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RESUMEN

Tiene como objetivo general evaluar la biodegradacion de polietileno tereftalato por
consorcios microbianos aislados de humus de lombriz y compost, donde se realiz6 en
el Laboratorio de Microbiologia Ambiental de la UNSCH, entre los meses de febrero
a julio de 2023.

La investigacion realizada fue aplicada, ya que la principal contribucién fue generar
conocimientos con aplicacion directa a los problemas ambientales, utilizando
bacterias degradadoras de polietileno tereftalato

La metodologia empleada consisti6 en evaluar dos tipos diferentes de muestras:
humus de lombriz y compost para determinar si las bacterias presentes en estos
degradan el PET o no. La evaluacion se realizé de manera cuantitativa por la pérdida
de peso de laminas de PET evaluandose cada siete dias, hasta completar los 42 dias.
A partir de los pesajes de laminas de PET, se evaluaron los promedios de porcentajes
de pérdida de peso que oscilaron entre 0,385% y 0,354% por accion de las cepas
bacterianas aisladas de humus de lombriz y compost, respectivamente, donde se
observo que las cepas bacterianas de humus de lombriz tuvieron mayor degradacion
frente a las cepas bacterianas de compost, pero no existié una diferencia significativa
entre los tratamientos, pero si frente al control. Asimismo, se evidenci6 la formacion
de biopeliculas, porosidades y cambios en el aspecto de la superficie de las laminas
de PET.

Ademds, se identific6 cuatro cepas microbianas con capacidad degradativa de
laminas de PET, mediante las pruebas moleculares, entre las especies fueron:
Serratia liquefaciens y Citrobacter murliniae (aisladas a partir de cepas bacterianas
de humus de lombriz), Serratia marcescens y Escherichia fergusonii
(correspondientes a cepas bacterianas de compost).

Palabras clave: Polietileno tereftalato, biodegradacidn, consorcios microbianos,
biopeliculas.
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l. INTRODUCCION

La presente investigacion se refiere al tema de la degradacion biolégica o
biodegradacion de polietileno tereftalato (PET); donde, grupos de microorganismos
tienen la capacidad de utilizar estos polimeros sintéticos como fuentes de carbono y
energia.

En la actualidad, en la ciudad de Huamanga existe un problema con los envases de
polietileno tereftalato, los cuales son altamente contaminantes en las zonas que son
consideradas como fuentes de vida, como el rio de La Alameda y el rio de Muyurina,
y otros ambientes en toda su extension. Estas practicas inadecuadas del hombre
estan contribuyendo significativamente al cambio climatico y la extincion de especies
vivas, ademas de afectar la salud publica. La Municipalidad Provincial de Huamanga
ha considerado estrategias como el reciclaje, pero este método resulta poco factible
debido al alto costo de las maquinarias necesarias y la necesidad de contratar
personal para llevar a cabo esta tarea.

En el afio 2014, se registré en el Perd un consumo de 30 kg de pléstico por persona.
De acuerdo con la Sociedad Nacional de Industrias (SNI), tras una evaluacion de
varios establecimientos comerciales se halld6 que el 94% de ellos solo utilizaban
bolsas de plastico para embalar sus productos, lo que ha llevado a un aumento de
desechos plasticos en diferentes entornos (La Republica, 2018). Por ello, segun, El
MINAM (2019); Ley N.° 30884, promueve que los ciudadanos sean conscientes de
las acciones que realizan cada dia incorporando el pensamiento ambiental, desde la
estrategia “Peru Limpio”, llegando a escuelas, mercados, supermercados y otros.

En respuesta a esta situacion, se han llevado a cabo varios estudios para enfatizar
los problemas ambientales generados por el hombre utilizando como alternativa los

microorganismos degradadores de los polimeros sintéticos a través de cultivos puros



y consorcios microbianos (Gutiérrez, 2018).

Con esta investigacion, se pretende demostrar si los consorcios microbianos aislados

de humus de lombriz y compost tienen capacidad degradativa de polietileno

tereftalato.

Por otra parte, es crucial encontrar formas de eliminar la contaminacion plastica del

ambiente, y la biodegradacién surge como una alternativa prometedora. Distintas

investigaciones demuestran que algunos microorganismos tienen la capacidad de

emplear estos residuos como fuente exclusiva de carbono (Crespo, 2021). De

acuerdo con De La Cruz y Arone (2020), la degradacioén de los polimeros sintéticos a

través de la biodegradacién puede ser una opcion factible para combatir los impactos

negativos de este material en el medio ambiente. Esta técnica requiere del trabajo en

conjunto de colonias o grupos de microorganismos para crear biopeliculas y adherirse

a la superficie del polimero, lo que contribuye acelerar el proceso de degradacién en

un periodo breve de tiempo. Por lo tanto, se considera una respuesta eficaz frente a

la problematica de estos envases que albergan en nuestro entorno.

Por lo tanto, el objetivo principal de este estudio fue evaluar la biodegradacion de

polietileno tereftalato por los consorcios microbianos aislados de humus de lombriz y

compost. Para alcanzar este proposito, se formularon los siguientes objetivos

especificos.

1. Aislar la microbiota de humus de lombriz y compost.

2. Evaluar la capacidad de biodegradacion de polietileno tereftalato por consorcios
microbianos aislados de humus de lombriz.

3. Evaluar la capacidad de biodegradacion de polietileno tereftalato por consorcios
microbianos aislados del compost.

4. Identificar a los microorganismos con capacidad degradativa de polietileno
tereftalato.

5. Determinar el porcentaje de pérdida de peso de polietileno tereftalato



Il MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

2.1.1. Nivel internacional

Segin Meza (2013), con el trabajo titulado “Biodegradabilidad del polietileno
tereftalato y oxopolietileno por acciéon de bacterias nativas presentes en humus de
lombriz, estiércol de caballo y estiércol de gallina”. La finalidad de esta investigacion
es establecer un precedente o una posible alternativa para remediar el efecto
medioambiental que provoca la produccion desmedida de plasticos. Se llevaron a
cabo experimentos utilizando bacterias autdctonas de tres tipos de muestras
obtenidos de tres lugares diferentes: el IASA |, el Fuerte Militar Yaguachiy la Hacienda
Campo Fértil de la ciudad de Sangolqui — Ecuador. Muestras de polietileno tereftalato
y oxopolietileno fueron trituradas hasta convertirlas en finas particulas que servirian
como Unica fuente de carbono para la bacteria en el medio de cultivo. Se controlaron
ciertos parametros como la luz, el pH y la oxigenacién, mientras se determinaba el
crecimiento de las bacterias mediante espectrofotometria. Luego de un tiempo de
adaptacion, se evalud la capacidad de biodegradacion de cada tipo de bacteria sobre
los dos tipos de plastico cortados en pedazos de 2 cm x 4 cm. Se midié el peso
residual en mg de los pedazos de plasticos cada 7 dias durante un mes y cinco dias.
Los resultados mostraron que las bacterias presentes en la muestra de estiércol de
caballo biodegradaron el 10,89% de polietileno tereftalato después de 35 dias. En
cuanto al oxopolietileno, las bacterias de humus de lombriz obtuvieron una tasa de
biodegradacion del 39,99%, siendo significativamente diferente a los otros
tratamientos.

En México, Gonzalez y Camarena (2013) citado por Gutiérrez (2019), con el trabajo

titulado “Degradacion de plasticos por Rhizopus sp.”, descubrieron una comunidad de



hongos que se habian adherido a las bolsas donde aislaron hongos del género
Rhizopus sp. Utilizando la técnica de Kavelman y Kendrick, se analizé la actividad
biodegradadora a temperaturas entre 28 y 30 °C y a un pH de 5 a 7. La superficie de
tiras de PEBD fue sembrada con el género Rhizopus sp. y agar Czapeck, seguido de
la observacién del hongo en el microscopio. Los resultados mostraron que el hongo
se desarrollo en el plastico, generando cambios en la corrosion de la superficie, la
formacion de grietas en el material y un cambio en el color. En resumen, este estudio
demostré que los hongos del género Rhizopus sp. forman una comunidad multicelular
capaz de degradar eficientemente el PEBD.

En Espafia, Martin (2017), llevé a cabo un estudio preliminar "Biodegradaciéon de
plasticos por bacterias marinas". El objetivo del estudio fue identificar
microorganismos capaces de degradar polimeros plasticos presentes en muestras de
agua recolectadas en el puerto de Santa Cruz de Tenerife. Para lograr esto, se
empledé una técnica de enriquecimiento en sales marinas, complementada con
extracto de levadura y laminas de plastico. En el proceso de enriquecimiento, se
utilizaron cinco tipos de plastico (PETE, HDPE, LDPE, PE y PP). Después de 32 dias
de incubacion, se observo que el PET (polietileno tereftalato) mostré la mayor pérdida
de peso, alcanzando un 0,187%.

En India, Ariba et al. (2015), realizaron un estudio, con el propdsito de aislar
microorganismos del suelo contaminado con plasticos. Los microorganismos
aislados, como Desulfotomaculum nigrificans y Pseudomonas alcaligenes, se
identificaron mediante su caracterizacion morfolégica y bioquimica. El estudio evalu6
la eficacia de la biodegradacion de Desulfotomaculum nigrificans y Pseudomonas
alcaligenes utilizando bolsas de polietileno. Los resultados indicaron que hubo una
pérdida de peso del 10,5%, 14,7% y 16,2% para Pseudomonas alcaligenes, y del
10,2%, 13,2% y 16,2% para Desulfotomaculum nigrificans. Estas evaluaciones se
llevaron a cabo durante un periodo de 10, 20 y 30 dias, respectivamente

Segun Gomez (2018), con la tesis titulada “Biodegradacion de polietileno de
tereftalato por microorganismos aislados de sitios de disposicion final de residuos
sélidos, Tachira, Venezuela”. Realizé un estudio para determinar la capacidad
degradadora de los microorganismos sobre el PET logrando aislar ocho cepas
capaces de utilizarlo como Unica fuente de carbono. En cada uno de los tubos de

caldo de medio minimo mineral se inocularon individualmente una cepa microbiana,



entre las que se hallan bacilos Gram negativos, bacilos Gram positivos, levaduras y
mohos. Cada una de las cepas fue inoculada por triplicado. Los tubos fueron llevados
a incubacion durante 15 dias a 37 °C y 160 dias a temperatura ambiente, finalizado
este tiempo, se extrajeron las laminas para medir la pérdida de peso de estas.
Adicionalmente, se observaron las caracteristicas fisicas de las laminas después de
la incubacion a través de observacion directa y microscoOpica, arrojando como
resultado de este proceso la pérdida de peso efectivas con resultados destacados en
las cepas D (43,7 mg), seguida de E (1,1 mg) y luego C (0,8 mg), dos de las cuales
(Cy D) corresponden a bacterias del tipo bacilos Gram negativos. Adicionalmente fue
posible apreciar cambios de opacidad en las laminas del polimero a simple vista y en
las observaciones al microscopio se aprecian quiebres y zonas donde se estaria
dando el desprendimiento de partes de la estructura, dando lugar a particulas
microscopicas del material en suspension en los tubos contenedores de los caldos de
cultivo con las laminas de polietileno.

2.1.2. Nivel nacional

En Ica, Palacios y Prado (2018), desarrollaron un estudio con el objetivo de evaluar
la capacidad degradadora de PET por bacterias presentes en diferentes sustratos
(compost, estiércol de conejo y estiércol de caballo). La pérdida de peso del polietileno
se evalu6 cuantitativamente cada 15 dias, y la formacién de biopelicula y porosidad
se evalud cualitativamente. Los resultados indicaron que la degradacién fue mayor en
el compost en comparacion con los otros tipos de sustratos, pero no se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos, aunque si en comparacién con el
control. El porcentaje promedio de degradacioén vari6 entre el 0% y el 4,5%.

En Tacna, Gutiérrez (2019), con la tesis titulada “Biodegradacion de polietileno de
baja densidad utilizando hongos, bacterias y consorcios bacterianos aislados del
botadero municipal de Tacna”. Explica como aislé microorganismos de materiales
plasticos con signos de deterioro en el vertedero municipal de Tacna y los evalué por
su capacidad de biodegradar polietileno de baja densidad. Las muestras se filtraron y
preseleccionaron en un medio de sales minerales, y se encontraron cepas de diversos
microorganismos, incluyendo Bacillus sp., Acinetobacter sp., Pseudomonas sp.,
Flavobacterium sp., Micrococcus sp., Rhodotorula sp., Penicillium vanoranjei,
Aspergillus sp., Saccharomyces cereviceae y dos cepas no identificadas. El consorcio

microbiano fue capaz de degradar el polietileno de manera evidente, con un promedio



de pérdida de peso de 172,975 mg (2,88%) en 70 dias de incubacién, lo que se pudo
observar en imagenes por el microscopio electronico de barrido (SEM). El consorcio
namero tres tuvo el mayor porcentaje de biodegradacion, con un 6,54%.

En Ica, Iparraguirre y Vivanco (2015), la tesis titulada "Aislamiento y caracterizacion
de hongos filamentosos biodegradadores de polietileno de tereftalato y polietileno de
baja densidad - Ica", explican que los hongos filamentosos tienen la capacidad de
degradar polimeros mediante la secrecion de enzimas extracelulares que
descomponen los polimeros en compuestos mas simples. El objetivo del estudio fue
aislar y caracterizar hongos filamentosos capaces de degradar polietileno de baja
densidad (PEBD) y polietileno de tereftalato (PET). Las muestras de polimeros
deteriorados se obtuvieron de un antiguo vertedero en Ica. Se utilizé el agar
Sabouraud para separar los hongos presentes en las muestras y se utilizaron claves
taxondmicas para identificar las cepas aisladas. Para evaluar la capacidad de
biodegradacién de estas cepas, se aplicd la técnica de Kendrick y Kavelman a
temperaturas de 30 y 25 °C, y se mantuvo un pH de 5-7 durante un periodo de dos
meses. Se aislaron ocho cepas de PET, de las cuales cinco mostraron capacidad de
biodegradacién, y once cepas de PEBD, de las cuales ocho fueron biodegradadores.
La cepa que mostré la mayor actividad biodegradadora en ambos tipos de polimeros
fue identificada como perteneciente al género Mucor, siendo capaz de descomponer
un 1,3% del peso del polietileno tereftalato a 25 °C y pH 5, y un 20% del PEBD a 25
°Cy pH 5-7.

De acuerdo con los estudios realizados por Chunga y Cieza (2017), la investigacion
Titulada “Biodegradacion del poliestireno utilizando microorganismos presentes en el
humus de lombriz durante los meses, octubre — diciembre 2016”. Para llevar a cabo
el experimento, utilizaron muestras de poliestireno dispuestas en macetas con
diferentes profundidades y dias, cada una con la presencia de los géneros
bacterianos Bacillus spp. y Clostridium spp. Durante 90 dias, se midi6 el porcentaje
de pérdida de peso de las muestras cada 30 dias en diferentes profundidades de la
maceta superficie, medio y fondo, obteniéndose los siguientes resultados: en octubre
se observo una pérdida de peso de 0%, 0,4% y 1,6% en noviembre de 0,4%, 0,8% y
4,8% y en diciembre de 0%, 0,8% y 3%. Los datos indicaron que la tasa de
biodegradacién mas alta se registrd6 en el fondo de la maceta, alcanzando un

porcentaje total del 9,4% durante los 90 dias de estudio. Ademas, se verificé que los



géneros bacterianos identificados en la investigacion contintan siendo efectivos en la
degradacion del poliestireno.

En Lima, Uribe et al. (2010) citado por Palacios y Prado (2018), realizaron un estudio
con el objetivo de aislar y evaluar la capacidad degradativa de un consorcio
microbiano sobre el polietileno de baja densidad (PEBD). Estos microorganismos
fueron aislados de materiales plasticos que mostraban signos de desgaste,
provenientes de un vertedero sanitario. Después de ser filtrados y preseleccionados
en un medio mineral a un pH de 7 y 5,5 para bacterias y hongos, se encontraron seis
cepas, identificadas como Penicillium sp., Rhodotorula sp., Pseudomonas sp., MP3a
y MP3b, Hyalodendron sp. y una levadura no identificada, que fueron cultivadas a 20
°C durante 45 dias. La actividad degradativa del consorcio microbiano se confirmé
mediante variaciones en el espectro infrarrojo del PEBD. Los autores observaron una
reduccién del 4,8% y 5,4% en el peso total del polietileno después de dos meses de
incubacion con las cepas aisladas a un pH de 5,5y 7, respectivamente. En conclusion,
este estudio demuestra la capacidad de un consorcio microbiano aislado para
degradar PEBD en un vertedero sanitario.

2.2. Marco conceptual

2.2.1. Plasticos

Los pléasticos (del griego “plastikos” que significa moldeable), son polimeros organicos
y sintéticos con alta masa molecular obtenidos mediante reacciones de polimerizacion
a partir de derivados del petréleo, gas o carbon (Martin, 2017).

Segun la definicion de la American Society for Testing Materials (ASTM) citada por
Meza (2013), define plastico como: “Cualquier material de un extenso y variado grupo
gue contiene como elemento esencial una sustancia organica de gran peso molecular,
siendo sélida en su estado final.

2.2.2. Polimeros sintéticos

Son sustancias formadas por moléculas que estdn unidas en cadenas largas y
repetitivas debido a su estructura. Estas sustancias tienen caracteristicas Unicas que
se pueden utilizar de diferentes maneras. Por lo general, son hidrofobas, resistentes
y duraderas, y tienen propiedades flexibles y moldeables en un rango especifico de

temperaturas (Palacios y Prado, 2018).



2.2.3. Polietileno tereftalato

ElI PETE es un tipo de polimero sintético que se forma mediante una reaccion quimica
entre el acido tereftalico y el etilenglicol. Se utiliza ampliamente en la fabricacion de
envases ligeros para diversos productos, como gaseosas, agua mineral, cosméticos
y alimentos, asi como en la produccion de fibras textiles, peliculas radiograficas y
cintas de video y audio. Su formula quimica es (C10HsO4)n. Este material se ha estado
utilizando desde 1976 y se ha convertido en un elemento importante en la industria
del envasado (Crespo, 2021).

2.2.4. Humus de lombriz

El humus es un tipo de fertilizante organico que se produce a través de la
descomposicion de materiales organicos por las lombrices rojas californianas.
Durante este proceso, los microorganismos como hongos, bacterias y actinobacterias
descomponen el material organico. El humus tiene un alto contenido de agua, lo que
crea un ambiente propicio para el crecimiento de microorganismos. Ademas, el humus
es una fuente de nutrientes rica en nitrdgeno, fésforo y potasio, lo cual estimula el
crecimiento de microorganismos beneficiosos para los cultivos (Crespo, 2021).

2.2.5. Compost

El compost, también conocido como composta, es un producto que se obtiene a partir
de diversos materiales de origen organico. Este proceso se considera biolégico, ya
que implica la descomposicion de la materia organica mediante la actividad
metabdlica de microorganismos en condiciones aerdbicas. EI compostaje se utiliza
como una herramienta biotecnoldgica para transformar los residuos sélidos organicos
en productos agricolas adecuados. Durante este proceso bioldgico controlado de
oxidacion, llamado compostaje, se generan productos con apariencia similar a la
tierra, sin olores desagradables y libres de organismos patogenos y semillas. El
compost puede utilizarse en diversas aplicaciones, como abono de fondo,
reemplazando los fertilizantes quimicos tradicionales (Camacho et al., 2014).

2.2.6. Degradacion

El término degradacion se refiere a la capacidad de un material para experimentar
cambios significativos en su estructura quimica, lo que puede traducirse en una
disminucion de algunas de sus propiedades. Estas pueden variar dependiendo de las

pruebas y el tiempo de exposicion aplicados. La degradacion de polimeros es un



proceso dirigido a modificar la estructura del polimero para hacerlo vulnerable y
perecedero; es decir que desaparezca como residuo. La degradacién de los
polimeros es causada principalmente, por reacciones que producen el rompimiento
de los enlaces en las macromoléculas y puede ser fisica, mecanica, térmica, por
efecto de radiaciones de energia alfa, foto degradacién, quimica ambiental y biol6gica
denominada biodegradacion (Meza, 2013).

2.2.7. Biodegradacion

La biodegradacién es un proceso natural que se lleva a cabo a causa de la accién
enzimatica de ciertos microorganismos, gue descomponen un material en didxido de
carbono (CO,), metano (CHs), agua (H-0) y constituyentes orgénicos (Ccallo et al.,
2020).

2.2.8. Biopelicula

La biopelicula se refiere a una agrupacion organizada de microorganismos que se
encuentra en una superficie tanto viva como inerte. Esta estructura compleja posee
caracteristicas funcionales propias y tiene un propdsito de supervivencia en muchos
entornos, ya que puede brindar seguridad contra las defensas y mecanismos de
erradicacion microbiana. Ademas, cuenta con un sistema de canales que permite la
conexion con el medio externo, permitiendo el intercambio de nutrientes y la
eliminacion de productos metabdlicos (Ccallo et al., 2020).

2.3. Fundamento tedrico

2.3.1. Clasificacién de los polimeros sintéticos

Los polimeros sintéticos son materiales que tienen la propiedad de presentar
flexibilidad y su naturaleza termoplastica, lo que significa que pueden ser moldeados
mediante la aplicacion de calor y conservar su forma cuando se enfrian. Estos
polimeros se clasifican en siete grupos principales: polietileno de tereftalato (PET),
polietileno de alta densidad (HDPE), polietileno de baja densidad (LDPE), cloruro de
polivinilo (PVC), polipropileno (PP), poliestireno (PS) y otros (Meza, 2013).



Forma Simbolos de

Propiedades Estructura
Primaria Abreviatura reciclaje

o Pertenece al grupo poliéster que se
Polietileno  pet " obtiene por policondensacién entre el °>\ <i> {O
tereftalato G 1 ‘ 4cido tereftalico y etilenglicol d O—(CHa)s
n
PET La mayoria de las diferencias entre el
polietileno lineal y el ramificado tiene
que ver con la alta cristalinidad del
Y polietileno lineal.
polietileno~ HDPE G-.& El polietileno lineal tiene una alta (-CHa-CHz-)n
de alta HOPE temperatura de transicion vitrea (Tg) y
: T temperatura de fusion (Tm),alto intervalo de
densidad L
reblandecimiento,mayor dureza 'y
resistencia a la traccion.

) ) H H H d
Relativamente inestable a la luz o alcalor
resistente al fuego; resistente alos Il I
Clorurode  py/e productos quimicos, a los insectos, a s~ =—tC—C= —C- G
polivinilo hongos; resistente a la humedad | |1
H H ¢

Dependen del peso molecular. la ramificacion,
la distribucion de pesos moleculares, cte.;
buena tenacidad y flexibilidad en un amplio H H
margen de temperaturas, propiedades
“ eléctricas sobresalientes, buena transparencia | |
Polietileno 4.4  enpeliculas finas, quimicamente inerte, —
de baja LDPE G resistente a acidos y bases, seenvejece al _{C e
densidad LOPE exponerlo a la luz y al oxigeno, baja densidad,
flexible sin plastificantes, resiliente, alta H H
resistencia al desgarro, resistente a la
humedad.

De los plasticos es el mas ligero; sugran H H
cristalinidad le confiere una elevada
5 resistencia a la traccion, rigidez y dureza, |1
a .‘ brillo, alta resistencia al deterioro; su alto —C-G—
Polipropileno PP PP intervalo de reblandecimiento permite la |
esterilizacion del material; buenas H
propiedades eléctricas, es quimicamente inerte CH
y resistente a la humedad.

Alta Tg elevada Tm, buenas propiedades
L . b - 0] 0
mecanicas hasta 175°,buena resistencia U T

R . E . z .
Poliestireno PS a a los disolventes yal ataque quimico, O-C-R—-Cl-0-
Psé buena resistenciaa la abrasion, baja = R=
absorcion a la humedad, alto mddulo de
elasticidad.

Figura 1. Clasificacion de los polimeros sintéticos. (Raymond et al., 2021).

10



2.3.2. Propiedades de los polimeros sintéticos

Los polimeros sintéticos son ampliamente utilizados debido a su variedad de

propiedades, las cuales son determinadas por las estructuras que estos presentan
(Meza, 2013).

Fragilidad: algunas formas de poliestireno son fragiles y se deforman facilmente
con el calor.

Elasticidad: capacidad del material para recuperar su forma original después de
ser sometido a esfuerzo.

Impermeabilidad: propiedad de impedir el paso de agua a través del material.
Estabilidad térmica: algunos polimeros sintéticos presentan resistencia a ser
moldeados a diferentes rangos de temperatura.

Rigidez y resistencia al impacto: algunos polimeros sintéticos son rigidos y tienen

una alta resistencia a los impactos.

2.3.3. Caracteristicas y composicion del humus de lombriz

De acuerdo con lo indicado por Crespo (2021), se describen las siguientes

caracteristicas:

Contiene una alta carga microbiana, con aproximadamente 40 mil millones de
microorganismos por gramo seco, lo que ayuda a restaurar la actividad biolégica
del suelo.

Tiene un alto porcentaje de &cidos humicos y fulvicos, que actian en conjunto para
proporcionar nutrientes facilmente asimilables y regular la nutricion de las plantas.
Ademas, su actividad residual en el suelo puede durar hasta cinco afios.

Mejora la estructura del suelo, haciéndolo mas permeable al agua y al aire.
También aumenta la retencidén de agua y la capacidad de almacenar y liberar los
nutrientes necesarios para las plantas de manera equilibrada y saludable.

Actla como un fertilizante bioorganico activo, promoviendo una accién biodinamica
en el suelo y mejorando las caracteristicas organolépticas de las plantas, flores y
frutas.

Tiene un pH neutro y se puede aplicar las semillas en cualquier dosis sin riesgo de

quemar las plantas.
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2.3.4. Microorganismos que intervienen en el proceso de produccion de humus
de lombriz

Las caracteristicas esenciales para obtener una gran poblacion de microorganismos
en los sustratos de humus de lombriz es el pH, que debe estar entre 6,5y 8,0. Si el
pH no se encuentra dentro de este rango, se retrasa la formacién del proceso de
produccion, lo que dificulta alcanzar la fase termofilica, que es crucial para el
crecimiento de la microbiota que forma parte del humus. Es importante tener en
cuenta que se pueden encontrar diversos tipos de microorganismos en sustratos de
humus de lombriz, como Arthrobacter sp., Pseudomonas sp., Burkholderia sp.,
Mycobacterium sp., Sphingomonas sp., Rhodococcus sp., Bacillus subtilis, Bacillus
sp., Aspergillus sp., Candida sp., Flavobacterium sp. y otros (Crespo, 2021).

De acuerdo con lo indicado por Crespo (2021), los microorganismos previamente
mencionados se emplean como el principal mecanismo de la biorremediacién en
ambientes contaminados con hidrocarburos de petréleo y polimeros sintéticos.

2.3.5. Microorganismos que intervienen en el proceso de producciéon de

compostaje

Segun Laich (2011), durante el proceso de compostaje se produce una sucesion
compleja de poblaciones de microorganismos que son capaces de degradar materia
organica compleja. La descripcion de los microorganismos involucrados en este
proceso es complicada debido a que las poblaciones y comunidades varian
constantemente en respuesta a diferentes factores, como la temperatura, los
nutrientes, el oxigeno, el agua, el pH y los compuestos antibidticos, entre otros.

La temperatura juega un papel importante como indicador de la actividad microbiana
tanto pasada como actual. A medida que la temperatura aumenta, las poblaciones
microbianas son reemplazadas por otras que estdn mejor adaptadas al ambiente
térmico. Cada una de estas poblaciones tiene una duracion limitada en el tiempo. Si
la aireacién es adecuada y constante, la fase termdfila del compostaje continuara
hasta que la produccion de calor sea menor que la disipacion del mismo, lo cual ocurre
cuando se agotan los compuestos facilmente metabolizables (Laich, 2011).

Las bacterias y bacterias filamentosas descritas en esta fase pertenecen a diferentes
familias: Alcaligenaceae, Alteromonadaceae, Bacillaceae, Burkholderiaceae,
Bradyrhizobiaceae, Caryophanaceae, Caulobacteraceae, Cellulomonadaceae,

Clostridiaceae, Comamonadaceae, Corynebacteriaceae, Enterobacteriaceae,
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Flavobacteriaceae, Flexibacteraceae, Hyphomicrobiaceae, Intrasporangiaceae,

Methylobacteriaceae, Microbacteriaceae, Micrococcaceae, Moraxellaceae,

Neisseriaceae, Nitrosomonadaceae, Nocardiopsaceae, Paenibacillaceae,
Phyllobacteriaceae, Propionibacteriaceae, Pseudomonadaceae,
Pseudonocardiaceae, Rhodobacteraceae, Sphingobacteriaceae,

Staphylococcaceae, Xanthomonadaceae. Con respecto a los hongos filamentosos
predominan los géneros Aspergillus y Penicillium, seguidos de Trichoderma, Mucor,
Rhizopus, Cladosporium, Backusella, Ulocladium, Acremonium, Fusarium,
Scopulariopsis, Geotrichum, etc (Laich, 2011).
2.3.6. Consorcio microbiano
Un consorcio microbiano se refiere a la unién natural de dos o mas poblaciones de
diferentes especies de microorganismos gue trabajan juntos como una comunidad en
un sistema complejo, beneficiandose mutuamente. Esta asociacion permite a los
microorganismos llevar a cabo tareas complejas que no podrian lograr de forma
individual. Ademas, vivir en asociacion puede conferir mayor resistencia a los cambios
ambientales y promover la estabilidad de los miembros a lo largo del tiempo (Palacios
y Prado 2018).
Estas caracteristicas particulares de los consorcios microbianos dependen de dos
aspectos fundamentales. En primer lugar, existe una division del trabajo en la que la
produccion total del consorcio depende de la combinacién de tareas desempefadas
por las diferentes poblaciones microbianas involucradas. Cada una de las
poblaciones contribuye con habilidades especificas para el beneficio conjunto del
consorcio. En segundo lugar, los miembros de un consorcio microbiano se comunican
entre si, ya sea a través del intercambio de sustancias o permitiendo que cada
poblacion detecte y responda a la presencia de otros dentro del consorcio. Esta
comunicacion es crucial para el desarrollo y funcionamiento efectivo del consorcio, ya
que influye positiva o negativamente en la interaccion y colaboracién entre las
distintas poblaciones microbianas (Palacios y Prado 2018).
2.3.7. Factores ambientales que intervienen en la biodegradacion de polimeros
sintéticos
a. Humedad
Acufia (2017), indica que, el desarrollo de microorganismos biodegradadores esta

estrechamente relacionado con la cantidad de humedad presente en su ambiente de
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crecimiento. Es decir, si el sustrato contiene mayor cantidad de humedad, el
crecimiento de estos microorganismos sera mas acelerado.

b. El pH

El pH es un factor importante en la biorremediacion, ya que afecta la supervivencia y
actividad de los microorganismos con habilidades de biodegradacion. De acuerdo con
De La Cruz y Arone (2020), estos microorganismos tienen cierta tolerancia a
condiciones extremas, pero su capacidad de supervivencia y actividad es 6ptima en
un rango de pH que va de 6 a 8.

c. Latemperatura

De La Cruz y Arone (2020), menciona gue los microorganismos biodegradan materia
organica en condiciones 6ptimas de temperatura que oscilan entre los 20 — 25 °C,
pero sobre todo a temperaturas maximas de 35 — 40 °C, que son las que favorecen
el crecimiento y desarrollo de las bacterias.

2.3.8. Biodegradacion microbiana de polimeros sintéticos

Segun lo indicado por Gutiérrez (2019), la biodegradacién microbiana puede ser
definida como el proceso bioquimico en el cual los polimeros se transforman en
mondémeros. Durante este proceso, los microorganismos como bacterias,
actinobacterias y algunos hongos, liberan mdltiples enzimas que actian sobre el
material polimérico, para romper su estructura molecular y degradarlo. Esta
degradacioén se produce con el tiempo, y el material degradado es utilizado por estos
microorganismos como fuente de energia.

La descomposicion de los polimeros ocurre en presencia de un grupo carbonilo
préximo a un atomo de carbono secundario o terciario, permitiendo su transformacion
por microorganismos. Como resultado, ocurre la fragmentacion del material, que es
comprimido en trozos méas pequefios a través de la accién de las enzimas por
hidrdlisis. De esta manera, los microorganismos pueden descomponer los fragmentos
de menor peso molecular generados en este proceso, tal como se explica en su tesis
de (De La Cruz y Arone, 2020).

2.3.9. Mecanismos de biodegradacion de polimeros sintéticos

Segun Butrén (2020), los pasos involucrados en la biodegradabilidad de polimeros
sintéticos son los siguiente.

e Degradacion primaria del polimero (pretratamiento). El proceso previo al

tratamiento del polimero permite la adicion de grupos hidrofilicos en su superficie,
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haciendo mas hidrofilico para la fijacion de los microorganismos de tal forma que
puedan empezar a usar al plastico como fuente de carbono para su crecimiento.

e Fijacion de microorganismos a la superficie del polimero. Los microorganismos
pueden fijarse a la superficie del polimero si este presenta una propiedad
hidrofilica. Por lo general, los polimeros sintéticos poseen propiedades
hidrofébicas dadas por los grupos metilo.

e Crecimiento de los microorganismos utilizando el polimero como fuente de
carbono.

e Tasa de evolucion de dioxido de carbono.

e Cambios en la estructura de la superficie del polimero.

2.3.10. Fundamento bioquimico de biodegradacién de polimeros sintéticos

La biodegradacion se basa en reacciones de 6xido-reduccion que se producen en la

cadena respiratoria o transportadora de electrones de las células y que tienen como

objetivo obtener energia. Esta cadena comienza con un sustrato organico externo a

la célula que actia como donador de electrones, y la célula termina degradando y

consumiendo esta sustancia. Los aceptores mas comunmente utilizados por los

microorganismos son el oxigeno (Oy), los nitratos (NaNOs), el 6xido de hierro (ll1)

(Fe20:s3), los sulfatos (S04)2 y el diéxido de carbono (CO,) (Butrén, 2020).

Cuando se utiliza el oxigeno como receptor de electrones en la respiracion microbiana

y en presencia de oxigeno, ocurre la biodegradacion aerobia convirtiendo los

polimeros en mondmeros y finalmente en didxido de carbono (CO) y agua (H20). Por

otro lado, si se utilizan sulfatos (SO4)?, nitratos (NaNOs) o diéxido de carbono (CO,)
en condiciones anaerobias, el resultado final de la biodegradacion es la produccion

de metano (Butron, 2020).

Por otra parte, Barbaran et al. (2018) explican que la biodegradacién se refiere al

proceso en el cual los microorganismos asimilan los polimeros. Y de acuerdo con

Butron (2020), la biodegradacion se puede evidenciar cuando los microorganismos

colonizan la superficie del polietileno a través de reacciones de hidrdlisis, formando

biopeliculas.
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Figura 2. Ruta metabolica de asimilacion de los polimeros sintéticos por microorganismos.
Audrey (2019) citado por Ccallo et al. (2020).

2.3.11. Microorganismos involucrados en la biodegradacion de polimeros

sintéticos

Segun, Ccallo et al. (2020), la capacidad de biodegradacion de polimeros sintéticos
esta influenciada por los microorganismos presentes en distintos ambientes y
sustratos, tales como suelos, humus de lombriz y compost. Cada uno de estos
sustratos alberga diferentes tipos de microorganismos debido a las condiciones en
las que se desarrollan. En el suelo, por ejemplo, se pueden encontrar tres grupos
principales de microorganismos responsables de la biodegradacion de los polimeros

sintéticos como: bacterias, hongos y actinobacterias, como se muestra en la tabla 1.
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Tabla 1. Condiciones ambientales en las que se desarrollan los microorganismos degradadores de los polimeros sintéticos (Ccallo et

al., 2020).
Enzimas, hongos, bacterias, Condiciones Material Biodegradacion Referencias
consorcios microbianos Biodegradado
Amidasa (Enzima) 37°C, pH 7 y 51 dias PU 33% de 4g (Magnin et al., 2019)
Pseudomona aeruginosa 20°C a 40°C,pH5,5a9, 7 dias LPDE 67% de 79 (Gutierrez, 2018)
Pseudomona aeruginosa 25°C, pH 7 y 35 dias LPDE 10,3% de 4g (Martinez, 2016)
Ideonella sakaiensis 37°C, MSM, 160 dias PET 14,9% de 2g (Gémez & Oliveros, 2016)
Pseudomonas sp. 26°C a 28°C, pH 7, 14 dias Fenantreno 56,9% de 0,2g  (Janbandhu & Fulekar, 2011)
Bacillus sp. 26°C a 28°C, pH 7, 14 dias Fenantreno 45,3% de 0,29  (Janbandhu & Fulekar, 2011)
Streptococcus sp. 26°C a 28°C, pH 7, 14 dias Fenantreno 23,2% de 0,2g  (Janbandhu & Fulekar, 2011)
Aspergillus sp. (hongo) 26°C a 28°C, pH 7, 14 dias Fenantreno 15,3% de 0,2g (Janbandhu & Fulekar, 2011)
Mucor sp. (hongo) 26°C a 28°C, pH 7, 14 dias Fenantreno 18,9% de 0,2g  (Janbandhu & Fulekar, 2011)
Rhodococcus rhodochrous  27°C, 85% humedad, MSM, 6 meses PET 5% de 0,59 (Hakkarainen & Albertsson, 2004)
Cladosporium cladosporoides 27°C, 85% humedad, MSM, 6 meses PET 8% de 0,59 (Hakkarainen & Albertsson, 2004)
Nocardia asteroides 27°C, 85% humedad, MSM, 6 meses PET 4% de 0,59 (Hakkarainen & Albertsson, 2004)
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Tabla 2. Condiciones ambientales en las que se desarrollan los microorganismos biodegradadores de LDPE (Vertus et al., 2017).

Especie

Condiciones

Fuente de microorganismos

aislados

Material

% de biodegradacién

Pseudomonas putida

Streptomyces sp.

Pseudomonas sp.
Brevibacillus
borstelensis cepa 707
Serratia marcescens

Staphylococcus sp.

Staphylococcus sp.

Psedomonas sp. y

Bacillus cereus

Rhodococcus ruber
C208

22°Ca37°C,pH6,4
por 6 meses
T (°C) por 6 meses
22°Ca37°C,pH 6,4
por 6 meses
50 °C con un pre-Tto de
radiacion UV
T (°C) a pH 4 por 60
dias
25°C a 30 °C por 6
meses
25°C a 30 °C por 6
meses

21°Ca37°CapH7

por 3 meses

T (°C) por 28 dias

Tierra de jardin

Tierra de basura
Lodos residuales de

depuradoras

Suelo

Vertedero

Mangle

Mangle

Vertedero

Relleno de sanitario

Tapa de leche —
LDPE
LDPE

Polimero Natural

y sintético

LDPE

LDPE

LDPE

LDPE

LDPE

No especificado

75,3
46,07

46,2y 29,1

30

22

2,19 a 20,54

0,56 a 8,16

12,5

7,5

Tabla 3. Consorcio microbiano implicados en la biodegradacion de los diferentes tipos de polimeros sintéticos. Jaiswal et al. (2020)
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citado por Silverio (2021).

Polimeros plasticos

Microorganismos

Referencias

Polietileno de baja densidad

Di-n-ftalato de butilo

Acido polilactida

Polietileno de baja densidad

Poliuretano

Polietileno de tereftalato

Microbacterium paraoxidans
Pseudomona aeruginosa
Gordonia sp.
Burkholderia sp.
Achromobacter sp.
Cladosporium sphaerospermum
Rhodotorula mucilaginosa
Penicillium chrysogenum
Serratia marcescens
Enterobacter sp.
Enterobacter sp.
Pantoea sp.

Bacillus subtilis MZA-75
Pseudomonas aeruginosa MZA-85
Pseudomonas clororaphis

Bacillus cereus

Rajandas et al. (2012)

He et al. (2013)

Nair et al. (2016)

Skariyachan et al. (2016)

Shah et al. (2016)

Vague et al. (2019)

19



. MATERIALES Y METODOS

3.1. Tipo y nivel de investigacion

Experimental — aplicada.

3.2. Lugar de ejecucion

Laboratorio de Microbiologia Ambiental de la Facultad de Ciencias Biologicas de la
Universidad Nacional de San Cristbbal de Huamanga, situada en la ciudad
universitaria en la ciudad de Ayacucho distrito del mismo nombre provincia de
Huamanga, a una altitud de 2670 m s.n.m.

3.3. Metodologiay recolecciéon de los datos

3.3.1. Procedencia de humus de lombrizy compost

Las muestras de humus de lombriz y compost, de un kg cada uno, fueron obtenidas
del punto de ventas de plantulas situado en el mercado Mariscal Céceres, Jr. Los
Pinos S/N del distrito de Ayacucho.

3.3.2. Procedencia de los envases de polietileno tereftalato

Fueron obtenidos del contenedor de botellas en los laboratorios de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.
3.3.3. Pulverizacion y desinfeccion de polietileno tereftalato (Martin, 2017)

Se lijaron cuatro envases de botellas de gaseosa obteniéndose el polvo de PET los
gue se sometieron a un tratamiento de desinfeccidén segun los siguientes detalles: se
pesaron aproximadamente 10 g de polvo de PET que fueron desinfectados con 15
mL de alcohol etilico al 96° durante 30 min, transcurrido el tiempo el alcohol se
evaporo en una estufa de corriente de aire a 60 °C. Se repitié el proceso utilizando
alcohol etilico de 70°. El polvo de PET desinfectado, se conservo en placas de Petri

estériles hasta su posterior utilizacion.
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3.3.4. Preparacion de las laminas de polietileno tereftalato
Segun lo indicado por Martin (2017), para la preparacion de las laminas de PET, se
cortaron laminas de 4x1 cm. Las laminas fueron pesadas y desinfectadas, para ello
se sumergieron en 20 mL de alcohol etilico al 96° durante 15 min y en una segunda
etapa se sumergieron en 20 mL de alcohol etilico al 70°, también por un periodo de
15 min. En ambos casos, las laminas se voltearon dentro del alcohol cada 5 min para
asegurar la accion del desinfectante en toda su superficie. Finalmente, las laminas se
colocaron en tubos de ensayo estériles para su posterior uso.
3.3.5. Preparacion de medio sales minerales
Segun lo indicado por Meza (2013), el medio de sales minerales esta compuesto de
macro y microelementos (ver anexo 3); en nueve frascos de vidrio conteniendo, cada
uno, 50 mL agua destilada se afiadieron, uno por uno, los componentes del medio y
se sometieron a agitacién hasta su completa disolucion, posteriormente, en un frasco
de mayor volumen de capacidad, se reunieron las soluciones de los nueve frascos y
previa agitacion, se completé a un volumen final de un litro afiadiendo mas agua
destilada, medio que fue sometido a esterilizacién en autoclave.
3.3.6. Primer periodo de adaptacion de microorganismos de humus de lombriz
y compost (Meza, 2013)
Se pesaron individualmente de 4 g de humus de lombriz y compost, los cuales fueron
vertidos a frascos de vidrio de 500 mL de capacidad conteniendo 200 mL de medio
sales minerales y suplementado con PET pulverizado en una cantidad de 1 g por cada
100 mL del medio. Como control, se utilizo otro frasco de vidrio con 200 mL de medio
sales minerales suplementado con PET pulverizado al que no se afiadi6 humus de
lombriz, ni compost. Los tres frascos fueron sometidos a incubacion a temperatura
ambiente y se agitaron horizontalmente durante un periodo de 21 dias por el equipo
utilizando un agitador universal.
3.3.7. Segundo periodo de adaptacion de microorganismos
Se prepararon 650 mL de medio sales minerales y se vertieron a frascos de 500 mL
a razén de 50 mL en cada uno; a los cuales se afiadieron glucosa mas PET a
diferentes concentraciones (ver tabla 4); con la aclaraciébn que seis frascos
corresponden para la adaptacion de microorganismos provenientes de humus de
lombriz, seis frascos para la adaptacion de microorganismos provenientes de compost

y mas un frasco como blanco al cual se afadié solamente PET pulverizado a una
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concentracion de 1 g por cada 100 ml de medio.

Tabla 4. Concentracion de suplementos en el medio de sales minerales para la adaptacion de
microorganismos provenientes de humus de lombriz y compost en un periodo de incubacion
de 22 dias. Ayacucho 2023.

N° frascos Medio sales Glucosa PET Inéculo * Periodo de
minerales (mL) ) ) (ML) incubacién (dias)**

01 50 2.5 0.0 1 I

02 50 2.0 05 1 )

03 50 1,5 1.0 1 3

04 50 1,0 15 1 4

05 50 05 2.0 1 .

06 50 0,0 25 1 ;

* Cultivo del primer periodo de adaptacion.

**Periodo total de incubacion: 22 dias.
Al frasco N° 01 se inocul6 un mL del cultivo proveniente del primer periodo de
adaptacion, se incub6 por 24 horas (un dia), a temperatura ambiente y en agitacion
horizontal por el equipo utilizando un agitador universal; transcurrido el tiempo de
incubacion se tom6 un mL del cultivo y se transfirio al frasco N° 02, asi sucesivamente
hasta el frasco N° 06, con periodos de incubacién segun lo indicado en la Tabla 04 y
en las mismas condiciones que el frasco N° 01; haciendo un total de 22 dias de
incubacion.
3.3.8. Aislamiento de microorganismos
A partir de los frascos N° 06, de cultivo de adaptacion de microorganismos de humus
de lombriz y compost respectivamente, se aislaron los microorganismos, en placas
de Petri conteniendo agar nutritivo, por la técnica de siembra por agotamiento en
superficie, se incubaron a 37 °C por 24 horas, para la obtencion de colonias, cada
colonia fue repicada en agar nutritivo contenidos en viales, obteniéndose de esta
manera los cepario. Paralelamente, las colonias fueron sometidas a tincion de Gram
y observadas al microscopio con objetivo de inmersion.
3.3.9. Preparacion del ind6culo bacteriano para la evaluacion de la

biodegradacion de polietileno tereftalato

Una asada de cada cepa aislada de humus de lombriz y de compost, fueron
inoculadas en un tubo de ensayo conteniendo 13 mL de caldo nutritivo, incubados a
37°C por un tiempo que permitié alcanzar a una turbidez equivalente al del tubo N° 5
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de la escala de MacFarland que corresponde aproximadamente a una suspension
homogénea de Escherichia coli de 15x108 cel/mL. De este modo, se logré obtener
dos tubos de in6culos microbiano, uno con cepas aisladas de humus de lombriz y otro
con cepas aisladas de compost.

3.3.10. Evaluacion de la biodegradacion de polietileno tereftalato

Se dispusieron 63 tubos de ensayo de 20 mL de capacidad, de los cuales 21 tubos
corresponden para la evaluacion de la degradacion de polietileno tereftalato por cepas
bacterianas aisladas de humus de lombriz, 21 tubos para la evaluacién de la
degradacién de polietileno tereftalato por cepas bacterianas aisladas de composty 21
tubos para el blanco, a cada uno de los 63 tubos se les agregaron pedazos de PET
de 4x1 cm que fueron tarados previamente y desinfectados, seguidamente, a cada
uno de los tubos se afiadieron 13 mL de medio sales minerales mas 0,5 mL de in6culo
microbiano, con excepcion de los tubos que corresponden al blanco, todos los tubos
fueron incubados a temperatura ambiente y se agitaron horizontalmente por el equipo
utilizando un agitador universal.

La evaluacién de la degradacion de laminas de PET, se realizaron por pesaje de los
mismos con sus tres repeticiones, a través de una balanza analitica limpiandose con
alcohol de 70° y agua destilada en los siguientes periodos: tres laminas al inicio de la
evaluacion (cero dias), tres ldminas a los siete dias, asi sucesivamente, cada siete
dias, hasta completar los 42 dias, realizandose un total de nueve pesajes, tres
pesajes por tratamiento.

Segun lo indicado por Meza (2013), se utilizé la siguiente formula matematica para
calcular el porcentaje de pérdida de peso de PET.

Lo Winicial — Wfinal
% pérdida = Winicial x 100

Winiciai: Peso inicial de polietileno tereftalato (mg)

Wiinai: Peso final de polietileno tereftalato en funcion del tiempo

3.3.11. Estandarizacion de la curva patrén para las diversas concentraciones
de la biomasa microbiana

A partir de las dos cepas microbianas aisladas de cada tratamiento, se tomd una

asada, de cada uno, y se inocularon en 15 ml de caldo nutritivo contenido en un tubo

de ensayo; lo mismo se hizo con las dos cepas del otro tratamiento; se llevaron a

incubacién a 37 °C por un tiempo que permitié alcanzar a una turbidez equivalente al
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del tubo N° 5 de la escala de MacFarland que corresponde aproximadamente a una
suspension homogénea de Escherichia coli de 15x108 cel/mL; donde, los cultivos
resultantes se vertieron a un matraz con 150 mL de medio sales minerales
suplementado con dos gramos PET pulverizado, incubado por 7 dias a temperatura
ambiente.

Finalizado el periodo de incubacion, el cultivo fue transferido a siete frascos de vidrio
de 250 ml de capacidad a razén de 30, 25, 20, 15, 10 y 5 mL, a cada frasco se le
agrego agua destilada a razén de 0, 5, 10, 15, 20 y 25 mL, respectivamente, asi se
obtuvieron seis frascos con un volumen total de 30 mL a diferentes concentraciones
de namero de células microbianas.

La turbidez resultante de cada frasco fue sometida a lectura de absorbancia en un
espectrofotdmetro UV — visible thermo Scientific GENESYS 10 a 600 nm, de este
modo los datos obtenidos fueron sujetas a célculos de la prueba de regresion lineal.
Los contenidos restantes de los siete frascos descritos, fueron filtrados a través de un
filtro de membrana de 0,45 um de porosidad, que fueron previamente taradas antes
de su uso.

Luego de la filtracion, cada filtro de membrana fue retirado del equipo de filtracion y
colocados en placas de Petri y secados en una estufa a 80 °C por 24 horas,
transcurrido el tiempo fueron pesados en una balanza analitica.

Para el calculo de biomasa se utilizo la siguiente férmula.

Peso de la membrana con biomasa (mg) — Peso de la membrana sin biomasa (mg)
Contenido del tubo (mL)

Peso seco =

Los datos obtenidos fueron sujetas a célculo de la prueba de regresion lineal y célculo
del valor de R? (ver anexo 14); relacionando la densidad (D.O) con la concentracion
de biomasa microbiana (mg/mL), obteniéndose de este modo la curva patrén.

3.3.12. Estandarizacion de la curva patrén para las diversas concentraciones

de proteinas (ovoalbumina).

En un frasco de vidrio de 500 mL de capacidad, se agregaron 1,1 g de reactivo de
ovoalbumina en contenido de 100 mL de agua destilada, lo que resultd6 en una
solucion de ovoalbdimina con una concentracién de 11 mg/mL (Ortega et al., 2021).
Paralelamente, en otro frasco se prepar6é 450 mL de reactivo de Biuret (ver anexo 4).
La primera solucién de ovoalbumina (11 mg/mL) fue transferida a seis tubos de

ensayo a razon 10, 8, 6, 4, 2 y 0 mg/mL, a cada tubo se le agreg6 agua destilada a
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razén de 0, 2, 4, 6, 8 y 10 mL, respectivamente; el tubo seis que no contiene ninguna
concentracion de ovoalbumina, represento el blanco.
De este modo se calcularon las diferentes concentraciones de ovoalbumina para los
seis tubos de ensayo empleandose la siguiente formula:

C1xV1=C2xV2
Posterior, se tomaron 0,5 mL de cada uno de los tubos de las diferentes
concentraciones y se transfirieron a otros seis tubos de ensayo. A estos tubos se les
afadieron 2 mL de reactivo de Biuret modificado, lo que resulté en una coloracion
violeta. Se utiliz6 agua destilada como blanco de referencia.
Las soluciones de los seis tubos fueron sometidos a lectura de absorbancia en un
espectrofotdmetro UV — visible thermo Scientific GENESYS 10 a 545 nm.
Los datos obtenidos fueron sujetas a célculo de la prueba de regresion lineal y célculo
del valor de R? (ver anexo 15); relacionando la densidad (D.O) con la concentraciéon
de ovoalbumina (mg/mL) obteniéndose de este modo la curva patron.
3.3.13. Medicién de la biomasa microbiana con espectrofotometria
Después de la incubacion a temperatura ambiente de los 63 tubos de ensayo del
proceso de la evaluacion de la degradacion de ldminas de PET por 42 dias, 21 tubos
correspondieron para la evaluacion de la biomasa microbiana aisladas de humus de
lombriz, 21 tubos correspondieron para la evaluacion de la biomasa microbiana
aisladas de compost y 21 tubos para el control.
Antes de realizar la evaluacion de la biomasa microbiana, se agitaron vigorosamente
los tubos de ensayo con el fin de remover restos de microorganismos que estuvieran
adherido a la superficie de las laminas de PET. De esta forma, se evaluaron tres tubos
al inicio de la evaluacion (cero dias), tres tubos a los siete dias, asi sucesivamente
cada semana, hasta completar los 42 dias; realizandose un total de nueve
evaluaciones, tres evaluaciones por tratamiento.
Para la determinacion de la biomasa microbiana resultante, la turbidez de cada uno
de los tubos correspondientes fueron sometidas a lectura de absorbancia en un
espectrofotdmetro UV — visible thermo Scientific GENESYS 10 a 600 nm, los datos
fueron comparados con los valores de la curva patron correspondiente, obteniéndose
de este modo los valores de la concentracién de la biomasa bacteriana para cepas
aislada de humus de lombriz y compost en distintos tiempos de incubacion (ver
anexos 16 y 17).
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Los datos de la concentracion de la biomasa bacteriana, se llevaron al programa de
Excel para la elaboracion de la gréafica para ambos tratamientos (ver figura 4).
3.3.14. Medicion de las proteinas microbianas con espectrofotometria

Los mismos 63 tubos de ensayo del proceso de la evaluaciéon de la biodegradacién
de las laminas de PET por 42 dias, incubadas a temperatura ambiente, 21 tubos
correspondieron para la evaluacion de las proteinas microbiana aisladas de humus
de lombriz, 21 tubos correspondieron para la evaluaciéon de las proteinas microbiana
aisladas de compost y 21 tubos para el control.

Antes de realizar la evaluacion de las proteinas microbiana, se agitaron
vigorosamente los tubos de ensayo con el fin de remover restos de microorganismos
que estuvieran adherido a la superficie de las laminas de PET. De esta forma, se
evaluaron tres tubos al inicio de la evaluacion (cero dias), tres tubos a los siete dias,
asi sucesivamente cada siete dias, hasta completar los 42 dias; realizadndose un total
de nueve evaluaciones, tres evaluaciones por tratamiento. De los cuales se tomaron
dos mL del cultivo microbiano, de cada uno de los tubos correspondientes, y fueron
trasvasados a celdas del equipo de espectrofotometro UV — visible thermo Scientific
GENESYS 10, donde se afiadieron, también a cada uno, un mL de reactivo de Biuret,
se dejaron en reposo por 30 min a temperatura ambiente.

Las soluciones coloreadas contenidas en las celdas fueron sometidas a lectura de
absorbancia en un espectrofotbmetro UV — visible a 545 nm, los datos fueron
comparados con los valores de la curva patron correspondiente, obteniéndose de este
modo los valores de la concentracion de proteina microbiana en distintos tiempos de
incubacién (ver anexos 18 y 19)

Los datos de la concentracién de proteinas microbiana, se llevaron al programa de
Excel para la elaboracion de la gréafica para ambos tratamientos (ver figura 6).
3.3.15. Formacion de biopeliculas (Palacios y Prado 2018)

Se trabajé con nueve tubos de ensayo del Ultimo periodo de evaluacion de la
degradacién de las laminas de PET, a los 42 dias de incubacion, tres tubos
correspondieron para la evaluacion de formacion de biopeliculas por cepas
microbianas aisladas de humus de lombriz, tres tubos correspondieron para la
evaluacion de formacion de biopeliculas por cepas microbianas aisladas de compost
y tres tubos para el blanco, realizandose un total de nueve evaluaciones, tres

evaluaciones por tratamiento con sus tres repeticiones.
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Las laminas de PET fueron extraidas de los tubos de ensayo y colocadas a nueve

placas de Petri. Cada una de las laminas fueron colocadas sobre portaobjetos y

observadas al microscopio con un aumento de 400X.

3.3.16. Formacion de porosidad (Palacios y Prado 2018)

Las mismas laminas evaluadas de la formacion de biopeliculas, fueron retiradas de

los portaobjetos y colocadas en nueve placas de Petri para ser removidas restos de

microorganismos con alcohol de 70° y agua destilada, posterior se examinaron cada

una de las laminas de PET sobre portaobjetos y observadas al microscopio con un

aumento de 400X.

3.3.17. Identificacién de los microorganismos degradadores de polietileno
tereftalato

En un contenedor se enviaron las cepas bacterianas aisladas de humus de lombriz y

compost a la empresa “UMBRELLA GENOMICS COMPANY”, para su identificacion

taxonomica.

3.3.18. Analisis estadistico

¢ Para la elaboracion de tablas y figuras en se emple6 el programa Excel.

e Se emple6 ANOVA para saber si existe una diferencia significativa entre medias.

e Para comparar las medias se empleo la prueba de comparacién multiple de Tukey
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V. RESULTADOS
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Tabla 5. Cepas microbianas, con potencial degradativo de laminas de polietileno tereftalato, a
partir de muestras de humus de lombriz y compost, seleccionadas por proceso de adaptacion.
Ayacucho 2023.

Caracteristicas

T Grupo
Muestra Codigode  microscopicas _ p Consorcio
cepas microbiano
Gram Forma
Humus de HL-1 - Bacilo Bacteria
) HL-1,2
lombriz HL-2 - Bacilo Bacteria
C-1 - Bacilo Bacteria
Compost C-1,2
C-2 - Bacilo Bacteria
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Figura 3. Curva patrén de concentracién de biomasa microbiana versus absorbancia a 600 nm de longitud de onda. Ayacucho 2023.
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evaluacion de la biodegradacion de laminas de PET. Ayacucho 2023.
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Tabla 6. Pérdida de peso de laminas de PET por accién de consorcio bacteriano aislado de
humus de lombriz a través en un periodo de 42 dias de incubacién, evaluados cada siete dias.
Ayacucho 2023.

Peso de laminas de PET a través en un periodo de 42 dias Pérdida

Consorcio de peso
0 7 14 21 28 35 42 (mg)

0,3805 0,0000

0,3835 0,3828 0,0007

0,3922 0,3913 0,0009

HL-1.2 03848 0,3838 0,0010

0,3350 0,3339 0,0011

0,3713 0,3700 0,0013

0,4294 0,4276 0,0018

Tabla 7. Pérdida de peso de laminas de PET por accién de consorcio bacteriano aislado de
compost a través en un periodo de 42 dias de incubacién, evaluados cada siete dias.
Ayacucho 2023.

Peso de laminas de PET a través en un periodo de 42 dias Pérdida

Consorcio de peso
0 7 14 21 28 35 42 (mg)

0,3448 0,0000

0,3801 0,3796 0,0005

0,3913 0,3905 0,0008

C-1,2 0,4149 0,4138 0,0011

0,4035 0,4023 0,0012

0,3180 0,3169 0,0011

0,4110 0,4094 0,0016
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Figura 9. Tubos de ensayo con laminas de PET, con crecimiento de biopeliculas, por
consorcio bacteriano aislados de humus de lombriz y compost. Ayacucho 2023

a)C-1,2 b) Blanco

Figura 10. Cambios en el aspecto de la superficie de las laminas de PET por accién de

consorcio bacteriano aislado de compost. Ayacucho 2023.



Tabla 8. Identificacién de cepas bacterianas degradadoras de laminas de PET aisladas de
humus de lombriz y compost. Ayacucho 2023.

Cepas Especies bacterianas Numero de especies
HL-1 Serratia liquefaciens
HL-2 Citrobacter murliniae 2
C-1 Serratia marcescens
C-2 Escherichia fergusonii 2
Total 4
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V. DISCUSION

La Tabla 5, muestra los resultados de las cepas microbianas, con potencial
degradativo de laminas de polietileno tereftalato, a partir de muestras de humus de
lombriz y compost, seleccionadas por proceso de adaptacion (ver tabla 4).

Las cepas microbianas aisladas de humus de lombriz y compost, dos de cada uno,
fueron codificadas como HL-1, HL-2 y C-1, C-2, respectivamente. Estas cepas
correspondieron a bacterias, todos bacilos y Gram negativas.

Los resultados del estudio, fueron comparados por Gutiérrez (2019), que explica que
aislé microorganismos a partir del polietileno de baja densidad con signos de deterioro
en el vertedero municipal de Tacnha, aislandose nueve cepas de diversos
microorganismos, en las que se hallaron bacilos Gram negativo y bacilos Gram
positivos.

Asimismo, Gomez (2018), realizé un estudio para determinar la capacidad
degradadora de los microorganismos sobre el PET logrando aislar ocho cepas
capaces de utilizarlo como Unica fuente de carbono, entre las que se hallaron bacilos
Gram negativos y otro como bacilos Gram positivos, levaduras y mohos.

En las Figuras 4 y 6 se muestran el incremento de la biomasa microbiana y el
incremento de concentracion de proteinas de consorcio bacteriano aislados de humus
de lombriz y compost en el proceso de la evaluacion de la biodegradacion de ldminas
de PET, a través del periodo de 42 dias, evaluaciones realizadas cada siete dias,
donde los promedios de la biomasa bacteriana y la concentracion de proteinas de
consorcio bacteriano de humus de lombriz y compost van en incremento hasta el
ultimo periodo de evaluacion, esto se debe que los microorganismos utilizan las
laminas de PET como fuente de carbono y energia, puesto que el medio sales

minerales no dispone de otras fuentes similares de nutrientes, esto evidenciado por
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la adherencia de la biomasa bacteriana en la superficie inerte del PET, formando
biopeliculas.

Se aplicé el andlisis de varianza entre las medias de biomasa bacteriana y la
concentracion de proteinas de consorcio bacteriano aisladas de humus de lombriz y
compost en el proceso de la evaluacién de la biodegradacion de laminas de PET, a
través del periodo de 42 dias, con un nivel de confianza de 95% (ver anexo 9y 10).
Los resultados del analisis mostraron una diferencia significativa entre los grupos de
tratamiento de estudio y el blanco, lo que llevo a rechazar la hipétesis nula y aceptar
la hip6tesis alternativa, que los diferentes tipos de tratamiento de consorcio bacteriano
de (HL-1,2 y C-1,2); existen microorganismos capaces de utilizar el polietileno
tereftalato como Unica fuente de carbono, ya que en el control en ausencia de
microorganismos no se evidencid crecimiento bacteriano ni produccién de
concentracion de proteinas.

Asimismo, se aplico la prueba de comparacion multiple de Tukey para las medias de
la biomasa bacteriana y la concentracion de proteinas, a los 42 dias de incubacion de
la biodegradacion de ldminas de PET por consorcio bacteriano aislados de humus de
lombriz y compost con un nivel de confianza de 95 % (ver anexo 11 y 12). Los
resultados mostraron que las medias de los diferentes tratamientos de consorcio
bacteriano de (HL-1,2 y C-1,2); fueron similares entre si, pero difieren para el blanco,
donde no hubo crecimiento bacteriano ni produccion de concentracion de proteinas.

Segun Cuevas y Edwards (2017) citado por Lopez et al. (2019), hace referencia que
las curvas de crecimiento bacteriano son importantes para comprender el
metabolismo de las bacterias en diferentes medios y etapas de crecimiento.

En la investigacion de Lopez et al. (2019), indica que las curvas de crecimiento
permiten caracterizar la formacion de biopeliculas, que son importantes para la
supervivencia de los microorganismos en ambientes hostiles o en superficies inertes,
donde, las biopeliculas les permiten a los microorganismos colonizar y sobrevivir en
estos ambientes que se han adherido a una superficie comenzando a multiplicarse y
producir una matriz extracelular compuesta por exopolisacaridos, proteinas y ADN
extracelular. Esta matriz extracelular proporciona una estructura tridimensional que
sostiene y protege a los microorganismos en la biopelicula.

En las Tablas 6 y 7, muestran las pérdidas de peso de laminas de PET por accién de

consorcio bacteriano aislados de humus de lombriz y compost a través en un periodo
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de 42 dias de incubacion, evaluaciones realizadas cada siete dias, donde, los
promedios de pérdida de peso de PET van en incremento hasta el tltimo periodo de
evaluacion. Los resultados mostraron que el consorcio bacteriano (HL-1,2 y C-1,2);
presentaron un promedio de pérdida de peso de laminas de PET de 0,0018 mg vy
0,0016 mg; respectivamente.

Los resultados del estudio, fueron confirmados por Gémez (2018), logré aislar ocho
cepas de microorganismos capaces de utilizar el PET como Unica fuente de carbono.
Los resultados mas destacados mostraron que la cepa (D) obtuvo una pérdida de
peso efectiva de 43,7 mg, seguida por la cepa (E) con 1,1 mg y la cepa (C) con 0,8
mg.

Asimismo, Gutiérrez (2019), menciona que la degradacién de polietileno por consorcio
microbiano aislados de materiales con signos de deterioro fue capaz de degradar el
polietileno de baja densidad de manera evidente, con un promedio de pérdida de peso
de 172,975 mg en un periodo de 70 dias de incubacion.

Enlas Figuras 7y 8, muestran los porcentajes de pérdida de peso neto de las laminas
de PET por accion de consorcio bacteriano aislados de humus de lombriz y compost
a través de un periodo de 42 dias de incubacion, evaluaciones realizadas cada siete
dias, donde los porcentajes de pérdida de peso van en incremento hasta el Gltimo
periodo de evaluacion. Los resultados mostraron que el consorcio bacteriano de (HL-
1,2y C-1,2); presentaron un promedio porcentual de pérdida de peso neto de 0,385%
y 0,354%; respectivamente, en el proceso de biodegradacion.

Segun el estudio realizado, encontramos resultados similares realizadas por Palacios
y Prado (2018), quienes sostienen que, los promedios de pérdida de peso porcentual
debido a la biodegradacién del polietileno tereftalato en la primera medicion fueron
0,136%, 0,110% y 0,226% para las bacterias presentes en estiércol de conejo,
compost de vegetales y estiércol de caballo, respectivamente. Estos promedios
aumentaron al finalizar los 90 dias (3 meses) a 4,158%, 4,512% y 4,298%.
Asimismo, Yoshida et al. (2016), reportaron que las bacterias Ideonella sakaiensis es
capaz de desintegrar el polietileno tereftalato de manera evidente, con un promedio
de pérdida de peso de 2g (14,9%) en 160 dias, hasta sus componentes originales, es
decir en &cido tereftalico y etilenglicol; lo que permite inferir que los microorganismos

utilizan distintas rutas metabdlicas para desintegrar los materiales téxicos en el
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ambiente.

Por su parte, Gutiérrez (2019), menciona que la degradacion de polietileno de baja
densidad por consorcio microbiano aislados de materiales con signos de deterioro fue
capaz de biodegradar el polietileno de baja densidad de manera evidente, con un
promedio porcentual de pérdida de peso de 2,88% en un periodo de 70 dias de
incubacion.

Meza (2013), en su tesis, sobre la biodegradacion de polietileno tereftalato al finalizar
los 35 dias del tiempo experimental, determind que las bacterias presentes en
estiércol de caballo, estiércol de gallina y humus de lombriz fueron 10,89%, 6,64% y
7,87% respectivamente. Mientras para el oxopolietileno por las bacterias presentes
en estiércol de caballo, estiércol de gallina y humus de lombriz, obtuvieron un
porcentaje de pérdida de peso de 6,49%, 5,28% y 39,99% presentando su valor mas
alto en el dia 35.

Por su parte Iparraguirre y Vivanco (2015), identificaron y describieron los hongos
filamentosos responsables de la degradacion del polietileno de baja densidad (PEBD)
y polietileno tereftalato (PET), donde lograron aislar ocho cepas de PET, de las cuales
cinco fueron capaces de biodegradar, y 11 cepas de PEBD, de las cuales ocho
demostraron capacidad de biodegradacion. La cepa que presenté la mayor actividad
biodegradadora en ambos tipos de polimeros fue identificada como perteneciente al
género Mucor, logrando descomponer un 1,3% del peso de polietileno tereftalato a 25
°CypH5,yun20% del PEBD a 25 °CypH5-7.

Segun Uribe et al. (2010) citado por Palacios y Prado (2018), realizaron un estudio
para evaluar la capacidad degradativa de un consorcio microbiano sobre el polietileno
de baja densidad (PEBD). Los resultados mostraron que un consorcio formado solo
por bacterias logré reducir el peso total del polietileno de baja densidad en un 5,4%.
Por otro lado, los hongos lograron una reduccion del 4,8% del peso total del polietileno
de baja densidad.

El estudio realizado por Ariba et al. (2015), tuvo como objetivo evaluar la eficacia
degradadora por parte de las bacterias Desulfotomaculum nigrificans y Pseudomonas
alcaligenes. Los resultados indicaron que hubo un porcentaje de pérdida de peso del
10,2%, 13,2% y 16,2% para Desulfotomaculum nigrificans y del 10,5%, 14,7% y
16,2% para Pseudomonas alcaligenes, evaluaciones que se llevaron a cabo durante

un periodo de 10, 20 y 30 dias, donde concluyeron que cualquier de las especies son
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eficaces para el proceso de la biodegradacion de polietileno de baja densidad.

En la Figura 9, muestra los tubos de ensayo con laminas de PET, con crecimiento de
biopeliculas, por consorcio bacteriano aislados de humus de lombriz y compost,
donde se pudo evidenciar a través del periodo de 42 dias de evaluacion.

Segun el estudio realizado, encontramos resultados similares obtenidos por Palacios
y Prado (2018), quienes evidenciaron la formacion de biopeliculas sobre la superficie
de polietileno tereftalato durante los 90 dias de evaluacion, donde; el plastico tratado
con bacterias presentes en el compost de vegetales mostré la mayor cantidad de
biopelicula acumulada en toda la superficie.

De acuerdo con Butron (2020), la biodegradacion se evidencia mediante la
colonizacién de microorganismos en la superficie del polietieno por medio de
reacciones de hidrdlisis. Esto se confirma en nuestra investigacion (ver anexo 10),
donde, se muestran las microfotografias de consorcio bacteriano aislados de humus
de lombriz y compost adheridas sobre la superficie de laminas de PET a un aumento
de 400X.

Asimismo, Debroas et al. (2017); Yoshida et al. (2016) y Uribe et al. (2010) citato por
Palacios y Prado (2018), sostienen, que la formacion de biopeliculas sobre la
superficie del plastico evidencia el ataque microbiano para su asimilacién de los
polimeros sintéticos.

En sus estudios realizados por Tokiwa et al. (2009) citado por Gémez y Oliveros
(2018), indican que, durante el proceso de colonizacién del material a través de
reacciones de hidrdlisis, los microorganismos secretan una serie de enzimas que les
permiten adherirse a este y a su vez causar el deterioro de los polimeros que generan
estructuras de bajo peso molecular y finalmente son mineralizados a diéxido de
carbono y agua.

En la Figura 10, muestra los cambios en el aspecto de la superficie de las laminas de
PET por accién de consorcio bacteriano aislado de compost, al finalizar el periodo de
los 42 dias de evaluacién del proceso degradativo de las laminas de PET.

Los resultados del estudio, fueron confirmados por Aradilla et al. (2007) citado por
Gomez y Oliveros (2018), quienes expresan que las modificaciones mas palpables se
encuentran en la pérdida de brillo, color y formacion de grietas, ocasionando desgaste
en las superficies de las ldminas. Esto se confirma en las investigaciones realizadas

por Gonzalez y Camarena (2013) citado por Gutiérrez (2019), que, en un analisis
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minucioso, descubrieron una comunidad de hongos que se habian adherido a la
superficie de los plasticos, lo que les permitié estudiar su actividad biodegradadora.
Los resultados revelaron que los hongos que se desarrollaron en el plastico
provocaron cambios en la corrosion de la superficie, la formacién de grietas en el
material y un cambio en el color, esto se corrobora en nuestra investigacion (ver anexo
11), donde se muestran las microfotografias de formacion de porosidades sobre la
superficie de la lamina de PET por accién de consorcio bacteriano aislada de humus
de lombriz a un aumento de 400X.

En la Tabla 8, muestra la identificacion de las cepas bacterianas degradadoras de
laminas de PET aisladas de humus de lombriz y compost; donde se reportaron cuatro
especies de bacterias diferentes pertenecientes al orden de los enterobacterales. Dos
especies fueron identificadas a partir de cada consorcio bacteriano (HL-1,2 y C-1,2);
como Serratia liquefaciens, Citrobacter murliniae y Serratia marcescens, Escherichia
fergusonii, respectivamente.

Los resultados del estudio, fueron comparados por Vertus et al. (2017), mediante una
literatura (ver tabla 2); nos muestra las condiciones ambientales en las que se
desarrollan los microorganismos biodegradadores de los diferentes polimeros
sintéticos dentro de ello se menciona la especie de Serratia marcescens, lo cual fue
identificado en el presente trabajo. Asimismo, menciona que existe varios
microorganismos que fueron evaluados y aislados de diferentes sustratos, siendo el
mas representativo el género de Pseudomonas y Staphyloccoccus.

Asimismo, Nair et al. (2016) citado por Silverio (2021), indica que la biodegradacion
del poliacido lactico estan implicados por un consorcio de bacterias (ver tabla 3);
donde este consorcio, estan formados por un grupo de microorganismos, entre los
cuales se mencionan las especies de Cladosporium sphaerospermum, Rhodotorula
mucilaginosa, Penicillium chrysogenum, Serratia marcescens, que actdan
simultdneamente en la degradacion del &cido polilactida, semejante al polietileno
tereftalato.

Por otro lado, Martin (2017), menciona que el polietileno, polipropileno y otros, son
derivados del petréleo; donde, Pasumarthi et al. (2013), aislaron un grupo de
microorganismos degradadores de hidrocarburos de la costa de Goa, India, entre
ellos mencionan las bacterias como Pseudomonas aeruginosa y Escherichia

fergusonii. Asimismo, Ccolque y Vargas (2017), en sus presentes trabajos que tienen
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como objetivo aislar, caracterizar e identificar cepas microbianas nativas procedentes
de suelos contaminados con hidrocarburos totales de petréleo; donde lograron aislar
nueve cepas bacterianas entre ello se menciona Citrobacter spp. La identificacion de
las bacterias Escherichia fergusonii y Citrobacter spp., degradadoras de
hidrocarburos se menciona en el presente trabajo, que presentan una actividad
degradadora de PET.

Por otro lado, Kariyachan et al. (2016) citado por Silverio (2021), mediante una
literatura (ver tabla 3); nos muestra que un grupo microbiano estan implicados en la
biodegradacién de polietileno de baja densidad, dentro de ello se menciona las
especies de Enterobacter sp. y Pantoea sp., perteneciente al orden de los
enterobacterales, esto; se corrobora en el presente trabajo acerca de las especies

perteneciente a este mismo orden.
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VI. CONCLUSIONES

A partir de muestras de humus de lombriz y compost, se aislaron cuatro cepas
bacterianas con capacidades degradadoras de polietileno tereftalato: dos cepas
HL-1 y HL-2 pertenecientes a humus de lombriz y dos cepas Cl1 y C2
pertenecientes a compost.

La capacidad biodegradadora de polietileno tereftalato, a los 42 dias de
incubacioén, por accién de consorcio bacteriano aislado de humus de lombriz
mostraron un promedio de pérdida de peso de laminas de PET en un 0,0018 mg
en 4cm?,

La capacidad biodegradadora de polietileno tereftalato, a los 42 dias de
incubacion, por accién de consorcio bacteriano aislado de compost mostraron un
promedio de pérdida de peso de laminas de PET en un 0,0016 mg en 4cm?.

A partir de las cepas bacterianas se identificé cuatro especies de bacterias con
capacidad degradativa de polietileno tereftalato: Serratia liquefaciens (HL-1),
Citrobacter murliniae (HL-2), Serratia marcescens (C-1) y Escherichia fergusonii
(C-2).

Los porcentajes de pérdida de peso de laminas de polietileno tereftalato, a los 42
dias de incubacion, por accion de consorcio bacteriano aislados de humus de

lombriz y compost fueron de 0,385% y 0,354%, respectivamente.
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VII. RECOMENDACIONES

Realizar experimentos especificos con cada una de las cepas microbianas
aisladas para identificar cual es el que mejores cualidades presentan para una
mejor biodegradacion y al mismo tiempo observar como trabajan.

Continuar con mas investigaciones relacionadas a este trabajo para poder aislar
otras especies de microorganismos que tengan la capacidad degradativa de
polietileno tereftalato, por ejemplo, aislar consorcios microbianos a partir de
rellenos sanitarios donde los sustratos se encuentran adheridos a los envases de
PET.

Trabajar con aquellos microorganismos aislados de humus de lombriz y compost
bajo condiciones controladas como la temperatura, pH y concentracion de PET
gue juegan un rol muy importante en el proceso de la adaptacion y crecimiento
para evaluar la maxima eficiencia degradativa en los diferentes tipos de polimeros

sintéticos que hoy en dia es un contaminante para el ambiente y la salud publica.
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Anexo 1. Obtencidén de las muestras de humus de lombriz y compost en el punto de

ventas de plantulas situado en el mercado Mariscal Caceres. Ayacucho 2023.

B - ¢ a st 1.0

Anexo 2. Obtencién de envases de polietileno tereftalato del contenedor de botellas
en los laboratorios de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional

de San Cristébal de Huamanga. Ayacucho 2023.
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Anexo 3. Preparacion de medio sales minerales suplementado con extracto de

levadura por un litro de agua, segun Meza (2013). Ayacucho 2023.

Solucién Cantidad (g)
Na2HPO4(12H20) 2,52
CaClz 0,002
KH2PO4 0,5
FeS0O4(7H20) 0,001
NH4CI 1,0
MgSOa4(7H20) 0,5
MnSO4(7H20) 0,007
ZnS04(7H20) 0,007
Extracto de levadura 0,1

Anexo 4. Preparacion de reactivo de Biuret modificado por un litro de agua, segun

Fernandez y Galvan (2014). Ayacucho 2023.

Solucion Cantidad (g)
CuS04.5H20 3,8
Na EDTA 6,7
NaOH 40
Kl 1,0
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Anexo 5. Flujograma del primer periodo de adaptacién de microorganismos de humus de lombriz y compost. Ayacucho
2023.

Q T IR 200 mL de medio
Humus de lombriz betstplgton i

| Cultivo

- microbiano
de humus de
' lombriz
200 mL de medio /
sales minerales __;'
- ; Cultivo
o / microbiana
; = de compost
200 mL de medi ! Incubados a temperatura
m @ medio i - 5
sales minerales am!:uente en agjltacmn
© ' horizontal por 21 dias.
Blanco [—
Blanco
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Anexo 6. Flujograma del segundo periodo de adaptacion de microorganismos a diferentes concentraciones de glucosa y
PET pulverizado. Ayacucho 2023.

Cultivo microbiano

(humus de lombriz) or 2d0
proveniente del primer 1

periodo de adaptacion

G:4%IP:1%

50 mL
medio p
sales
mineral
es

Cultivo microbiano do
{compost) proveniente 1 2 3 4 5 G: 0%/ P:5%
del primer periodo dj :

adaptacion
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Anexo 7. Flujograma de aislamiento de microorganismos de humus de lombriz y compost. Ayacucho 2023.

6 Cultivo microbiano (humus

de lombriz) del 2do Dos tipos de colonias
periodo de adaptacion bacterianas (humus de lombriz)

Cultivo microbiano
(compost) del 2do Dos tipos de colonias
gto  periodo de adaptacion bacterianas (compost)
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Anexo 8. Tincion Gram de cepas bacterianas aisladas de humus de lombriz y
compost a un aumento de 1000X. Ayacucho 2023.

a) Cepa HL-1 b) Cepa HL-2

a) Cepa C-1 b) Cepa C-2
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Anexo 9. Flujograma para la evaluacién de la biodegradacion de ldminas de PET por consorcio bacteriano aislados de humus
de lombriz y compost. Ayacucho 2023.

Evaluacion de la degradacion de laminas de PET | Estufaa 35 °C por 24h

Pérdida W (mg) = W final — W inicial

=

| Humus L.-Compost -Blanco |

Humus L. - Compost - Blanco

Medicion de la biomasa microbiana con espectrofotometria

5 v Winicial — Wfinal
% pérdida = — T %100

63 tubos de ensayo del
periodo en Incubacion

lectura de Absorbancia a
600 nm)

H. de lombriz Compost Blanco

Medicion de las concentraciones proteinas microbiana con espectrofotometria

Vi |‘ ' - —— e ‘_
g 1 o . e 5 -l b
'-&'\_.‘ . 1-m - '

w ¥ g feec Lectura de
2! absorbancia a
\ Incubar 30 min 545 nm)
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Anexo 10. Microfotografias de consorcio bacteriano aislados de humus de lombriz y
compost adheridos sobre la superficie de laminas de PET a un aumento de 400X.
Ayacucho 2023.

a) HL-1,2 b) C-1,2

¢) Blanco
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Anexo 11. Microfotografia de formacién de porosidades sobre la superficie de la

lamina de PET por accién de consorcio bacteriano aislado de humus de lombriz a un
aumento de 400X. Ayacucho 2023.

a) HL-1,2 b) Blanco
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Anexo 12. Estandarizacién de la curva patrdn para las diversas concentraciones de la biomasa microbiana, en el proceso

de evaluacion de biodegradacién de laminas de PET por consorcio microbiano aislados de humus de lombriz y compost.

Ayacucho 2023.

N° de Cultivo microbiano | Concentracion de biomasa microbiana | Absorbancia Recta de regresion lineal de la
frascos preparado (mg/mL) a 600 nm curva patrén
(mL) P _ Peso final (mg) — Peso inicial (mg) Y =bx +a
€S0 seco = 25 mL
1 5 0,064 0,010
5 Y =1,5677X—-0,0724
10 0,076 0,055 R2= 09762
A
3 15 0,096 0,088
e
4 20 0,128 0,134 ..
5 25 0,156 0,176 ‘/
6 30 0,18 0,200 A2
Donde:

Y = Absorbancia de la ecuacion de la regresion lineal de la curva patrén

X = Concentracion la ecuacion de la regresion lineal de la curva patron

b = Pendiente de la ecuacion de la regresion lineal de la curva patron

a = Constante de la ecuacion de la regresion lineal de la curva patron
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Anexo 13. Estandarizacion de la curva patrén de proteina (ovoalbimina mg/mL), para la determinacién de concentracion
de proteinas microbianas en el proceso de biodegradacion de laminas de PET por consorcio microbiano aislados de humus

de lombriz y compost. Ayacucho 2023.

Ovoalbumina preparada | Concentracion de proteina Absorbancia Recta de regresion lineal de la curva
N° de tubos (12mg/mL) (Ovoalbmina 11mg/mL) a545mm patrén
ClxV1l=C2xV2 Y=Dbx+a
1 2 2,2 0,030
' ' Y =0,0167X - 0,0116
2=

2 4 44 0,060 ! R?=0,9816
3 -

6 6,6 0,098 o,
4 8 8,8 0,124 o

i d

5

10 11 0,182 -9 >

Donde:

Y = Absorbancia de la ecuacién de la regresion lineal de la curva patron.
X = Concentracion de la ecuacion de la regresion lineal de la curva patron.
b = Pendiente de la ecuacion de la regresion lineal de la curva patron.

a = Constante de la ecuacion de la regresion lineal de la curva patron.
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Anexo 14. Tabulacion de los datos obtenidos a partir de la turbidez de cada tubo sometidas a una absorbancia a 600 nm
de longitud de onda, por la ecuacion de la recta de regresion lineal de la curva patrén, para la obtencion de biomasa

bacteriana en mg/mL, en el proceso de biodegradacion de laminas de PET por consorcio bacteriano aislado de humus de

lombriz. Ayacucho 2023.

Absorbancia Concentracion de biomasa Recta de regresion lineal de la curva patrén

N° de tubos a 600 nm bacteriana (mg/mL) Y=bx+a

1 0,101 0,11

Y =1.5677X —-0,0724
2 0,254 0,20 R2=0,9762
3 0,307 0,23 ) e
/.,/
4 0,316 0,24 °
5 0,335 0,25 r's
.’/
6 0,366 0,27
7 0,390 0,29
Donde:

Y = Absorbancia de la ecuacién de la regresion lineal de la curva patron.
X = Concentracion de la ecuacion de la regresion lineal de la curva patron.
b = Pendiente de la ecuacion de la regresion lineal de la curva patron.

a = Constante de la ecuacion de la regresion lineal de la curva patron.
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Anexo 15. Tabulacién de los datos obtenidos a partir de la turbidez de cada tubo sometidas a una absorbancia a 600 nm
de longitud de onda, por la ecuacion de la recta de regresion lineal de la curva patrén, para la obtencion de biomasa
bacteriana en mg/mL, en el proceso de biodegradacién de laminas de PET por consorcio bacteriano aislado de compost.
Ayacucho 2023.

de tub Absorbancia Concentracion de biomasa Recta de regresion lineal de la curva patron
N° de tubos
a 600 nm microbiana (mg/mL) Y=bx+a
0,084 0,10
0,219 0,18 Y =1,5677X —0,0724
R?=0,9762
0,273 0,21
o
0,314 0,24 e
o
0,326 0,25 /‘/
0,350 0,26 3
0,360 0,27 >

Donde:

Y = Absorbancia de la ecuacion de la regresion lineal de la curva patron.
X = Concentracion de la ecuacion de la regresion lineal de la curva patréon.
b = Pendiente de la ecuacién de la regresion lineal de la curva patrén.

a = Constante de la ecuacion de la regresion lineal de la curva patron.
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Anexo 16. Tabulacién de los datos obtenidos a partir de la turbidez de cada tubo sometidas a una absorbancia a 600 nm
de longitud de onda, por la ecuacion de la recta de regresién lineal de la curva patrdn, para la obtencion de concentracion
de proteinas microbianas en mg/mL, en el proceso de biodegradacion de laminas de PET por consorcio bacteriano aislado

de humus de lombriz. Ayacucho 2023.

Recta de regresion lineal de la curva patrén de

Absorbancia Concentracion de proteinas . o
N° de tubos proteinas (ovoalblimina)
a 545 nm microbianas (mg/mL)
Y=bx+a
1 0,059 4,22
Y =0,0167X - 0,0116
2 0,068 4,76 R2=0,9816
A o
3 0,074 5,12
4 0,134 8,71 ad
5 0,140 9,07 &
6 0,151 9,73 .
7 0,171 10,93

Donde:

Y = Absorbancia de la ecuacion de la regresion lineal de la curva patroén.
X = Concentracion de la ecuacion de la regresion lineal de la curva patréon.
b = Pendiente de la ecuacion de la regresién lineal de la curva patron.

a = Constante de la ecuacion de la regresion lineal de la curva patrén.
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Anexo 17. Tabulacién de los datos obtenidos a partir de la turbidez de cada tubo sometidas a una absorbancia a 600 nm
de longitud de onda, por la ecuacion de la recta de regresién lineal de la curva patrdn, para la obtencion de concentracion
de proteinas microbianas en mg/mL, en el proceso de biodegradacion de laminas de PET por consorcio bacteriano aislado

de compost. Ayacucho 2023.

Recta de regresion lineal de la curva patrén de

Absorbancia Concentracioén de proteinas . o
N° de tubos proteinas (ovoalblimina)
a 545 nm microbianas (mg/mL)
Y=bx+a
1 0,051 3,74 Y =0,0167X - 0,0116
2 0,071 4,94 R2=0,9816
A

3 0,080 5,48 ¥
4 0,122 8,00 o
S 0,133 8,65 »
6 0,145 9,37 gt
7 0,158 10,15 ) >

Donde:

Y = Absorbancia de la ecuacion de la regresion lineal de la curva patron.
X = Concentracion de la ecuacion de la regresion lineal de la curva patréon.
b = Pendiente de la ecuacion de la regresion lineal de la curva patron.

a = Constante de la ecuacion de la regresion lineal de la curva patron.
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Anexo 18. Andlisis de varianza entre las medias porcentuales de la pérdida de peso
de laminas de PET a los 42 dias de incubacién de la biodegradacion por consorcio
bacteriano aislados de humus de lombriz y compost con un nivel de confianza de
95%. Ayacucho 2023.

Fuente de Suma Media
o Gl ] Fe P Valor critico F

variaciones cuadrados cuadratica
Entre grupos 2 0,30486 0,15243 99,37676  0,00003 5,143253

Dentro de 0,00153

6 0,00920
grupos
Total 8 0,31407 1,36483

Anexo 19. Prueba de comparacién de pares de Tukey de las medias porcentuales de
la pérdida de peso de las laminas de PET a los 42 dias de incubacion de la
biodegradacién por consorcio bacteriano aislados de humus de lombriz y compost
con un nivel de confianza de 95%. Ayacucho 2023.

(%) de pérdida de

HSD de Tukey o Subconjunto para a = 0.05
. N peso de lAminas de
Consorcio 1 2
PET
HL-1,2 3 0,397 B*
C-1,2 3 0,367 B*
Blanco 3 0,013 A
Sig. 1,000 0,359

*Las medias que no compartes una letra son significativamente diferentes.
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Anexo 20. Andlisis de varianza entre las medias de biomasa bacteriana, a los 42 dias
de incubacion, en el proceso de la evaluacion de la biodegradacion de laminas de
PET, por consorcio bacteriano aislados de humus de lombriz y compost, con un nivel
de confianza de 95%. Ayacucho 2023.

Fuente de Suma Media )
o Gl ] Fe P Valor critico F

variaciones cuadrados cuadrética
Entre grupos 2 0,0801 0,0400 757,399 6,14099E-08 5,143

Dentro de

6 0,0003 0.0001
grupos ’
Total 8 0,0804

Anexo 21. Andlisis de varianza entre las medias de concentracion de proteinas
microbianas, a los 42 dias de incubacion, en el proceso de la evaluacion de la
biodegradacion de laminas de PET, por consorcio bacteriano aislados de humus de

lombriz y compost, con un nivel de confianza de 95%. Ayacucho 2023.

Fuente de Suma Media )
o Gl _ Fe P Valor critico F

variaciones cuadrados  cuadratica
Entre grupos 2 782977 39,1488 393,554 4 32069E-07 5,1433

Dentro de

6 0,5968 0,0995
grupos
Total 8 78.8946
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Anexo 22. Prueba de comparacion multiple de Tukey para las medias de la biomasa
bacteriana, a los 42 dias de incubacion de la biodegradacion de las laminas de PET
por consorcios bacteriano aislados de humus de lombriz y compost con un nivel de
confianza de 95%. Ayacucho 2023.

HSD de Tukey _ Subconjunto
_ N Media
Consorcio 1 2
HL-1,2 3 0,2905
C-1,2 3 0,2722 B
Blanco 3 0,0819 A
Sig. 1,000 0,353

*Las medias que no compartes una letra son significativamente diferentes.

Anexo 23. Prueba de comparacion mdltiple de Tukey para las medias de
concentracion de proteinas microbianas, a los 42 dias de incubacion de la
biodegradacién de las ldminas de PET por consorcio bacteriano aislados de humus

de lombriz y compost con un nivel de confianza de 95%. Ayacucho 2023.

HSD de Tukey _ Subconjunto
) N Media
Consorcio 1 2
HL-1,2 3 10,8367
C-1,2 3 10,0543 B
Blanco 3 4,2254 A
Sig. 1,000 0,619

*Las medias que no compartes una letra son significativamente diferentes.
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Anexo 24. Identificacion de la cepa bacteriana Serratia liquefaciens (HL-1), mediante

secuenciamiento del gen ARNr 16S, aislada de humus de lombriz. Ayacucho 2023.

(UMBRELLA
{/_\ PN .

Serratia liquefaciens

TAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAG
TCGAGCGGTAGCACAGAGGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGT
GAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAG
CTAATACCGCATAACGTCTACGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCA
TCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGC
GACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACG
GTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGC
CTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTIGTAAAGCACTTTC
AGCGAGGAGGAAGGGTTGTGTGTTAATAGCACATTGCATTGACGTTACTCGCAGA
AGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGC
GTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTITGTTAAGTCAGATG
TGAAATCCCCGCGCTTAACGTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCT
TGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAG
GAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAA
AGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGT
CGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTICCGGAGCTAACGCGTTAAGTC
GACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTITAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACC
TACTCTTGACATCCAGAGAATTCGCTAGAGATAGCTTAGTGCCTTCGGGAACTCTG
AGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTC
CCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCAGCGTAATGGTGGGAACTC
AAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATC
ATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTATACAAAGAGAAG
CGAACTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTACGTCGTAGTCCGGATCGGAG
TCTGCAACTCGACTCCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCT
ACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTG
GGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTGA
TTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACCGTAGGGGAACCTGCGGCTGG
ATCACC
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Anexo 25. Identificaciéon de la cepa bacteriana Citrobacter murliniae (HL-2), mediante

secuenciamiento del gen ARNr 16S, aislada de humus de lombriz. Ayacucho 2023.

{ )u:'v:tjhl_L_LM
‘-_,_ ey ok oY

~

Citrobacter murfiniae

TAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAG
TCGAACGGTAGCACAGAGGAGCTTGCTCCTTGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTG
AGTAATGTCTGGGAAACTGCCCGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGC
TAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCAT
CGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCG
ACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGG
TCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATIGCACAATGGGCGCAAGCC
TGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCA
GCGAGGAGGAAGGTGTIGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTTACTCGCAGAA
GAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGC
GTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGAT
GTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCGAAACTGGCAGGCTAGAGT
CTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGG
AGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGC
GAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG
ATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAA
GTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT
TACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTAGCAGAGATGCTTTGGTGCCTTCGGGAA
CTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTIGTGAAATGTTIGGGTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTIGTTGCCAGCGGTTAGGCCGGGA
ACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGT
CATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGA
GAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATT
GGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAA
TGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGG
AGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCACTTT
GTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACCGTAGGGGAACCTGCGG
CTGGATCACC
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Anexo 26. Identificacion de la cepa bacteriana Serratia marcescens (C-1), mediante

secuenciamiento del gen ARNr 16S, aislada de compost. Ayacucho 2023.

(3UMBRELLA

Serratia marcescehs

TAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAG
TCGAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTGGCTGACGAGTGGCGGACGGGTG
AGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCT
AATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCAT
CGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCG
ACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGG
TCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCC
TGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCA
GCGGGGAGGAAGGTGGTAAAGTTAATAACCTTTGCTCATTGACGTTACCCGCAGA
AGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGC
GTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATG
TGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCTGATACTGGCAAGCTAGAGTCT
CGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAG
GAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGA
AAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGAT
GTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAG
TCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGG
GCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTA
CCTGGTCTTGACATCCACAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACT
GTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTCCGGCCGGGAAC
TCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCA
TCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGA
AGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGG
AGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATG
CCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAG
TGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGT
GATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACCGAAGGGGAACCTGCGGCT

GGATCACC
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Anexo 27. ldentificacion de la cepa bacteriana Escherichia fergusonii (C-2) mediante

secuenciamiento del gen ARNr 16S, aislada de compost. Ayacucho 2023.

(-3UMBRELLA
A e

Escherichia fergusonii
TAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAG
TCGAGCGGTAGCACAGGGGAGCTTGCTCCCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGT
GAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAG
CTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTIGCC
ATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGC
GACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACG
GTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGC
CTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTIGTAAAGCACTTTC
AGCGAGGAGGAAGGTGGTGAGCTTAATACGTTCATCAATTGACGTTACTCGCAGA
AGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGC
GTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTIGTTAAGTCAGATG
TGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTIGAAACTGGCAAGCTAGAGTCT
CGTAGAGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGG
AATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAA
GCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTC
GATTTIGGAGGTTIGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTICCGGAGCTAACGCGTTAAATCGA
CCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTA
CTCTTGACATCCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGA
GACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGAACTCAAA
GGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATG
GCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGA
CCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTG
CAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGG
TGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTT
GCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTGATTCA
TGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACCGTAGGGGAACCTGCGGTTGGATCA
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Anexo 28. Matriz de consistencia.

Titulo : Biodegradacion de polietileno tereftalato por consorcios microbianos de humus de lombriz y compost — Ayacucho, 2023.
PROBLEMA HIPOTESIS OBJETIVOS MARCO TEORICO ?/NADFTICAAB[;_;?EE METODOLOGIA
405 | F:onsorcios Los COnSOrcios OBJETI\_/O GENERAL ANTECEDENTES VARIABLE TIPO DE INVESTIGACION
microbianos aislados de microbianos aislados Evaluar la biodegradacion de  \jivel internacional INDEPENDIENTE Experimental
humus de Iom,brlz y de humus de lombriz pol|et|lerlo tereftala_to p(_)r los  Nivel nacional Cc.)nsor_C|os NIVEL DE INVESTIGACON
compost tendran la compost  tienen consorcios microbianos MARCO CONCEPTUAL microbianos Aplicada
capacidad de degradar el Zapacida?d aislados de humus de lombriz | pjasticos Indicadores TECNICAS
ieti ? . s i . .
polietieno terefialato? degradativa de éCBOJnl]EF')I'CI)\S/t(')S EspECiEIcog * Polimeros sintéticos C_e:oa:js bdac';]enanasd « Primer periodo de
po”et”eno tereftalato . . . ¢ Polietileno tereftalato aislada de humus de adaptaCién
" e Aislar la microbiota de . lombriz .
) e Humus de lombriz ] e Segundo periodo de
humus de lombriz y « Compost Cepas bacterianas adaptacion
compost. L i . .
P . ¢ Degradacion aislada de compost e Calculo del porcentaje de
* Evaluar |a capacidad de ¢ Biodegradacion VARIABLE pérdida de peso residual
biodegradacion de DEPENDIENTE '
poIietiQI]eno tereftalato por * Biopeliculas Biodegradacion de * Pruebas moleculares
consorcios microbianos FUN_DAMENTO TEOI,QlCO polietileno tereftalato (136eSC l:;rlllc;\amlento del gen
aislados de humus de oCIaS|T|caC|on de los polimeros. Indicadores p ) .
lombriz. * Propiedades de los polimeros.  porcentaje de ANALISIS ESTADISTICO
e Evaluar la capacidad de ®Microorganismos que  pérdida de pesode  ° ;TJrIZs Ie]:i uilaasb;);aecrl:nleédej
biodegradacion de Intervienen en el proceso de |sminas de PET yng P
polietileno tereftalato por ~humus de lombriz. programa Excel.
CONsOorcios microbianos ® Microorganismos que e Para comparar sus medias
aislados del compost. intervienen en el proceso de se emple6 ANOVA.
« Identificar a los COmpost. e Para comparas sus medias
e Mecanismos de la individuales se empled la

microorganismos con
capacidad degradativa de
polietileno tereftalato.

biodegradacion.

prueba de comparacion
multiple de Tukey.
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
Bach. Enver Mijael PALOMINO QUISPE
R.D.N° 120-2024-UNSCH-FCB-D

En la ciudad de Avyacucho, siendo las diez de la manana del veintiuno de marzo del afo dos mil
veinticuatro; se reunieron los miembros del Jurado Evaluador en el Auditorio de la Facultad de Ciencias
Biclégicas de la Universidad Nacional de San Cristdébal de Huamanga, Estando como presidente
encargada la Mg. Sonia Haydeé PALOMINO FELICES mediante Memorando N* 109-2024-UNSCH
{IN)-FCB con fecha diecinueve de marzo del dos mil veinticuatro; Mg. Ruth Elsa HUAMAN DE LA CRUZ
(Miembro-Jurado); Dr. Saul Alonso CHUCHON MARTINEZ (Miembro - asesor); Mg. Rilder Nemesio
GASTELU QUISPE (Miembro- 4to. Jurado); actuando como secretario docente el Mg. Jime Jack
RIVERA VILLAR; para presenciar la sustentacién de tesis titulada: Biodegradacién de polietileno
tereftalato por consorcios microbianos de humus de lombriz y compost-Ayacucho, 2023 , presentado por el
Bach. Enver Mijael PALOMINO QUISPE; la presidente encargada luego de verificar la documentacion
presentada, indictd al secretario docente dar lectura a la documentacion generada que refrenda el
presente acto académico, luego de ello dispuso el inicio al acto de sustentacion, indicando al sustentante
que dispone de cuarenta y cinco minutos para exponer su trabajo de investigacion tal como establece
el Reglamento de Grados y Titulos de la Escuela Profesional de Biologia. Culminada la exposicion, la
presidente invitd a cada uno de los Miembros del Jurado a participar con sus cbservaciones, sugerencias
y preguntas al sustentante. Culminada esta etapa, la presidente invitd al sustentante y al publico
asistente a abandonar momentaneamente el Auditoric para que los miembros del jurado evaluador
puedan realizar las deliberaciones y calificaciones, cuyos resultados son los que se consignan a
continuacion:

Miembros del Jurado Evaluador Exposicion  Respuesta/preguntas Promedio
Mg. Sonia Haydeé PALOMINO FELICES 18 16 17
(Presidente)

Mg. Ruth Elsa HUAMAN DE LA CRUZ 17 17 17
(Miembro - Jurado)

Mg. Rilder Nemesio GASTELU QUISPE 17 15 16

{Miembro 4' jurado)

PROMEDIO FINAL 17
El sustentante alcanzo el promedio de 17 aprobatorio. Acto seguido, la presidente aulorizé el ingreso del
sustentante y el publico al Auditorio dando a conocer los resultados, e indicando que de este modo se
da por finalizado el presente acto académico, siendo las doce y quince del medio dia; firmando al pie
del presente en sefal de conformidad.

%wﬁ &M‘F . —
Mg. Sonia Haydeé PACOMINO FELICES Mg. Ruth“Elsa HUAMAN DE LA CRUZ
Presidente (e) Miembro - Jurado

Dr. Saul Aldnsé CHUCHON MARTINEZ Mg. Rilder N i6 GASTELU QUISPE
Miembro-Asesor embro-4to Jurado
#W/
Mg/ Jime Jaék RIVERA VILLAR

/ Secretario-Docente



FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

DECANATURA - ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

CONSTANCIA DE ORIGINALIDAD DE TRABAJO DE TESIS
N° 40-2024-FCB-D

Yo, FIDEL RODOLFO MUJICA LENGUA, Director de la Escuela Profesional de Biologia de
la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de
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