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Histéricamente el caucho ha sido utilizado
desde la época precolombina y su uso llego a
extenderse con el redescubrimiento de la es-
pecie Hevea brasilensis, la cual fue cultivada
en el Lejano Oriente, convirtiéndose en la
cuna de las primeras industrias de caucho.
Con la llegada del automovil y la bicicleta, se
incremento la demanda de las llantas a fina-
les del siglo XIX (Bekkedahl, 2012). El desa-
rrollo mas significativo del material se dio en
1839, cuando Charles Goodyear descubre
accidentalmente el proceso de wulcaniza-
cion, en el cual el caucho es sometido a un tra-
tamiento térmico en presencia de azufre
confiriendo al material mayor resistencia y
elasticidad (Bailey & Bailey, 1998).

En la actualidad, el aumento en el uso de los
neumaticos, ha suscitado gran preocupacion
a nivel mundial; teniendo en cuenta que un
neumatico tiene una vida Util aproximada de
6 a 10 afnos, requiriendo un cambio constan-
te, razon por la cual son desechados y reem-
plazados, la mayoria de veces de forma des-
controlada. En Colombia se desechan 61 mil
toneladas al afio, de estos un 72% es dispues-
to como desecho o incinerado, un 17% es re-

encauchado, un 6% tiene un uso artesanal y
un 5% tiene otros usos (Vasquez, 2011).

La alta produccion de neumaticos como con-
secuencia del incremento del parte automo-
tor en las grandes ciudades y su dificil trata-
miento, una vez se encuentran en desuso,
han desatado una gran problematica ambien-
tal a nivel mundial. En el caso particular de
Bogota, se estima que solo el 20% de las mas
de dos millones de llantas descartadas anual-
mente son recicladas (El Tiempo, 2013).

"La evaluacién de la adaptabilidad de
diferentes microorganismos frente el
caucho vulcanizado, permitio obtener
los primeros indicios de degradacion del
material a partir del desarrollo micro-
biano, sirviendo como base para el
desarrollo de una alternativa de trata-
miento biotecnoldgico para este com-
plejo residuo proveniente de los

" ”
neumaticos usados
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Pese a los esfuerzos realizados, el trata-
miento de este residuo continva siendo
complejo, pues puede persistir en el am-
biente durante mas de oo anos, siendo
muy dificil de biodegradar. Las medidas que
se han aplicado para el tratamiento post-
consumo involucran altos costos tanto eco-
ndmicos, como energéticos, y a su vez es-
tos procesos pueden producir efectos cola-
terales derivados, como dafo paisajistico,
inestabilidad quimica, emisiones (en el caso
de la quema de neumaticos para produc-
cion de energia), entre otros (Cedron &
Mosquera, 2004). Por otro lado, es impor-
tante tener en cuenta que la vida Util del
material tarde o temprano caducarg, lle-
gando a un punto en que se haga imposible
su reutilizacion.

De acuerdo a lo anterior, se evidencia que
hasta ahora se han aplicado tratamientos
fisicos y quimicos para tratar los neumati-
cos desechados, pero faltan estudios en el
campo biotecnoldgico, lo cual motivo al
desarrollo de este proyecto, en donde se
propone el estudio de microorganismos ca-
paces de adaptarse y biodegradar total o
parcialmente el caucho vulcanizado, lo cual
puede convertirse en una alternativa mas
limpia para su tratamiento.

Métodos

La presente investigacion fue desarrollada
en las instalaciones de Tecnoparque SENA-
Nodo Bogota, donde se brindaron los espa-
cios y elementos necesarios para el desarro-
llo del proyecto, asi mismo, se conto con el
apoyo del Centro de Investigaciones y
Desarrollo Cientifico (CIDC) quien aportd un
porcentaje para la financiacion del proyecto
a través de su Convocatoria 003 de 2014. El
trabajo tuvo como objetivo aislar diferentes
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microorganismos a partir de muestras de com-
posicion similar al caucho vulcanizado de los
neumaticos, y evaluar la capacidad de adapta-
bilidad de dichos microorganismos sobre el
caucho vulcanizado, al ser utilizado como sus-
trato de crecimiento y Unica fuente de car-
bono, determinando de esta manera los cam-
bios fisicos y/o quimicos sufridos por el mate-
rial y sirviendo como evidencia de un proceso
degradativo.

El proyecto se desarrollé en dos fases principa-
les: Durante la primera fase se realizé la reco-
leccion de los microorganismos y fueron aisla-
dos en medios nutritivos, para ser sembrados
posteriormente en otros medios de sales mi-
nerales y caucho (Caldo caucho) como Unica
fuente de carbono, dispuestos en un bioreac-
tor a escala de laboratorio con agitacion orbi-
tal a 150 rpm y una temperatura de 28,2°C, de
donde se seleccionaron las cepas que mostra-
ron mayor adaptabilidad al medio. Fue necesa-
rio realizar un pretratamiento al caucho vulca-
nizado para eliminar las sustancias inhibidoras
del crecimiento microbiano, para lo cual se
probaron dos métodos, el primero con aceto-
na durante 7 dias, realizando una renovacion
diaria de la sustancia (Berekaa, Linos, Reichelt,
Keller, & Steinblchel, 2000) y el sequndo con
una solucién de HCl al 20M, durante 7 dias y el
cual no requirid cambios. Posteriormente, las
muestras de caucho (Laminas de 1xo,5 cm)
fueron observadas con un microscopio de fluo-
rescencia para determinar los cambios sufridos
sobre la superficie del material.

La segunda fase consistid en elegir los micro-
organismos que generaron mayores cambios
en el material, teniendo en cuenta el cambio
de peso sufrido por las laminas de caucho y los
cambios en su textura, observada mediante
microscopio de fluorescencia. A partir de estas
pruebas se eligieron dos cepas para realizar los
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ensayos de biodegradabilidad de la lamina
de caucho, cambios en su textura, observa-
da mediante microscopio de fluorescencia.
A partir de estas pruebas se eligieron dos
cepas para realizar los ensayos de biodegra-
dabilidad de la lamina de caucho, evaluando
el crecimiento microbiano mediante conteo
de viables para el hongo Penicillim citrinum
y espectofotometria para la bacteria Ochro-
bactrum tritici, por un periodo de 20 dias, con
el fin de determinar la cinética microbiana;
las pruebas se realizaron en medios de cau-
cho pretratado y caucho sin pretratar, asi
como se inoculo un medio con Sales Minera-
les, con el fin de descartar crecimiento mi-
crobiano en ausencia del sustrato de cau-
cho. Posteriormente, se aplicaron las prue-
bas de biodegradabilidad mediante el anali-
sis de cambio de peso seco del caucho, Mi-
croscopia Electronica de Barrido (SEM),
cambio de pH y pruebas metabdlicas
(Schiff) para determinar la formacion de al-
dehidos (Tsuchii & K., 1990). Finalmente, se
realizd la identificacion de los microorganis-
mos mediante pruebas de PCR.

Pretatamiento del caucho: Se eligié el HCI
para el pretratamiento del caucho, ya que
mediante las pruebas de microscopia se evi-
dencié agrietamiento superficial del caucho
y cambio de color, mostrando unas particu-
las de tono amarillo probablemente por la
exposicion de las particulas de azufre, sien-
do un método que no se habia estudiado
con anterioridad y que no resulta tan conta-
minante como la acetona, pues se producen
menos residuos y es mas sencillo de tratar
una vez usado.

Seleccion del inoculo: Las pruebas de
adaptacion microbiana al medio de caucho
como Unica fuente de carbono, permitid dis-
tinguir 6 cepas principalmente, 5 bacterias y

61

un hongo (Tabla 1), que de manera individual
se adaptaron al medio y propiciaron cambios
en la textura y el peso seco del caucho, las
cepas que mas se destacaron fueron el hongo
P. citrinum, y la bacteria O. tritici, referenciada
en la bibliografia por ser util en procesos de
biodegradacion de hidrocarburos. Las altera-
ciones observadas en el caucho fueron con-
trastadas con la muestra control que consis-
tio en una lamina de caucho tratada con HC|,
sin intervencidon microbiana. Las pruebas mi-
croscopicas revelaron la formacion de grietas
y alteraciones significativas en la superficie
del material y cambio de color, con una pér-
dida de peso del 16,6% para P. citrinum y
una pérdida de peso del 8,8% para O. tritici,
el cual mostré cambios relevantes en el ma-
terial con la formacion de fisuras cortas y pro-
nunciadas.

Crecimiento microbiano: Ocrobactrum triti-
ci; La concentracion del indculo inicial para los
medios de 150 mL, fue de 66,7x106 cel/mL.
Los datos de conteo obtenidos para la cepa
O. tritici, hacen evidente la influencia del me-
dio sobre el crecimiento del microorganismo,
observando que el crecimiento en presencia
de sustrato tanto en el caldo caucho pretrata-
do, como el caucho sin pretratar alcanzd
9,1x109 UFC/mL y 7,0x109 UFC/mL respecti-
vamente, frente a 1,8x104 UFC/mL de creci-
miento microbiano en el medio con sdlo sales
minimas, probablemente por el impulso de
peptona, lo cual se traduce en que el microor-
ganismo  O. tritici, no presenta crecimiento
en ausencia de sustrato, lo que lo obliga a
adaptarse al medio caucho para aprovecharlo
como Unica fuente de carbono. (Figura 1)

Penicillivm citrinum: Por medio del conteo
de viables realizado para cuantificar el creci-
miento del hongo, se determind que



EVALUACION PRELIMINAR DE UNA ALTERNATIVA MICROBIANA PARA EL TRATAMIENTO DE NEUMATICOS EN DESUSO
Eduardo Ruiz Molina y Claudia E. Garcia Flérez

ARTICULO DE DIVULGACION

Tabla 1. Resultado de identificacion molecular de microorganismos

TIPO N. GENERO/ MUESTRA ANTECEDENTES REFERENCIA-
ESPECIE ORIGEN DOEN
Stenotropho- Genero evaluado por su (Bautista,
] monamaltophili  Lodo de hidrocar-  capacidad para degradar Sanz, Molinga,
a o Pseudomona buro PAH’s (Hidrocarburos aro- Gonzalez, &
hibiscicola maticos policiclicos). Sanchez, 2009)
Aqua contamina- Acinetobacter sp. ha sido (Bode, Kerk-
Acinetobacter g ) descrita como degradado- hoff, &
2 ) B da con hidrocar- .
Jjohnsonii buros ra de caucho en términos Jendrossek,
de peso molecular. 2001)
B . ' Se encgntro que el micro- (Li, Zhang,
A Microbacterium  Raspado de cau- organismo Microbacte- Wana. & Shi
C 3 oxydans cho de neumético  rium sp. es capaz de reali- 9 !
: . 2005)
T zar biodesulfuracion.
E Estudiada con anteriori-
R dad por su capacidad de (Holst, Sten-
I Raspado de cau- . .
4 Rhodococcus sp. . biodegradar caucho natu-  berg, & Chris-
A cho de neumatico A . .
ral, sintético y vulcaniza-  tiansson, 1998)
do.
(Lingling, Zao-
. Se ha estudiado su utilidad sl'.meng,'Mln, &
Agua contamina- . Xiangli, 2010)
Ochrobactrum . como biosurfactante y
5 . da con hidrocar- : (Kumara, Su-
tritici desulfurador de hidrocar- .. .
buros buros v carbon jithaa, Mamid-
y ' yalab, & Usha-
ranic, 2014)
CH) Se ha estudiado el Penici- (Linos, Rei-
N 6 Penicillium ci- Lodo llium sp, por su capacidad  chelt, Keller, &
G trinum de degradar caucho natu- Steinbuchel,
o ral y sintético. 2000)

Fuente: Autores, 2015

el desarrollo en presencia del sustrato (caldo
caucho) se da en mayor proporcion (108), res-
pecto al blanco. De esta forma, se observa un
crecimiento en el medio de sales minimas en
ausencia de sustrato, pero registra un com-
portamiento diferente a partir del dia 8, en
que continua creciendo pero de forma muy
lenta en comparacion con el medio suple-
mentado con caucho, esto pudo deberse al
impulso de peptona obtenido durante el pase
del hongo desde el agar nutritivo al Caldo
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Caucho.

Evaluacion de biodegradabilidad: Prue-
ba metabdlicaa: La prueba de Schiff reali-
zada para las muestras de caucho tratadas
microbiolégicamente, demostro la forma-
cion de aldehidos en una concentracion de
50 ppm (Troyer D. , 1996), evidenciado en
la formacion de un halo magenta, frente a
la muestra blanco que no evidencio halo
coloreado, lo cual es un indicio de degra-
dacion microbiana (Tsuchii & K., 1990).
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Ochrobactrum tritici
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Figura 1. Curvas de crecimiento de

microorganismos en periodo de 21 dias

Fuente: Autores, 2015
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Peso seco: Las muestras de caucho pretra-
tado en presencia del microorganismo O.
tritici, presentaron una diferencia de pérdida
de peso del 2,6%, de lo cual se infiere que la
ausencia de pretratamiento inhibe el aprove-
chamiento y desarrollo microbiano en el sus-
trato. Por otro lado, la muestra tratada con
P. citrinum, presentd un comportamiento simi-
lar al tratamiento bacteriano, demostrando
mayor pérdida de peso en las laminas de
caucho tratadas previamente con HC|, te-
niendo una diferencia del 4% de pérdida de
peso, frente a la muestra no tratada. Por Ulti-
mo, la muestra control demuestra que en
ausencia de microorganismo no se generan
cambios relevantes en el peso.

Analisis SEM: La observacion del material
a través de Microscopia Electronica de Barri-
do (SEM) mostré desgaste y cambio de tex-
tura en la superficie de la lamina de caucho
vulcanizado, asi como cambios en la colora-
cion provocada por el tratamiento micro-
biano, dichos cambios fueron mas relevantes
en el caucho pre- tratado con HCl y se evi-
dencié mayor impacto en las [dminas trata-
das con P. citrinum (Figura 2). La disminu-
cion de las particulas blancas en el caucho
también se explica por el consumo de parti-
culas de latex y azufre presente en el materia
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Cambio de pH: Se trabajo un pH inicial
neutro (7,0) para todos los medios. La mues-
tra control no registro cambios, lo que per-
mite interpretar que la variacion del pH, se
encuentra relacionada con la actividad me-
tabolica en el medio. Se obtuvo una leve dis-
minucion en el nivel del pH al final de los tra-
tamientos microbianos, especialmente en
los medios con sustrato de caucho pretrata-
do (pH=0,39- 0,62). Esto debido a la posible
liberacion de acidos, asi como el consumo de
los hidrocarburos presentes en el caucho vul-
canizado liberando iones H+ (Rook, 1955).

La cinética microbiana de consumo de sus-
trato se realizd con base en el modelo de
Monod, teniendo en cuenta la pérdida de
peso del material y el crecimiento micro-
biano, se calculd la velocidad de consumo,
estimando que en condiciones ideales el sus-
trato (ldamina de caucho) puede llegar a de-
gradarse en un tiempo estimado de 1 ano
para el hongo P. citrinum y hasta 11 afos pa-
ra la bacteria O.tritici en caucho pretratado,
dicha degradacion se da en funcion del area
de exposicidn. A partir de esta investigacion
se logran obtener 6 cepas potencialmente
utiles para el proceso biodegradativo de cau-
cho vulcanizado. En estudios posteriores se
recomienda evaluar la interaccion entre es-
pecies, con el fin de lograr un proceso mas
eficiente.

Lamina de caucho vulcanizado sin tra-
tamiento

Lamina de caucho vulcanizado pre-
tratado

UNIANDES

15kV. - X100~ 100pm_~

Yoo Ry

"45KV X100 -100pm

Figura 2. Laminas de caucho vulcanizado observadas mediante SEM. Enfoque panoramico de 100X.
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Lamina de caucho vulcanizado pre-
tratado con la bacteria

Lamina de caucho vulcanizado pre-
tratado con el hongo

o &

15kV X100 100pm °

X100  -~100pm

15kV UNIANDES .

Fuente: Autores (con colaboracion de Laboratorio MEB, Uniandes), 2015
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