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RESUMEN
El polietileno tereftalato (PET) es uno de los polimeros que se encuentra
cubriendo gran parte del mundo en distintos ambientes, como agua marinas,
rios, lagunas y suelos. Su dificil degradacién hace que se busquen nuevas
alternativas biolégicas para que la degradacion se vuelva mas rapida y eficaz
haciendo que los microorganismos lo utilicen como fuente de alimentacion. El
presente trabajo tuvo como objetivo demostrar la biodegradacion del PET por
accion de consorcios bacterianos procedentes de diferentes tipos de humus. La
metodologia empleada consistié en evaluar tres tipos diferentes de sustratos:
humus como vegetal, de conejo y de caballo para determinar si las bacterias
presentes en éstos degradaban el PET o no. La evaluacion se realizé de manera
cuantitativa por la pérdida de peso del plastico por un periodo de evaluacién
cada 15 dias y evaluacion cualitativa por la formacion de biopelicula y porosidad.
Asi mismo, se aislaron bacterias con capacidad de degradar el PET e
identificando con pruebas bioquimicas y MicroScan. Los promedios de la
variaciéon porcentual de degradacion oscilaron entre 0% y 4.5%, donde se
observd que el humus del vegetal tuvo una mayor degradacion frente a los
demas tipos de humus, pero no existi6 diferencia significativa entre los
tratamientos pero si frente al control. Ademas, se observé mayor porosidad y
biopelicula en el humus de vegetal; se lleg6 a identificar 12 cepas degradadoras
de PET del género Bacillus. Concluyéndose gue hay presencia de

microorganismos que tienen la capacidad de degradar el polietileno tereftalato.

Palabras claves: PET, humus, Bacillus, biopelicula, porosidad.



ABSTRACT

PET is one of the polymers that is found covering a large part of the world in
different environments, such as marine water, rivers, lagoons and soils, and its
difficult degradation makes it look for new biological alternatives so that
degradation becomes faster and more efficient. Causing these microorganisms to
use this material as a source of food. The present work aims to demonstrate the
biodegradation of polyethylene terephthalate by bacterial consortiums from
different types of humus for which the methodology used was to evaluate three
different types of substrates of humus as vegetable, rabbit and horse against if
they degraded the PET or not, the plastic was evaluated quantitatively by weight
loss in a 15-day evaluation period and quantitative evaluation by the formation of
biofilm and porosity, likewise bacteria were isolated with ability to degrade the
PET and identifying them with tests biochemicals and MicroScan. The averages
of the percentage variation oscillated between 0% and 4.512%, where it was
observed that the humus of the vegetable had a greater degradation compared to
the other types of humus but it can be said that there is no significant difference
between the treatments but it does exist between the control and the 3
substrates. In addition, greater porosity and biofilm were observed in vegetable
humus; 12 strains degrading PET of the genus Bacillus were identified.
Concluding that there is presence of microorganisms that have the capacity to

degrade the polyethylene terephthalate.

Keywords: PET, humus, Bacillus, biofilm, porosity.



l. INTRODUCCION

Los plasticos son materiales poliméricos organicos, estan conformados por
largas cadenas macromoleculares que contienen en su estructura carbono e
hidrégeno. Principalmente, se obtienen mediante reacciones quimicas entre
diferentes materias primas de origen sintético o natural. Dependiendo de la
estructura que forma el carbono al asociarse con hidrégeno, oxigeno y nitrégeno,
cambian las propiedades fisicas y su estructura molecular. Se dividen en
termoplasticos, materiales que se ablandan al ser calentados y se endurecen al
enfriarse, y termoestables, que adoptan una forma permanente al aplicarles calor y
presion (Mendez y col. 2007). En los dltimos afios se han investigado diferentes
formas de plastico como el poliestireno (PS), cloruro de polivinilo (PVC),
polipropileno (PP) y polietileno teraftalato (PET) (Meza 2013). Esta ultima forma de
plastico es utilizado para diferente tipos de envases, y su acumulacién mundial se
estima en aproximadamente 80 millones de toneladas métricas al afio (Sowmya y
col. 2014), provocando un impacto grande al medio ambiente tomando miles de

afos para su eficiente degradacion. (Nanda y col. 2010).

En los dltimos tiempos se han venido desarrollando estrategias para la reduccién de
éstos materiales entre los cuales tenemos la incineraciébn que consiste en el
quemado de plastico, lo que suele ser altamente contaminante, causando efectos
negativos en el ambiente por el incremento de CO2 en la atmésfera (Segura, 2007),
por otro lado el reciclaje ha sido una estrategia muy efectiva, sin embargo se ha
visto que solo el 35% se recupera y el otro 65% se pierde (Arciniega, 2008). Existen
métodos que degradan este material que abarcan desde los relativos a las pruebas
de propiedades, asi como las empleadas en el campo de fisica de fases y quimica

analitica, métodos bioquimicos y la microbiologia. Este Ultimo método ha venido



siendo un area de interés por los investigadores, ya que no perjudica el medio
ambiente y consiste en utilizar microorganismos que puedan alimentarse de éstos

contaminantes.

La extraccion de los microorganismos tiene que ser de una fuente rica en nutrientes
y por ende de microorganismos tal y como es el caso del humus, un abono organico
de residuos de origen animal y vegetal, que presentan macro y micronutrientes
como nitrégeno, fésforo, potasio, calcio, magnesio, manganeso, hierro y sodio, etc,
en cantidades suficientes para garantizar el perfecto desarrollo de las plantas,
ademas de un alto contenido de microorganismos. (Silagro, 2015). Debido a los
diferentes componentes utilizados en la preparacion del humus, es un sustrato
capaz de degradar diferentes materiales. En investigaciones anteriores se ha
utilizado en la biorremediacién de ambientes contaminados con hidrocarburos de
petroleo y derivados del PET (Nilanjana y col, 2011). Ademas, se ha visto que las
poblaciones microbianas de humus oxidan faciimente sustratos disponibles como
proteinas, azUcares y almidones (Zibilske, 1996). Asi también, presentan una
intensa actividad enzimatica hidrolitica y por reacciones de oxidacion rompen la

estructura quimica de algunos materiales como el PET. (Deportes, 1995).

La demanda de la utilizacién de plastico que hoy en dia afronta nuestro pais hace
gque se abran nuevas técnicas de investigacion para la degradacion de este material
y junto con esta pueda ser armoniosa con el medio ambiente. Es por ello que, la
importancia en la cual radica esta investigacion es la utilizacion de bacterias
extraidas de diferentes tipos de humus que puedan utilizar el polietileno tereftalato
como Unica fuente de carbono, y en un futuro poder utilizar estas cepas a escala

industrial.



I. ANTECEDENTES

Aribay col. (2015), en la India, aislaron bacterias de suelo contaminado con
plastico para degradar bolsas de polietileno en un periodo de 30 dias.
Identificaron las especies Desulfotomaculatum nigrificans y Pseudomona
alcaligenes que degradaron 10.2, 13.2 y 16.2%; 10.5, 14.7, y 16.2% en 10,

20 y 30 dias respectivamente.

Sowmya y col. (2014), en la India, evaluaron la biodegradacion de
polietileno con Bacillus cereus y concluyeron que éste es capaz de degradar
el polietileno previamente tratado con luz UV y autoclavado. El porcentaje de

degradacion fue de 14% y 7.2% respectivamente.

Meza (2013), en Ecuador, evalué la biodegradacion de polietileno tereftalato
y oxopolietileno con humus de caballo, gallina y lombriz. Al finalizar los 35
dias de tiempo experimental, concluyé que la mayor efectividad de
biodegradacion de PET con bacterias nativas fue con el humus de caballo,
con un 10.89%, seguida de el humus de gallina con 7.87% y del humus de
lombriz con 6.64%. Identific6 microorganismos Gram negativos, como

Pseudomonas, Alcaligenes, Acinetobacter, etc.

Alonso y col. (2010), en Argentina, utilizaron microorganismos del
vermicompost para degradar poliestireno y polipropileno a diferentes
profundidades. Concluyeron que la actividad microbiana mejora con la
profundidad del enterramiento; entre los microorganismos del vermicompost

gue podrian haber ocasionado la biodegradacién, se identific6 el género



Pseudomonas, tanto en las muestras superficiales de polipropileno como de

poliestireno.

Sonil y col. (2010) en la India, aislaron de un relleno sanitario
microorganismos degradadores de polietieno como Pseudomonas,
Brevibacillus y Rhodococcus. Concluyeron que Pseudomonas degradd
40.5% de polietileno, seguida de Brevibacillus con 37.5% y Rhodococcus

con 33%.

Arciniega (2008), en México, aislé microorganismos degradadores de
teraftalato de polietileno de estdmagos de rumiantes y heces de animales.
Concluyd que los hongos consumen mas los precursores del PET en
comparacion con las bacterias; también que la degradacion del acido
teraftdlico aumenta en un pH acido, alcanzando un porcentaje de

degradacién del 90% en un periodo de 20 dias.

Chunga y Cieza (2016), en Chiclayo, Peru, evaluaron la biodegradacion de
poliestireno utilizando microorganismos procedentes del humus de lombriz a
diferentes profundidades. Concluyeron que el poliestireno perdié mayor peso
al estar en el fondo de la maceta en comparacién con la muestra de la parte
media y de la superficie; observaron biodegradacion total de 9.4%; e
identificaron los géneros Bacillus y Clostridium se encontraron presentes en

el humus de lombriz.

Uribe y col. (2010), en Lima, Peru, aislaron e identificaron microorganismos
degradadores de polietileno de baja densidad de un relleno sanitario, entre
ellos: Pseudomonas, Penicillium y Hyalodendron. Concluyeron que hubo

una reduccién del 5.4% del peso total de polietileno bajo la accién de un



consorcio formado solo por bacterias. El porcentaje de peso perdido
obtenido mediante el empleo de las levaduras y los hongos aislados fue de

4.8%.



3.1

3.1.1.

3.1.2.

3.2.

Il. MATERIALES Y METODOS

MATERIAL:

Material biolégico
El material de estudio estuvo constituido por humus de caballo,

humus de vegetales y humus de conejo.

Material plastico

El polietileno tereftalato (PET) estuvo constituido por botellas de

plastico de agua mineral de primer uso.

METODOS:

3.2.1. Preenriquecimiento de las bacterias degradadores de polietileno

tereftalato.

3.2.1.1.

Preparacion del polietileno tereftalato.

Las botellas de primer uso de agua mineral fueron cortadas en
pequefios fragmento, de los cuales se pesaron 6 gr para ser licuados
con 100mL de agua aproximadamente por 20 min hasta obtener
finas particulas. Luego, se filtr6 en papel de filtro y se seco las
particulas de plastico en la estufa a 140°C por 10 minutos; las
particulas obtenidas de plastico se llevaron a un medio base
constituido por macro y micronutrientes donde la Unica fuente de
carbono fue el PET.

Para el preenriquecimiento se trasvasé 400 mL de medio base en un
frasco schott para cada sustrato (Conejo, caballo, vegetales y

blanco), donde se afiadié 0.8 g de los fragmentos de PET y 4 g del



3.2.2.

3.2.2.1.

humus a ensayar en cada frasco, se incubé 27° C por un periodo de
30 dias (Ver anexo, Flujograma 01).
Degradacion del polietileno tereftalato (PET)
Pasado el tiempo de incubacién se tomé una alicuota de 10mL del
medio preenriquecido de los diferentes tipos de sustrato y se
compard con el nefelémetro de Mc Farland del tubo N° 1 (3x108
cel/mL); se inoculé 10mL de medio preenriquecido a 90 mL de medio
base en frascos schott (Ver anexo 01), y se agregé fragmentos de
botella de plastico de 2x4 cm previamente pesados (los pedazos de
plastico fueron lavados con etanol y enjuagados con agua destilada
estéril, que fueron secados en la estufa a 30°C por 15 minutos), este
procedimiento se realiz6 en 30 frascos por cada tipo de humus y 30
frascos para el control (Tabla 05).
Determinacién cuantitativa de la biodegradacién del polietileno
tereftalato. (Mostafa y col. 2010)
Después de la incubacion de los frascos schott con los diferentes tipos
de humus y el control se procedi6 a retirar 5 piezas de plastico de humus
y el control cada 15 dias por un periodo de 3 meses, limpiandose con
alcohol de 96° y secandolas en la estufa por 5 minutos 80 °C.
Para la determinacion del porcentaje de la pérdida de peso de los
plasticos se utilizo la siguiente formula.

Winicial — Wfinal
Winicial

Y%perdida =

Winicia: Peso inicial del plastico (mg)

Wiinai: Peso final del plastico en funcion del tiempo



3.2.2.2. Determinacion cualitativa de la biodegradacion del polietileno

tereftalato

- Formacién de biopelicula:
Transcurrido 90 dias de incubacion se retiraron 5 piezas de plasticos
de los frascos Schott de cada tratamiento de humus y el blanco.
Estos fueron colocados en laminas porta objeto y se observaron en
un microscopio a un aumento de 400X. La observacion de masas
irregulares sobre la superficie del PET indica la formacién de
biopelicula.

- Porosidad:
Esta evaluacion se realizé a los 90 dias retirando 5 piezas de plastico
las cuales se limpiaron con alcohol de 96° (por cada tratamiento y el
control). La observacion se realiz6 en un microscopio a un aumento
de 400X, donde se observé pequefios poros que indican la
degradacion de PET por bacterias.

3.2.3. Aislamiento e identificacion de las bacterias degradadoras de

polietileno tereftalato.

Para el aislamiento de las bacterias degradadoras de PET, se tomé una

asada del medio base con PET que fueron incubados a los 90 dias, la

cual se sembr6 en agar nutritivo por la técnica de agotamiento y estria.

Las placas se incubaron a 37°C por 24 horas; transcurrido el tiempo se

estudiaron las caracteristicas macroscopicas de las colonias

diferenciadas considerando: forma, borde, elevacion, superficie, color y

consistencia; luego se realizé la tincion Gram teniendo en consideracion

el tipo de pared celular y la forma. Una vez realizados estos



procedimientos se realizé el mantenimiento de las cepas con un medio
base mas glicerina al 30%.

Para la identificacion bioquimica de las colonias aisladas se utilizé los
paneles MicroScan que consiste en un sistema de pocillos con sustratos
liofilizados que permiten realizar las pruebas bioguimicas como lactosa,
cloruro de sodio, urea, nitrato, manosa y arabinosa; asi también se
realizé las pruebas convencionales como, prueba de catalasa, hemolisis
y resistencia a temperatura. Se utiliz6 el Manual de Bergey para la

identificacion de los géneros (Ver anexo Flujograma 03).



Pérdida de peso (%)

V. RESULTADOS
Los promedios de la variacion porcentual de la biodegradacion
polietileno tereftalato oscilaron entre 0% y 4.512% a lo largo del tiempo.
En el primer control a los 15 dias los promedios de la variacion
porcentual fueron 0,136%; 0,110%; 0,226% para el humus de conejo,
vegetal y caballo, respectivamente, estos promedios aumentaron al
finalizar los 90 dias (3 meses) a 4,158%; 4,512% vy 4,298%,

respectivamente.
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Figura 01: Variacion porcentual de la biodegradacion del polietileno
tereftalato con los tratamientos de humus de conejo, de vegetal y de

caballo. Los valores corresponden al promedio de 5 repeticiones.
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En la Tabla 01 se compar6 cada tratamiento con el grupo control donde
se determina que si existe diferencia estadisticamente significativa entre
las variaciones porcentuales de los promedios de cada tratamiento de
humus (de conejo, de caballo, y de vegetales) con el grupo control. Asi
mismo, se determind que no existe diferencia estadisticamente

significativa entre los tratamientos.

Tabla 01: Comparacion de la biodegradacion de PET entre los tratamientos y el

control

Tratamiento Media de degradacion

(%)
Conejo 416 a
Vegetal 451 a
Caballo 430 a
Control 0,11 b

ay b: Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Figura 02: Variaciones porcentuales de los tratamientos de polietileno tereftalato

con humus de conejo, caballo y vegetal.
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Figura 03: Biopeliculas sobre el PET presentes en los diferentes tipos de humus
durante 90 dias. A: Humus de vegetal. B: Humus de caballo. C: Humus de conejo.

D: Control. Observado a un aumento a 400X.
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Figura 04: Formacion de poros sobre el PET por accion de las bacterias

presentes los diferentes tipos de humus durante 90 dias. A: Humus de vegetal
B: Humus de caballo. C: Humus de conejo D: Control. Observado a un

aumento de 400X.
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Figura 05. Caracteristicas macroscopicas (ma) y microscopicas (mi),observado a

un aumento de 1000X, de las bacterias aisladas de humus de caballo: CA.1, CA.2,

CA3,CA4
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Figura 06. Caracteristicas macroscopicas (ma) y microscopicas (mi),observado a
un aumento de 1000X, de las bacterias aisladas de humus de conejo: CO.1, CO.2,

CO.3,C0.4
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Figura 07. Caracteristicas macroscopicas (ma) y microscopicas (mi), observado a
un aumento de 1000X, de las bacterias aisladas de humus de vegetal: V.1, V.2,

V.3, V4
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Tabla 02: Caracterizacion parcial de las cepas aisladas de diferentes tipos de humus seleccionadas en polietileno tereftalato — PET

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS CARACTERISTICAS BIOQUIMICA

CEPAS MICROSCOPICAS CARACTERIZACION
FOR. BOR. ELEV. SUPER. COLOR CONSIST. GRAM FORMA LAC NaCl URE NIT MAN ARA Catalasa Hemolisis Te”;pforfct“ra PARCIAL
CA-1 C E PL LI CR CRE + Bacilo - + - + - - + B + Bacillus
CA-2 C E EL LI CR v + Bacilo - + - + - - + B + Bacillus
CA-3 C E PL LI CR CRE + Bacilo - + - + - - + B + Bacillus
CA-4 P E PL LI CR CRE + Bacilo - + - + - - + B + Bacillus
CO-1 C E PL LI CR CRE + Bacilo - + - + - - + B + Bacillus
CO-2 I I PL L B CRE + Bacilo - + + - - - + B + Bacillus
CO-3 C E PL LI B CRE + Bacilo - + + + - - + B + Bacillus
CO-4 C E PL LI CR CRE + Bacilo - + - + - - + B + Bacillus
V-1 R L EL RU CR \Y + Bacilo - + + + - - + B + Bacillus
V-2 P E PL LI CR CRE + Bacilo - + + + - - + Y + Bacillus
V-3 C E PL L CR CRE + Bacilo - + - + - - + a + Bacillus
V-4 | L PL LI CR CRE + Bacilo - + - + - - + Y + Bacillus

LEYENDA:

FOR: Forma; BOR: Borde; ELEV: Elevacion; SUPER: Superficie; CONSIST: Consistencia; C: Circular; P: Puntiforme; I: Irregular; R: Rizoide; E: Entero; L: Lobulado;
PL: Plana, EL: Elevada; LI: Lisa; RU: Rugosa; CR: Crema; B: Blanco; CRE: Cremosa; V: Viscosa; + : Utiliza/metaboliza; - : No utiliza/no metaboliza; B: Beta; y:
Gamma; a: Alfa

18



V.

DISCUSION

En la presente investigacion se observo la biodegradacion de polietileno
tereftalato por parte de los microorganismos presentes en los sustratos
utilizados (humus de caballo, vegetales y conejo), (Fig. 01 y Fig. 02).
Esto se debe a los procesos metabdlicos y enziméaticos realizados por
las bacterias presentes en el humus, las cuales secretan enzimas que se
encargan de romper la estructura molecular del plastico reduciéndolo en
Su peso a través del tiempo, (Tokiwa, 2009 y Nowak y col, 2011). Asi
mismo, Arciniega (2008) indica que los microorganismos digieren el
PET, ocasionando biodegradacién cuando existe en la molécula un
grupo carbonilo vecino al atomo de carbono secundario o terciario para
gue pueda ser transformado por el microorganismo en grupos
carbonilos, siendo este punto donde ocurrira la fragmentacién, una vez
se haya transformado el grupo carbonilo, el ataque continua por la
accion de enzimas mediante un proceso que ira reduciendo las cadenas
mas grandes a fragmentos de peso molecular mas bajos lo que se
corrobora con investigaciones de Palsamino y Pettigrew (1992).

El porcentaje de biodegradacion con los tres sustratos a los 90 dias fue:
humus de caballo, 4.298%; humus de conejo, 4.158% y humus de
vegetal, 4.512%.

El comportamiento de cada uno de los sustratos es diferente a lo largo
del tiempo, en el humus de conejo se observd que se mantuvo una
degradacion ascendente; para el humus de caballo el comportamiento
de los microorganismos que degradaban el PET fue diferente, en el dia
45 la degradacion se mantuvo constante hasta el dia 60 donde hubo

incremento de la degradacion y en el humus del vegetal en el dia 60
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ocurrié el incremento de la degradacion. Sin embargo, en estos 3
sustratos existe un punto de union que fue a los 75 dias y estas tienden
a aumentar en el tiempo, similar a la investigacion realizada por Meza,
(2013) que con el tiempo se incrementd la biodegradacion. Sin embargo,
Alonso y col. (2015) indica que la velocidad de biodegradacién es mas
rapida en los primeros meses para luego disminuir; esto pudo deberse a
gue los tratamientos fueron diferentes a los realizados en esta
investigacion; ademas también se confirma que a los 90 dias en el grupo
control no hubo degradacion.

En cuanto a la biodegradacion del humus de caballo fue de 4.298% en 3
meses de incubacion difiriendo de estudios realizado por Meza y col.
(2013) que indica que la biodegradabilidad de humus de caballo fue de
10.89% en un periodo de un mes y 5 dias; esta diferencia podria haber
sido por la especie de lombriz utilizada en la elaboracion del humus tal
como lo indica Mulet (2008) quién dice que la calidad del humus va a
depender de los microorganismos del tracto digestivo de la especie de
lombriz utilizada. Asi mismo, Meza (2013), utiliz6 parametros como
disponibilidad de luz, temperatura constante y oxigenacion, lo que ayuda
a los microorganismos que se encuentren en constante reproduccion,
adaptacion y posterior degradacion.

Al evaluar el porcentaje de la pérdida de peso del plastico entre los
diferentes tipos de humus, se aplic6 la formula del promedio de la
variacién porcentual para saber cual es el tipo de sustrato que degrada
mejor el polietileno tereftalato — PET, ademas para saber si los
tratamiento se encontraban distribuidos segin una normal se utilizé el

estadistico de Shapiro Wilk con una significancia de 0.05, lo cual resulté
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que los tratamientos si se encontraban distribuidos por una normal (Ver
anexo tabla 06), por lo cual se aplico el estadistico de Analisis de
varianza ANOVA (Ver anexo tabla 07) que indica que existia diferencia
significativa entre las variaciones porcentuales rechazando la hip6tesis
nula ya que Fc calculado era mayor que F; estandar 3.24. Para saber si
existia diferencia significativa entre los tratamientos y el blanco se utilizé
el estadistico de Dunnet (Tabla 08) donde se afirmé que existia
diferencia significativa entre los grupos de estudio y el blanco cuando es
p < 0.05; lo que se confirma que en los diferentes tipos de humus existen
bacterias capaces de degradar al polietileno tereftalato, ya que en el
blanco no se pudo observar degradacion.

Para comparar entre los tratamientos de los diferentes sustratos se
utilizé la prueba de comparacion de pares de Tukey (Tabla 09) donde se
observé que los tres tratamientos presentan promedios de las
variaciones porcentuales similares, pero difieren del blanco, es decir que
en una biodegradacion se podria utilizar cualquier tipo de humus, ya que
los humus presentan bacterias posiblemente muy similares.

Al comprobar cualitativamente la biodegradacion del PET por los
diferentes sustratos (Fig. 03), se confirm6é mediante la formacion de
biopeliculas, que consiste en el desarrollo de comunidades microbianas
multicelulares adheridas a los plasticos por las superficies hidrofilicas de
las bacterias, ademéas indican que las actividades metabdlicas de estas
poblaciones sobre los plasticos son superiores a los microorganismos
individuales.

En la evaluacion del trabajo se pudo observar biopeliculas en los tres

tipos de sustrato a lo largo de los 90 dias de evaluacién mas no en el
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blanco, esto se corrobora con las investigaciones de Debroas y col.
(2017), Yoshida y col. (2016), Uribe y col. (2010), que observaron la
aparicion de biopeliculas como evidencia de un posible ataque
microbiano. Se observé que el plastico aplicado con el sustrato con
humus de vegetal presenta la mayor cantidad de biopelicula acumulada
en toda su superficie ademas que fue el sustrato quien degradd
ligeramente mas el polietileno tereftalato. Asimismo, también se pudo
observar con el humus de caballo y en conejo pero en menor cantidad.
La degradacion del PET es un proceso dirigido a modificar la estructura
del polimero para hacerlo vulnerable y que desaparezca como residuo,
lo que quiere decir que cuando se forma biopeliculas va dar paso al
crecimiento poblacional microbiano a través de la utilizacion del plastico
como fuente de carbono, la absorcion de oxigeno, la evolucion del
diéxido de carbono y, finalmente, cambios en la estructura de la
superficie del plastico. Arutchelvi et al. (2008). Asi mismo las bacterias
pueden atacar el grupo carbonilo para degradar los segmentos mas
cortos de las cadenas de polietileno, produciendo cambios en el
polimero relacionado con la pérdida de su estructura quimica, de tal
forma que las propiedades fisicas del material se deterioran, y se
observan variaciones tanto fisicas como quimicas en el mismo.
Carhuayo (2012).

Al aplicar los diferentes humus sobre el PET se logré observar porosidad
en todos los tratamientos a excepcion del blanco (Fig. 04).esto se
confirma con la investigacion realizada por Janczak y col. (2018) que
sefalaron que la porosidad indica que hubo biodegradacién del plastico

gue tienen forma de golpes, agujeros y grietas, lo que sustenta la
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investigacion realizada por Vimala y Lea (2016) y Gomez y Oliveros,
(2018), quienes evidenciaron quiebres y zonas donde se estaria dando
el desprendimiento de parte de la estructura, esta rotura del polietileno
seria la degradacion. Segun Aradilla y col. (2007); las modificaciones
mas palpables se encuentran en la pérdida de brillo, color y formacién
de grietas, ocasionando desgaste en las superficies de las laminas
segin Goémez y Oliveros (2018); el cual fue observado en la
investigacion.

Para la identificacion parcial de las bacterias biodegradadoras de PET se
tuvo en consideracion las caracteristicas morfolégicas de las colonias, se
realizé la coloracion Gram y se utilizaron los paneles de microscan (Ver
Anexo Figura 09, 10, 11) permitiendo realizar diferentes pruebas como:
lactosa, NaCl, urea, nitrato, manosa, arabinosa; paralelo a ello se
realizaron pruebas convencionales como: catalasa, hemolisis y
calentamiento a 70 °C.

En la presente investigacion se logro aislar 12 cepas de bacterias Gram
positivas (Fig. 05, 06 y 07, Tabla 02) que corresponden al género
Bacillus.

Desai y col. (2008) indicaron que existen microorganismos entre ellos el
género Bacillus que son utilizados por su accién biodegradante liberando
enzimas para la ruptura de la compleja estructura quimica (oligémeros)
del plastico en moléculas méas simples (monémeros) para su asimilacion.
Ademas Pan y col. (2007), lograron aislar bacterias del género Bacillus
capaces de degradar estructuras a base de hidrocarburos esto se debe a
gque estas bacterias son capaces de producir enzimas hidroliticas, tales

como: amilasa, celulasa y lipasas y los formadores de biopeliculas son
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efectivos en la biodegradacion de plastico aislado de diversos sustratos.
Asi mismo Vimala y Lea (2016) sustentan que estas bacterias son
capaces de producir compuestos tensioactivos (Biosurfactantes) que
mejoran el proceso de degradacion.

Al inicio de la investigacion se presume que existi6 grupos bacterianos
diferentes, sin embargo, al finalizar la investigacion solo se aislo vy
selecciond el género Bacillus con varias especies por sus diferentes
morfologias macroscépicas, esto pudo ser ocasionado porque durante el
proceso se produce energias, temperaturas y compuestos finales que
pudo incentivar a la inhibicion de las demas bacterias. Sin embargo,

pudieron ayudar a la degradacién en cierto punto del proceso.
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VI. CONCLUSIONES

Al término del estudio se llegé a las siguientes conclusiones:

1. Existe biodegradacién de polietileno tereftalato por accién de
consorcios bacterianos procedentes de diferentes tipos de humus.

2. El porcentaje de pérdida de polietileno tereftalato fue de 4.158%,
4.298% y 4,512% causado por las bacterias de humus de conejo, de
caballo y de vegetal respectivamente, no existi6 diferencia
significativa entre los tratamientos.

3. Se aislé de los diferentes tipos de humus la bacteria del género

Bacillus.
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VII. RECOMENDACIONES

1. Realizar pre tratamientos fisicos como: temperatura, tratamientos
térmicos, rayos UV, etc, al material de plastico que se va a degradar
con la finalidad de hacer méas susceptible al material antes de
exponerlo al consorcio bacteriano.

2. Utilizar otros sustratos para la biodegradacion de PET; por ejemplo,
aislar consorcios bacterianos de rellenos sanitarios que se
encuentren degradando el PET.

3. Extender el tiempo proceso de biodegradacion.

4. Realizar la identificacion de las bacterias al inicio, a la mitad y al final
de la investigacion para conocer los géneros que inician la

degradacion y como es la dindmica bacteriana en el tiempo.
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IX. ANEXOS

Anexo 1. Componentes del medio base para las bacterias degradadoras de

PET. (Uribe y col, 2010)

Concentracion

Compuesto (/L)
Sulfato de Amonio 1
Nitrato de Sodio 1
Fosfato acido de Potasio 1
Cloruro de Potasio 1
Sulfato de Magnesio Heptahidratado 0.2
Extracto de Levadura 0.1

Tabla 03: Escala de McFarland, para la concentracién de cel/mL

N BaCl, 0,048M  H,SO, 0,36M vf Ne Celulas
ml mi ml

0,5 0,05 9,95 10 1,5 * 108
1 0.1 9,9 10 3*108
5 0,2 9,8 10 6 * 108
3 0,3 9,7 10 9* 108
A 0.4 9,6 10 12 * 108
c 0,5 95 10 15 * 108
6 0,6 9.4 10 18 * 108
; 0.7 9,3 10 21 * 108
g 0.8 9,2 10 24 * 108
9 0.9 9.1 10 27 * 108
10 1 9 10 30 * 10°
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Tabla 04: Promedios de la variacién porcentual de la biodegradacion del polietileno

terteftalato en diferentes tipos de sustrato durante los 90 dias.

TRATAMIENTO CONTROLES (Dias)

15 30 45 60 75 90
Conejo 0,136%  0,528%  1,268% 2,254% 3,342% 4,158%
Vegetal 0,110%  0,734% 1,292% 1,844% 3,332% 4,512%
Caballo 0,226% 0,944% 1,982% 2,102% 3,338% 4,298%

Tabla 05: Estadisticos de los valores de las variaciones porcentuales para cada

tratamiento al finalizar el estudio, es decir después de los 3 meses.

TRATAMIENTO N Media  Desviacion tipica Minimo Méaximo

Conejo 5 4,158% 0,533% 3,51% 4,75%
Vegetal 5 4,512% 0,190% 4,26% 4,75%
Caballo 5 4,298% 0,599% 3,26% 4,72%
Blanco 5 0,106% 0,053% 0,05% 0,19%

Se observa que en la columna Sig. Todos los grupos son mayores a 0,05 a
excepcion del tratamiento humus de caballo que es 0,034. Por lo que las 5
variaciones porcentuales de los tratamientos con humus de conejo, vegetal y el

blanco estan distribuidas segun una normal.
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Tabla 06: Variaciones porcentuales entre tratamientos de los diferentes tipos de

humus.
Grupo Shapiro — Wilk

Estadistico Rep Sig
Conejo 0.91 5 0.467
Vegetal 0.954 5 0.764
Caballo 0.757 5 0.034
Blanco 0.837 5 0.158

Como el F. calculado 130,9 es mayor que el F; estandar 3,24 para un 5% de nivel
de significacion, cae en la zona de rechazo la hipétesis nula, por lo que se concluye
que si existe diferencia significativa entre las variaciones porcentuales promedios

de los 4 tratamientos.

Tabla 07: Analisis de Varianza ANOVA para determinar si existe o no diferencia

significativa entre los promedios de la variacion porcentual

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados Fe Ft Sig
Variacion Libertad cuadrados medios

Tratamientos 3 66,979 22,326 130,90 3,24 0,000
Residuos 16 2,729 0,171

Total 19 69,708
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Tabla 08: Comparacion en la degradacion de PET entre los diferentes tipos de

humus y el blanco.

Diferencia de

(N grupo (J) grupo Error tipico  Significancia

medias (I-J)
Tipos de
humus
Conejo blanco 4,05122" ,26120 0,000
Vegetal blanco 4,40565" ,26120 0,000
Caballo blanco 4,19166" ,26120 0,000

Para determinar si existe diferencia estadisticamente significativa entre los
tratamientos se utiliz6 la prueba de comparacién de pares de Tukey con un nivel de
significacion de 5% donde se observa que en la columna 2 los promedios de las
variaciones porcentuales obtenidas con los tres tratamientos conejo, caballo y
vegetal son similares, es decir cualquiera de estos sustratos se puede utilizar como
degradadoras de PET, sin embargo estos tres promedios son estadisticamente

diferentes con el promedio del grupo control.

Tabla 09: Diferencia de degradacion entre los diferentes tipos de humus y el blanco

sobre el polietileno tereftalato — PET.

HSD de Tukey?

Tratamiento Subconjunto para alfa = 0.05
N 1 2

blanco 5 0,1%

conejo 5 4.2%

caballo 5 4,3%

vegetal 5 4 5%

Sig. 1,000 0,5%
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Fc calculado es mayor que Fi estandar 3.24, por lo tanto se rechaza la hipotesis
nula; concluyéndose que si existe diferencia significativa entre las variaciones

porcentuales promedios de los 4 tratamientos.

Ho: No hay diferencia

significativa.
Acepto Rechazo Hi: Si hay diferencia
H, significativa.
0 3,24 130,9

Fc calculado para saber si existe 0 no diferencia significativa.
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Figura 08: Procedimiento para la identificacion de bacterias Gram positivas
degradadoras de PET en paneles MicroScan. A.- Cepa bacteriana en agar nutritivo
a identificar; B.- Cepa bacteriana en agua de inoculacion; C.- Medicién de turbidez
D.- Agitacién de tubo; E.- Vertido del agua con la bacteria en la fuente; F.- Carga
del in6culo y vaciado en los paneles G.- Incubacion de los paneles a 37°C por 24
horas; H.- Adicién de reactivos para las pruebas bioquimicas.
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Figura 09: Paneles de MicroScan para prueba bioquimica de LAC, NacCl, urea,

nitrato, manosa y arabinosa de las cepas del humus de conejo.

Figura 10: Paneles de MicroScan para prueba bioquimica de LAC, NaCl, urea,

nitrato, manosa y arabinosa de las cepas del humus de caballo.

Figura 11: Paneles de MicroScan para prueba bioquimica de LAC, NaCl, urea,

nitrato, manosa y arabinosa de las cepas del humus de vegetales.
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Figura 12: Tabla utilizada para la lectura de los resultados de los paneles de

MicroScan.
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FLUJOGRAMA 01: Preenriquecimiento de las bacterias degradadoras de PET

[ PREPARACION DEL PET
|

Cortar y pesar fragmentos de botellas

[ Licuar con 10ml de agua y filtrar ]

Secar las particulas de PET en la
estufa a 140 °C por 10 minutos

]

+ +
[ 400ml de medio base ]—[ 0.8g de fragmentos de PET ]—[ 4z de humus

[ Incubar a 27°C por 20 dias ]

FLUJOGRAMA 02: Alslamiento e identificacion de las bacterias degradadoras de polietileno tereftalado - PET.

[ AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE LAS BACTERIAS DEGRADADORAS DE PET ]

4

[ Tomar una asada del medio ]
L
Il

Lubwyr,-.mnn Macroscopica ] ( Observacion Microscdpica ] [ Pruebas Biogquimicas ]

[

Sembrar por agotamiento y
evtiia en agar nutritivo

[ Tomar tma asada de la coloma ]
. Pruebas

Convenslonal
I [ Realizar um lrotis sobee ¢l ]

1l

l

[ Incubar a 37°C por 24 ]

I

aibreobjeto

IMacroScan

[

Lactosa

7 Elevacion

Urea

Catalasa
Superticie [ Fealizar coloracion GRAN ]
T 1 [ Hemwolisis J
Observar con un aumento de | 1% a 704 l
: 1000%
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FLUJOGRAMA 03: Determinacion cualitativa y Cuantitativa de la biodegradacion del polietileno tereftalato - PET

[ DETERMINACION CUANTITATIVA Y CUALITATIVA DE LA BIODEGRADACION DEL PET ]

Cuantitativa Cualitativa

Retirar la pieza
de plastico [ Formacion de Biopelicula [ Porosidad J
) | , ) | 1
Limpiar las piezas Retirar la pieza de plastico Retirar la pieza de
de PET con del frasco plastico del frasco
o \ A \. /
alcohol de 96 | |
A
' = - ™)
Observar en el Limpiar la pieza de PET
Secar la pieza de microscopio a un aumento con alcohol al 96°
PET en la estufa de 400X - o
. \ y, |
por 5 minutos ’
;l—/ Observar en el
2 microscopio a un
Pesar la pieza de aumento de 1000%
PET ‘-
J
> -

Tomar una asada del medio de cultivo Sembrar por agotamiento y estria

J

Figura 13: Aislamiento de las bacterias degradadoras de PET

Incubar a 372C por 24 horas
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Figura 14: Identificacion de bacterias degradadoras de PET. A: Observacion
macroscopica. B: Toma de asada de colonias para realizacion de coloracion Gram.
C: Coloracion Gram. D: Observacién microscopica de las bacterias. E: Pruebas
convencional de catalasa (+). F: Prueba convencional de hemodlisis. G: Panel

MicroScam con distintas pruebas liofilizadas.
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Figura 15: Preenriquecimiento de las bacterias degradadoras de PET. A.- Cortado
del PET. B.- Pesado del PET. C.- Licuado del PET. D.- Secado del PET. E.-
Agregado del PET al medio base. F.- Pesado del humus. G.- Agregado del humus
en el medio base. H.- Frascos inculados .- Incubacion de los frascos inoculados a

27 °C por 30 dias.
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