado de la PCR se verifico a través de
electroforesis en agarosa al 1 % por fluorometria (Qubit) (Riversa Salazar et al., 2023), posteriormente se
hizo un control de calidad mediante el método electroforesis capilar para (16S) o electroforesis en gel de
agarosa (ITS) para confirmar la presencia del amplicon de tamafio deseado. El control de calidad para
verificar la amplificacion de la region 16S a secuenciar se realizd6 mediante electroforesis capilar
automatizada, mientras que la verificacion de la amplificacion de la region ITS se realiz6 mediante
electroforesis en gel de agarosa. Dado que la muestra de ADN liquido ruminal no pasé el control de calidad
(posiblemente por impurezas presentes en la muestra de ADN), se opt6 por realizar una purificacion del
ADN mediante perlas magnéticas antes de intentar amplificar nuevamente las regiones de interés, con
resultados satisfactorios.

Preparacion de librerias y secuenciamiento

Las librerias 16SV3-V4 e ITS2 fueron preparadas y secuenciadas por la empresa Novogen Co. Tras la
primera PCR, se realiz6 un control de calidad mediante electroforesis capilar (16S) o electroforesis en gel
de agarosa (ITS) para verificar la presencia del amplicon de tamafio esperado. Una vez verificado esto, se
continué con el protocolo estandar de preparacion de librerias pareadas y secuenciamiento por NGS
empelando el equipo Illumina.

Anélisis Bioinformatico

Se evalu6 el numero de lecturas por muestra y la calidad de los datos de secuenciamiento de rRNA 16S e
ITS fue desarrrollada mediante el software FastQC version 0.12.1. Luego, las lecturas de cada muestra

fueron importadas en la plataforma QIIME2 (version 2023.5.0), se eliminaron los iniciadores de rRNA
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16SV34 (341F: CCTAYGGGRBGCASCAG y 806R: GGACTACNNGGGTATCTAAT) y de ITS2
(2024F: GCATCGATGAAGAACGCAGC y 2409R: TCCTCCGCTTATTGATATGC) presentes en las
lecturas de sus respectivas bibliotecas utilizando el complemento cutadapt.

En este procedimiento, se mantuvieron las lecturas que tuvieron un tamafio minimo de 100 nucledtidos, y
ambos R1 y R2 presentes después del filtro, y se descartaron las lecturas que no fueron cortadas por no
poseer ninguno de los iniciadores. Luego, utilizando el complemento DADAZ2, las lecturas fueron
recortadas en los extremos donde tienen la calidad mas baja, se eliminé el ruido de las lecturas en base a su
secuencia, los R1 y R2 correspondientes, luego los fragmentos fueron ensamblados manteniendo una
superposicion de 20 nucleétidos, se eliminaron los fragmentos quimeras, para finalmente obtener las
variantes de secuencias amplicon (ASV).

A continuacion, utilizando las secuencias ASV se realiz0 la clasificacion taxonémica al nivel de especie o
cepa utilizando como referencia la base de datos de SILVA (version 138 99 16S) y UNITE (version 9.0).
Con base en los resultados de clasificacion obtenidos, los ASV clasificados como ADN de cloroplasto y
mitocondria fueron eliminados, asi como aquellos que no se clasificaron al menos hasta el nivel de filo.
Finalmente, los valores de alfa y beta diversidad fueron calculados con el complemento diversity de
QIIME2, considerando el nimero mas bajo de ASV de las muestras como valor de referencia en la
profundidad de muestreo.

RESULTADOS

Figura 1
Porcentaje de biodegradacion de los polimeros con los tratamientos liquido ruminal y humus de lombriz
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Cuantificacion de ADN metagenémico

La muestra de ADN obtenido del liquido ruminal extraido empleando el kit ZymoBIOMICS DNA Miniprep
(ZymoResearch) presentd una concentracion en nanodrop de 66,4 ng/L y de 64 obtenido en Qubit, en
relacion a la calidad del ADN estos presentaron valores en la proporcion 260/280 de 1,93 y en 230/260 de
1,44; la muestra de ADN mostro valores adecuados para el proceso de secuenciamiento por NGS.

Por otro lado, la extraccion de ADN a partir de humus de lombriz realizado empleando el kit
ZymoBIOMICS DNA Miniprep (ZymoResearch) presentd una concentracion en nanodrop de 25,7 ng/uL
y 5,6 empleando Qubit, en relacidn a la calidad del ADN estos presentaron valores en la proporcién 260/280
de 1,79 y en 230/260 de 0,1; la muestra de ADN no presentd valores adecuados para el proceso de
secuenciamiento por NGS. Mientras que, empleando el kit DNeasy PowerSoil Pro (Qiagen) presentd una
concentracién en nanodrop de 367,6 ng/uL y 243 empleando Qubit, en relacion a la calidad del ADN estos
presentaron valores en la proporcion 260/280 de 1,9 y en 230/260 de 2.05; la muestra de ADN se mostré
valores adecuados para el proceso de secuenciamiento por NGS, como se detalla en la tabla 1.

El anélisis cuantitativo de ADN de las muestras por nanoespectrofotometria, mostré una diferencia
significativa entre el uso de un kit y otro para la extraccion de ADN de las muestras, esto debido a la
presencia de concentraciones elevadas de inhibidores como &cido himico en el humus de lombriz lo cual
genero error en las lecturas.

Tabla 1

Concentracion y pureza de las muestras de ADN extraidas.

Nanodrop 2000/2000c

Concentracion QubitHS DNA
MUESTRA A260/280 260/230

(ng/pL) Concentracion (ng/pL)
LR (kit Zymo) 66,4 1,93 1,44 64,0
HL (kit Zymo) 25,7 1,74 0,1 5,36
HL (kitQiagen) 367,6 1,90 2,05 243

A:Absorbancia, HL:Humus de Lombriz LR: Liquido Ruminal

Integridad del ADN extraido mediante electroforesis en gel de agarosa

Las muestras de ADN obtenido a partir del liquido ruminal extraida con el kit Zymo BIOMICS DNA
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Miniprep (ZymoResearch) y de las muestras de ADN de humus de lombriz extraida ademés con el kit
DNeasy PowerSoil Pro(Qiagen), fueron procesadas en gel de agarosa al 2% y visualizadas en el
transiluminador.

Se logro visualizar un ADN gendmico integro en ambas muestras (Fig. 2y 3)

Figura 2

Electroforesis en gel de agarosa de las muestras de ADN extraidas con el Kit Zymo BIOMICS DNA

Miniprep. M: Marcador de peso molecular de DNA 1Kb,; 1: ADN de Liquido Ruminal; 2: ADN de Humus

de lombriz.

Figura 3
Electroforesis en gel de agarosa de la muestra de ADN extraida con el Kit DNeasy PowerSoil Pro. M:

Marcador de peso molecular de DNA 1Kb; 1: ADN de Humus de lombriz.




Amplificacion de las regiones de interés mediante electroforesis capilar (Agilent 5400) y electroforesis
en gel de agarosa

Dado que la muestra de ADN procedente del liquido ruminal no pasé este control de calidad (posiblemente
por impurezas presentes en la muestra de ADN), se opt6 por realizar una purificacion del ADN (mediante
perlas magnéticos) antes de intentar amplificar nuevamente las regiones de interés, con resultados

satisfactorios (figura 4 y 5).

Figura 4
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El control de calidad para verificar laamplificacion de la region 16S rRNA a secuenciar se realiz6 mediante

electroforesis capilar automatizada, mientras que la verificacion de la amplificacion de la region ITS se

realizd mediante electroforesis en gel de agarosa




Figura 5
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Electroforesis capilar de los productos amplificados de la region 16S rRNAa partir del liquido ruminal. Las
muestras rotuladas en rojo son aquellas que no pasaron el control de calidad necesario para continuar con
la preparacion de librerias y posterior secuenciamiento. RFU: Real-time Fluorescence Signal intensity; LM:
Low Marker, marcador de bajo peso molecular y UM: Up Marker, marcador de alto peso molecular.
Marcador Ladder ubicado a la derecha de cada imagen.

A partir del analisis del secuenciamiento metagenémico por NGS del ADN procedentes y empleando la
region 16S rRNA del liquido ruminal se logro la identificacion de los géneros Acinetobacter johnsonni,

Methanocorpusculum sp, Pseudomonas flexibilis, Bacillus sp, Petrimonas sp, Methanobacterium sp y




Advenella sp, mientras que, a partir de la muestra de humus de lombriz, se logré la identificacion de
Methanosarcina sp y Bacillus sp (tabla 2).

Tabla 2
Liquido Ruminal

Género Especie
Acinetobacter johnsonni
Methanocorpusculum sp
Pseudomonas Sflexibilis
Bacillus sp
Petrimonas sp
Methanobacterium sp
Advenella sp
Humus de Lombriz

Género Especie
Methanosarcina sp
Bacillus sp

Distribucion de Géneros y especies mas abundantes en liquido ruminal y humus de lombriz utilizando rRNA 16S rRNA.

A su vez, empleando la region del ITS se logré identificar a partir del liquido ruminal los géneros
Geotrichum candidum y Sacharomycetes sp, mientras que, a partir de la muestra de humus de lombriz, se

logré la identificacion de Psathyrellaceae sp, Rozellomycota sp, Thermomyces dupontii, Mycothermus

thermophilus, Scedosporium auranticum (tabla 3).




Tabla 3

Distribucion de Géneros y especies mas abundantes en liquido ruminal y humus de lombriz utilizando ITS.

Liquido Ruminal

Género Especie
Geotrichum candidum
Saccharomycetes sp

Humus de Lombriz

Género Especie
Psathyrellaceae sp.
Rozellomycota sp.
Thermomyces dupontii
Mycothermus thermophilus
Scedosporium aurantiacum
DISCUSIONES

Los resultados de la presente investigacion determinaron que los consorcios microbianos aislados del
liquido ruminal vacuno y humus de lombriz poseen la capacidad de biodegradacion del polietileno de baja
densidad y tereftalato a distintas temperaturas y niveles de humedad segun los resultados arrojados por el
método gravimétrico con respecto a la pérdida de masa de los polimeros con la balanza analitica
concordando con el estudio propuesto por Arotoma Oré et al., (2021) quienes sefialaron que, la capacidad
degradativa de los consorcios microbianos presentan una mayor actividad degradativa a determinadas
temperaturas, es asi que Staphylococcus sp es un microorganismo mesofilo que se desarrolla a una
temperatura promedio de 37 °C por lo que para alcanzar niveles altos de degradacion microbiana requiere
alcanzar temperaturas cercanas a su temperatura de mayor actividad metabolica, sin embargo a
temperaturas cercana a los 15 °C su actividad degradativa disminuye. Asimismo, Camacho-Mufioz & Luis
Hoyos-Concha, (2014) afirmaron que los biorreactores con una concentracion de gas metano de 59.35% y
pH final correspondiente a 7,71 consigue reducir la masa en un 61,27% en condiciones de altas

temperaturas, sin oxigeno y concentracion de sélidos.
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Por otro lado, se logré evidenciar la adaptacion del metabolismo de los microorganismos del consorcio
microbiano aislados del liquido ruminal y humus de lombriz a medios sintéticos como el tereftalato y
polietileno de baja densidad, pues se logré determinar la pérdida de masa de las laminas por cada periodo
mensual analizado, siendo mayor la degradacién en el cuarto mes alcanzando un maximo de biodegradacion
promedio del 4,5 % en el polietileno de baja densidad (PEBD) empleando el tratamiento con humus de
lombriz a una temperatura de incubacion (25°C a 27°C). En un estudio similar realizado por Archana et al.,
(2017) y Martin Peraza, (2017) lograron determinar que la cepa bacteriana aislada del botadero del distrito
de Ascensién presentd la capacidad de degradar el PEBD, en un 0,52 % a una temperatura de 20°C,
resultados menores en comparacion al presente trabajo.

En el estudio desarrollado por Ccallo Arela et al., (2020) y Li et al., (2020), determinaron que, la
biodegradacion microbiana representa un alternativa de solucion ambiental ante el uso desmedido y
generacién excesiva de residuos plasticos ya que microorganismos como las Pseudomonas sp cuentan con
capacidad para degradar polimeros plasticos segin la naturaleza de los mismos, reduciéndolos
bioguimicamente a moléculas simples, gracias a sus enzimas que poseen propiedades de degradacion de
materiales plasticos, los cuales en condiciones adecuadas como temperatura y humedad, logran asimilarlos
como fuente de carbono a través de su mecanismo de accion adhesion a la superficie de los materiales,
liberacion de enzimas especificas que permiten su fraccionamiento y descomponiendo los polimeros a
sustancias mas simples como metano, anhidrido carbénico y agua.

En el presente estudio se logr6 determinar la disminucion de la masa de los polimeros empleando como
tratamiento el liquido ruminal y el humus de lombriz, asi mismo, del proceso de secuenciamiento masivo
por NGS dirigido a 16S rRNA se logro identificar la presencia de los microorganismos Acinetobacter
johnsonni, Methanocorpusculum sp, Pseudomonas flexibilis, Bacillus sp en el liquido ruminal, ademas de
Methanosarcina sp y Bacillus sp en humus de lombriz.

Por otro lado, empleando la region de ITS, se logr6 la identificacion de los hongos méas abundante segun el
sustrato son Geotrichum candidum, Saccharomycetes sp. presentes en el liquido ruminal, y en caso del
humus de lombriz son Psathyrellaceae sp, Rozellomycota sp, Thermomyces dupontii, Mycothermus
thermophilus, Scedosporium aurantiacum.

En este sentido, Chunga Campos & Cieza Martinez, (2017) indicaron que los géneros bacterianos mas
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abundantes identificados en el humus de lombriz dentro de recipientes y a distintas profundidades fueron
Bacillus spp y Clostridium spp, en el presente estudio se logré la identificacion de Bacillus spp.

Asi mismo, se comprobd que la estructura quimica de los polimeros plasticos como el polietileno de baja
densidad al entrar en contacto con materia organica descompuesta de los botaderos, es transformada
naturalmente por microorganismos mediante el proceso de biodegradacion a través de enzimas presentes
en bacterias y hongos. Shalini & Sasikumar, (2015) y Uribe et al., (2010), constatan la teoria de la
biodegradacion que establece que, la descomposicion de los compuestos organicos complejos a moléculas
simples se da por medio de actividad enzimatica realizada por microorganismos como mohos, levaduras,
protozoos, bacterias, entre otros. Asi mismo los reportes realizados por Bach et al., (2014), Fan et al.,
(2014), Carneado et al., (2015) y Rungchang et al., (2013) que los animales expuestos a pequefias dosis de
Bisfenol A presentes en algunos recipientes de plasticos evidencian deficiencias en el desarrollo del sistema
nervioso y en el comportamiento en ratas recién nacidas.

CONCLUSIONES

Se logro determinar la capacidad de biodegradacion del consorcio microbiano aislados del liquido ruminal
vacuno y humus de lombriz a través de la determinacion de la pérdida de masa del polietileno de baja
densidad y tereftalato sometidos a distintas temperaturas, periodos de incubacién y humedad, acorde con
el método gravimétrico de la balanza analitica.

Se identificaron por métodos moleculares los géneros principales de microorganismos que conformaron el
consorcio microbiano del liquido ruminal vacuno y humus de lombriz con potencial capacidad de
biodegradacion del polietileno de baja densidad y tereftalato. En el liquido ruminal vacuno, se logro
identificar a los géneros bacterianos Acinetobacter, Methanocorpusculum, Pseudomonas, Bacillus,
Petrimonas, Methanobacterium, Methanosarcina y Advenella, mientras que, los hongos presentes en el
consorcio fue principalmente Geotrichum, Saccharomycetes y Erythrobasidium.

En el humus de lombriz, las bacterias presentes correspondieron a los géneros Bacillus, Methanosarcina y
Advenella, mientras que, en caso de los hongos fueron los géneros Scedosporium, Psathyrellaceae,
Rozellomycota, Thermomyces, Ascomycota y Mycothermus principalmente.

Se evidenci6 cada 30 dias la adaptacion del metabolismo de los microorganismos del consorcio microbiano

aislados del liquido ruminal vacuno y humus de lombriz a medios sintéticos con tereftalato y polietileno de
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baja densidad, siendo la biodegradacién de PEBD de 4.5% para el tratamiento con humus de lombriz a
temperatura de incubacion, 4,0% de biodegradacion de PEBD en liquido ruminal a temperatura incubacion
y 3,0% de biodegradacion de PEBD en liquido ruminal a temperatura ambiente.

Se logré evidenciar que, los microorganismos del consorcio microbiano aislados del liquido ruminal vacuno

y humus de lombriz realizan actividad degradativa en medios sintéticos con polietileno de baja densidad y

tereftalato de polietileno a diferentes valores de humedad y temperatura, mostrandose mayor pérdida de

peso en el quinto y cuarto mes, el cual, varia de 3,0% hasta 4,5% siendo el humus de lombriz el mejor
tratamiento para el polietileno de baja densidad en relacion al tereftalato de polietileno.
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