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RESUMEN

La presente investigacion evalta el proceso de la desintegracion del succinato de polibutileno
(PBS) combinado con celulosa en un sistema de compostaje sintético. Ademads, se evalud la
calidad del compost resultante con un enfoque fisicoquimico, microbioldgico y agronémico. El
estudio surge ante la creciente problematica ambiental asociada al uso de plasticos convencionales
y la necesidad de alternativas sostenibles como los bioplasticos, en concordancia con estrategias

globales de reduccion de residuos y economia circular.

Metodologicamente, se desarrolld un sistema de compostaje controlado siguiendo la norma UNE-
EN ISO 20200:2015, utilizando reactores con y sin PBS-Celulosa para comparar su efecto en el
proceso. Se evaluaron parametros como temperatura, reduccion de solidos volatiles, grado de
desintegracion del material y las propiedades del compost. Asimismo, se caracterizé el PBS-
Celulosa mediante técnicas como FTIR, TGA, DSC y SEM con el fin de identificar cambios

estructurales durante la degradacion.

El analisis FTIR mostré la disminucion de un 96,6 % en la intensidad de bandas entre el dia 0 y
85, la que se refleja en la atenuacion de sefales asociadas a grupos funcionales como O—H (~3300
cm ™), C-H (~2900 cm™) y C=0 (~1700 cm™), lo que indica una degradacion progresiva de la
estructura quimica del material durante el proceso de compostaje, mientras que el TGA evidencio
cambios en la estabilidad del material durante el compostaje. Se observo un aumento en la pérdida
de masa a bajas temperaturas (50—150 °C) de hasta ~48 %, asociado a compuestos volatiles, y
una ligera disminucion a altas temperaturas (250-500 °C) de ~4—5 %, indicando una reduccion

de fracciones mas estables. Estos resultados reflejan la degradacion progresiva del material.

El analisis por DSC mostré cambios en el comportamiento térmico del material durante el
compostaje. Se observo un desplazamiento progresivo de las curvas hacia valores mas altos de
flujo de calor, especialmente en el dia 42, lo que sugiere modificaciones en la estructura y en las
transiciones térmicas del material. Ademas, la disminucion de eventos endotérmicos/exotérmicos
definidos indica una pérdida de componentes estructurales y una degradacion progresiva con el
tiempo. En términos del proceso de compostaje, la presencia de PBS-Celulosa no afecto
negativamente la actividad microbiana ni la estabilizacion del material orgénico. La reduccion de

solidos volatiles fue similar entre tratamientos, y el compost final presentd caracteristicas dentro
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de los rangos aceptables para su uso como abono, incluyendo parametros como pH, conductividad

eléctrica y relacion carbono-nitrégeno.

El analisis microbiologico mediante secuenciacion de ADN revel6 una comunidad diversa. Esta
comunidad estaba dominada por filos tipicos del compostaje, como Bacilus, Actinobacteria y
Chloroflexota. Aunque el PBS genero ligeras variaciones en la abundancia relativa de ciertos

grupos, no se observaron alteraciones significativas en la estructura global del microbioma.

Adicionalmente, los ensayos de fitotoxicidad realizados con semillas de tomate y pepino
demostraron que el compost con PBS-Celulosa no presenta efectos adversos en la germinacion ni
en el crecimiento vegetal. Las plantas mostraron un desarrollo similar en el compost control y el
compost con PBS. Este resultado confirma la ausencia de compuestos inhibidores y valida la
calidad agronoémica del compost obtenido.
En conclusion, el PBS-Celulosa puede considerar +se un material compostable bajo condiciones
controladas, ya que se desintegra sin afectar negativamente el proceso de compostaje ni la calidad
del producto final. Este estudio aporta evidencia cientifica sobre la viabilidad del uso de
bioplasticos en sistemas de gestion de residuos organicos en Costa Rica. Ademas, contribuye al
desarrollo de soluciones sostenibles para la industria de empaques y al cumplimiento de los
objetivos ambientales globales.

Palabras clave: Bioplasticos, compostaje, PBS-Celulosa, biodegradacion, fitotoxicidad,

microbiologia del compost.
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2 INTRODUCCION

La industria alimentaria es responsable de proveer alimentos seguros y en cantidades suficientes
para la poblacion. El uso de un empaque adecuado contribuye a cumplir con esta responsabilidad.
Entre los materiales de empaque mas utilizados en la industria alimentaria se encuentra el plastico,
debido a su bajo costo y alta funcionalidad en comparacion con otros materiales; ademas, es uno
de los mas empleados para la fabricacion de empaques y la comercializacion de alimentos, entre
otros usos [1]. Dada la probleméatica ambiental existente por el uso indiscriminado de plasticos
derivados de fuentes como el petrdleo y el gas natural, se ha generado conciencia a nivel mundial
sobre la necesidad de disminuir la dependencia de este tipo de plésticos, y Costa Rica no es la

excepcion.

Como alternativa al desafio de reducir la generacion de residuos plasticos, los bioplasticos se
presentan como una opcion para sustituir a los plasticos sintéticos [2]; ademas, su revalorizacion
es viable dentro de sistemas de compostaje. Los bioplasticos son materiales biodegradables
derivados de fuentes bioldgicas, desarrollados principalmente a partir de celulosa y almidon,
debido a su alta disponibilidad en la naturaleza. Las caracteristicas de estos materiales son
semejantes a las de los plasticos tradicionales, tales como la durabilidad, la resistencia, la

flexibilidad y la apariencia [2].

Para el afio 2025, la generacion diaria de residuos solidos en Costa Rica se estimd en
aproximadamente 4 500 toneladas [3]. Este dato refleja un aumento significativo en la produccion
de residuos a lo largo de las décadas, ya que en 1991 se generaban alrededor de 1 400 toneladas

diarias y, para el afio 2006, esta cifra alcanz6 las 3 784 toneladas [4].

El compostaje se ha consolidado como una practica ambientalmente responsable y sostenible para
el aprovechamiento de residuos orgénicos, al mismo tiempo que permite la produccion de un
fertilizante natural. En este estudio se evalud el proceso de desintegracion de una mezcla de
succinato de polibutileno (PBS) y celulosa, con un espesor de 70 um. Este material se utiliza
como empaque para el sellado al vacio de alimentos y, por esta razon, presenta propiedades de
alta barrera. Actualmente, se identifica la necesidad de determinar el comportamiento de

desintegracion de este material durante el proceso de compostaje.
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Parte de la importancia de este proyecto se relaciona con los Objetivos de Desarrollo Sostenible
(ODS) promovidos por las Naciones Unidas, particularmente los objetivos 12 y 13, enfocados en
la produccion y el consumo responsables, y en la accion por el clima, respectivamente. El Objetivo
12 busca garantizar modalidades de consumo y produccion sostenibles que permitan reducir el
impacto ambiental y la contaminacion. Por su parte, el Objetivo 13 promueve la adopcion de
medidas urgentes para combatir el cambio climatico y sus efectos, lo que incluye estrategias para
disminuir las emisiones de gases de efecto invernadero y fomentar practicas mas sostenibles en

los sistemas de produccion y consumo [5].

Este estudio propone un avance en la valorizacion de residuos de empaques, contribuyendo a la
proteccion del medio ambiente y al fortalecimiento del uso de bioplasticos como soluciones
compostables. Estas iniciativas promueven un futuro mas saludable y sostenible para las
generaciones venideras. El PBS, si se descarta en condiciones inadecuadas, podria generar
contaminacion de manera similar al plastico convencional, ya que su degradacion depende de

factores ambientales como la temperatura, la humedad y la presencia de microorganismos.

Adicionalmente, las acciones derivadas de este estudio permitirian incrementar la conciencia de
los consumidores, la industria y la academia, de modo que apoyen estas iniciativas y potencien
los beneficios asociados al uso de este tipo de materiales de empaque. La transicion hacia el uso
de bioplasticos representa una oportunidad favorable para la generacion de empleo en diversos
sectores, tales como la investigacion y el desarrollo, la produccion, la tecnologia, la
comercializacion y la regulacion, contribuyendo de manera significativa al desarrollo econdmico.
Aunado a lo anterior, en Costa Rica, los centros de investigacion y las universidades lideran
esfuerzos orientados al desarrollo de bioplasticos innovadores capaces de competir con los

plasticos tradicionales [6].

El uso de bioplésticos en Costa Rica es de suma importancia para enfrentar los desafios
ambientales asociados al plastico convencional, ya que su implementacion contribuye a la
reduccion de la contaminacion, impulsa la economia local, favorece el cumplimiento de las

regulaciones ambientales y promueve la innovacion tecnolégica.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo General

Evaluar el proceso de desintegracion y la calidad del compost producido de una mezcla de
compost sintético y un empaque a base de succinato de polibutileno (PBS) y celulosa de 70 pm

para el empaque de alimentos al vacio.

3.2 Objetivos Especificos

e Determinar el proceso de desintegracion en compost sintético del PBS y celulosa de 70
um, usado como material para empacado al vacio de alimentos.

e Evaluar las propiedades del compost producido de la desintegracion de PBS y celulosa de
70 um mediante un analisis fisicoquimico y microbiologico.

e Realizar ensayos de fitotoxicidad con semillas de tomate (Solanum lycopersicum) y
pepino (Cucumis sativus) a escala de laboratorio con el compost obtenido a partir de la
desintegracion de PBS y celulosa de 70 um usado como material de empaque para

alimentos.
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4 MARCO TEORICO

4.1 Antecedentes del problema

La Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) aprobd la Agenda 2030 relacionada con los
Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) durante la reunién de septiembre de 2015 [5]. Su
proposito es abordar los desafios mas apremiantes del mundo, tales como la pobreza, la
desigualdad, el cambio climatico y la degradacion ambiental, con el fin de lograr un futuro

sostenible para todos para el ano 2030.

En este contexto, Costa Rica no estd exenta de la aplicacion de dichos objetivos, ya que en
septiembre de 2016 se firmo el Pacto Nacional por los ODS, mediante el cual el gobierno, la
sociedad civil, las universidades y el sector privado se comprometieron de manera conjunta a

trabajar en la mejora de la calidad de vida y el bienestar de la poblacion costarricense [7].

Debido a lo anterior, en Costa Rica se han creado planes y estrategias a nivel nacional, como la
Politica Nacional para la Gestion Integral de Residuos 2023-2033 [8] y el Plan Nacional de
Compostaje 2020-2050 [9] , con el fin de incentivar la consecucion de las metas de los ODS,

reducir la afectacion al medio ambiente y contribuir a la lucha contra el cambio climatico.

4.2 Generalidades del compost

Se entiende por compostaje el proceso bioldgico mediante el cual los residuos organicos son
degradados bajo condiciones adecuadas de temperatura y contenido de humedad, con la finalidad

de obtener un producto estable y rico en nutrientes [10].

La actividad microbiana degrada la biomasa, liberando calor, vapor de agua y gases; la
maduracion del compost depende de factores como la temperatura, la concentracion de oxigeno,

la relacion carbono/nitroégeno, el tamafio de particula y el contenido de humedad.

Ademéds, los microorganismos descomponen la materia orgénica en presencia de oxigeno,
generando un producto estable y rico en nutrientes. La microbiota presente en el compost incluye
una gran variedad de microorganismos, como bacterias, hongos, actinomicetos y protozoos, los

cuales desempefian un papel fundamental en el proceso de compostaje [11].
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Entre las desventajas del compostaje se encuentran el espacio y el tiempo requeridos para que los
microorganismos descompongan el carbono, el nitrégeno y la materia orgénica residual, asi como
los requerimientos de mano de obra necesarios para mantener las condiciones adecuadas durante

cada una de sus fases [12].

Entre las ventajas, destacan la reduccion de la dependencia de fertilizantes quimicos para la
recuperacion del suelo, la disminucion de costos debido al menor consumo de energia, el
aprovechamiento de subproductos, asi como la descomposicion y valorizacion de residuos.
Ademas, contribuye a mejorar la retencion de agua y la disponibilidad de nutrientes para las

plantas

Para determinar la calidad del compost, es necesario considerar su capacidad para suplir los
requerimientos nutricionales de las plantas, sin generar impactos negativos en el medio ambiente
ni en la salud. La calidad del compost también puede evaluarse mediante la respuesta de las
plantas a diferentes dosis de aplicacion. Esta respuesta puede analizarse con base en parametros

como el crecimiento radicular, el nimero de flores y hojas, asi como el crecimiento del tallo [13].

Con la finalidad de mejorar sustancialmente la gestion adecuada de los residuos, el gobierno de
Costa Rica ha impulsado dos estrategias relacionadas con esta problematica: el Plan de Accion
para la Gestion Integrada de Residuos 2023-2033 [8] y el Plan Nacional de Compostaje 2020-
2050 [9]. Se estima que, para el afio 2030, se logre eliminar la disposicion de materia orgéanica en
los rellenos sanitarios e incrementar la sensibilizacion de la poblacion para el manejo adecuado
de los residuos, asi como promover la economia circular. Esta promueve el aprovechamiento de
los residuos organicos de manera beneficiosa, en lugar de considerarlos desechos, fomenta la
agricultura sostenible y fortalece la educacion sobre la importancia del reciclaje de residuos

organicos.

4.3 Plasticos

Dentro de las principales innovaciones del siglo XX se encuentra el plastico, el cual es utilizado
en diversas aplicaciones, tanto industriales como alimentarias. Los plasticos derivados del
petroleo son los més utilizados a nivel mundial [14]. Existe una alta dependencia del plastico en

el ambito industrial; para el afio 2023, el 90,4 % de la produccion mundial era de origen f6sil, de
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un total de 436 millones de toneladas producidas [15]. La accesibilidad en su producciéon y su

amplia disponibilidad son factores que explican su alto consumo por parte de los usuarios [15].

El pléstico es un material ligero formado por polimeros, que son grandes moléculas organicas
compuestas por unidades repetidas llamadas mondmeros, tales como el etileno, el propileno, el
cloruro de vinilo y el estireno. Estos materiales pueden moldearse o deformarse mediante la
aplicacion de calor o presion, y conservan su forma una vez que cesa la accion de dichos factores

[16].

Los plasticos se obtienen a partir de materiales sintéticos derivados del petrdleo y del gas natural,
entre los que se encuentran el polipropileno, el polietileno de alta y baja densidad, el polietileno
tereftalato y el policloruro de vinilo, entre otros [11]. Por otra parte, existen plésticos alternativos,

dentro de los cuales se incluyen los biodegradables, compostables y bioplasticos, entre otros [16].

4.4 Clasificacion de los plasticos

Entre los plasticos existen varias denominaciones, como los plasticos convencionales, los cuales
son derivados del petroleo y del gas natural. Este tipo de plésticos se produce mediante un proceso
denominado polimerizacion, en el que se forman largas cadenas de atomos de carbono. Dentro de
esta clasificacion se encuentran los termoplasticos, como el polietileno, el polipropileno, el
policloruro de vinilo, el poliestireno y el tereftalato de polietileno. Asimismo, se incluyen los

termoestables, tales como el poliuretano, las resinas epoxi y la baquelita, entre otros [16].

4.5 Uso del plastico en Costa Rica

En Costa Rica, la industria del plastico esta conformada por 56 empresas; de estas, 43 brindan
alternativas mas amigables en comparacion con el plastico tradicional. Entre dichas alternativas,
el 53 % de las empresas ofrece plasticos reciclados, lo que consiste en la recuperacion de residuos
plasticos, los cuales se separan segliin su tipo de resina y se utilizan como materia prima para
nuevos productos [17]. Asimismo, un 53 % ofrece plésticos biodegradables y un 29 % brinda
bioplasticos compostables. En cuanto a la gestion de residuos, se generan aproximadamente 550
toneladas diarias de desechos plasticos; de estas, el 80 % llega al mar, un 11 % se dispone en

botaderos y solo un 9 % es reciclado [18].
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El valor de la produccion del sector plastico manufacturero se estima en 119,6 miles de millones
de colones. La oferta productiva se concentra principalmente en empaques y envases,
representando el 64 % de las empresas; seguido por bolsas (50 %), plastico para paletizar (18 %),
vajilla desechable (14 %) y fleje (9 %) [15]. Entre los principales sectores compradores se
encuentra el sector alimentario (50 %), seguido del sector comercial (31 %) y del sector quimico-

farmacéutico (19 %) [19].

4.6 Biopldsticos

Los bioplasticos biobasados se fabrican a partir de fuentes como la biomasa, es decir, materia
organica de origen biologico, asi como de recursos naturales renovables. Estos pueden ser

sintetizados mediante procesos de polimerizacion y dar lugar a productos que no necesariamente

son biodegradables [20].

Por otra parte, los bioplasticos biodegradables se obtienen a partir de la extraccion y el
procesamiento quimico de componentes de plantas, como el maiz, la soya y la cana de azucar, asi
como de precursores y mondémeros producidos por algunos organismos vegetales y
microorganismos [20]. Lo anterior se resume en la Figura 1. Cabe destacar que la denominacion
de bioplastico hace referencia al origen del polimero y no necesariamente a su biodegradabilidad,
por lo tanto, solo una fraccion de estos materiales contribuye efectivamente a la reduccion del

impacto ambiental.

25



Bioplasticos biodegradables de
origen fosil
PBAT, PCL, PGA

bio-PE: Biopolietileno

bio-PET : Bioterftelato de polietileno
bio-PA : Biopoliamida

PTT : Tereftalato de Politrimetileno

Bioplasticos biodegradables de

origen biologico PLA: Acido Polilictico
PL A’ PHA, PBS, mezclas de PHA : Polihidroxialcanoato
Imidén PBS : Succinato de polibutileno

PEAT : Poli (butilen Adipato-co-terefialato)
PCL : Policraproctalona
PGA : Acido poliglicolico

Figura 1. Clasificacion de los bioplasticos. Modificado de [21].

El uso de bioplasticos biodegradables constituye una alternativa para reducir el impacto ambiental
asociado a los polimeros de uso convencional. Estos materiales pueden sustituir a los plasticos
tradicionales en diversas aplicaciones, lo que permite disminuir la dependencia de combustibles
fosiles, reducir la generacion de didxido de carbono (CO:) y, en consecuencia, minimizar las

emisiones de carbono [20].

A pesar de los beneficios que conlleva la utilizacion de bioplasticos existe un reto importante que
es el descarte de ellos debido a su composicidn, ya que requiere condiciones especificas que varian

en relacion con el material y el procedimiento a realizar para el descarte [22].

4.7 Succinato de Polibutileno (PBS)

El PBS es un poliéster termopléstico biodegradable sintetizado a partir de 1,4-butanodiol y 4cido
succinico. Presenta una densidad aproximada de 1,25 g/cm® y propiedades mecénicas
comparables a las del polietileno, lo que permite su uso en diversas aplicaciones cotidianas. Puede
obtenerse a partir de biomasa renovable, como biomasa rica en azlcares y almidon, biomasa

lignocelulodsica, aceites vegetales y grasas naturales. Se emplea en multiples aplicaciones, tales
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como peliculas para envasado de alimentos, bolsas de compras y peliculas agricolas, las cuales

pueden degradarse en el suelo, contribuyendo asi a la reduccion de la contaminacion plastica [23].

Entre las principales caracteristicas del PBS se encuentran su alta productividad, comparable con
la de las poliolefinas; su color blanco natural; sus altas tasas de cristalizacion; su amplio rango de
aplicacion (de -30 a 120 °C); asi como su flexibilidad y resistencia. EI PBS se considera, entre los
materiales compostables disponibles en el mercado, uno de los mejores sustitutos de los plasticos
tradicionales, ya que su estructura cristalina le confiere excelentes propiedades fisico-mecanicas,
muy similares a las del polipropileno (PP) y del acrilonitrilo butadieno estireno (ABS). Otra de

sus ventajas es que puede obtenerse a partir de fuentes tanto organicas como fosiles [23].

4.8 Microbiologia de pepino (Cucumis sativus) y tomate (Solanum lycopersicum)

El suelo es un sistema altamente dindmico y complejo que alberga una gran diversidad de
microorganismos, tales como bacterias, hongos, arqueas y protistas, los cuales participan en
procesos clave como el reciclaje de la materia organica, el ciclado de nutrientes (C, N, P), la

formacion de agregados del suelo y la degradacion de compuestos organicos e inorganicos.

Los microorganismos del suelo son los principales responsables de la degradacion de la materia
organica y también de algunos polimeros biodegradables [24], [25]. Asimismo, la microbiologia
del suelo es fundamental para el mantenimiento de su fertilidad, el crecimiento de los cultivos y

la descomposicion de residuos organicos, entre otros procesos.

La microbiologia de las plantas es un campo que estudia las interacciones entre las plantas y los
microorganismos, incluyendo bacterias, hongos y virus. En el caso particular de cultivos de
pepino (Cucumis sativus) y tomate (Solanum Ilycopersicum), se centra en cémo los

microorganismos influyen en el crecimiento, desarrollo y salud de estas especies.

Estas interacciones pueden generar efectos positivos, como la estimulacion del crecimiento
radicular; sin embargo, también influyen en gran medida en la incidencia de enfermedades, como

la marchitez vascular, las pudriciones radiculares y las manchas foliares, entre otras.
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4.9 Ensayos de fitotoxicidad

Los ensayos de fitotoxicidad son pruebas disefiadas para evaluar el impacto de sustancias
quimicas, como contaminantes o agroquimicos, y sus efectos nocivos sobre la estructura y funcion
de diferentes sistemas en las plantas. Son métodos de bajo costo, confiables y rapidos que
permiten detectar, en el compost evaluado, la presencia o ausencia de sustancias toxicas que

inhiben la germinacion y el crecimiento de los cultivos.

Estos ensayos son de suma importancia para evaluar el desarrollo y la salud de las plantas
mediante la determinacidon de pardmetros como el porcentaje de germinacion, la longitud de la

raiz y del tallo, y la cantidad de biomasa, entre otros [25].

4.10 Normativa

A nivel global, se han realizado esfuerzos para destacar la importancia de los bioplasticos,
mediante el establecimiento de normas que sirven como guia para verificar si un material

biodegradable puede valorizarse en sistemas de compostaje.

Lanorma AS 5810:2010 [26] evalua si un plastico es biodegradable en condiciones de compostaje
casero; la norma UNE-EN ISO 20200:2015 [27] establece un ensayo de laboratorio para medir el
grado de desintegracion fisica de plasticos en condiciones simuladas de compostaje; la norma
UNE-EN 13432:2000 [28] define los requisitos de compostabilidad, ausencia de toxicidad y
calidad del compost final; y la norma NCh 2880 [29] clasifica la calidad del compost producido

mediante descomposicion aerodbica. Las normas mencionadas se detallan en la Tabla 1.
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Tabla 1.Normativa utilizada para bioplasticos.

CODIGO

DESCRIPCION

OBJETIVO

AS 5810:2010

UNE-EN ISO
20200:2015

UNE-EN
13432:2000

NCh2880

Biodegradable plastics—
Biodegradable plastics suitable
for home composting.

Determinacion y desintegracion
del grado de materiales
plasticos bajo condiciones de
compostaje simuladas en un
ensayo de laboratorio

Envases y embalajes, requisitos
de los envases y embalajes
valorizables mediante
compostaje y biodegradacion
Programa de ensayo y criterios
de  evaluacion para la
aceptacion final del envase o
embalaje.

Clasificacion y requisitos de la
calidad del compost producido
por descomposicion aerdbica
de materiales organicos

Determinar si un material plastico es
biodegradable en condiciones de
compostaje casero, ademas sienta las
bases para un etiquetado correcto.

Especifica un método de determinacioén
del grado de desintegracion de
materiales plasticos cuando se exponen
a un ambiente de compostaje en
laboratorio.

Especifica los requisitos y
procedimientos para determinar la
compostabilidad y la tratabilidad
anaerobia de los envases o embalajes y
materiales de envase o embalaje.

Establece la calidad microbiologica,
propiedades fisicoquimicas,
valorizacion de residuos.

4.11 Caracterizacion de los biopladsticos

de los bioplasticos, las cuales se detallan a continuacion.
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La caracterizacion de los bioplasticos es fundamental para comprender su estructura molecular,
morfologia y comportamiento térmico, lo que permite evaluar su desempeio y potencial de
aplicacion. Entre las técnicas analiticas empleadas para su caracterizacion se encuentran el
analisis termogravimétrico (TGA), la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR), la calorimetria diferencial de barrido (DSC) y la microscopia electronica de barrido

(SEM). Estas técnicas permiten obtener una vision mas amplia del comportamiento fisicoquimico



4.11.1 Andlisis termogravimétrico (TGA)

El TGA es una técnica de andlisis térmico que mide los cambios en la masa de una muestra en
funcién de la temperatura o tiempo en un lugar controlado [30]. Este tipo de técnica proporciona
informacion sobre las propiedades térmicas relacionadas con los materiales tales como la
estabilidad térmica, descomposicion y volatilizaciéon. Sirve también para caracterizar los
materiales de las industrias de diferente indole como las relacionadas con alimentos, productos
farmacéuticos, entre otros. Esta técnica permite estudiar fenomenos térmicos como vaporizacion,

descomposicion, absorcion, por mencionar algunos [31].

La Figura 2 muestra la forma esperada de una curva termogravimétrica. En esta, la pérdida de
masa aumenta a medida que se incrementa la temperatura. Los valores obtenidos dependen de la
estabilidad térmica de cada material. Asimismo, la forma de la curva puede variar segin el

proceso de descomposicion que ocurre en cada una de las etapas.
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Figura 2. Curva termogravimétrica que muestra la pérdida de peso (%) en relacion con la

temperatura (°C) (Elaboracion propia).
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4.11.2 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) es una técnica termoanalitica que mide la diferencia

en el flujo de calor entre una muestra y una referencia, mientras ambas son sometidas a un

programa controlado de calentamiento o enfriamiento [32].

Las velocidades de calentamiento y enfriamiento varian de acuerdo con el material analizado. A
medida que la temperatura del sistema cambia, el equipo registra la diferencia de flujo de calor
entre la muestra y la referencia. Ademas, esta técnica permite obtener informacioén sobre la

temperatura de transicion vitrea, la cristalizacion y el calor de fusion del material en estudio

La Figura 3 muestra que la transicion vitrea se debe a un incremento de la temperatura en la
muestra y la transicion entre el estado fragil y fundido, superada esta etapa se logra la

cristalizacion [21].

Flujo de calor (W/g)

-

40 60 80 100 120 140 160 180 200
Temperatura (°C)

Figura 3. Curva de DSC (Elaboracion propia).

4.11.3 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) es una técnica que utiliza
radiacion infrarroja para obtener informacion sobre la estructura molecular y la composicion

quimica de una muestra, con el fin de generar un espectro infrarrojo [33].
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Esta técnica se basa en la interaccion de la radiacion infrarroja con las moléculas, las cuales
absorben energia a frecuencias especificas segin su estructura quimica. Asimismo, permite

obtener espectros de absorcion y analizar muestras en estado so6lido, liquido y gaseoso.

Los resultados presentan las caracteristicas de las bandas de absorcion, incluyendo la longitud de
onda de maxima absorcion y la intensidad de absorciéon. La Figura 4 evidencia estas
caracteristicas, mostrando la relacion entre la longitud de onda y la intensidad de absorcion. A
partir de estas bandas, es posible determinar la transmitancia, la cual se define como la relacion
entre la intensidad de la radiacion transmitida por la muestra (I) y la intensidad de la radiacion

incidente (Io) a una longitud de onda determinada.

El espectro infrarrojo de una muestra se divide en varias regiones caracteristicas. La primera
corresponde al intervalo de 2500 a 4000 cm™, donde se observan principalmente vibraciones de
enlaces simples como O-H, C-H y N-H. La segunda region, comprendida entre 2000 y 2500
cm™', se asocia con la presencia de enlaces triples. La tercera region, entre 1500 y 2000 cm™,

corresponde a vibraciones de enlaces dobles.

Finalmente, la region de 650 a 1500 cm™, conocida como la “huella digital”, presenta vibraciones
moleculares complejas que generan patrones Unicos, lo que la hace especialmente util para la

identificacion de materiales.
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Figura 4. Espectro del FTIR (Elaboracion propia).
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4.11.4 Microscopia electronica de barrido (SEM)

La microscopia electronica de barrido (SEM) se fundamenta en el barrido de un haz de electrones
sobre la superficie de una muestra. Al interactuar con esta, se generan diferentes tipos de sefiales
que son captadas por detectores y posteriormente transformadas para producir imagenes de alta

resolucion, con un rango aproximado de 0,4 a 20 nanometros [34].

Para obtener resultados adecuados en el analisis microscopico, el material debe presentar una
superficie correctamente preparada y la muestra debe estar firmemente montada. Asimismo, es
necesario que el material posea una conductividad adecuada para evitar la acumulacion de carga

durante el anélisis. La Figura 5 muestra un ejemplo de micrografia de un bioplastico.

Figura 5. Micrografia SEM del corte transversal del bioplastico MP-HSG [35].

5 METODOLOGIA

5.1 Descripcion general

Se evalu6 el proceso de compostaje de una mezcla de compost sintético con succinato de
polibutileno (PBS) y celulosa, con un espesor de 70 um, utilizada en la fabricacion de bolsas para
empaque al vacio de alimentos. Estos empaques estan constituidos por la combinacion de ambos
materiales. Durante el estudio, se analizaron los procesos de desintegracion del PBS-Celulosa en
condiciones de compostaje sintético. Asimismo, las propiedades del compost resultante de la

desintegracion de estos materiales se determinaron mediante andlisis quimicos y microbiologicos.
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Finalmente, se realizaron ensayos de fitotoxicidad a escala de laboratorio utilizando semillas de
tomate (Solanum lycopersicum) y pepino (Cucumis sativus). Estos ensayos consistieron en
evaluar diez tratamientos basados en mezclas de compost con PBS-Celulosa (CPBS) para analizar
su efecto en el desarrollo de ambos cultivos. Adicionalmente, se incluyeron un tratamiento control

(CTRL) y un tratamiento con tierra comercial (TC).

5.2 Sitio de estudio

La preparacion del compost sintético se realizé en el Laboratorio de Investigaciones Varias de la
Escuela de Ingenieria de Biosistemas de la Universidad de Costa Rica (UCR), ubicado en la
Ciudad de la Investigacion (Finca 2). El proceso de compostaje se llevo a cabo en el Laboratorio
de Aguas, Suelo y Ambiente de la misma unidad académica. Por su parte, el andlisis fisicoquimico

del compost sintético se realizé en el Centro de Investigaciones Agrondémicas (CIA) de la UCR.

La caracterizacion del PBS-Celulosa y el analisis microbioldgico se efectuaron en el Laboratorio
Nacional de Nanotecnologia (LANOTEC), ubicado en Pavas, San José. Finalmente, los ensayos
de fitotoxicidad se realizaron en el invernadero del Centro de Investigacion en Granos y Semillas

(CIGRAS), adscrito a la Facultad de Ciencias Agroalimentarias de la UCR.

5.3 Material de empaque

Se analiz6 el polimero biodegradable PBS-Celulosa de 70 pm, mismo que fue suministrado por

la empresa DosMil50 como se muestra en la Figura 6.
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Figura 6. Polimero biodegradable PBS-Celulosa utilizado para el ensayo.

5.4 Proceso de desintegracion del compost sintético del PBS-Celulosa

5.4.1  Preparacion del compost sintético

Con base en la norma UNE-EN ISO 20200:2015, se describen los materiales necesarios para la
preparacion del compost sintético, los cuales se presentan en la Tabla 2. Estos materiales
corresponden al 45% de la masa total del compost en el reactor. Posteriormente, a esta mezcla se
le adiciona un 55% de agua, con el fin de alcanzar las condiciones adecuadas para el proceso de

compostaje.
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Tabla 2. Formulacion de la fraccion seca para la preparacion del compost sintético.

Material Formulacion (%)
Aserrin 40
Alimento para conejos 30
Compost maduro 10
Almidoén de maiz 10
Sacarosa 5
Aceite de maiz 4
Urea 1

TOTAL 100%

Una masa de 20 kg de residuo sintético se elabor6 suponiendo que el total de la masa seca es de
45 % y lamasa humeda es de 55 %. El contenido de humedad (CH) y la masa seca (Ms) se estiman

con la ecuacion (1) y (2), respectivamente.

Mh — Ms
%CH=T*1OO (1)
Mg
%Mt=M_h*1OO 2)

Donde:

CH: Contenido de humedad (%).
Mh: Masa htimeda (g).

Ms: Masa seca (g).

Mt: Masa total (%).

Se determiné la masa seca de los componentes con contenido de humedad, tales como el aserrin,
el alimento de conejo, el compost maduro y la urea, mediante secado en un horno de conveccion
forzada (Anexo 7) a 105 °C durante 24 horas, hasta alcanzar masa constante. La masa seca de
cada componente se calcul6 utilizando la ecuacion (1). Posteriormente, para cuantificar la masa
(kg) de cada uno de los componentes necesarios para la elaboracién del residuo sintético, se
emplearon los datos establecidos en la norma UNE-EN ISO 20200:2015 [36], aplicando la

ecuacion (3).
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Msc = MTrs * MSrs * Mc 3)
Donde:
Msc: Masa seca del componente (kg)
MTrs: Masa del residuo sintético (kg)
MSrs: Porcentaje de masa seca del residuo (%)
Después se calculd la masa total necesaria de cada componente que contenia humedad,
incluyendo aserrin, compost maduro y alimento para conejos por medio de la Ecuacion 4.

Mc = Ms + (Ms * CHc) 4)

Donde:
Mc: Masa total necesaria por el componente (kg)
Ms: Masa seca del componente (kg)
CHc: Contenido de humedad del componente (%)

Dado que la presentacion comercial de urea contiene un 46% de este compuesto, se realizé un

ajuste utilizando la Ecuacion 5 para garantizar que se obtuviera el 100% de urea requerida.

100%
46%

Mureq = Mu * (%)

Donde:
Mureq: Masa de urea total requerida (kg)
Mu: Masa de urea (kg)

La norma UNE-EN ISO 20200:2015 indica como se debe preparar un residuo sintético (RS)
utilizado como medio para el compostaje, compuesto por los materiales que se especifican en la

Tabla 3, con sus respectivas cantidades.
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Tabla 3. Masa requerida de cada componente para elaborar 20 kg de RS.

Material % Masa seca del Masa inicial del
componente componente (kg)
Aserrin 40% 3,765
Alimento para conejos 30% 3,318
Compost maduro 10% 1,515
Almidon de maiz 10% 0,900
Sacarosa 5% 0,450
Aceite de maiz 4% 0,360
Urea 1% 0,099
Total, componentes 100% 10,407
Agua por anadir 9,593
TOTAL, COMPOST 20,000

La mezcla del material de empaque (PBS-Celulosa) con el residuo sintético se realizd en una
proporcion de 200 g de material de empaque por cada 20 kg de compost. Previamente, el material
de empaque fue cortado en piezas de 2,5 x 2,5 cm. Posteriormente, se procedi6é a mezclar 20 kg
del compost estandar previamente preparado con 200 g de PBS y celulosa en un recipiente de 100
L (Figura 7). La mezcla se almacen6 durante 12 semanas en una incubadora (Biobase) a 58 °C
(Anexo 4). Durante el proceso, se afiadié agua de forma gradual para mantener condiciones
adecuadas de humedad y favorecer una maduracion eficiente del compost, asegurando su

distribucidon uniforme en toda la mezcla.
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Figura 7. Recipiente por utilizar para la preparacion del residuo sintético.

El proceso de compostaje se realizd en un reactor experimental consistente en una caja de
polipropileno (PP) con dimensiones de 34,6 cm de largo, 21,0 cm de ancho y 12,4 cm de alto,
disenada para facilitar el intercambio de gases entre el interior y el exterior del sistema. Para ello,
se perfor6 un orificio de 5 mm de diametro en el centro de una de las paredes mas cortas (21 cm),
ubicado a 6,5 cm desde la base de la caja, permitiendo la ventilacion adecuada del material durante
el compostaje.

La Figura 8 muestra los reactores utilizados durante el proceso de incubacion. Cada reactor
contenia 1 kg de compost sintético previamente preparado: algunos con adicion de PBS-Celulosa
y otros sin PBS-Celulosa, estos tltimos utilizados como control del ensayo. En total, se emplearon

8 reactores con PBS y 4 reactores sin PBS.

O=5mm ‘ '
\\

\h | 124cm

6.5cm

Lot

Figura 8. Reactores con compost sintético al inicio de la incubacion, a la izquierda vacio con

sus respectivas medidas, al centro con PBS-Celulosa. a la derecha sin PBS-Celulosa.
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5.4.1 Proceso de compostaje vy grado de desintegracion de polimeros biodegradables

segun la norma UNE-EN ISO 20200:2015.

Todas las muestras de PBS-Celulosa se humedecieron previamente con agua destilada para luego
mezclarlas con el compost preparado. Una vez pesada cada muestra, los reactores se taparon y se
colocaron en la incubadora Biobase (Anexo 4) a una temperatura de 58 + 2 °C durante 12 semanas
(85 dias). La incubadora se encuentra en el Laboratorio de Aguas, Suelos y Ambiente de la

Escuela de Ingenieria de Biosistemas.

La Tabla 4 muestra las mediciones hechas al compost con la finalidad de garantizar que tenga las
condiciones ambientales adecuadas, en las que se monitorearon la temperatura y la humedad en
los dias mostrados en dicha tabla. Para ello se utilizé una espatula de acero inoxidable para mover
el compost sin dafiar el material de ensayo y posteriormente se evaluaron las condiciones de olor

y aspecto visual seglin la norma UNE-EN ISO 20200:2015.

Tabla 4. Monitoreo de parametros y aireacion del proceso de compostaje [27].

Duracion desde el comienzo

del ensayo (dias) Operacion

0 Se registra la masa inicial del reactor.

Se pesa el reactor y, si fuera necesario, se aflade agua para
restituir la masa inicial. Se mezcla la materia de compostaje.
Se pesa el reactor y, si fuera necesario, se aflade agua para
8,10, 16, 18, 21,23, 25,28 restituir la masa inicial. No se mezcla la materia de
compostaje.
Se pesa el reactor y, si fuera necesario, se afiade agua para
30, 45 restituir la masa al 80% de la masa inicial. Se mezcla la
materia de compostaje.

1,2,3,4,7,9,11, 14

Se pesa el reactor y, si fuera necesario, se anade agua para
restituir la masa al 80% de la masa inicial. Se mezcla la
materia de compostaje.

Entre 30 y 60, dos veces por
semana

Se pesa el reactor y, si fuera necesario, se anade agua para
restituir la masa al 70% de la masa inicial. Se mezcla la
materia de compostaje.

60 y en adelante, dos veces
por semana
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5.4.2  Analisis de los solidos volatiles

Se llevo a cabo la determinacion de la masa seca y los solidos volatiles del residuo sintético tanto
al inicio como al final del proceso de compostaje. La masa seca (Ms) se calcul6 utilizando las

ecuaciones 1y 2.

Las muestras se secaron a 105 °C en un horno de conveccion forzada (Anexo 5). Posteriormente,
se colocaron en el horno mufla Yamato (Anexo 2), calcinando las muestras a 550 °C. Luego, se
calcul6 la pérdida de masa luego de la calcinacion, obteniendo el valor de % SV de las muestras.

Este calculo se expresa en la ecuacion 6.

Mr
% SV = — % 100 (6)
Ms

Donde:

% SV: Solidos volatiles de la muestra (%).

M,.: Masa remanente de la muestra después de la calcinacion (g).
Mg: Masa seca de la muestra (g).

5.4.3  Reduccion del contenido de solidos volatiles

Para obtener la reduccion del contenido de solidos volatiles (R), se calcula con la ecuacion 7
mostrada a continuacion:

_ [m; * (DM); * (VS);] — [m¢ * (DM)¢ * (VS)¢] .
"= [m; * (DM); * (VS);] 100 (7)

Donde:

m; Masa inicial del residuo sintético himedo introducido en el reactor.
(DM);: Porcentaje de masa seca inicial del residuo sintético expresada en decimales.

(VS); Porcentaje del contenido inicial en solidos volatiles del residuo sintético, expresado en
decimales.
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my¢ : Masa final del compost.
(DM)¢: Porcentaje de masa seca final del compost, expresada en decimales.
(VS)¢: Porcentaje del contenido final en sélidos volatiles del compost, expresado en decimales.

5.4.4 Validacion del ensavo de compostaje

Con el fin de verificar que el plastico PBS-Celulosa utilizado en los ensayos cumple con las
normas AS 5810-2010 y UNE-EN ISO 20200:2015, se realizaron dos tipos de pruebas. En primer
lugar, se midio6 el grado de desintegracion del PBS-Celulosa, determinado como la pérdida de
masa de la muestra tras someterla a condiciones de compostaje a 58 °C. Ademas, se evaluo la
disminucion de sélidos volatiles mediante secado a 105 °C en una estufa marca Taisa (Anexo 1),
lo que permite cuantificar la materia orgdnica que se descompone bajo estas condiciones.
Finalmente, se realizaron calcinaciones de las muestras a 550 °C para determinar el contenido de
materia organica y cenizas del compost, eliminando previamente la humedad hasta alcanzar masa

constante.

5.4.5  Determinacion del grado de desintegracion de los polimeros biodegradables

Al finalizar el periodo de incubacion, el compost de los reactores se seco en la incubadora sin tapa
para obtener la masa seca final. Posteriormente, se realizo6 un tamizado del compost seco
utilizando cribas de 10, 5 y 2 mm. La fraccién de PBS-Celulosa no desintegrada se cuantificd
sumando el material recolectado en cada una de las cribas. Las particulas de compost adheridas
al PBS-Celulosa se retiraron cuidadosamente y el polimero se lavé con agua destilada para su
limpieza. Finalmente, las muestras de PBS-Celulosa se secaron en un horno de conveccion

forzada a 40 °C, siguiendo la norma UNE-EN ISO 20200:2015, hasta alcanzar masa constante.

El grado de desintegracion del PBS se determin6 con la Ecuacion 8.

m; —m

m;
Donde:
m;: Masa seca al inicio del ensayo (kg)
m,: Masa seca después del tamizado (kg)

En este analisis, el material del polimero que se recupera durante el proceso de tamizado se
42



clasifica como material no desintegrado y el material que logra pasar a través del tamiz de 2 mm
se considera como material desintegrado. Segiin la norma UNE-EN ISO 20200:2015, debe

calcularse la desintegracion del PBS-Celulosa por cada reactor utilizado.

5.4.6  Evaluacion de las propiedades del compost producido

5.4.6.1 Analisis fisicoquimico

Al residuo sintético o compost estandar usado durante el proceso de compostaje se le realiz6é un
andlisis fisicoquimico con la finalidad de verificar el estado nutricional de este. Este analisis fue
realizado en el CIA con una muestra de ~500 g del compost producto de la desintegracion del
PBS-Celulosa, del compost sintético sin incubar y del control. Se determinaron los valores de los
parametros de pH, carbono (C), nitrogeno (N), fosforo (P), calcio (Ca), magnesio (Mg), potasio
(K), cobre (Cu), hierro (Fe), zinc (Zn), manganeso (Mn), boro (B), azufre (S) y conductividad

eléctrica (CE). Las muestras se recolectaran al final del proceso de compostaje.

5.4.6.2 Andlisis microbiologico

5.4.6.2.1 Extraccion de ADB genomico

Para realizar este andlisis, se recolectaron ~ 5 g de compost procedente de la mezcla con PBS-
Celulosa, asi como del control. Se llevo a cabo una secuenciacion del ADN utilizando un kit de
aislamiento especifico para compost. Este analisis permitio identificar los microorganismos
presentes en el compost y evaluar la desintegracion del PBS-Celulosa, destacando la presencia de

bacterias acido-lacticas, actino bacterias y otros grupos microbianos relevantes.

La extraccion de ADN gendmico se realizé utilizando el kit DNeasy PowerSoil Pro (Figura 9),
este estd optimizado para eliminar inhibidores comunes del suelo y obtener ADN de alta calidad
apto para secuenciacion [36]. Este kit permite extraer ADN microbiano de matrices complejas
como el compost sintético mediante una combinacidn de lisis mecanica y quimica, purificacion
en columnas de silica y eliminacion eficiente de inhibidores, garantizando la idoneidad del ADN
para analisis moleculares posteriores. La extraccion se llevo a cabo en la Escuela de Biologia de

la Universidad Nacional (UNA).

Posteriormente las muestras fueron enviadas a China para el andlisis de la secuenciacion del ADN.

El preprocesamiento de los datos de secuenciacion se realizoé con Cutadapt 5.2 [37], para eliminar
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las secuencias de los cebadores y las lecturas sin cebadores. La secuenciacion de comunidades
microbianas (ASV) se infirieron mediante DADA2 v1.38 [38] en R v4.5.3 La asignacioén
taxondmica desde dominio hasta especie se realizd con un clasificador bayesiano ingenuo y la
base de datos SILVA 138.2 [39]. Se filtraron las ASV no asignadas a Bacteria o Archaea, asi

como aquellas asignadas a cloroplastos, mitocondrias y eucariotas.

Figura 9. Kit DNeasy Soil Pro para la extraccion de ADN.

El procedimiento se realizé siguiendo el protocolo del fabricante, con ligeras adaptaciones para
su aplicacion experimental. Inicialmente, los tubos PowerBead Pro se agitaron brevemente para
asegurar que las perlas estuvieran asentadas en el fondo. La cantidad de compost agregada se

detalla en la Tabla 5.

Tabla 5. Masa utilizada para la extraccion de ADN.

Muestra Compost Masa (mg)
1 PBS 0,1978
2 PBS 0,2067
3 PBS 0,1988
4 Control 0,1983
5 Control 0,2048
6 Control 0,1979
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Posteriormente, se fijaron los tubos de forma horizontal en un adaptador vortex compatible
agitandose por 10 minutos para favorecer la lisis mecénica y quimica (rompimiento de membranas
de las células microbianas). Luego de la agitacion se centrifugaron los tubos a 15 000 x g (15 000
veces la gravedad) durante 1,2 minutos. El sobrenadante obtenido (500—-600 uL), que podia
contener particulas finas de suelo, se transfirié cuidadosamente a un tubo de microcentrifuga

limpio de 2 mL.

Luego fueron anadidos 200 pL de la solucion CD2 (solucion de eliminacion de inhibidores),
mezclandose durante 5 s, y se centrifugd nuevamente a 15 000 x g durante 1,2 minutos a
temperatura ambiente, para posteriormente transferir el sobrenadante (entre 500 y 600 pnL) a un
nuevo tubo de microcentrifuga. Posteriormente, se incorporaron 600 pL de la soluciéon CD3
(solucion de precipitacion secundaria de inhibidores y proteinas), agitindose durante 5 s. De esta
mezcla, se cargaron 650 pL del lisado en una columna MB Spin, que sirve para la purificacion
del ADN, la cual se centrifug6 a 15 000 x g durante 1,2 minutos. El flujo obtenido se descartd y

el procedimiento se repitié hasta asegurar que la totalidad del lisado pasara a través de la columna.

La columna MB Spin se colocd cuidadosamente en un tubo de recoleccion limpio de 2 mL,
evitando el contacto del flujo con la membrana. Se afiadieron 500 puL de la solucion EA (sirve
para desprender el ADN de la membrana de silica de la columna MB Spin) y se centrifugd a 15
000 x g durante 1,2 minutos. Posteriormente, se descarto el flujo y se repitio el lavado anadiendo
500 puL de la solucion C5 (usado para lavados de columna MN Spin para eliminar sales, proteinas
y contaminantes), seguido de una centrifugacion a 15 000 x g durante 1,2 minutos. La columna
se transfirid a un nuevo tubo de recoleccion de 2 mL y se centrifugd a 16 000 x g durante 2
minutos para eliminar residuos de etanol. Finalmente, la columna MB Spin se coloc6 en un tubo
de elucion de 1,5 mL y se afiadieron 50—100 pL de la solucion C6 (se usa al final para recuperar

el ADN ligado a la columna) directamente al centro de la membrana del filtro.

La elucion del ADN se realizé mediante centrifugacion a 15 000 x g durante 1,2 minutos. Luego,
la columna fue descartada y el ADN qued¢ listo para su posterior analisis. EI ADN extraido se
almaceno a -20 °C ya que la solucion C6 no contiene EDTA, colaborando con la preservacion de
la integridad del ADN. La informacion del proceso de extraccion de ADN se tomé del manual

del fabricante [40].
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5.4.6.2.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

El PCR permite la amplificacion rapida a miles de millones de un segmento especifico de ADN,
utilizando fragmentos cortos de ADN sintético, denominados cebadores, para conseguir un
segmento del genoma que se amplificara, con la finalidad de estudiar la molécula del ADN en

detalle [41].

Se prepararon un total de 10 reacciones de PCR. De estas, seis correspondieron a muestras de
ADN extraido, distribuidas en tres provenientes de compost con PBS-Celulosa y tres de compost
sin PBS-Celulosa. Ademas, se incluy6 un control positivo utilizando ADN de Escherichia coli,
con el fin de verificar el correcto funcionamiento de la reaccion. También se incorpord un control
negativo, en el cual el ADN fue sustituido por una solucion buffer de hidréxido de sodio (NaOH),
para descartar posibles contaminaciones. Finalmente, se prepararon dos reacciones adicionales

como respaldo ante eventuales errores de pipeteo durante el procedimiento.

Todo fue preparado en una mezcla maestra Master Mix, distribuyéndose posteriormente 18 pL
de dicha mezcla en cada tubo, luego se anadieron 2 uL del ADN correspondiente o buffer en el
caso del control negativo. El Master Mix concentrado 2X se refiere al nucleo de la reaccion de
PCR ya que contiene la ADN de la polimerasa estable, cuya funcion es la de garantizar
condiciones Optimas para la amplificacion del ADN y reducir la variabilidad entre reacciones
[42]. Fue utilizado un molino de laboratorio para el rompimiento y homogenizacion de tejidos

(Anexo 10).

El control positivo con ADN de Escherichia coli, se emplea como referencia para confirmar la
funcionalidad del sistema de PCR, siendo necesario para validar la eficiencia del protocolo y
garantizar la interpretacion correcta de los resultados obtenidos en las muestras analizadas. El
control negativo se prepara sustituyendo el ADN molde por buffer, y su funcioén principal es
detectar la posible presencia de contaminacion por ADN exdgenos en los reactivos, materiales o

durante la manipulacion experimental [42].

Se prepar6 el gel de agarosa para realizar el analisis de la fragmentacion del ADN mediante
electroforesis, utilizando una solucion amortiguadora a base a acido borico. La solucién madre se

formuldé mezclando 25 mL de acido bérico con 475 mL de agua destilada, obteniéndose un
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volumen final de 500 mL de buffer de trabajo. Se utilizaron 0,5 g de agarosa en polvo, transferidos
a un Erlenmeyer de 171 g, adicionandose el volumen del buffer preparado, calentando la muestra
hasta casi la ebullicion para poder diluir la agarosa, colocandose posteriormente en un molde de
50 mL, dejandolo reposar para que sea solidificado, se utilizé un termociclador para PCR (Anexo

9).

El gel se utiliza como una matriz semisolida para separar, visualizar y analizar la fragmentacion
de ADN mediante electroforesis, permitiendo la migracion diferencial de las moléculas de ADN
en funcion de su tamafo mediante la aplicacion de un campo eléctrico. Se utilizé una camara de
electroforesis con fuente de poder (Figura 10). La funcion de esta cdmara es separar fragmentos
de ADN mediante la aplicacion de un campo eléctrico controlado a través del gel de agarosa

sumergido en una solucion amortiguadora.

Figura 10. Camara de electroforesis para separacion de ADN.

5.5 Caracterizacion de las muestras de PBS-Celulosa durante el proceso de compostaje.

El PBS-Celulosa fue caracterizado mediante las muestras extraidas de los 8 reactores iniciando
en el dia 0, y siguiendo con los dias 11, 28, 42, 56, 72 y 85 del ensayo. Luego fueron lavadas con
agua destilada y posteriormente secadas a 40 °C en la incubadora hasta llegar a masa constante.

La caracterizacion del PBS-Celulosa se realizd por medio de la espectroscopia infrarroja por
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transformada de Fourier (FT-IR), el andlisis de microscopia electronica de barrido (SEM), el
andlisis termogravimétrico (TGA) y la calorimetria de barrido diferencial (DSC). Estos anélisis

se realizaron en el LANOTEC.

5.5.1  Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

Para el andlisis del FT-IR se utiliz6 un espectrometro infrarrojo Nicolet iS50 FT-IR, Thermo
Fischer Scientific (Figura 11), para el barrido se usé un rango de 500 a 4000 cm™ y los espectros

fueron analizados con el software OMNIC 8.1 (OMNIC Series 8.1.10, Thermo Fischer Scientific).

Las muestras para este andlisis fueron procedentes de cada uno de los dias del ensayo y las
mediciones se realizaron por triplicado, sacando un promedio de cada uno de los dias para su
respectivo analisis. Los datos obtenidos fueron el indice de carbonilo (Ico) en funcioén con la
absorbancia a partir de la relacion entre el 4rea bajo el pico de carbonilo (C=0) y el area bajo el

pico de C-H.

Figura 11. Espectrometro infrarrojo Nicolet iS50 FT-IR, Thermo Fischer Scientific.
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5.5.2 Calorimetria de barrido diferencial (DSC)

Se utilizd6 un calorimetro diferencial de barrido DSC Q200 (Figura 12), usando el software
Universal Analysis 2000 (version 4.5A, TA Instruments) y un flujo de nitrégeno de 50 mL/min.
El rango de temperatura fue de 10 hasta 400°C, equilibrandose a 40°C.

Se evaluaron las muestras por triplicado para cada uno de los 7 dias del ensayo. La masa

correspondid a ~ 2 mg por cada muestra. Posteriormente, se promediaron los resultados.

Figura 12. Calorimetro diferencial de barrido DSC Q200.

5.5.3  Analisis Termogravimeétrico (TGA)

Se utilizd un analizador termogravimétrico PerkinElmer TGA 4000 (Figura 13), con un flujo de
nitrégeno de 20 mL/min, manteniéndose el equipo en equilibrio a 25 °C por 5 min. Se uso un
rango de temperatura de 40 a 1000 °C. Se hicieron dos repeticiones por cada muestra con una

masa de ~ 3 mg por muestra correspondiente a cada uno de los 7 dias del ensayo.
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Figura 13. Analizador termogravimétrico (TGA) PerkinElmer TGA 4000.

5.5.4  Microscopia electronica de barrido (SEM)

Este analisis se llevd a cabo en un microscopio electronico de barrido (JEOL, JSM 6390LV)
(Figura 14). Se crearon imagenes de cada una de las muestras de PBS-Celulosa. Se evalu6 una
muestra por cada uno de los 7 dias del ensayo, desde el dia 0 (antes del compostaje hasta el dia
85, que fue el ultimo dia del ensayo). Las muestras se cortaron en dimensiones de ~1 x 1 mm para
colocarlas sobre la base y realizaron cortes de ~2 % 0,5 mm para colocarlas de forma vertical para

la obtencion de la vista lateral de cada una de las muestras.
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Figura 14. Microscopio electronico de barrido JEOL, JSM 6390LV.

5.6 Andlisis de fitotoxicidad con semillas de tomate (Solanum lycopersicum) y pepino

(Cucumis sativus)

Para los ensayos de fitotoxicidad en el compost resultante se usaron semillas de tomate (Solanum
lycopersicum) y pepino (Cucumis sativus) basado en la norma UNE-EN 13432:2001/AC:2005
[28] Este ensayo mostro el crecimiento de las plantas de tomate y pepino en condiciones
controladas de invernadero [26]. Se realizaron 10 tratamientos que se subdividieron en 5
pertenecientes a una mezcla de TC con CPBS y TC con CTRL. Estos tratamientos se muestran
en la Tabla 4, en esta se especifica el porcentaje de abono organico y de compost estandar con

PBS-Celulosa.
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Tabla 4. Tratamientos que corresponden a una mezcla de tierra comercial y compost sintético

con PBS y celulosa para la ejecucion de los ensayos de fitotoxicidad.

CULTIVO TRATAMIENTO TC (%) CPBS (%) TC (%) CTRL (%)

1 100 0 100 0
T te (Sol 2 y o y s
opopersciomy 3 > . . o
4 50 50 50 50

5 75 25 75 25

1 100 0 100 0
2 0 100 0 100

Pepino ('Cucumis 3 25 75 25 75

sativus)
4 50 50 50 50
5 75 25 75 25

En el caso de las mezclas de TC + CPBS se incluyen tratamientos con proporciones variables de
tierra comercial y compost sintético con PBS seglin los porcentajes que se detallan en la Tabla 4.
Con respecto a las mezclas de CTRLATC, se incluye una mezcla de tierra comercial con el control.
El control puede representar un material inerte o una condicion base que permite evaluar el efecto
del TC combinado con el CTRL. En los tratamientos 3,4 y 5 tanto el compost sintético como el
control estdn mezclados con tierra comercial en proporciones iguales, permitiendo una
comparacion directa entre los efectos del compost y el control cuando se mezclan con tierra

comercial.

5.6.1 Proceso para ensayos de fitotoxicidad

Se utilizaron 8 almacigos de 128 celdas (Figura 15) para colocar los diferentes tratamientos
(Tabla 4) en los que el TC fue el punto de comparacion entre las mezclas de TC, CPBS y CTRL,
modificando la metodologia realizada por Torrez [43]. La tierra comercial es la Super Tierra
Evergreen, esta se tomo como el control y la referencia denominada TC. Se colocaron los
almacigos en un invernadero ubicado en el CIGRAS. Los mismos se colocaron dentro de un mini
tunel dentro del invernadero. Este tiene la opcidn del riego por microaspersion automatizado y se
utilizo6 para el riego de ambos cultivos. El tiempo de riego fue 4 veces por dias cada 6 horas entre

riego, con una duracién de 1 minuto por riego por 21 dias.
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30 celdas-25 % 30 celdas-25 % 30 celdas-75 %
TC-75 % PBS TC- 75 % PBS- TC-25 % PBS

1 repeticion 2 repeticion 1 repeticién
30 celdas-50 % X 30 celdas-50 % 30 celdas-100 %

TC- 50 % PBS TC-50 % PBS TC

1 repeticién 2 repeticién 1 repeticién

Figura 15. Distribucion de dos combinaciones de mezcla de TC y compost +PBS-Celulosa para

el tratamiento con tomate.

Se realiz6 una prueba de germinacion en una cdmara Hoffman (Anexo 6), ubicada en el CIGRAS.
Esta prueba de germinacion se llevo a cabo previo a los ensayos de fitotoxicidad. El procedimiento
consistié en mantener las semillas a una temperatura de 20 °C durante 12 horas, seguida de 30 °C
por otras 12 horas, con un fotoperiodo de 12 horas, de acuerdo con la norma de germinacion de
semillas [44]. Posteriormente, se evalud el crecimiento de las plantas de tomate y pepino,
midiendo la longitud de la raiz, el tallo y las hojas; ademads, se determiné el porcentaje de

germinacion.

5.6.2  Diserio experimental del ensayo

La Figura 16 muestra el disefio experimental para la evaluacion del proceso de compostaje. Se
utilizaron 12 reactores, 8 con compost con PBS-Celulosa y 4 con compost sin PBS-Celulosa. Se
realizo un andlisis fisicoquimico y uno microbioldgico tanto al compost con PBS como al que no
tiene PBS-Celulosa. Para los reactores con PBS-Celulosa, luego del proceso de degradacion, se
realizo la caracterizacion del PBS-Celulosa, especificamente con los analisis de FTIR, DSC, TGA
y SEM. Al final, se ejecutd un ensayo de fitotoxicidad con los diferentes tratamientos utilizando

pepino y tomate.
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Figura 16. Disefio completo del ensayo.

5.6.3  Analisis estadistico

Se utilizo el software estadistico Infostat version 2020, mismo que sirvio para la obtencion de los
datos del andlisis de varianza por medio de la prueba Tukey, con la finalidad de detectar si

existieron diferencias significativas.
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6 RESULTADOS

6.1 Proceso de desintegracion del PBS-Celulosa de 70 um en un compost sintético

6.1.1 Temperatura durante el periodo de incubacion

La temperatura dentro de la incubadora se determind con un termémetro (Design Protected) en el
periodo de las 12 semanas del proceso de compostaje. Esta temperatura se debe aproximar a 58 +
2 °C segun la norma UNE-EN ISO 20200:2015. La temperatura maxima presenta una ligera
fluctuacién entre 57,7 y 58,4 °C; sin embargo, como tendencia general muestra una ligera
disminucion a lo largo de las semanas del periodo de compostaje, con un pico en la semana 1. En
el caso de las temperaturas minimas, estas oscilan entre 57.6 y 58.2 °C, con un comportamiento
similar al de las temperaturas méximas, observandose también una tendencia a la baja, aunque
menos pronunciada. Ambas temperaturas se mantienen estables dentro de un rango limitado,

mostrando un control efectivo del ambiente dentro de la incubadora.

Los datos analizados indican que el sistema de incubacién mantiene las temperaturas dentro de
un rango optimo. Este resultado es esencial para cumplir con los estandares establecidos por la
norma UNE-EN ISO 20200:2015 en condiciones simuladas de compostaje. La Figura 17 presenta

los registros de temperatura durante las 12 semanas de duracion del compostaje.

60 p
59,5 F
59 F
58,5 F
| \ /\/\
57,5 F
57 F
56,5 F
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55,5 F

55 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 )

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

e Semana e Temperatura Maxima °C Temperatura Minima °C

Figura 17. Temperatura maxima y minima promedio semanal en la incubadora durante el

compostaje.
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El promedio de la temperatura méxima durante las 12 semanas de incubacion fue de 58,03 °Cy
el de temperatura minima fue de 57,88 °C, ambas estan en el rango permitido por la norma UNE-
EN ISO 20200:2015 que es de 58 + 2 °C. La semana que alcanz6 la mayor temperatura fue la 1
con 58,40 °C y la semana que alcanz6 la menor temperatura fue la 7 con 57,60 °C. Las
fluctuaciones leves de la temperatura se dan por una combinacién de factores bioldgicos,
fisicoquimicos y operativos propios del proceso de compostaje. El comportamiento de la
temperatura muestra una consistencia durante las 12 semanas de incubacion, sin la presencia de
cambios bruscos que podrian afectar al compost durante la incubacion. La temperatura obtenida
en los reactores se puede obtener a escalas industriales con un sistema adecuado de compostaje,
el cual es aplicable en distintos entornos en del pais segun el Plan Nacional de Compostaje

promoviendo una economia circular.

6.1.2 Olor

Durante las primeras dos semanas de incubacion, el compost sintético presentd una emision
intensa de olor a amoniaco (NHs). A partir de la semana 3, esta intensidad comenz6 a disminuir
de manera progresiva, hasta desaparecer por completo al inicio de la semana 5. La presencia de
amoniaco se asocia a un desbalance en la relacion carbono: nitrogeno (C: N); en este caso, el
nitrogeno proveniente de la urea incorporada al sustrato se transforma y libera NHs durante el

proceso de biodegradacion del compostaje.

De la semana 5 a la semana 12, el compost desarrolldé tinicamente un olor suave caracteristico,
similar al de la tierra o suelo, sin generar aromas desagradables. Este comportamiento indica una
adecuada estabilizacion del material y sugiere que el compost sintético alcanzo las condiciones

esperadas conforme avanzo el proceso de compostaje.

6.1.3  Aspecto visual

El aspecto visual del compost en los reactores mostro al inicio del dia 0 un color claro antes del
ingreso a la incubadora. Este color lo presento6 tanto el compost que tenia PBS-Celulosa como el
que no tenia. Al inicio de la segunda semana, el compost en ambos casos empezd a oscurecerse
debido al proceso de madurez que iba presentando por la actividad microbioldgica y los procesos

de descomposicion que ocurren a altas temperaturas durante la fase termofilica entre 40 y 70 °C
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[45], ya que la fase mesofilica ocurre al inicio del proceso de compostaje con microorganismos
que degradan compuestos faciles (alrededor de 20 a 40 °C). La Figura 18 evidencia el cambio de
color del compost con PBS-Celulosa y sin PBS-Celulosa en las semanas 1 y 12 durante el proceso

de maduracion.

“. — —A
Semana 1 con PBS Semana 6 con PBS -Semanc; 12 con PBS

s 33 s S W e . TETNE RIS CRERAR
Semana 1 sin PBS Semana 6 sin PBS Semana 12 sin PBS

Figura 18. Cambio de color del compost sintético con PBS-Celulosa y sin PBS-Celulosa en las

semanas 1,6y 12.

6.1.4  Reduccion de los solidos volatiles

Para la determinacion del contenido de solidos volatiles, las muestras fueron primero expuestas a
un secado a 105 °C. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 6, a partir de los cuales se
calcul6 la masa inicial y final requerida para el computo del promedio de los solidos volatiles. El
promedio de pérdida de masa registrado en los recipientes fue de 5,70 %, con un rango de
variacion entre 5,32 y 5,90 %, lo que evidencia una adecuada homogeneidad en el contenido de
humedad inicial y en el proceso de secado. La pérdida de humedad cercana al 6 % sugiere que el
compost presentaba un contenido relativamente bajo de agua al momento del anélisis, lo cual es
consistente con un estado avanzado de maduracion y estabilizacion del material.
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Tabla 6. Resultados del secado del compost a 105 °C en un horno de convecciéon forzada.

Compost I.’e.so Pes’0 Perdida Pérdida
Recipiente . lfeso agregado recipiente después de masa de masa
recipiente (g) (@ +compost secado a (%) promedio
(8 105°C (g) (%)
1 38,20 7,50 45,70 43,20 5,79
2 37,50 7,50 45,00 42,50 5,88
3 37,60 7,50 45,10 42,60 5,87
4 37,70 7,50 45,20 42,70 5,85
5 38,00 7,50 45,50 43,00 5,81
6 37,80 7,50 45,30 42,80 5,84
7 37,40 7,50 44,90 42,40 5,90 510
8 37,70 7,50 45,20 42,70 5,85
9 37,80 7,50 45,30 43,00 5,35
10 37,60 7,50 45,10 42,80 5,37
11 37,90 7,50 45,40 43,00 5,58
12 38,00 7,50 45,50 43,20 5,32

El contenido de so6lidos volatiles se muestra en la Tabla 7. El resultado segtin la norma UNE-EN
ISO 20200:2015 debe ser igual o mayor a 30% [27]. La Tabla 7 muestra el promedio de cada
tratamiento. Se evidencia que todos los tratamientos lograron cumplir con el requerimiento de la
norma, siendo los reactores con PBS-Celulosa los que arrojaron el promedio mas alto
correspondiente a 57,85 %, con una desviacion estandar de 3,21. Los reactores sin PBS-Celulosa
arrojaron un promedio de 57,30 % con una desviacion estdndar de 2,33, mostrando que los
reactores que contienen PBS-Celulosa presentan los resultados mas fluctuantes. La presencia de
PBS-Celulosa parece incrementar el porcentaje de solidos volatiles, mejorando la descomposicion
de estos. El reactor 8 presenta el valor més alto de R, este podria tener un alto contenido de
microrganismos activos dentro del reactor, dado por una adecuada condicién para el crecimiento
de estos, tales como la eficiencia en la retencion y una menor purga de los lodos [46]. Los datos
de solidos volatiles confirman que el ensayo realizado es valido, ya que supera ampliamente el 30
% minimo establecido por la normativa para la reduccién de so6lidos volatiles. Ademas, la
variacion del grado de desintegracion entre las muestras de PBS-Celulosa en los ocho reactores

fue menor al 20 %, cumpliendo con el criterio de homogeneidad requerido.
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La diferencia entre los promedios de ambos tratamientos fue pequefia (0,55 %), lo que sugiere
que la presencia de PBS-Celulosa no gener6 un cambio significativo en el valor medio de R (%),

aunque si se observo una mayor dispersion de los datos en el sistema con PBS.

Tabla 7. Reduccioén del contenido de solidos volatiles de los 12 reactores.

Roor KOO Pomao R0 it
Con PBS 1 56,91
Con PBS 2 55,48
Con PBS 3 56,98
Con PBS 4 56,71
ConPBS5 61,72 57,85 3,21
Con PBS 6 53,13
Con PBS 7 59,05
Con PBS 8 62,83
Sin PBS 1 5921
Sin PBS 2 58,80
Sin PBS 3 57,12 57,30 2,33
Sin PBS 4 54,08

6.1.5 Grado de desintegracion del PBS-Celulosa

La Tabla 8 presenta el grado de desintegracion del PBS-Celulosa en los 8 reactores de
compostaje. El grado de desintegracion del polimero PBS-Celulosa alcanz6é un 99,68%. El
funcionamiento de los ocho reactores resultod ser eficiente, dado que las diferencias entre los
porcentajes de desintegracion obtenidos para cada muestra fueron inferiores al 0,05 %, lo que

evidencia una adecuada reproducibilidad del sistema.
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Tabla 8. Desintegracion del PBS-Celulosa en los 8 reactores de compostaje incluidos en este

estudio.
PBS P;:lnll)i;léo PBS no Pr(i)lll;gd:loodel Desintegracion Desintegracion
Reactor inicial R desintegrado . del PBS promedio del
inicial desintegrado o o
(mg) (mg) (mg) (mg) (%) PBS (%)
1 15010 49,10 99,67%
2 15021 51,80 99,66%
3 15006 50,20 99,67%
4 15043 50,10 99,67%
15 041 48,66 99,68%
5 15030 49,80 99,67%
6 15103 49,30 99,67%
7 15021 45,00 99,70%
8 15 091 44,00 99,71%

Es importante destacar que, aunque el porcentaje de desintegracion fue elevado, no se logro
alcanzar el 100 %. Esto se podria atribuir al grosor inicial del PBS-Celulosa (70 um). El grosor
de este duplica al empleado en otros estudios. Por ejemplo, Torrez [43] utiliz6 acido poliléactico
(PLA) con un grosor de 20 um, logrando una desintegracion completa del biopolimero. Este
contraste sugiere que el grosor influye significativamente en la eficiencia de la degradacion bajo

condiciones de compostaje.

6.1.1 Muestreo del PBS para la caracterizacion

En la Figura 19 se observan las muestras extraidas durante los 7 dias. Este tiempo es el requerido
segun la norma UNE-EN ISO 20200:2015. En el dia 0, el PBS-Celulosa se mantuvo intacto, liso
y sin alteraciones, a partir del dia 11 se comienzan a notar algunos cambios menores en el
bioplastico como una superficie menos lisa y la aparicion de manchas. Para el dia 28, se
incrementa el dafio, se notan los bordes del PBS-Celulosa desintegrados y tiene mas
irregularidades. El dia 42 el PBS-Celulosa se nota mas reducido en tamafio y grosor con un
aspecto poroso. El dia 56 presenta una mayor disminucién del tamaio y deterioro. En el dia 73,

el PBS-Celulosa estd muy degradado con perforaciones y cortes dentro del mismo.
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Figura 19. Muestras de PBS-Celulosa extraidas durante la maduracion del compost sintético.

Por ultimo, el bioplastico tiene un menor tamafo, con textura rugosa y color marron intenso para
el dia 85. Se evidencia que el PBS-Celulosa sufrié de una degradacion progresiva dando a
entender que es susceptible a la degradacion en condiciones de compostaje en la que pierde masa,

se deteriora y pierde propiedades estructurales con el paso del tiempo.

6.1.1 Caracterizacion del PBS-Celulosa durante el proceso de compostaje.

Para poder determinar la caracterizacion del proceso de degradacion del PBS-Celulosa, existen
analisis cuantitativos para mostrar la biodegradacion del polimero en un proceso de compostaje
[47]. Entre estos analisis caben mencionar la microscopia electronica de barrido (SEM). Se
obtuvieron imagenes SEM del PBS-Celulosa, estas muestran la estructura de las muestras en su
superficie y permiten evaluar los cambios que experimenta la superficie del polimero durante la

degradacion y al final de esta [48].

Posteriormente, se aplicd un analisis de calorimetria diferencial de barrido (DSC). Esta permite
determinar las propiedades térmicas de los polimeros como la temperatura y las entalpias de

fusién y cristalizacion en frio [49].

Se realiz6 también un analisis de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR).
Este estudia la absorcion o emision de la energia provocada entre la radiacion electromagnética
del material de estudio [50], en este caso el PBS-Celulosa. Por ultimo, se realizd un analisis
termogravimétrico (TGA) (Anexo 4), que consiste en determinar el comportamiento de la

degradacion térmica de los bioplasticos [51].
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6.1.1.1 Analisis de microscopia electronica de barrido (SEM)

Por medio de la técnica SEM se obtuvieron imagenes precisas del PBS-Celulosa durante el
proceso de compostaje. Estas permiten observar la morfologia y estructura del bioplastico, asi
como los cambios fisicos observados al inicio del proceso de biodegradacion, considerando las
superficies frontales y laterales. La Figura 20 muestra las micrografias de los dias 0 y 11 durante

el proceso de compostaje en sus vistas frontal y lateral.

10kV X1,000 10pum 0000 08 40 SEI 10kV X500 50uym 0000 08 40 SEI

Figura 20. Morfologia SEM del polimero PBS-Celulosa durante el proceso de compostaje: a)
vista frontal y b) vista lateral del dia 0; ¢) vista frontal y d) vista lateral del dia 11.

La micrografia frontal del dia 0 presenta una superficie lisa, continua y homogénea, no se
observan cavidades o desprendimientos de material. Esta apariencia es normal para el PBS-
Celulosa antes del compostaje por su naturaleza semicristalina y su alta integridad estructural.
Estos datos coinciden con la literatura, el PBS-Celulosa antes de biodegradarse muestra
superficies densas sin porosidad debido a su cristalinidad [52]. La vista lateral del dia 0 muestra
un espesor uniforme y un borde compacto sin desprendimiento del material, evidenciando que el

PBS-Celulosa no ha sido expuesto al proceso de compostaje ni de biodegradacion.
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La vista frontal en el dia 11 muestra cambios drasticos en contraste con el dia 0. Se presentan
agregados esféricos y un inicio de la colonizacién microbiana en la superficie del PBS-Celulosa,
normal para el proceso de compostaje. Asimismo, el PBS-Celulosa empieza a mostrar erosiones
localizadas e irregularidades, coincidiendo con el inicio del deterioro, donde se generan rupturas
en las cadenas del biopolimero antes de su mineralizacion progresiva [53]. La vista lateral del dia
11 revela un desgaste consistente en las capas externas del PBS-Celulosa, donde se observan
fisuras, rugosidad y erosion del borde del bioplastico. La biodegradacion no solo afecta la parte

frontal, sino también la parte lateral, en especial en las zonas internas.

El biopolimero PBS-Celulosa extraido del compostaje los dias 28 y 42 se muestra en la
micrografia tanto en la vista frontal como en la lateral de la Figura 21. Se identifica una superficie
con deterioro en la vista frontal del dia 28 con fisuras, desprendimiento del material y cavidades,
evidenciando un avance sostenido en la biodegradacion bioldgica y quimica del PBS-Celulosa.
Un aumento en la rugosidad y las grietas del bioplastico se asocia a la hidrolisis de los enlaces
éster y a la presencia de la comunidad microbiana, contempldndose como la primera etapa de la
biodegradacion del polimero [23]. La vista lateral de la muestra recolectada el dia 28 presenta
deterioro hacia el interior del PBS-Celulosa con fragmentos desprendidos y canales formados por
la actividad microbiana; en consecuencia, se presenta una disminucion de la integridad mecanica

del PBS-Celulosa.

Para el dia 42 la vista frontal muestra rugosidad, microporos producto de la colonizacién
microbiana temprana. Comparado con el dia 28 se observa una etapa de plasticizacion por
humedad, deterioro menos profundo y mas homogéneo. La vista lateral del dia 42 muestra una
erosion superficial con poco desprendimiento de la capa externa del PBS-Celulosa, no

observandose danos estructurales profundos como en el dia 28.
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Figura 21. Morfologia SEM del polimero PBS-Celulosa durante el proceso de compostaje: a)
vista frontal y b) vista lateral del dia 28; c) vista frontal y d) vista lateral del dia 42.

La evolucion morfolégica del PBS-Celulosa los dias 57, 73 7 85 se muestran en la Figura 22
como parte de las etapas avanzadas del proceso de compostaje. La vista frontal del dia 57 muestra
una superficie rugosa y con mayor erosion en comparacion con los dias previos, donde se
encuentran desprendimientos laminares y una superficie con mayor colapso, sugiriendo una
hidrolisis de los enlaces éster [54]. Ademas, la superficie sufre de microgrietas indicando que el
PBS-Celulosa esta sufriendo debilitamiento estructural. La vista lateral del dia 57 revela una
separacion de las capas que es normal al ser sometidos a mecanismos de hidrélisis y erosion

bioldgica.
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Figura 22. Morfologia del polimero PBS-Celulosa durante el compostaje: a) vista frontal y b)
vista lateral del dia 57; c) vista frontal y d) vista lateral del dia 73; e) vista frontal y f) vista
lateral del dia 85.

La vista frontal del dia 73 (Figura 22 c¢) presenta mayores cavidades y acumulacién de los
residuos producto de la degradacion, con fragmentos desprendidos asociados a la colonizacion
microbiana. Segiin Shan [55], después de la etapa de hidrolisis, los microorganismos utilizan los
oligomeros resultantes como fuentes de carbono para acelerar la biodegradacion. La vista lateral
evidencia un colapso parcial estructural donde existen zonas donde hay una clara disminucion del
espesor del PBS-Celulosa con una erosion desde la superficie hacia el centro, mostrando una

degradacion superficial y profunda.

La vista frontal del dia 85 (Figura 22 e) muestra una superficie altamente desintegrada con
muchas particulas desprendidas, indicando que el PBS-Celulosa ha alcanzado una fase de
biodegradacion avanzada e intensiva con una probable reduccion de su masa. Con respecto al
espesor, la vista lateral muestra una estructura practicamente colapsada, con una baja integridad
mecanica por la erosion completa. Este resultado confirma que el PBS-Celulosa es susceptible a

la biodegradacion profunda bajo condiciones de compostaje.
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La Figura 23 muestra la evolucién del grosor del bioplastico PBS-Celulosa dentro del compost
sintético en el momento de la incubacion a 58 °C, al ser evaluado mediante SEM. Aunque se
esperaria que exista una disminucion constante del grosor del bioplastico, los datos obtenidos
muestran un comportamiento no lineal, con reducciones y aumentos. Las fases de disminuciéon
del grosor (dias 11, 20, 73) muestran la biodegradacioén del PBS-Celulosa por la hidrolisis a 58°C
que produce pérdida de masa, aparicion de fisuras dentro del PBS-Celulosa, erosion en la

superficie y desprendimiento de algunas capas externas.

El aumento del grosor identificado los dias 42 y 57 se podria atribuir a un hinchamiento por la
absorcion de agua que produce que el grosor aumente. Este fendémeno ocurre en las primeras
etapas de la hidrdlisis por la penetracion del agua en las regiones amorfas [56]. Un aumento del
grosor se presenta en el dia 85 con respecto al dia 73 debido a procesos morfologicos avanzados
propios de la etapa final de degradacion del PBS-Celulosa. Al darse microfisuras, porosidad y
desprendimiento parcial de las capas, el material tiende a curvarse o compactarse, generando un

aumento aparente del grosor y alterando la geometria del PBS-Celulosa.
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Figura 23. Cambio en el grosor del PBS-Celulosa (%) desde el dia 0 medido por SEM versus el
tiempo de compostaje (58 °C).
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6.1.1.2 Analisis de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-

IR)

La aplicacion de los andlisis de FT-IR permitieron cuantificar la frecuencia que absorben y
transmiten los grupos funcionales de un elemento en concreto dentro de una muestra. Ademas, se
logran detectar los picos caracteristicos del PBS-Celulosa, pudiéndose sefialar los grupos

funcionales asociados.

El pico del enlace C=O corresponde a la vibracion del estiramiento o la tension del grupo
carbonilo (enlace C=0) en el grupo éster presente en el PBS-Celulosa en un rango de 1720y 1740
cm’! [57]. A pesar de que el enlace C=0 dio 1712,51 cm™ (dias 0, 28, 57, 73), 1708,65 cm™! (dias
11, 85) y 1724,08 cm™ (dia 42), corresponden con la vibracion de este enlace en el grupo éster,
con la diferencia que se desplaza ligeramente hacia las frecuencias mas bajas respecto al valor
esperado (1720 y 1740 cm™). Esta desviacion es aceptable y esperable ya que pequefios
desplazamientos pueden producirse debido a variaciones de la cristalinidad, presencia de
hidrogeno, humedad de la muestra; ademas, a la interaccion o cambios moleculares durante la

degradacion [58].

La Figura 24 muestra los resultados del analisis FT-IR aplicado a la muestra del PBS-Celulosa
antes del proceso de compostaje. El pico del C=0 de 1712,51 cm’! corresponde al estiramiento
presente en los esteres del bioplastico. Este resultado indica la alta presencia del enlace éster. Se
evidencia que el PBS-Celulosa esta intacto sin degradacion, manteniendo su estructura quimica

original y la ausencia de hidrolisis.
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Figura 24. Caracterizacion del FT-IR del PBS-Celulosa antes del proceso de compostaje (izquierda) y al dia 11 del proceso de

compostaje (derecha).
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La reduccion del grupo carbonilo se evidencia para el dia 11, con un pico de 1708,65 cm™,
indicando una pérdida de la sefial del grupo éster en la muestra superficial e iniciando una
degradacion quimica probablemente por la hidrélisis de los enlaces éster, en las que se liberan
alcoholes y acidos carboxilicos, evidenciando el proceso de degradacion del PBS-Celulosa en el
compostaje. La disminucioén del C=0 pas6 de 23,91 % el dia 0 a 4,47 % el dia 11, presentando
una pérdida de 19,44%. Esta disminucion evidencia las rupturas de las cadenas del biopolimero

mediante el inicio de la degradacion [58].

El enlace C-H present6 para la mayoria de los resultados un rango ideal de 1450 a 1470 cm™ que
corresponde a las deformaciones del grupo CH». Estos resultados presentan un comportamiento
normal en el proceso de biodegradacion y los procesos quimicos del PBS-Celulosa [23], teniendo
menos absorcion del C-H por la disminucién de la intensidad. Sin embargo, el valor dio 1527,37
cm™ el dia 42, este se ubica fuera del rango ideal del C-H. Este resultado se podria atribuir a una
inferencia espectral, asociada a vibraciones aromaticas o biomasa adherida [59]. Dado lo anterior,
el valor anomalo obtenido el dia 42 no representa un aumento real de los valores alifaticos del
PBS-Celulosa, sino una interferencia provocada por el material externo o los compuestos

generados durante la degradacion.

El C=0 tiene un valor de 1,85 cm™ en el dia 42 mostrando una pérdida del material que se podria
afirmar que el punto de degradacion maxima, que se define como el momento en que un material
en este caso el PBS-Celulosa, tiene una mayor velocidad de descomposicion o pérdida de masa
debido a la ruptura de sus enlaces quimicos principales [60]. Existe un aumento del C=0 entre
los dias 57 a 73 posiblemente por una reorganizacion del material restante o formacion de nuevos
carbonilos por oxidacion secundaria. El grupo carbonilo no existe el dia 85 por desintegracion

superficial del material o pérdida de material detectable por el FTIR.

En relacién con el enlace C-H, este disminuye hasta el dia 42 debido a la degradacion de las
cadenas alifaticas del PBS-Celulosa. Luego, presenta un aumento entre los dias 57 a 73 debido a
la reorganizacion del polimero que aun no se ha degradado. Finalmente, el enlace disminuye para
el tltimo dia del proceso de compostaje (dia 85). Este resultado se podria atribuir a una posible

pérdida de la estructura orgénica que se puede detectar.
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El comportamiento del Ico del PBS-Celulosa se muestra en la Tabla 9. El valor es de 4,48 % el
dia 0 de compostaje, aumentando continuamente hasta el dia 28. Este comportamiento responde
al proceso de compostaje ya que hubo un aumento de la degradacion del PBS por rompimiento
de la cadena de esteres debido a la hidrélisis; ademas, la actividad microbiana y el crecimiento de
compuestos degradables aumentaron [61] Luego, inicia un descenso constante de los valores del
Ico hasta el dia 57 debido a la maduracion del compost, mostrando la oxidacion y degradacion
del material. En el periodo de tiempo de 42 a 57 dias hubo un descenso significativo del Ico
evidenciando la maxima degradacion estructural del PBS-Celulosa. Posteriormente, un aumento
de 1,56 % se produjo del dia 57 al 73, este resultado confirma la etapa intermedia de degradacion
oxidativa. Finalmente, el valor de Ico disminuy6 a 1,19 % para el dia 85. Este ultimo resultado
podria atribuirse a la adhesion del compost al PBS-Celulosa por la alta degradacion de este. En
general, el andlisis FTIR evidencia que si hubo degradacion quimica y oxidacién por la

degradacion de la estructura del material.

Tabla 9. indice carbonilo para PBS-Celulosa en sistema de compostaje.

Grupo Pico maximo C=0 Pico maximo C-H Ico
. C=0 C-H

Dia (em™) (ecm™) (%)
0 23,91 1712,51 5,34 1454,09 4,48
11 4.47 1708,65 0,26 1450,23 17,19
28 5,26 1712,51 0,19 1454,09 27,68
42 1,85 1724,08 0,19 1527,37 10,00
57 4,94 1712,51 3,08 1454,09 1,60
73 8,31 1712,51 2,63 1454,09 3,16
85 0,01 1708,65 0,01 1465,66 1,19

La Figura 25 muestra los espectros de absorbancia obtenidos mediante FTIR del PBS-Celulosa
realizado en esta investigacion. Puede observarse que se mantiene una tendencia al
desplazamiento de los picos maximos conforme avanza el tiempo de las muestras en el
compostaje. A partir del dia 11, la degradacion empieza por la disminucion del C=O. Al final del
ensayo el espectro aparece mas plano con ausencia de picos indicando una degradacion avanzada

del PBS-Celulosa.
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Figura 25. Espectro FTIR de la absorbancia (a.u) versus la longitud de onda (cm™) para el PBS-

Celulosa a diferentes periodos de tiempo durante el proceso de compostaje.

Comparando los resultados del FTIR de esta investigacion realizada con PBS-Celulosa con las
investigaciones de Torrez [43], que utilizo acido polilactico (PLA) y Segura [21] realizaron una
mezcla de PLA con Poli (Butilén Adipato-co-Tereftalato) (PBAT), se evidencia que el PBS tiene
una mayor velocidad de degradacion que el PLA/PBAT en relacion con el PLA y PLA/PBAT,
con un desplazamiento de picos notable hacia menor niimero de onda (cm™'), siendo leves en los
otros bioplasticos. Aunado a que el PBS-Celulosa tiene una rapida hidrolisis y pérdida de masa,
mientras que el PLA y PBAT son mas resistentes a la hidrolisis. Este fenomeno se da porque el

PLA tiene una estructura mas rigida y cristalina que el PBS-Celulosa [62].

Estos resultados evidencian que el PBS-Celulosa tiene una alta degradacion con una fase de
hidrolisis y otra de biodegradacion bioldgica. En esta ultima los fragmentos donde los fragmentos
del bioplastico son metabolizados por microorganismos. También existe una evolucion de la
degradacion oxidativa del PBS-Celulosa por el aumento y descenso de los valores del Ico (%)

[63].
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6.1.1.3 Analisis Termogravimétrico (TGA)

La Figura 26 muestra el comportamiento sobre la pérdida de masa del PBS-Celulosa al someterse
a diferentes temperaturas (40 a 1000 °C), donde es notoria la degradacion que sufre el bioplastico.
Se observa que entre los primeros 200 °C casi no hay pérdida de masa asociada a la disminucion

de humedad residual, comportamiento tipico de materiales poliméricos cristalinos [64].
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Figura 26. Termogramas del PBS-Celulosa durante el compostaje por medio de TGA.

Luego de los 300 °C se nota una caida pronunciada de la masa relacionada con el proceso de
degradacion térmica por la ruptura de enlaces é€ster en la cadena polimérica, indicando una
degradacion térmica primaria, que se da generalmente entre los 320 a 420 °C, donde el PBS-
Celulosa pierde alrededor de entre 60.80 % del total de su masa [65]. Posterior a los 450°C se
estabiliza la pérdida de masa, presentando pocos desplazamientos relacionados con cenizas
inorganicas a medida que aumenta el tiempo de degradacion, indicando una reduccion progresiva

de la estabilidad térmica del PBS-Celulosa.

La Tabla 10 muestra la pérdida porcentual de masa considerando 5 temperaturas diferentes,
tendiendo una tendencia general de aumento de pérdida de masa conforme aumenta la

temperatura. En el rango de 50 a 100 °C las variaciones de masa son minimas (-0,74 % a 1,38 %),
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sin que se encuentre evidencia de descomposicion térmica. Los valores negativos observados en
la tabla corresponden a errores instrumentales propios del equipo, adsorcion de humedad o ajustes
de linea base realizados por el software. Dichos fendmenos suceden con frecuencias en polimeros
cristalinos como el PBS-Celulosa, no representando ganancia de masa, sino mas bien

fluctuaciones dentro del error experimental [65].

Tabla 10. Pérdida de masa porcentual a 5 temperaturas (50, 100, 250, 500 y 750 °C) para el
PBS-Celulosa.

T(‘(;"i'z‘so 50 °C 100 °C 250 °C 500 °C 750 °C
0 0,30% 0,94% 3,81% 81,97% 87,18%
11 0,30% 0,98% 3,34% 80,61% 85,32%
28 0,02% -0,33% 0,67% 74,57% 78,47%
42 0,25% 1,04% 3,74% 77,57% 82,33%
57 0,26% 0,54% 3,85% 76,26% 85,54%
73 -0,11% -0,74% 0,85% 75,90% 80,60%
85 0,44% 1,38% 4,88% 78,04% 83,43%

A 250 °C se observan perdidas de masa entre 0,67 % a 3,85 %, lo que indica el inicio de la
degradacion térmica temprana, asociadas a la ruptura de enlaces éster y liberacion de compuestos
organicos volatiles [65] Para los 500 °C es donde ocurre la mayor etapa de degradacion térmica

con pérdidas de entre el 74,57 % y el 81,97% debido a la pirolisis del PBS-Celulosa.

Finalmente, para los 750 °C se completa la carbonizacion del PBS-Celulosa, quedando un residuo
inorganico asociado a presencia de cargas minerales o aditivos no combustibles. Todos estos
resultados demuestran que el PBS-Celulosa mantiene una buena estabilidad térmica durante todo
el periodo, confirmando su potencial de uso en aplicaciones biodegradables, siempre y cuando no

superen los 250 °C.

La Figura 27 muestra las derivadas termogravimétricas (DTG) de cada uno de los dias de
extraccion del PBS-Celulosa durante el proceso de compostaje, donde se evidencia la degradacion
térmica del biopolimero. Esta técnica determina con alta precision la temperatura dentro de las
cuales sucede la mayor pérdida de masa del PBS-Celulosa [66]. Se observa un pico entre 380 a
410 °C, que es la ruptura de enlaces éster mediante la degradacion de la cadena poliéster, rango
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normal para el PBS-Celulosa.
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Figura 27. Termogramas de la derivada del TGA del biopolimero PBS-Celulosa.

Para el dia 0 el pico es estrecho con alta intensidad indicando que el material es homogéneo,
conforme la biodegradacion entre los dias 11 a 73, avanza el pico se ensancha, mostrando la
reduccién del peso molecular y perdida parcial de cristalinidad. Para el dia 85 existe una
disminucion del pico y aumento de sefales a alta temperatura evidenciando una degradacion
avanzada del material. E1 PBS-Celulosa mantiene una degradacion térmica estable hasta el dia
57, luego se observa una ligera perdida de integridad térmica por degradacion hidrolitica, dejando

residuos no volatiles a medida que avanza el tiempo de degradacion.

6.1.1.4 Analisis de calorimetria de barrido diferencial (DSC)

La funcion de los anélisis de calorimetria de barrido (DSC) son para la medicién de cambios
fisicos y quimicos mediante la transferencia de calor de un material. Mediante esta técnica se

obtuvieron graficas del flujo de calor (W/g) en relacion con la temperatura (°C).

En el caso del PBS-Celulosa la transicion vitrea (Tg) se da entre -40 y -20°C, debido a que el
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PBS-Celulosa tiene una alta resistencia al impacto y al calor, asi como una alta elongacion a la
rotura [67]. En cuanto la temperatura de fusion (Tm) ronda entre los 90 y 120 °C, por ser altamente

cristalino y esa temperatura sus cristales se derriten durante el calentamiento [67].

La Figura 28 muestra los termogramas de los dia 0 (antes de compostaje) y el dia 11 (primer dia
de extraccion de muestra de PBS-Celulosa durante el proceso de compostaje), donde se observa
una endotermia inicial entre los 50 y 60 °C que obedece a una relajacion de la entalpia o
reorganizacion de cadenas amorfas por liberaciones internas [67], aclarando que en el dia 11 el
flujo de calor es menos negativo con un aumento sostenido de la temperatura, indicando una
menor absorcion de calor en comparacion con el dia 0. El dia muestra cambios fisicos o quimicos
debido al proceso de compostaje como reduccion de cristalinidad y degradacion del PBS-
Celulosa.
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Figura 28. Termograma DSC del PBS-Celulosa de los dias 0 y 11 del ensayo.

Los ntimeros negativos del flujo de calor (W/g) indican que, por ser un proceso endotérmico, la
sefal es negativa, esto obedece al instrumento utilizado para la toma de los datos, que en este caso

fue un calorimetro diferencial de barrido DSC Q200 (Figura 10).
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La Figura 29 muestra los termogramas DSC para las 7 muestras correspondientes a los 7 dias de
extraccion del PBS-Celulosa del compost en el proceso de incubacion en las que se evidencian
las transiciones térmicas del PBS-Celulosa tales como la transicion vitrea (Tg), cristalizacion (Tc)
y temperatura de fusion (Tm). En el caso de la transicion vitrea esta no es visible porque para el
PBS-Celulosa se da en una temperatura inferior a 0°C y este ensayo la temperatura utilizada

estuvo dentro del rango de 40 °C a 200 °C.
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Figura 29. Termogramas DSC para el PBS-Celulosa para los diferentes dias de compostaje

durante todo el proceso.

La Tm se localiza en el rango de 110 y 120 °C, valores coincidentes con la literatura para el PBS-
Celulosa. Para el dia 0 presenta una endotermia inicial, con una Tm dentro del rango de fusion.
Del dia 11 a 28 de observa una perdida parcial de cristalizacion debido al inicio de la degradacion

del biopolimero.

En el dia 42 ocurre un aumento del flujo endotérmico cuando aumenta la temperatura, por
formacion de estructuras amorfas fundidas de forma gradual. Finalmente, para los dias 57 a 85
las curvas tienden a estabilizarse con una pérdida de masa polimérica (causado por
biodegradacion), notdndose en el ultimo dia (85) una respuesta mas uniforme, propia de un
material degradado.
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6.2 Evaluar las propiedades del compost producido de la desintegracion de PBS-Celulosa de

70 um mediante un andlisis fisicoquimico y microbiologico.

6.2.1  Analisis Fisicoquimico del compost sintético sin incubar, del compost sintético

con PBS-Celulosa y del control,

Los parametros evaluados permiten caracterizar las propiedades de cada muestra, asi como
establecer comparaciones entre el residuo sintético (RS), el bioplastico a base de PBS-Celulosa
integrado a la mezcla de compost (CPBS) y la muestra control (CTRL). Estos andlisis son
fundamentales para identificar posibles cambios en la composicion, estabilidad y calidad del
material, asociados a las condiciones experimentales del estudio. E1 CH (%) es un indicador de
suma importancia para la evaluacion de la calidad del sustrato. E1 CH (%) en el sustrato de los
cultivos de pepino y tomate debe garantizar una proporcion equilibrada de materia orgéanica para
la adecuada funcionalidad de este. Para estos cultivos lo ideal es un rango de dilucidon con otros
materiales entre el 20 y el 40 % en volumen para sembrar en almacigos [68]. La Tabla 11 muestra

los resultados obtenidos del andlisis fisicoquimico realizado en el CIA para las muestras de RS,

CPBS y CTRL.

El compost muestra una reduccion en el CH (%) del dia cero al dia 85 de 27,6 a 24,3 %. Este
resultado es esperado debido a la mineralizacion de la materia organica durante el proceso de
maduracion. El valor de CH (%) de 24,3 % reportado el dia 85, esta en un rango aceptable para
realizar mezclas con otros sustratos (20 a 40 %) para almacigos. En el caso del control, se
evidencia que al tener un valor de 23,1 % de CH, tiene menor porcentaje de materia orgéanica, lo

que es menos favorable para el desarrollo de plantulas en comparacion con el compost [68].

El pH optimo para el cultivo del tomate esta entre 5,5 y 7,0. Este permite una buena disponibilidad
de nutrientes y un crecimiento adecuado de las plantas [69]. Para el pepino el pH debe de estar
entre 5,5 y 6,4 [70]. Al inicio del proceso de compostaje el RS reportod un valor del pH de 7.,4.
Este es superior al pH 6ptimo tanto para el tomate como para el pepino, en el dia 85 el pH obtenido
fue de 6,4. Este pH se obtuvo para el CPBS y el CTRL. Este resultado se encuentra en un rango
adecuado tanto para el tomate como para el pepino. Segun la norma NCh 2880, la CE en compost
de clase A debe ser inferior a 3 dS/m; un compost de clase B debe tener valores inferiores a 8

dS/m y un compost clase C debe tener valores superiores a 8 dS/m [29]. En este caso, el valor del
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CE del RS reporta 17,5 dS/m. Este indica que tiene un alto grado de salinidad; en consecuencia,
se clasifica como clase C. Luego, para el CPBS el valor de esta variable es de 9,1 dS/m; inferior
a la CE del RS, sin embargo, se clasifica también como compost clase C y el CTRL se clasifica

como clase B ya que dio como resultado 6,3 dS/m en la CE.

Los datos de conductividad eléctrica (CE) muestran una diferencia de 48 % entre el RS y el CPBS,
y de 64 % entre el RS y el CTRL. La CE es mayor para el RS con un 17,5 dS/m, seguido por el
CPBS con 9,1 dS/m y el CTRL con 6,3 dS/m. Esta diferencia se podria atribuir a la degradacion
microbiana, durante esta los microorganismos metabolizan las sales que se asocian con la CE,
este cambio indica que se presento la estabilizacion del compost [71]. Esta diferencia del CE entre
el RS y el compost maduro (CPBS y CTRL) implica una menor concentraciéon de las sales
disueltas a lo largo del tiempo de maduracion del compost (CPBS y CTRL), permitiendo la
disminucion del riesgo de fitotoxicidad por dichas sales, ademas del beneficio para el uso del

compost en sustratos para siembra de plantas [72].

El carbono tuvo un incremento significativo tanto en el CPBS como en el CTRL en relacién con
el RS entre el dia cero y el 85, indicando la maduracion del compost, liberandose carbono de
forma estable por la descomposicion de la materia organica. El CTRL tiene un 1,99 % de masa
de carbono mayor que el CPBS; aunque ambos tratamientos estan dentro del rango recomendado.
Esta diferencia se relaciona con la oxidacion del carbono producto del proceso de compostaje,

traduciéndose en una disminucion en la relacion carbono-nitrogeno (C/N) [73].

La relacion C/N del dia cero es de 6,9, siendo més baja de lo requerido para un compost clase A,
mismo que debe estar entre 10 y 20, segin la norma NCh2880 [29] . Segiin la misma norma, este
resultado indica que tiene un alto contenido de nitrogeno, lo que provoca la liberacion de
amoniaco durante el proceso de compostaje. Para el dia 85, el CPBS mostr6 un resultado de 14,3
estando dentro del rango ideal para un compost, sugiriendo un equilibrio adecuado entre el
carbono y nitrogeno. El CTRL report6 un resultado de 15,4, este igualmente se encuentra dentro
del rango ideal para el compost. En general, estos datos indican que ambos compost han alcanzado
un estado de madurez adecuado para su uso como abono, ya que la relacion C/N esta dentro del

rango Optimo para un compost sintético.

78



El nitr6geno no present6 diferencias entre CPBS y el CTRL. Este varia entre 1,47 a 2,64 % masa
en el CPBS entre el dia 0 y el 85 y de 1,47 a 2,58 % en el TC para el mismo periodo de tiempo.
La norma NCh 2880 [29] indica que el contenido de nitrogeno total en el compost debe ser
superior o igual a 0,5%; por lo tanto, estos resultados estdn dentro del rango establecido. El fosforo
no presenta diferencias significativas entre el dia cero y el dia 85, aunque se reporta una ligera
diferencia entre el RS y el CPBS y el CTRL, menor para el CPBS y CTRL con respecto al RS.
Segun Huaman Carranza [74] el contenido de fosforo ideal es de 0,5 %, los datos evidenciados

indican que fueron ligeramente superiores en los tres tipos de compost.

El calcio, potasio y magnesio no presentaron diferencias significativas entre los diferentes tipos
de compost. Los tres casos presentaron disminuciones leves del CPBS y el CTRL con respecto al
RS. Segun la norma NCh 2880, los valores deben ser superiores a 1 % para cada uno de los
indicadores, siendo el calcio y el potasio superiores a este valor, no asi el magnesio que fue

inferior a 1%., como se muestra en la Tabla 11.

En el azufre, existi6 una diferencia de 0,16 % del CPBS con respecto al RS y de 0,19 % del TC
con respecto al RS. Los valores menores se reportaron para el CPBS y el TC. Para que la planta
no tenga deficiencias de azufre, este debe estar por encima del 0,25 % [75], evidenciando que en
los tres tratamientos (RS, CPBS y CTRL) se supera este valor, segtin la Tabla 11. Los resultados
pertenecientes al residuo sintético son mayores a los del CPBS y CTRL, siendo levemente
superior el del CPBS. Estos datos evidencian que el proceso de maduracion del compost tiene
como resultado que disminuyan los valores de la concentraciéon de micronutrientes pesados con
respecto a los valores del residuo sintético sin madurar, permitiendo mejorar la calidad del

compost final.

El compostaje puede reducir la concentracion de algunos metales pesados por procesos de
lixiviacidn, volatilizacion e inmovilizacion [76]. También agregar que los valores observados de
los micronutrientes suelen estar por debajo de los limites maximos permisibles para uso agricola,
seglin normas internacionales como la EPA 2006 [77]. Vale recalcar que los metales pesados no
se degradan durante el compostaje, la composicion de estos depende de la composicion inicial del

compost y la transformacién durante el proceso de compostaje [78].
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Tabla 11. Propiedades fisicoquimicas promedio del analisis quimico de abonos orgénicos.

L Inicio-Dia 0 Final-Dia 85

Descripcion

RS CPBS CTRL
CH (%) 27,6 24,3 23,1
pH (H20) 7,4 6,4 6,4
CE (mS/cm) 17,5 9,1 6,3
C (% masa) 10,12 37,62 39,61
Relacion C/N 6,9 14,3 15,4
N (% masa) 1,47 2,64 2,58
P (% masa) 0,78 0,66 0,54
Ca (% masa) 1,76 1,56 1,52
Mg (% masa) 0,4 0,3 0,32
K (% masa) 1,06 1,22 1,12
S (% masa) 0,5 0,34 0,31
B (mg/kg) 21 18 15
Cu (mg/kg) 131 74 64
Fe (mg/kg) 47 076 11 140 9580
Mn (mg/kg) 563 282 244
Zn (mg/kg) 213 206 187

Los resultados del andlisis fisicoquimico muestran que el compost evaluado contiene los
macronutrientes N, P, K y Ca en concentraciones superiores al umbral de 0,5 %. Este resultado
implica que deben ser declarados y fiscalizados segun el reglamento RTCR 485:2016 “Sustancias
quimicas. fertilizantes y enmiendas para uso agricola. Tolerancias y limites permitidos para la
concentracion de los elementos y contaminantes” [79], como se muestra en la Tabla 12. Al
comparar las concentraciones medidas con los limites minimos permitidos establecidos en el
reglamento, se observa que todos estos nutrientes cumplen ampliamente con el requisito

especificado en el reglamento.
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Tabla 12. Comparacion entre valores de nutrientes obtenidos en el analisis fisicoquimico del dia

85 y los limites minimos permitidos segun el RTCR-485:2016.

Nutriente Valor al dia 85 (%) Limite minimo permitido (%) Diferencia (%)

N 2,64 0,5 2,14
P 0,66 0,4 0,26
K 1,22 0,5 0,72
Ca 1,56 0,5 1,06
Mg 0,36 0,5 -0,14
S 0,34 N/A N/A

Los elementos Mg y S se encuentran por debajo del umbral de 0,5 %, por lo que no requieren
declaracion ni son sujetos de fiscalizacion segun la normativa. Los micronutrientes identificados
corresponden a Zn, B, Cu, Mn y Fe. Si bien estos ultimos el reglamento los regula, su fiscalizacion
depende de si son declarados parte del producto; para el presente estudio cumplen de manera

implicita.

Ademés, seglin los valores reportados en la tabla, el Mg presenta un valor de 0,36 %, situandose
por debajo del limite minimo permitido de 0,5 %, con una diferencia negativa de -0,14 %, lo que
confirma su exclusion dentro de los nutrientes sujetos a declaracion obligatoria. Por otro lado,
nutrientes como N, P, K y Ca superan claramente los umbrales establecidos, con diferencias
positivas significativas, lo que respalda su cumplimiento normativo y su relevancia en la

composicion del producto evaluado.

6.2.2  Analisis Microbiologico
6.2.2.1 Prueba de extraccion de ADN

Se realiz6 una prueba de extraccion de ADN de las muestras de previo a la validacion del
proveedor. Estos resultados se muestran en la Tabla 13. Segun la nomenclatura empleada en este
estudio, las muestras identificadas como C1, C2 y C3 corresponden al compost sintético sin PBS;
mientras que las muestras P1, P2 y P3 corresponden a compost sintético con PBS. Asimismo, la
muestra denominada Buffer C6 fue utilizada como control negativo, correspondiente inicamente
al tampoén de extraccion, con el fin de verificar la ausencia de contaminaciéon durante el

procedimiento experimental. También, el A260 se define como la absorbancia a 260 nm, A280
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como la absorbancia a 280 nm. La relacion A260/A280 corresponde al indicador de pureza

proteica del ADN vy la relacion 260/230 al indicador de contaminantes organicos e inorganicos.

Tabla 13. Resultados de la prueba de extraccion de ADN.

Acido nucleico

Nombre Sigla A260 A280  260/280 260/230
concentrado (ng/ul)

Cl 119,70 2,39 1,26 1,89 0,41

Compost sin PBS C2 119,60 2,39 1,27 1,88 0,65
C3 84,20 1,68 0,89 1,88 0,26

P1 141,50 2,83 1,51 1,88 0,33

Compost con PBS P2 138,50 2,77 1,46 1,90 0,46
P3 174,00 3,48 1,84 1,89 0,41

Buffer Cé6 0,30 0,01 0,01 0,99 0,47

Los valores de absorbancia (A260 y A280), asi como las relaciones A260/280 y A260/230
presentados en la Tabla 13, corresponden a datos extraidos directamente del espectrofotometro
que genera automaticamente tanto las absorbancias como las relaciones entre longitudes de onda.
En el caso del control C6 (Buffer), la senal registrada fue muy baja, con una absorbancia A260
de 0,01. Aunque el valor tedrico resultante seria 0,50 ng/ul (A260 % 50), el espectrofotdmetro
aplica ajustes internos asociados al volumen minimo de lectura y al nivel de ruido del instrumento,
por lo cual la concentracion final reportada corresponde a 0,30 ng/ul, representando tnicamente

el ruido basal del equipo.

El valor 260/230 (= 0,47) también es un dato extraido directamente del equipo, generado como
resultado de dividir dos absorbancias muy bajas, cercanas al limite de deteccion. Por tanto, esta
relacion no indica contaminacidon ni presencia de ADN, sino Unicamente el comportamiento

normal del ruido instrumental cuando se analiza una muestra sin material genético.

Las concentraciones que tienen PBS-Celulosa presentan mayor concentracion de ADN indicando
una mejor suspension del material organico, con mayor liberacion celular y menor perdida de

ADN durante la centrifugacion. Sin embargo, la muestra C3 tiene una caida en el ADN debido a

82



que el compost con PBS-Celulosa es heterogéneo y a la inhibicion parcial de la lisis. Esta ultima
corresponde a la ruptura incompleta de las células microbianas durante la extraccion del ADN,

causada por compuestos inhibidores o por una lisis mecanica/quimica insuficiente [80].

La pureza ideal del ADN es de 1,8 para la relacion 260/280 [81]. Los datos obtenidos estan dentro
del rango aceptable indicando que no hay contaminacion activa con proteinas, por lo que el PBS-
Celulosa no afecta negativamente la pureza proteica del ADN. Para la relacion 260/230 el rango
ideal debe de estar en 2,0 [81]. Los resultados de la prueba evidencian que los valores son muy
bajos en relacion con el ideal, esto por la presencia de acidos hiimicos, fenoles y sales del compost
sintético [82]. Cabe destacar que, aunque el PBS-Celulosa mejora el rendimiento en la extraccion
de ADN, no elimina los inhibidores del compost. La concentracion de buffer dio 0,30 ng/pL,

indicando ausencia de contaminacion cruzada.

6.2.2.2 Resultados de la secuenciacion de ADN

Luego de la prueba de extraccion de ADN realizada, las muestras fueron enviadas al proveedor
del kit microbioldgico. El proveedor Novogene ubicado en China realizo el respectivo andlisis de
la lectura y el rendimiento de la secuenciacién como parte del servicio de procesamiento de datos
brindado por el mismo. La descripcion de las métricas de cada una de las lecturas de la
secuenciacion se muestra en el Anexo 11. En este se presenta la definicion de cada una de las
métricas empleadas para evaluar la calidad y el procesamiento de las lecturas obtenidas mediante
secuenciacion de lecturas por pares. Esta describe los parametros utilizados desde la generacion
de las lecturas crudas hasta la obtencion de las secuencias finales depuradas, incluyendo
ensamblaje, filtrado por calidad, eliminacion de quimeras, evaluacion del contenido de bases y de
los valores de calidad (Q20 y Q30). Esta informacién permite comprender el significado de cada
columna reportada en los resultados y sustenta la interpretacion de la calidad global del dataset
utilizado para los andlisis bioinformaticos posteriores. La Tabla 15 presenta un resumen de la

secuenciacion de los datos de ADN.
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Tabla 14. Resumen de los datos de la secuenciacion de ADN [83].

Lecturas . Longitud
Muestra crudas Combinadas Le.cturas .Sm Base(nt) promedio GOC (?,20 (?,30
PE calificadas quimeras (nt) (%) (%) (%)
Cl 204 249 203 850 203 311 118 183 29941344 253,35 61,88% 99,46% 97,68%
C2 202 633 202 201 201 275 122878 31139429 253,42  61,48% 99,42% 97,72%
C3 163 337 163 078 162 661 94999 24077834 253,45 61,96% 99,50% 97,84%

P1 202 518 202 008 201 447 145498 36970675 254,10  62,74% 99,55% 98,12%
P2 208 196 207 659 207 047 151617 38531318 254,14  62,71% 99,52% 98,04%
P3 204 039 203 702 203 137 145714 37006 710 253,97  62,88% 99,55% 98,13%

Los datos obtenidos para las seis muestras evaluadas muestran que la secuenciacion presentd un
desempefio idoneo para todos los casos (Tabla 15). Los valores de Q20 se mantuvieron por
encima de 99.4 %, mientras que los valores de Q30 se situaron entre 97.6 y 98.1 %. Estos
resultados indican que el error por base fue inferior a 0.1 %. Esto confirma que las lecturas

generadas poseen la calidad necesaria para realizar analisis bioinformaticos confiables.

Al comparar ambos tratamientos (CPBS y CTRL), se observo que las muestras que incorporaron
PBS-Celulosa (P1-P3) presentaron un mayor nimero de bases totales (suma de todos los
nucledtidos), que oscila entre 36.9 y 38.5 millones de bases, en comparacion con las muestras sin
PBS-Celulosa (C1-C3), que oscilaron entre 24.0 y 31.1 millones de bases. Este aumento en la
cantidad de datos sugiere que la presencia de PBS podria favorecer la eficiencia de amplificacion
del ADN microbiano o reducir la presencia de inhibidores en la matriz del compost sintético. De
manera adicional, el nimero de secuencias libres de quimeras, es decir que no estan formadas por
la union artificial de dos fragmentos de ADN diferentes [84] , también fue superior en las muestras
con PBS-Celulosa. Este resultado puede interpretarse como un indicio de mayor complejidad

microbiana en el compost con PBS-Celulosa.

En relacion con el contenido GC (guanina y citosina), las muestras con PBS-Celulosa presentaron
porcentajes ligeramente superiores (62.7-62.9 %) respecto a las muestras control (61.4-61.9 %).
Aunque las diferencias no son significativas, este patron podria reflejar variaciones en la
composicion taxondmica de las comunidades microbianas entre ambos compost, posiblemente

favoreciendo grupos bacterianos con genomas con mayor contenido de GC.

En conjunto, estos resultados confirman que las muestras secuenciadas poseen alta calidad técnica
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y sugieren que el tratamiento con PBS-Celulosa influy6 tanto en la cantidad de ADN microbiano
recuperado como en la diversidad potencial de las comunidades presentes en el compost sintético.
Este resultado es positivo porque indica que el PBS-Celulosa no interfiere negativamente con la
extraccion ni con la integridad del ADN, permitiendo obtener lecturas en mayor cantidad y con
mejores métricas de calidad. Los archivos de datos sin procesar contenian 1 184 972 lecturas, con
un promedio de 197 495,3 lecturas por muestra. Después de recortar los cebadores y descartar las
lecturas sin cebadores, que son pequefias secuencias de ADN que sirven para iniciar la
amplificacion durante el PCR [85], permitiendo que el ADN polimerasa sintetice nuevas cadenas.
Se retuvieron lecturas, con un promedio de 197 335,6 lecturas por muestra. En total 1 128 271
pasaron el filtrado en el pipeline DADA2 (elimina lecturas de baja calidad). Luego 911 378

lecturas se fusionaron con éxito en la secuenciacion de comunidades microbianas (ASV).

En total, se identificaron 183 géneros bacterianos de 62 clases pertenecientes a 26 filos
procariotas. La mayoria de los ASV pertenecen a los filos Bacilus (649 ASV), Actinobacterias
(258), Chloroflexota (110), Pseudomonadota (94) y Gemmatimonadota (44). La mayoria de los
ASV pertenecian a las clases Bacilus (330 ASV), Actinobacteria (197), Clostridia (105),
Limnocordia (87) y Chloroflexia (55). Estos filos se consideran comunes en el compost debido a
su rol en la degradacién de compuestos orgéanicos y su alta capacidad de adaptacion a cambios en

la temperatura y oxigenacion propias del proceso de compostaje [86].

El analisis de superposicion basado en la abundancia revel6 que un subconjunto relativamente
pequeio de ASV dominaba el microbioma del compost (Figura 31). Aunque solo 250 ASV se
compartian entre las muestras control y las tratadas con plastico, estos taxones representaban el
91,4 % de la abundancia relativa total entre las muestras. En contraste, 371 y 155 ASV exclusivos
de los tratamientos de control y plastico contribuyeron con el 5,8 y el 2,1 % de la abundancia
relativa total, respectivamente. Los 794 ASV restantes, clasificados como no centrales,
representaban colectivamente solo el 0,7 % de la abundancia total, lo que indica una gran reserva
de taxones de baja abundancia. Estos resultados demuestran que la comunidad microbiana esta
fuertemente dominada por un conjunto compartido de taxones muy abundantes, mientras que la

mayoria de los ASV se presentan en bajas abundancias relativas.
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control plastic

Non-core: 794 (0.7%)

Figura 30. Superposicion de ASV abundantes entre muestras de compost control y con PBS-

Celulosa [83].

La Figura 32 muestra la distribucion relativa de los diferentes filos bacterianos entre el compost
con PBS-Celulosa y sin PBS-Celulosa. El Chloroflexota muestra un incremento en el compost
con PBS en comparacion con el CTRL, pasando de 36,45 al 69,05 %, sugiriendo mejores
condiciones por la presencia del PBS-Celulosa. Por el contrario, Actinobacteria y Bacilus
disminuyen en el tratamiento con PBS-Celulosa respecto al control. En el caso de Actinobacteria,
se reduce de 27,16 % a 9,54 %, mientras que Bacilus pasa de 17,38 % a 9,15 %. Esta disminucion
sugiere que el PBS-Celulosa podria estar modificando las condiciones fisicoquimicas del sustrato,
afectando negativamente a estos grupos bacterianos. El Pseudomonadota disminuy6 de 6.20 %
en el control a 1.94 % en el tratamiento con PBS-Celulosa, indicando que este filo no fue

favorecido por la presencia del PBS-Celulosa.
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Figura 31. Mapa de calor y gréafico de barras de la abundancia relativa de los principales filos en muestras de control y de tratamiento.
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Los datos evidencian un proceso de secuenciacion robusto y muestran que la presencia de PBS-
Celulosa influye positivamente en la cantidad y calidad del ADN analizado. Ademas, los datos
sugieren variaciones en la comunidad microbiana entre tratamientos, se muestran una tendencia
progresiva a la estabilizacion conforme aumenta la profundidad de la secuenciacion, como se
observa en la Figura 32. El compost sin PBS-Celulosa presentan una mayor riqueza microbiana
en relacion con el compost sin PBS-Celulosa, reflejando que el PBS-Celulosa disminuye la

actividad microbiana [87].

6.3 Evaluacion mediante ensayos de fitotoxicidad de la calidad del compost resultante de la

biodegradacion/desintegracion del PBS-Celulosa

6.3.1 Bandejas de germinacion

La germinacion consistid en colocar 8§ almécigos en un invernadero ubicado en la Facultad de
Ciencias Agroalimentarias de la UCR ubicada en el canton de San Pedro, provincia de San José.
En total se prepararon 10 tratamientos distribuidos dentro de los almacigos. La Figura 33 muestra
los almécigos dentro del invernadero donde se realiz6 la siembra. La fotografia presenta el

montaje de la prueba previo a la germinacion.

Figura 32. Almacigos para la germinacion de pepino y tomate en una mesa de siembra en el

invernadero.
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La apariencia y el crecimiento de ambos cultivos en las bandejas de germinacion a los 15 dias
después de la siembra se presentan en la Figura 34. En esta etapa se evidencidé un adecuado
desarrollo de las plantulas germinadas. El pepino mostrd6 un crecimiento mas rapido en
comparacion con el tomate, tanto a nivel del tallo (18,20 cm del pepino, 7,26 del tomate), la raiz
(5,73 cm pepino, 3,62 tomate) y de las hojas (9,71 cm pepino, 2,50 cm tomate). Este
comportamiento se atribuye a que el pepino pertenece a la familia Cucurbitaceae, la cual se
caracteriza por un crecimiento inicial acelerado, con tallos rastreros o trepadores que permiten
una mejor captacion de la luz. Ademas, la presencia de hojas de mayor tamafio favorece una
mayor eficiencia fotosintética en etapas tempranas del desarrollo, lo que se traduce en una mayor

velocidad de crecimiento respecto al tomate. [88].

Figura 33. Germinacion de las semillas 15 dias después de iniciado el ensayo, a) pepino; b)

tomate.

6.3.2  Prueba de germinacion

Se realiz6 una prueba de germinacion de las semillas de tomate (Solanum lycopersicum), variedad
Hayslip y pepino (Cucumis sativus), variedad Tropic Cuke II. Esta variedad de pepino es una

hortaliza anual de la familia Cucurbitaceae, con frutos comestibles de forma alargada o cilindrica,
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que se cosecha verde y su composicion nutritiva incluye minerales y vitaminas [89]. El pepino se
evalu6 durante 4 dias, dando como resultado promedio un 94 % de germinacién entre las dos
repeticiones realizadas. El tomate Hayslip es una variedad que se puede adaptar a condiciones
tropicales y subtropicales, caracterizado por un ciclo de madurez intermedio de aproximadamente
78 dias después de la siembra, siendo sus frutos de tamafio mediano y buena adaptacion a climas
calidos y himedos [90] . Este se evalud durante 14 dias y dio una germinacion promedio de 86

%. Los resultados se presentan en la Tabla 16.

Ambos cultivos presentan un porcentaje de germinacion alto, particularmente el pepino que es
superior al 90 %. Los datos no presentan diferencias significativas entre las repeticiones, lo que
muestra la confiabilidad de los datos [44]. Adicionalmente, la ausencia de diferencias
significativas entre las repeticiones sugiere que el procedimiento experimental fue consistente y
controlado, minimizando la variabilidad asociada a factores externos como humedad, temperatura
o manejo de las muestras. Esto refuerza la confiabilidad y reproducibilidad de los resultados
obtenidos, permitiendo afirmar que los valores reportados reflejan de manera adecuada el
comportamiento germinativo de las semillas evaluadas. En conjunto, estos resultados evidencian
un buen estado fisiologico de las semillas utilizadas, lo cual es fundamental para garantizar un

establecimiento uniforme del cultivo en condiciones de campo.

Tabla 15. Resultados de la prueba de germinacion de los cultivos de tomate y pepino.

Numero de Germinacion

Cultivo Repeticion Tomerode g illas individual ~ CCrminacion
Semillas . o promedio (%)
germinadas (%)
1 25 24 96
Tomate 5 25 73 9 94
1 25 21 84
Pepino ) 25 2 28 86

6.3.3  Semillas germinadas v perdidas

La evaluacion de fitotoxicidad del compost resultante de la desintegracion del PBS-Celulosa se
basé en la norma UNE-EN 13432:2001/AC:2005. Seglin esta norma, la temperatura adecuada
para una buena germinacion es 22 + 10°C. Cabe recalcar que el invernadero donde se realizo la

evaluacion de fitotoxicidad no tenia regulador de temperatura ni de humedad relativa. Segun el
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sitio meteorologico AccuWeather, la temperatura minima durante el tiempo que estuvieron los
almacigos en el invernadero fue de 18 a 20 °C y la maxima de 29 a 31°C. Ambas temperaturas se

ubican dentro del rango de temperatura que especifica la norma.

Las condiciones ideales para la siembra de tomate son de 20 a 30°C durante el diay de 15 a 18°C
durante la noche [91]. Las temperaturas superiores a 35 °C e inferiores a 10 °C provocan caida de
la flor y limitan el cuajado del fruto [91]. La humedad relativa ideal para el tomate es entre 65 y
85% [92]. El pepino requiere temperaturas entre 18 y 25 °C, con un maximo de 32°C y una

humedad relativa entre 70 y 90% [93].

El nimero de horas de fotoperiodo requerido para una adecuada germinacion es de 16 horas segun
la norma [36]. En San José, el nimero de horas luz es de ~13 horas (asumiendo que el sol sale a
las 5 am y se oculta a las 6 pm), lo que puede incidir en el desarrollo de los dos cultivos en estudio.
Se utiliz6 un sistema de riego por aspersion automatizado para regar ambos cultivos cada 6 horas
durante 1 minuto. Los requerimientos de agua para el tomate considerando dos semillas por celda
son de 0,5-1 ml/celda por dia [94], y para el pepino son de 0,6-1,2 ml/celda por dia [95]. Este
sistema permitid suministrar la cantidad adecuada de agua requerida para cada cultivo con un
rango de 1,3 I de agua brindada por el aspersor, minimizando el desperdicio de agua y evitando
la humedad excesiva que puede exponer a las plantas a enfermedades. Ademads, por tratarse de
riego por aspersion la distribucion de agua fue uniforme para toda la superficie. La Figura 35

muestra el tipo de aspersor usado.
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Figura 34. Sistema de riego automatizado del invernadero.

La Tabla 17 muestra los resultados obtenidos de la germinacion luego de finalizado el periodo
de cada cultivo en el invernadero. El nimero de plantas germinadas se cuantifico luego de la
germinacion del 50 % de las semillas cultivadas en la tierra comercial (TC) para cada uno de los
cultivos. El TC fue el punto de comparacion o de referencia para los otros tratamientos por lo que

solo se usaron 60 semillas.

El porcentaje de germinacion del tomate fue de 95,71 % y el del pepino fue de 92,74%. Estos
resultados se contrastaron con la prueba de germinacion (Tabla 14). El tomate super6 en 1,71%
y el pepino en 6,74 % la prueba de germinacion. La norma establece que la emergencia de las
plantulas en la TC debe ser de al menos el 70% y que el tiempo medio de supervivencia debe ser
al menos el 90% de este valor. Los resultados muestran que ambos cultivos superan los valores

que especifica la norma.
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Tabla 16. Semillas de tomate y pepino germinadas al inicio y al final del ensayo.

Proporcion Numero de Semillas

Cultivo Mezcla de mezcla Ng:::ill.fage plantas germinadas Pr(zf;:;dio
(%) germinadas (%)
TC 0-100 60 58 96,67
25-75 120 115 95,83
Tomate PBS-TC 50-50 120 117 97,50
(Solanum 75-25 120 119 99,17 95,71
lycopersicum) 25-75 120 113 94,17
CTRL-TC 50-50 120 117 97,50
75-25 120 107 89,17
TC 0-100 60 55 91,67
25-75 120 115 95,83
Pepino PBS-TC 50-50 120 114 95,00
(Cucumis 75-25 120 116 96,67 92,74
sativus) 25-75 120 104 86,67
CTRL-TC 50-50 120 109 90,83
75-25 120 111 92,50

La Tabla 18 muestra que el tomate muestra porcentajes de pérdida bajos, sugiriendo que este
cultivo tiene buena adaptabilidad a las condiciones del ensayo, teniendo como promedio general
de plantas perdidas en tomate fue de un 3,38%, dato mayor que el promedio del TC que fue de
1,75%. En el tomate las pérdidas de plantas son menores en general, con valores que varian desde
0,89% hasta 8,18 % dependiendo de la mezcla, siendo el tratamiento PBS:TC con 0-100 (solo
TC) y CTRL:TC con 25-75 las que presentan menos perdidas. El tomate muestra menor tasa de

perdida de plantas con menor proporcion de TC, sobre todo en el CTRL:TC y PBS:TC al 25-75.

También se evidencia que el TC puro (0-100) tiene pérdidas muy bajas, siendo idoéneo para el
tomate, aunque cuando el TC es mezclado con otro sustrato puede significar un aumento en la

perdida de plantas.

El pepino es mas sensible a las condiciones del sustrato que el tomate. El factor de competencia
intraespecifica por espacio del cultivo de pepino y al tener dimensiones superiores presentd en
promedio pérdidas de 12,09. La meta es obtener unas pérdidas menores al 10% con una CE igual
o menor a 3 dS/m [96]. El CE dio mayor al esperado en el control y la mezcla de compost con
TC, lo que pudo provocar mayores pérdidas en pepino.
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Tabla 17. Cantidad y promedio de pérdidas durante el ensayo

Proporcion  Numero de Numero de Plantas Pérdidas

Cultivo Mezcla de mezcla plantas al plantas pérdidas promedio
(%) final pérdidas (%) (%)
TC 0-100 57 1 1,75
25-75 113 2 1,77
Tomate PBS:TC 50-50 111 6 5,41
(Solanum 75-25 110 9 8,18 3,38
lycopersicum) 25-75 112 1 0,89
CTRL:TC 50-50 115 2 1,74
75-25 103 4 3,88
TC 0-100 50 5 10,00
25-75 106 9 8,49
Pepino PBS:TC 50-50 103 11 10,68
(Cucumis 75-25 103 13 12,62 12,09
sativus) 25-75 92 12 13,04
CTRL:TC 50-50 96 13 13,54
75-25 86 14 16,28

La Figura 36 indica los resultados del cultivo de tomate durante el ensayo dentro del invernadero.
El nimero de plantas germinadas fue cercano al nimero de semillas sembradas, indicando un alto
grado de germinacion. El numero de plantas al final del ensayo fue cercano al nimero de semillas

sembradas, lo que indica que la tasa de mortalidad fue baja.

El nimero de semillas sembradas en la TC fue menor al nimero de semillas con respecto a los
otros tratamientos; sin embargo, el porcentaje de plantas pérdidas en la TC fue de 1,75% siendo
inferior a los otros tratamientos. Las pérdidas en la mezcla PBS-TC fueron mayores, evidenciando
que el TC presenta mejores resultados en términos de la eficiencia de la germinacion. Un resultado
similar se obtiene en el tratamiento CTRL (control)-TC que presentd un mayor porcentaje de
pérdidas en relacion con la TC. El promedio general de plantas pérdidas de tomate fue de 3,38%,

dato mayor al promedio obtenido con la TC.
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Figura 35. Resultados de las pruebas de germinacion en tomate.

La Figura 37 muestra que el porcentaje de germinacion en la TC es inferior para el pepino en
contraste con el tomate en un 5 %. Ademas, el porcentaje de pérdidas fue de 10 %, superando en
8,25 % alas pérdidas reportadas para el tomate. El promedio general de plantas pérdidas en pepino
es de 12,09 %, superando el porcentaje obtenido en la TC. Las causas del mayor porcentaje de
pérdidas en el pepino en comparacion con el tomate se podrian atribuir a que las longitudes
promedio del tallo del pepino (18,20 cm con desviacion estandar de 2,44) son superiores a las
longitudes promedio del tomate (7,26 cm, desviacion estandar 2,08). Esta diferencia en el largo

del tallo implica que el pepino requiere mas espacio.
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Figura 36. Resultados de las pruebas de germinacion en pepino.

6.3.4  Biomasa humeda

Para la obtencion de la biomasa hiimeda, se empled un horno de conveccion forzada, siguiendo
el procedimiento descrito por Ramirez [97], utilizando una temperatura constante de 65°C durante
un periodo de 72 horas. Las muestras, correspondientes a 10 unidades de cada tratamiento, fueron
colocadas en bolsas de papel kraft y posteriormente introducidas en el horno para su secado.
Luego se procedio a extraer las muestras de las bolsas y pesarlas para obtener la biomasa himeda

final.

La Tabla 19 presenta el promedio de la biomasa hiimeda. El valor mas alto de biomasa la obtuvo
el cultivo del pepino con un 96,67%, el tomate reportd un valor mas bajo que corresponde a
95,37%. Esta tabla muestra que las mezclas con mayores componentes organicos (75-25%)
muestran mas variabilidad entre los resultados, también la mezcla de la tierra comercial con el
control del compost sintético reporta mayor biomasa inicial pero menor eficiencia en la retencion
hidrica en relacion con la mezcla PBS-TC. El alto porcentaje de biomasa hiimeda obtenida de
todos los tratamientos (> 93 %) se podria atribuir a las paredes celulares de las plantas de ambos

cultivos que contienen matrices de celulosa que retienen agua intracelular incluso durante el
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secado [98]. También benefician el alto contenido de biomasa himeda la temperatura moderada

y la corta duracion del secado. Se evidencia que el sustrato utilizado incide directamente en la

parte hidrica y productiva tanto del tomate como del pepino.

Tabla 18. Resultados de la biomasa himeda de los cultivos de tomate y pepino.

Cultivo Mezcla P;:E:):chl;)an Masa inicial Masa Masa seca ﬁg);nea;:
sustrato (%) (g) final (g) (2) (%)

TC 0-100 1,98 0,09 1,89 95,45
25-75 2,16 0,13 2,03 93,90
Tomate PBS-TC 50-50 2,25 0,12 2,13 94,84
(Solanum 75-25 3,31 0,11 3,20 96,64
lycopersicum) 25-75 3,95 0,14 3,81 96,43
CTRL-TC 50-50 1,95 0,09 1,86 95,28
75-25 1,57 0,08 1,49 95,04
TC 0-100 12,83 0,69 12,14 94,65
25-75 16,78 0,64 16,14 96,20
Pepino PBS-TC 50-50 16,27 0,49 15,78 96,98
(Cucumis 75-25 21,67 0,75 20,93 96,56
sativus) 25-75 20,88 0,85 20,03 95,95
CTRL-TC 50-50 13,66 0,53 13,13 96,14
75-25 15,74 0,52 15,22 96,67

La Figura 38 muestra las diferencias de la biomasa hiimeda en el tomate cultivado en los

diferentes tratamientos con el sustrato utilizando la TC como referencia. Con respecto a la mezcla

PBS-TC en la relacion 25:75% la biomasa es baja en comparacion con la biomasa obtenida en la

mezcla 50:50%; luego el valor de la biomasa sube nuevamente en la 75:25%. Estos resultados

indican que este ultimo tratamiento es mas factible para la produccién de biomasa humeda.

Por ultimo, para la relacion 75-25% se visualiza un valor negativo de la biomasa en relacion con

la TC, este resultado podria atribuirse a una pérdida de materia. El promedio de la biomasa

himeda de las mezclas CTRL-TC correspondi6 a 95,58%, superando por 0,13% a la TC.
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Figura 37. Biomasa himeda obtenida en tomate segun la mezcla de compost y tierra comercial.

La Figura 39 muestra las diferencias de la biomasa himeda obtenida para el pepino. Se evidencia
que la biomasa humeda obtenida de la TC presenta una reduccion luego del secado. Este resultado
muestra una baja pérdida de humedad y que el cultivo tiene menor retencion de agua en contraste
con los otros tratamientos. El PBS-TC 75%-25 % tiene la biomasa mas alta antes y después del
secado, mostrando que tiene una buena retencion de agua y que el PBS combinado con el TC
mejora el rendimiento de la biomasa, en especial con un 75% de PBS. El total del PBS-TC fue de

un 96,58% de biomasa himeda promedio, superando en 1,93% al TC.

Al contrario, la mezcla CTRL-TC 75-25 % tiene el valor de la biomasa himeda mas baja antes y
después del secado, se interpreta que el CTRL-TC afecta el crecimiento de la biomasa y la

retencion de agua.
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Figura 38. Biomasa himeda obtenida en pepino segun la mezcla de compost y tierra comercial.

La Tabla 20 muestra el analisis de varianza luego de la obtencion de la biomasa humeda para

ambos cultivos, en donde el coeficiente de variacion dio un valor de 0,89 indicando una baja

dispersion relativa entre los valores medidos. Los valores de p del cultivo dieron 0,0538,

superando ligeramente el valor de 0,05 entre ambos cultivos indicando una diferencia

marginalmente significativa. En relacion con las mezclas de sustrato el valor de p es de 0,3891,

mostrando que no hay diferencias significativas entre las mezclas de sustrato en relacion con la

biomasa humeda.

Tabla 19. Analisis de varianza de la biomasa himeda realizado en Infostat.

Detalle Media Letra
Tomate 0,95 A
Pepino 0,96 A

Detalle Media Letra
TC 0,96 A
CTRL-TC 0,96 A
PBS-TC 0,96 A
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6.3.1 Tamaiio de la raiz, el tallo y las hojas para las plantas de tomate v pepino

La Tabla 21 muestra los resultados del largo de la raiz, el tallo y las hojas para cada una de las
mezclas de compost y tierra comercial en las que se cultivé tomate y pepino. Estos datos se

obtuvieron a los 21 dias, cuando ocurri6 la emergencia del 50% de las plantas.

Tabla 20. Valores promedio de las dimensiones del largo de raiz, tallo y hojas para tomate y

pepino.
Cultivo Mezcla P;:f;):;clfan Lon’gitud de Longitud de Lor%gitud de
sustrato (%) raiz (cm) tallo (cm) hojas (cm)

TC 0-100 6,63 6,86 2,76
25-75 3,93 8,07 2,42
Tomate PBS-TC 50-50 2,71 7,29 2,32
(Solanum 75-25 4,46 8,42 2,50
lycopersicum) 25-75 2,72 10,57 2,70
CTRL-TC 50-50 3,05 5,41 3,10
75-25 1,85 4,18 1,73
TC 0-100 7,45 10,30 3,75
25-75 6,07 13,20 3,95
Pepino PBS-TC 50-50 3,95 13,44 3,18
(Cucumis 75-25 6,29 17,33 6,17
sativus) 25-75 6,28 16,53 4,84
CTRL-TC 50-50 4,88 12,79 3,66
75-25 4,16 12,30 3,55

La Figura 40 muestra los resultados de la longitud de raiz, tallo y hojas de las plantas de tomate.
Estos datos se contrastaron con la longitud de raiz obtenida para las plantas en la tierra comercial.
Todos los tratamientos tienen datos menores que la TC. E1 PBS-TC tuvo un promedio de 44%
menor a la TC y el CTRL-TC present6 62 % menos, mostrando que la TC es mas efectiva que los
otros tratamientos. La longitud del tallo obtenida con el uso de la mezcla PBS-TC dio los valores
mas altos. El promedio obtenido es de 16% superior a la TC. La mezcla CTRL-TC presentd un
promedio de 2 % menor a la TC. Por ultimo, el tratamiento CTRL-TC (25:75%) dio un valor 54%

mas alto que la TC.
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Figura 39. Resultados de la longitud de la raiz, el tallo y las hojas de las plantas de tomate.

La Figura 41 muestra el crecimiento del tallo del TC fue inferior al resto de los tratamientos, no
asi en la raiz donde el TC tuvo la mas alta longitud en comparacién con los otros tratamientos. En
las hojas hubo datos menores al TC, especificamente en los tratamientos PBS-TC (25%-75% y
75%-25%) y en el CTRL-TC en el tratamiento 25%-75%. Esto puede darse debido a que, al
mezclar diferentes componentes del sustrato, alteran la retencion de agua y la disponibilidad de
ciertos nutrientes para potenciar el crecimiento del tallo y hojas, aparte de la fisiologia de las
plantas pueden favorecer de forma selectiva el desarrollo de la raiz sobre el tallo y las hojas (o

viceversa) [99].
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Figura 40. Resultados de la longitud de la raiz, el tallo y las hojas de las plantas de pepino

Se analizaron los datos correspondientes a la longitud de raiz tanto del tomate como del pepino,
mostrados en la Tabla 22. Existen diferencias significativas entre el tomate y el pepino dando
este ultimo una media de 5,73, mayor que el tomate que fue de 3,62. No existen diferencias
significativas en la proporcion de mezcla de los grupos 50-50 y 75-25, el grupo 25- 75 es
intermedio por tener A 'y B y el grupo 0-100 si es significativamente diferente. En las mezclas del
sustrato el CTRL-TC y PBS-TC no difieren entre si (ambos "A"), pero el TC si es

significativamente diferente.

Se presentan los resultados del andlisis de varianza de la longitud del tallo en ambos cultivos. No
se observaron diferencias significativas asociadas a la proporcion de mezcla ni al tipo de sustrato.
En cambio, entre los cultivos si se evidenciaron diferencias significativas, con una longitud media
de 7,26 cm para el tomate y de 18,20 cm para el pepino. En relacion con la longitud de las hojas,
no se observaron diferencias significativas asociadas a la proporcion de mezcla ni a los distintos
tipos de sustrato. Con respecto a los cultivos, si se evidenciaron diferencias significativas entre

ambos, ya que el tomate presento valores inferiores en comparacion con el pepino (2,50 <9,71).
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Tabla 21. Andlisis de varianza de la longitud de raiz, tallo y hojas en tomate y pepino.

LONGITUD RAIZ LONGITUD TALLO LONGITUD HOJAS
Cultivo Media Letra Cultivo Media Letra Cultivo Media Letra
Tomate 3,62 A Tomate 7,26 A Tomate 2,5 A
Pepino 5,73 B Pepino 18,2 B Pepino 9,71 B
Mezcla Media Letra Mezcla Media Letra Mezcla Media Letra

TC 7,12 B TC 10,83 A TC 6,03 A
CTRL-TC 3,90 A CTRL-TC 12,55 A CTRL-TC 6,04 A
PBS-TC 4,64 A PBS-TC 13,54 A PBS-TC 6,20 A
Proporcion  Media Letra |Proporcion Media Letra |Proporcion Media Letra
0-100 7,12 A 0-100 10,83 A 0-100 6,03 A
50-50 3,72 A 50-50 11,98 A 50-50 5,84 A
75-25 4,27 A 75-25 12,81 A 75-25 6,25 A
25-75 4,83 A-B 25-75 14,34 A 25-75 6,26 A

6.3.2  Interpretacion del ensayo de fitotoxicidad

A pesar de que la germinacion presentd porcentajes altos en ambos cultivos, 91,19 % para el
tomate y 92,92 % para el pepino, se registraron pérdidas de plantas al final del ensayo,
correspondientes a 3,89 % para el tomate y 13,18 % para el pepino. Estos resultados indican que
el pepino presentd mayores pérdidas de plantas germinadas en comparacion con el tomate,
especificamente asociadas al deterioro fisico de las hojas y a la pudricion del tallo. Este fenomeno
se denomina “crecimiento rapido excesivo”, el cual consiste en una fisiopatia causada por un
exceso de vigor en el crecimiento del cultivo [44]. La conductividad eléctrica (CE) indica el nivel
de salinidad del compost: la clase A presenta valores de 0 a 2 mS/cm, la clase B de 2 a 4 mS/cm,
la clase C de 4 a 8 mS/cm y la clase D de 8 a 16 mS/cm [100]. A mayor valor de CE (mS/cm),
mayor es la afectacion potencial sobre los cultivos. El tratamiento CPBS, con un valor de 9,1
mS/cm, se clasifica dentro de la clase D, mientras que el tratamiento CTRL, con 6,3 mS/cm,
corresponde a la clase C. La alta salinidad en los sustratos puede ocasionar pérdidas tempranas
en los cultivos [100], tales como la inhibicion del crecimiento normal, alteraciones funcionales

en otros componentes y la disminucion de las poblaciones microbianas del suelo.
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Otro de los motivos de la pérdida de las plantas es la competencia intraespecifica, en la cual
individuos de la misma especie interactian entre si por la obtencion de espacio para crecer. El
area de cada celda del almacigo es de 9 cm? que resulta reducido para las dimensiones tanto del
tomate como del pepino. Este ultimo se ve mas afectado debido a que presenta dimensiones
superiores al tomate (Tabla 10), tanto en el tallo como en las hojas; por estas razones, dispuso de

menor espacio para su desarrollo cuando se colocaron dos semillas por celda.

Como comparaciéon entre ambos cultivos, el tomate presentd un porcentaje mas alto de
germinacion en relacion con el pepino. Este mostré mayor estabilidad y menor sensibilidad a las
variaciones segin cada una de las mezclas. En relacion con las plantas perdidas, el tomate
presentd mayor resiliencia frente a la alta salinidad y al reducido espacio de las celdas de los
almacigos; en contraste, el pepino fue mas sensible, esto se reflejo en pérdidas superiores en

comparacion con el tomate.
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7 CONCLUSIONES

1. El PBS-Celulosa de 70 um mostré6 un proceso de desintegracion progresivo bajo
condiciones controladas de compostaje, logrando reducciones la masa de un 99,68% en
promedio, lo que muestra la viabilidad de ser tratado en de un sistema de compostaje.

2. La temperatura dentro de la incubadora se mantuvo dentro de los rangos establecidos por
lanorma UNE-EN ISO 20200:2015, garantizando un ambiente adecuado para la actividad
microbiana responsable de la biodegradacion del PBS-Celulosa.

3. El analisis fisicoquimico del compost final con PBS-Celulosa present6 valores dentro de
los rangos aceptados para abonos organicos, especialmente en lo referente al pH, relacion
C/N vy el contenido de nutrientes, indicando que la presencia del biopolimero no afectd
negativamente la calidad del compost.

4. Lareduccion de los solidos volatiles fue similar entre el compost con PBS-Celulosa y el
control, lo que sugiere que el polimero no interfiere con la actividad microbiana ni con la
estabilizacion del material orgénico.

5. La caracterizacion estructural del PBS-Celulosa mediante andlisis de FTIR, SEM, DSCy
TGA confirmé modificaciones quimicas y fisicas a lo largo del compostaje, evidenciando
ruptura de enlaces, disminucion de la cristalinidad y cambios en la morfologia del
material, asociados al proceso de desintegracion.

6. Los ensayos de fitotoxicidad mostraron que el compost con PBS-Celulosa no gener6
efectos adversos significativos en la germinacion de semillas de tomate ni pepino,
validando su aptitud para uso agricola.

7. Las plantas desarrolladas en mezclas de compost con PBS-Celulosa presentaron un
porcentaje de biomasa del 95,77 % en tomate y 95,90 % en pepino y crecimiento radicular
de 3,62 cm en tomate y 5,73 cm en pepino, del tallo de 7,26 cm para el tomate y 18,20 cm
para el pepino y de las hojas de 2,50 cm para el tomate y 9,71 cm para el pepino,
demostrando que el material desintegrado no gener6 compuestos inhibidores para el
desarrollo vegetal.

8. El anélisis microbioldgico evidencio la presencia de grupos microbianos propios del
proceso de compostaje, tales como Bacilus, Actinobacterias, Chloroflexota,
Pseudomonadota y Gemmatimonadota, sin alteraciones relevantes atribuibles al

biopolimero, lo que respalda la estabilidad biologica del proceso.
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9. EI PBS-Celulosa mostré una tendencia a disminuir la actividad microbiana durante el
compostaje, posiblemente debido a su baja biodisponibilidad inicial y a la generacion de
condiciones menos favorables para ciertos microorganismos.

10. El PBS-Celulosa evaluado puede considerarse un material compostable bajo condiciones
controladas, siempre que se mantengan parametros adecuados de temperatura, contenido
de humedad del compost y oxigenacion.

11. El estudio demuestra el potencial del PBS-Celulosa como alternativa para empaques
biodegradables, aportando evidencia técnica para su futura incorporacion en sistemas de

gestion de residuos organicos en Costa Rica.
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8 RECOMENDACIONES

1. Laejecucion ensayos de compostaje a escala piloto y en condiciones reales para comparar
el comportamiento del PBS-Celulosa fuera de incubadoras controladas

2. Laejecucion de estudios de impacto ambiental que analicen la persistencia de fragmentos
del biopolimero en el suelo tras aplicaciones agricolas repetidas, incorporando
evaluaciones a corto, mediano y largo plazo.

3. La inclusion de mdas cultivos en los ensayos de fitotoxicidad para tener una mayor
comprension del efecto del compost en diferentes plantas, incorporando especies con
distintos requerimientos hidricos y nutricionales, asi como cultivos de ciclo corto y largo.

4. La evaluacion del bioplastico con diferentes espesores con la finalidad de determinar el
porcentaje de desintegracion bajo las mismas condiciones incorporando ldminas de
diferentes calibres.

5. Laevaluacion del comportamiento del PBS-Celulosa en diferentes tipos de compost para
determinar si la matriz orgédnica influye en su desintegracion, incluyendo compost
provenientes de residuos domésticos, estiércoles animales, residuos agricolas y mezclas
ricas en lignocelulosa.

6. Un seguimiento mayor a 90 dias para confirmar si la degradacién continua hasta la
completa desaparicion, extendiendo el monitoreo a periodos de 120, 150 o incluso 180
dias segtin la dindmica observada en el compost.

7. Un andlisis de la influencia del contenido de humedad y la aireacién sobre la
desintegracion del PBS-Celulosa, ya que son variables sensibles en el proceso de
compostaje, mediante el establecimiento de tratamientos controlados que permitan

comparar distintos rangos de contenidos de humedad.
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ANEXOS

Anexo 1. Estufa marca Taisa Anexo 2. Horno Mufla

Anexo 3. Almacigo de 128 celdas Anexo 4. Incubadora Biobase

Anexo 5. Temperaturas registradas en incubadora Biobase

Semana Temperatura Maxima °C Temperatura Minima °C
1 58,40 58,20
2 58,10 58,00
3 57,90 57,80
4 57,70 57,70
5 58,10 57,90
6 58,20 58,00
7 57,80 57,60
8 57,90 57,70
9 58,20 58,10
10 58,30 58,20
11 57,90 57,80
12 57,80 57,60
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Anexo 6. Camara de germinacion Anexo 7. Horno de conveccion forzada

Anexo 8. Datos de andlisis microbioldgico realizado por Novogene [83].

EICE I N

204249 20351 116183 2590134 61.66% 9.46% 9168%
(2 202633 202201 201273 122678 139429 %534 61.48% 99.42% 97.12%
() 163337 163078 162861 94999 078 614 6196% 99.50% 97 84%
P 02518 202008 aun 145498 36970675 20410 6274% 99.55% B12%
2001% 27639 201047 191617 63138 141 6271% 99:52% 96.04%
] 204039 0370 IR 14T 37006710 59 6268% 99.55% 93.13%
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Anexo 9. Termociclador para PCR. Anexo 10. Molino de laboratorio.
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Anexo 11. Descripcion de las métricas de calidad y procesamiento de las lecturas de

secuenciacion [101], [102], [103], [104].

Tipo Descripcion
Identificador asignado a cada una de las muestras procesadas, diferenciadas
Muestra segun su origen o tratamiento experimental.

Lecturas crudas
PE

Combinadas

Lecturas
calificadas

Sin quimeras
Base (nt)

Longitud
promedio

GC (%)

Q20 (%)

Q30 (%)

Numero total de lecturas por pares generadas directamente por la plataforma
de secuenciacion antes de aplicar cualquier proceso de filtrado o ensamblaje.

Cantidad de lecturas por pares que pudieron ensamblarse adecuadamente en
una lectura continua, lo cual refleja la eficiencia del emparejamiento de las
lecturas.

Lecturas que superaron los filtros de calidad establecidos (por ejemplo,
umbrales basados en Q-score), y que se consideran aptas para los analisis
bioinformaticos posteriores.

Numero de lecturas que permanecen después de la eliminacion de secuencias
quiméricas, las cuales corresponden a artefactos generados durante la
amplificacion por PCR.

Total de nucleodtidos presentes en las lecturas finales procesadas para cada
muestra.

Longitud promedio de las lecturas combinadas expresada en nucleotidos, lo
que permite evaluar la consistencia del ensamblaje y la integridad de las
secuencias obtenidas.

Porcentaje de guanina y citosina presentes en las lecturas finales. Este
parametro es util para verificar la concordancia del contenido GC con lo
esperado para la region genética objetivo.

Porcentaje de bases con un valor de calidad equivalente a una probabilidad
de error <1%. Valores altos indican lecturas confiables.

Porcentaje de bases con un valor de calidad equivalente a una probabilidad
de error <0,1%. Este indicador refleja la alta calidad global del dataset de
secuenciacion.
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