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Abreviaciones: 

BA: Ácido benzoico.  

BHET: Tereftalato de dihidroxietilo. 

BS: Biosurfactantes.  

CHA:  Ácido 4-carboxi-2-

hidroximucónico. 

CMC: Concentración micelar crítica.  

EG: Etilenglicol. 

HDPE: Polietileno de alta densidad. 

HEB: Benzoato de hidroxietilo. 

LB: Luria Bertani. 

LDPE: Polietileno de baja densidad. 

LLDPE: Polietileno lineal de baja 

densidad.  

MHET: Tereftalato de 

monohidroxietilo. 

MS: Medio sintético. 

MSM: Medio mínimo de sales. 

PCA: Ácido protocatequiico. 

PDA: Ácido 2‐pirona‐4,‐6‐

dicarboxílico. 

PET: Tereftalato de polietileno. 

PP: Polipropileno. 

T°: Temperatura. 

TPA: Ácido Tereftálico. 

TSA: Agar triptona soja.  

UV: Radiación ultravioleta. 

%Pp: Porcentaje de pérdida de peso.  
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Glosario: 

Hidrofobicidad: La hidrofobicidad es la capacidad que tiene un material de repeler el 

agua de su superficie, por ejemplo, si colocamos una gota sobre un material y presenta un 

ángulo mayor de 90º, se parecerá a una gota esférica, teniendo un comportamiento 

hidrófobo, pero si por el contrario la gota tiene un ángulo de contacto menor de 90º, será 

una gota muy plana y se esparcirá por la superficie, presentando un comportamiento 

hidrófilo (Law, 2014). 

Cristalinidad de polímeros: Se refiere al ordenamiento de la estructura molecular de los 

plásticos, es decir, cuando las cadenas del polímero están paralelamente y compactamente 

acomodadas; los polímeros plásticos se caracterizan por ser semicristalinos (presentan 

una región amorfa y una cristalina) (Méndez, 2017).  

Co-metabolismo: Degradación simultánea de dos compuestos, en la que la degradación 

del segundo compuesto depende de la presencia del primer compuesto; y esto ocurre 

cuando un organismo está utilizando un compuesto para crecer y oxida un segundo 

compuesto que no puede ser utilizado como fuente de energía por el organismo primario, 

pero los productos de oxidación están disponibles para su uso por otros microorganismos 

(Global, 2022). 

Sinergismo: Es la interacción entre diferentes microorganismos en donde ambas 

poblaciones o ambos microorganismos salen beneficiadas de la interacción. Son capaces 

de sobrevivir sin la presencia de la otra, pero la asociación de ambas ofrece ventajas 

mutuas, como la capacidad de acelerar el ritmo de crecimiento de la otra (Symborg, 2021). 

Biodisponibilidad: Puede definirse como interacciones biológicas, físicas y químicas 

que determinan la exposición de un compuestos químicos, en otras palabras, es la 
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posibilidad de que un nutriente sea empleado por los microorganismos luego de que 

establezca un vínculo con los componentes del ambiente (Barrionuevo, 2017).  

Resistencia a la tracción: Es el máximo esfuerzo que un material puede resistir antes de 

su rotura (Mariano, 2011) 
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Resumen:  

El objetivo de esta investigación fue comparar la biodegradación individual y conjunta 

del PET empleando cepas bacterianas termófilas, provenientes de la fuente termal de 

Quilcate-Cajamarca. Así también, se determinó la eficiencia de estos tratamientos (a pH 

5.6 y 6.6), y se evaluó la producción de metabolitos secundarios (biosurfactantes y 

lipasas). Para esto, se emplearon 10 cepas, recuperadas de una investigación previa. Se 

realizó un ensayo de biodegradación en donde se formaron 17 tratamientos: 10 

individuales y 7 en conjunto. Para ello se empleó el medio sintético suplementado con 

PET en polvo (0.3 % p/v), a una temperatura de 55-60 °C, por 90 días. En el proceso de 

incubación se monitoreó la evolución del pH, y al finalizar el proceso se recuperó el PET 

para determinar el % Pp. Además, se realizó una prueba de producción de biosurfactantes 

de los sobrenadantes de cada tratamiento. Los resultados demostraron que 4 cepas 

producen biosurfactantes, y 9 cepas producen lipasas, demostrando así que las bacterias 

termófilas poseen la capacidad de producir metabolitos secundarios que pueden intervenir 

en la biodegradación del PET. En los ensayos de biodegradación del PET, el mayor % Pp, 

individualmente, correspondió a la cepa Bacillus licheniformis (GU323372.1), 29.09 % a 

pH 6.6, y el mayor % Pp, en conjunto, correspondió al consorcio formado por B. 

licheniformis (KU983867.1) y  Tistrella mobilis (KF783213.1), 25.80 % a pH 6.6. Se 

concluyó que las cepas empleadas en este estudio tienen la capacidad de producir 

metabolitos secundarios, los cuales podrían influenciar positivamente en los procesos de 

biodegradación del polímero. Así también, las cepas fueron capaces de degradar el PET 

a diferentes pH, individualmente y en conjunto. Esta investigación contribuye con la 

generación de nuevo conocimiento, útil para futuras investigaciones basadas en la 

biodegradación de plásticos empleando microorganismos extremófilos. 

Palabras clave: Bacterias termófilas, PET, biodegradación, biosurfactantes, lipasas. 
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Abstract: 

The objective of this research was to compare the individual and joint biodegradation of 

PET using thermophilic bacterial strains from the Quilcate-Cajamarca hot spring. Also, 

the efficiency of these treatments was determined (at pH 5.6 and 6.6), and the production 

of secondary metabolites (biosurfactants and lipases) was evaluated. For this, 10 strains 

were used, recovered from a previous investigation. A biodegradation test was carried out 

where 17 treatments were formed: 10 individual and 7 together. For this, the synthetic 

medium supplemented with PET powder (0.3% w/v) was used, at a temperature of 55-60 

°C, for 90 days. During the incubation process, the pH evolution was monitored, and at 

the end of the process the PET was recovered to determine the % Pp. In addition, a 

biosurfactant production test was carried out on the supernatants of each treatment. The 

results showed that 4 strains produce biosurfactants, and 9 strains produce lipases, thus 

demonstrating that thermophilic bacteria have the ability to produce secondary 

metabolites that can intervene in the biodegradation of PET. In the PET biodegradation 

tests, the highest % Pp, individually, corresponded to the strain Bacillus licheniformis 

(GU323372.1), 29.09 % at pH 6.6, and the highest % Pp, together, corresponded to the 

consortium formed by B. licheniformis (KU983867.1) and Tistrella mobilis 

(KF783213.1), 25.80 % at pH 6.6. It was concluded that the strains used in this study 

have the ability to produce secondary metabolites, which could positively influence the 

polymer biodegradation processes. Likewise, the strains were able to degrade PET at 

different pH, individually and together. This research contributes to the generation of new 

knowledge, useful for future research based on the biodegradation of plastics using 

extremophile microorganisms. 

Key words: Thermophilic bacteria, PET, biodegradation, biosurfactants, lipases.
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CAPÍTULO I 

INTRODUCCIÓN 

El tereftalato de polietileno (PET), es una resina termoplástica (se deforma al aumentar 

la temperatura y se endurece al disminuirla), producida por la condensación del ácido 

tereftálico y 1,2-etilenglicol (Garcia, 2017). Este polímero es uno de los plásticos más 

empleados por la industria a nivel mundial (Tiseo, 2021),  debido a su dureza, estabilidad 

dimensional, elevado grado de cristalinidad, impermeabilidad a los gases, resistencia al 

calor y a los ácidos, así como una notable resistencia y tenacidad (Garcia, 2017).  

La inadecuada disposición de plástico, ha provocado un grave problema de 

contaminación mundial. Entre 1950 y 2017, la producción de este polímero alcanzó las 

9.2 mil millones de toneladas, y se proyecta que aumentará 4 veces más para el año 2050 

(Geyer, 2020). Por otro lado, de los 400 millones de toneladas de plástico que se producen 

al año en el mundo, aproximadamente 1.2 millones de toneladas, son generadas en nuestro 

país (La República, 2023; Chen, 2023). Así también, en Cajamarca, se generan 142,350 

toneladas de residuos sólidos al año, siendo una parte significativa polímeros plásticos, 

de los cuales el 50% se destina a un relleno sanitario y solo el 10% se recicla (GRC, 

2019). 

La degradación natural del plástico en el ambiente es un proceso muy lento el cual podría 

generar diversos impactos negativos en los ecosistemas (Pivokonsky et al., 2018; Wright 

y Kelly, 2017). Los efectos adversos de la degradación natural de los polímeros plásticos 

incluyen la formación de microplástico, así como la liberación de productos químicos 

tóxicos provenientes de la degradación de estos polímeros (p.e., ácido tereftálico y 

etilenglicol), provocando el aumento de la mortalidad de los seres vivos (Schuyler et al., 

2015; Chang et al., 2019).  
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Existen diversas metodologías que podrían ayudar a una degradación controlada del PET. 

Por un lado, tecnologías basadas principalmente en procesos químicos tales como la 

hidrólisis ácida y básica, metanólisis, aminólisis, etc; suelen ser empleadas (Suasnavas, 

2017). Sin embargo, el alto consumo de energía, la generación de subproductos  tóxicos 

y costos elevados hacen de estos métodos una alternativa poco eficiente. Por otro lado, la 

biodegradación, la cual consiste en la descomposición de este polímero por acción de 

agentes biológicos (p.e., bacterias), es una alternativa más sostenible debido a que 

disminuyen los costes y se evita la generación de subproductos tóxicos.   

La biodegradación de plásticos a temperaturas elevadas puede ser un proceso aún más 

eficiente. A temperaturas cercanas a los 70 °C aumenta la flexibilidad del polímero (T° 

de transición vítrea), es decir, disminuye la resistencia a la tracción y se vuelve más 

maleable, por lo que emplear microorganismos termófilos (55-60 °C) o sus enzimas 

termoestables, e.g., lipasas, (Atanasova et al., 2021), podría resultar muy ventajoso. Así 

también, al utilizar estos microorganismos, en conjunto, en lugar de monocultivos puede 

incrementar la eficiencia del proceso de biodegradación, ya que al desarrollar procesos 

co-metabólicos y sinérgicos mejora la supervivencia de los microorganismos impactando 

positivamente sus metabolismos (Singh y Wahid, 2015).  

Por lo anteriormente expuesto, este estudio se centró en comparar la biodegradación 

individual y conjunta del PET empleando cepas bacterianas termófilas, provenientes de 

la fuente termal de Quilcate-Cajamarca. Además, se evaluó la producción de lipasas y 

biosurfactantes, metabolitos clave en la degradación de plásticos. Esta investigación 

genera nuevo conocimiento para futuras investigaciones basadas en la biodegradación de 

plásticos empleando microorganismos extremófilos. Consecuentemente, al emplear los 

propios recursos biológicos de la región Cajamarca se espera lograr la eliminación de 
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estos polímeros plásticos de una forma más eficiente, ecoamigable y sostenible, 

contribuyendo así a un adecuado mantenimiento del ambiente.   
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CAPÍTULO II 

MARCO TEÓRICO 

2.1.Antecedentes de la investigación: 

Maheswaran et al., (2023), en India, investigaron el potencial de degradación del PET de 

cepas microbianas aisladas de vertederos de residuos plásticos, las cuales fueron 

identificadas como:  Sarcina aurantiaca, Bacillus subtilis, Aspergillus flavus y A. niger. 

Se trabajó con películas de PET, las cuales, se incubaron durante 60 días a 37 °C, en 

medio mínimo de sales (MSM) y caldo Bushnell Hass, con microorganismos individuales 

y en consorcio. Los resultados revelaron que en el consorcio microbiano (S. aurantiaca 

+ B. subtilis + A. flavus + A. niger), la Pp de las películas de PET fue del 28.78%.  

Guo et al., (2023), investigaron la biodegradación del PET por la PET esterasa anclada a 

la membrana de la bacteria marina Rhodococcus piridinivorans P23. En su metodología 

emplearon técnicas de expresión heteróloga, y evaluaron los subproductos generados de 

la biodegradación. En sus resultados obtuvieron una mejor despolimerización del PET e 

hidrólisis del tereftalato de monohidroxietilo (MHET) en ácido tereftálico (TPA), en 

condiciones ácidas y observaron una Pp del 4.28 % en 5 semanas de cultivo de R. 

piridinivorans P23 a 30 °C. 

Dhaka et al., (2022), en India, realizaron una investigación, cuyo objetivo fue determinar 

la capacidad de las rizobacterias para biodegradar el PET; en su metodología aislaron 

bacterias de un vertedero, capaces de degradar el plástico en MSM, usándolo como única 

fuente de carbono. Priestia aryabhattai VT 3.12, B. pseudomycoides VT 3.15 y B. 

pumilus VT 3.16 mostraron la mayor % Pp después de 28 días para láminas de PET y 18 

días para polvo de PET, incubadas a 30 °C y con 120 rpm; mencionando finalmente que 

la tasa de degradación representó más del 65 %. 

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/sarcina
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/aspergillus
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Qi et al., (2021), en China, elaboraron un consorcio microbiano artificial compuesto por 

R. jostii, Pseudomonas putida y dos B. subtilis modificados metabólicamente para 

degradar el PET; En primer lugar, se construyó un consorcio con dos B. subtilis 

modificadas (secretaron PETasa y MHETasa) y degradaron el 13.6 % de la película de 

PET en 7 días, luego se adicionó R. jostii para reducir la inhibición provocada por el ácido 

tereftálico y se redujo un 31.2 % en 3 días; finalmente se introdujo P. putida para reducir 

la inhibición provocada por el etilenglicol y la Pp fue de 23.2 %. 

Yan et al., (2021), en China, emplearon un sistema microbio-enzimático sinérgico 

compuesto por Microbacterium oleivorans y Thermobifida fusca cutinasa para mejorar la 

tasa de degradación de películas PET altamente cristalino; la biodegradación se evidenció 

por la generación de ácido tereftálico y tereftalato de mono(2-hidroxietilo), y finalmente 

se predijo la presencia de hidrolasas incluidas tres carboxilesterasas, una esterasa y una 

lipasa, mediante un análisis de secuenciación del genoma completo. 

Yan et al., (2020), en China, trabajaron con la bacteria termófila Clostridium 

thermocellum, la cual se aisló de un compost vegetal y se manipuló genéticamente con el 

fin de expresar una cutinasa termoestable; para posteriormente tratar películas de PET, 

obteniendo una Pp de 60% en 14 días a 60 °C. 

Markandan et al., (2019), en India, trabajaron con la bacteria B. licheniformis, aisladas de 

un vertedero de basura y tuvieron como objetivo investigar la capacidad de estas bacterias 

de asociarse y adherirse a la superficie del PET; y por microscopía observaron que el PET 

tratado con UV y con las bacterias, condujo a la formación de biopelículas, la corrosión 

de la superficie y la colonización bacteriana; y la degradación del PET fue confirmado 

por estudios espectrometría, que indicaron la formación de un grupo éster y un grupo 

metileno. 
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Wei et al., (2019), en Alemania, sobreexpresaron la cutinasa recombinante Thermobifida 

fusca TfCut2 en B. subtilis y se trató envases de alimentos de PET posconsumo y en sus 

resultados obtuvieron una Pp de más del 50 % después de 96 h de incubación a 70°C; las 

altas tasas de degradación lineal observadas a las 72 h de incubación se debieron a la alta 

susceptibilidad a la hidrólisis de la fracción amorfa móvil de PET, las regiones amorfos 

se degradaron en un 97 % en 120 h.  

Skariyachan et al., (2018), en India, realizaron un trabajo utilizando consorcios termófilos 

de Brevibacillus spp. y Aneurinibacillus sp, los cuales fueron aislados de plantas de 

tratamiento de aguas residuales y vertederos de gestión de residuos para posteriormente 

tratar  películas y gránulos de polietileno de baja y alta densidad (LDPE, HDPE) y 

polipropileno (PP); se obtuvieron 36 aislados, se realizó el cribado, y entre los 8 

aislamientos que mostraron mejores resultados se realizaron varias combinaciones y 

determinaron  que el % Pp más alto en 140 días a 50 °C para las tiras de LDPE, HDPE y 

PP  fue 58.21 %, 46.6 % y 56.3  % y de los gránulos fueron de 45.7 %, 37.2 % y 44.2 %, 

respectivamente. 

Mukherjee et al., (2017), en India, trataron los polietilenos disponibles comercialmente 

con biosurfactantes (BS) producido por B. licheniformis, y con P. fluorescens y realizaron 

combinaciones diferentes para lograr una mayor biodegradación; en sus resultados 

utilizaron espectrometría para evidenciar grupos carbonilo, ácidos alifáticos, alcoholes y 

moléculas cortas de hidrocarburos y por último obtuvieron una Pp de 7.13 ± 0.05 % en 

muestras de polietileno tratadas con SDS, P. fluorescens y potenciado con el BS en tres 

meses. 

Dang et al., (2018), en Vietnam, realizaron una investigación con el objetivo de explorar 

el potencial de las bacterias termófilas aisladas del residuo del compostaje agrícola y sus 

enzimas para la degradación de bolsas de plástico HL, VHL y VN1 que contenían 
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polietileno lineal de baja densidad (LLDPE) y HDPE, y después de 30 días de tratamiento 

a 55°C con la cepa de Bacillus sp. BCBT21 la Pp fue de 60.75 % de 1 g HL, 11 % de 1 g 

de VHL y 4.44 % de 1 g VN1; a esta cepa se le atribuye la producción de enzimas 

hidrolasas extracelulares que incluyen lipasa, CMCasa, xilanasa, quitinasa y proteasa. 

Skariyachan et al., (2017), en India, estudiaron la biodegradación del polietileno LDPE y 

HDPE, utilizando consorcios microbianos termofílicos formulados a partir de estiércol de 

vaca; en su procedimiento emplearon los mejores aislados para formar varias 

combinaciones de consorcios microbianos, y en sus resultados obtuvieron 75 ± 2.55 ± 

2.60 ± 3 y 43 ± 3 % de degradación para tiras de LDPE, gránulos, tiras de HDPE y 

gránulos, respectivamente, durante un período de 120 días; los aislados se identificaron 

como B. vallismortis bt-dsce01, P. protegens bt-dsce02, Stenotrophomonas sp. bt-dsce03, 

y Paenibacillus sp.bt-dsce04.  

Mukherjee et al., (2015), en India, investigaron un método de biodegradación de 

polietileno comercial mediante el uso simultáneo de un BS producido por la bacteria B. 

licheniformis y Lysinibacillus en varias combinaciones; en sus resultados observaron que 

cuanto menor es la tensión superficial, mayor es el nivel de oxidación del polietileno, y 

obtuvieron una Pp máxima de 2.97 % durante 1 mes,  concluyendo que la biodegradación 

se da por la conversión de grupos carbonilo en hidrocarburos insaturados por acción del 

BS y de la bacteria Lysinibacillus. 

Hadad et al., (2005), en Israel, se plantearon el objetivo de seleccionar un microorganismo 

degradante del polietileno y en su metodología aislaron del suelo la bacteria termófila 

Brevibaccillus borstelensis cepa 707, la cual utilizó polietileno ramificado de baja 

densidad como única fuente de carbono y lo degradó; mediante espectrometría revelaron 

una reducción en los grupos carbonilo después de la incubación con la bacteria, logrando 

reducir su peso en un 30% en 30 días y a 50 °C. 
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En nuestro país también se han realizado trabajos de biodegradación de polímeros, por 

ejemplo, Arotoma et al., (2021), en Huancavelica, realizaron un trabajo sobre la 

biodegradación del LDPE utilizando Staphylococcus sp.; los cuales fueron aislados del 

botadero de Ascensión-Huancavelica, el periodo de incubación fue de 90 días, en tres 

estufas a T° de 37, 20 y 15°C; y obtuvieron como resultado que a una T° de 37 °C el 

porcentaje de Pp fue de 2.16 %, a 20 °C fue de 0.52 % y a 15 °C fue de 0.29 %; logrando 

concluir que a mayor T° mayor será el % de degradación. 

Palacios y Prado, (2018), en Ica, realizaron un trabajo que tuvo como objetivo demostrar 

la biodegradación del PET por acción de consorcios bacterianos procedentes de diferentes 

tipos de humus y lograron aislar 12 cepas de bacterias Gram positivas que corresponden 

al género Bacillus; la biodegradación se evidenció por la Pp del plástico por un periodo 

de evaluación cada 15 días y evaluación cualitativa por la formación de biopelícula y 

porosidad, los promedios de la variación porcentual de degradación oscilaron entre 0% y 

4.5% después de 90 días de incubación. 

Barbarán et al., (2018), en Trujillo, realizaron una investigación, en donde utilizaron la 

bacteria P. aeruginosa para biodegradar tereftalato de polietileno obtenido de botellas de 

agua CIELO; en este trabajo sometieron a prueba diferentes concentraciones bacterianas 

(18x107 UFC, 36x107 UFC y 9x108 UFC), trabajaron con diferentes periodos (15, 25 y 

35 días), y utilizando el método de Pp obtuvieron como resultados un 19.93% como 

porcentaje de Pp con la concentración de 9x108 UFC de durante un periodo de 35 días. 
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2.2. Bases teóricas: 

2.2.1. Bacterias termófilas: 

Las bacterias termófilas son microorganismos que necesitan temperaturas altas para su 

crecimiento (entre 45-122 °C); estos microorganismos se clasifican según su rango de T°: 

los hipertermófilos necesitan una T° superior a 80 °C para su crecimiento óptimo 

(Berenguer, 2011); los termófilos extremos, 60 - 80 °C; los termófilos moderados, 50- 60 

°C (Zuliani et al., 2021), los termófilos facultativos, 41-50 °C, y los microorganismos 

termotolerantes son microorganismos mesófilos que pueden tolerar una T° superior a 41 

°C pero crecen de manera óptima a temperaturas más bajas (Orellana et al., 2018). 

Los termófilos y los hipertermófilos habitan en ecosistemas como las fumarolas blancas 

y negras de aguas profundas, las fuentes termales, géiseres terrestres, los volcanes y los 

entornos creados por el hombre, como las instalaciones de compostaje, las centrales 

eléctricas de vapor y los invernaderos; algo importante que resaltar de estos 

microorganismos es que han desarrollado mecanismos para el crecimiento activo en estos 

hábitats, como cambios de aminoácidos en la estructura primaria de sus proteínas y la 

participación de proteínas de choque térmico en el plegamiento de proteínas (Orellana et 

al., 2018). 

El mecanismo de protección del ADN de la desnaturalización en altas temperaturas estaría 

dado por un alto contenido de GC genómico (poseen triple enlace de hidrógeno) (Orellana 

et al., 2018), asimismo, las altas concentraciones de iones como Na+, K+ y Mg2+; sales, 

proteínas y enzimas estabilizan la estructura de los ácidos nucleicos, de esta última 

resaltando la girasa inversa que provoca el superenrollamiento positivo en la molécula de 

ADN (Cuecas, 2017); por otro lado, la desnaturalización de la bicapa lipídica de la 

membrana celular se contrarresta mediante la biosíntesis de membranas que contienen 
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más ácidos grasos saturados y de cadena lineal, ramificados y poliamidas y menos ácidos 

grasos insaturados (los ácidos grasos saturados forman un entorno hidrofóbico más fuerte, 

y los ácidos grasos de cadena larga tienen un punto de fusión más alto que los ácidos 

grasos de cadena más corta) (Vavitsas et al., 2022).  

Finalmente, la estabilidad de las proteínas frente a las altas temperaturas se ve reforzada 

por las redes adicionales de enlaces de hidrógeno, la disminución de la longitud de los 

bucles superficiales, el aumento del número de enlaces iónicos entre los aminoácidos, 

básicos y ácidos; y su interior a menudo altamente hidrofóbico (Kumwenda et al., 2013).  

El uso de bacterias termófilas para degradar polímeros plásticos es potencialmente 

ventajoso debido a la mejora de la biodisponibilidad y solubilidad del sustrato como 

resultado de los cambios en las propiedades físicas de los polímeros a temperaturas 

elevadas; además, existe una mayor actividad enzimática como resultado de la 

disminución de la resistencia del polímero, al disminuir la resistencia a la tracción, las 

mayores tasas de difusión de los compuestos orgánicos, la menor viscosidad de los 

líquidos de cultivo y el menor riesgo de contaminación microbiana (Ahmed et al., 2018). 

A temperaturas altas, las cadenas del PET en la fracción amorfa móvil se vuelven más 

flexibles y, por lo tanto, más accesibles para la hidrólisis enzimática (Wei et al., 2019). 

2.2.1.1.Bacillus licheniformis:  

Es una especie bacteriana Gram positiva, considerada termófila debido a tiene un amplio 

rango de temperatura óptima de crecimiento (25-90 °C), formadora de esporas (Muras et 

al., 2021; Zocorro, 2015); caracterizada por producir BS y utilizada en procesos de 

biodegradación de polímeros como el polietileno (Nayak et al., 2020). 
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• Taxonomía: (Schoch CL et al., 2020) 

Reino: Bacteria 

Filo: Firmicutes  

Clase: Bacilli 

Orden: Bacillales 

Familia: Bacillaceae 

Género: Bacillus  

Especie: Bacillus licheniformis 

2.2.1.2.Bacillus paralicheniformis: 

Es una bacteria Gram-positiva, anaerobia facultativa, bacilo móvil formadores de 

endosporas, catalasa y ureasa positiva, oxidasa negativo y reduce nitratos a nitritos 

(Dunlap et al., 2015); son bacterias termófilas, presentan actividad celulolítica y 

hemicelulolítica (Zalma y El-Sharoud, 2021). Además, presentan un gran número de 

genes que codifican para enzimas implicadas en la biodegradación de polímeros plásticos, 

como las esterasas, oxigenasas, lipasas, hidrolasas, oxidorreductasas y deshidrogenasas 

(Ganesh Kumar et al., 2021), y se ha reportado que este microorganismo utiliza el LDPE 

como única fuente de carbono (Quispe, 2022).  

• Taxonomía (Schoch CL, 2020):  

Reino: Bacteria 

Filo: Firmicutes  

Clase: Bacilli 

Orden: Bacillales 

Familia: Bacillaceae 

Género: Bacillus  

Especie: Bacillus paralicheniformis 
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2.2.1.3.Brevibacillus borstelensis:  

Es una bacteria Gram-positiva, aerobia, móvil, formadores de endosporas, con forma de 

bastoncillo (Aulitto et al., 2020), es un termófilo que crece entre 45°C y 70°C (Khalil et 

al., 2018); capaz de degradar y utilizar polietileno como única fuente de carbono (Hadad 

et al., 2005); se ha reportado que algunas cepas producen enzimas de importancia 

industrial como amidasa, lipasa, proteasa y esterasa a una T° de crecimiento óptima de 

50 °C (Tripathy et al., 2016). 

• Taxonomía: (Schoch CL et al., 2020) 

Reino: Bacteria  

Filo: Firmicutes  

Clase: Bacilli 

Orden: Bacillales 

Familia: Paenibacillaceae 

Género: Brevibacillus 

Especie: Brevibacillus borstelensis 

2.2.1.4.Tistrella mobilis: 

Es una bacteria Gram-negativa, tiene forma de bastón, aerobia estricta y altamente móvil 

con un solo flagelo polar, oxidasa y catalasa positiva, (Shi et al., 2002), y recientemente 

fue reportada como termófila (Valdez- Nuñez y Rivera-Jacinto, 2022). Tienen gran 

importancia en la biodegradación de los contaminantes clorados (Wang et al., 2015); y en 

la degradación de hidrocarburos aromáticos policíclicos (Cui y Shao, 2009). 

• Taxonomía: (Schoch CL et al., 2020) 

Reino: Bacteria 

Filo: Proteobacteria  
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Clase: Alphaproteobacteria 

Orden: Rhodospirillales 

Familia: Rhodospirillaceae 

Género. Tistrella 

Especie: Tistrella mobilis 

2.2.2. Metabolitos que disminuyen la hidrofobicidad del PET: 

2.2.2.1.Lipasas: 

Las enzimas implicadas en la biodegradación de polímeros plásticos pertenecen a dos 

clases principales, las hidrolasas y las oxidasas, y dentro de estas las de mayor 

importancia son las esterasas, lipasas, proteasas, cutinasas, deshidrogenasas y lacasas, de 

las cuales las dos primeras hidrolizan los plásticos mediante la ruptura de enlaces éster en 

la cadena de carbono y son activas principalmente en poliésteres alifáticos (Atanasova et 

al., 2021). 

Las enzimas que resisten altas temperaturas son más rígidas y resistentes a la proteólisis 

y a los agentes desnaturalizantes, como los disolventes orgánicos y los detergentes; una 

característica importante de las enzimas termófilas es la ralentización del proceso de 

"envejecimiento", lo cual resulta beneficiosa porque se evita potencialmente la pérdida 

de actividad enzimática en procesos lentos como la degradación del plástico (Atanasova 

et al., 2021). 

Las lipasas pertenecen a las hidrolasas,  los sustratos de estas enzimas son insolubles en 

agua (Javed et al., 2017); causan la degradación efectiva de partículas de PET gracias a 

que catalizan la hidrólisis de los enlaces éster presentes en el plástico (Arribas, 2021), 

provocando una disminución de la longitud de la cadena y acabando finalmente en 
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intermedios solubles en agua, los cuales pueden transportarse a las células microbianas y 

metabolizarse allí (Herzog, Müller y Deckwer, 2006). 

2.2.2.2.Biosurfactantes: 

Los BS, son moléculas anfipáticas, es decir, presentan una región hidrofílica formada por 

aminoácidos, péptidos (aniones o cationes), mono o polisacáridos ; y una región 

hidrofóbica, que consiste de ácidos grasos saturados e insaturados, característica que les 

facilita reducir las tensiones superficiales e interfaciales entre dos líquidos inmiscibles, 

incrementando la solubilidad de compuestos hidrofóbicos en un medio acuoso (De la 

Rosa Cruz et al., 2014); los BS son producidos por diferentes microorganismos que 

incluye a las bacterias, y pueden ser secretados extracelularmente o estar unidos a la 

membrana celular, mayormente durante la fase de crecimiento, especialmente cuando se 

cultivan en sustratos que son insolubles en agua (Santos et al., 2016).  

Los BS producidos por microorganismos incluyen glicolípidos, lipoaminoácidos, 

lipopéptidos, lipoproteínas, lipopolisacáridos, fosfolípidos, monoglicéridos y diglicéridos 

(Becerra y Horna, 2016); y la literatura cita a bacterias del género Bacillus como grandes 

productoras de BS (Silva et al., 2014); estas sustancias al ser compuestos tensioactivos 

tienen mucha utilidad en procesos de biodegradación ya que pueden aumentar la 

biodisponibilidad incrementando la solubilidad de los hidrocarburos, mejorando así la 

degradación, y no son tóxicos (Arribas, 2021).   

Cuando existe una mezcla de líquidos inmiscibles, los BS se encuentran en la interfase 

en forma de una monocapa que expone la parte polar hacia la fase acuosa y la no polar 

hacia la fase hidrofóbica y si la concentración del BS es lo suficientemente alta como para 

superar lo que se conoce como “concentración micelar crítica (CMC)” se da la 

emulsificación.  La concentración micelar crítica se define como aquella a la cual un 
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determinado agente tensioactivo forma de manera espontánea micelas en solución y una 

vez formadas las micelas, el componente orgánico de la mezcla pasará a ubicarse dentro 

de ellas “solubilizándose” en la fase acuosa (Barrionuevo, 2017). 

En la biodegradación de plásticos, por un lado, los BS de la pared celular facilitan la 

adhesión microbiana a la superficie del polímero, al conferir hidrofobicidad, y movilizan 

los productos de la degradación enzimática de hacia el espacio periplásmico y a través de 

la membrana plasmática ingresan al citoplasma, en donde los polímeros son asimilados 

en el ciclo de β-oxidación de los ácidos grasos, con liberación de CO2 y H2O como 

productos finales (Santucho, 2015; Koutny et al., 2006); y por otro lado los BS 

extracelulares generalmente se liberan en el medio como monómeros que se agregan en 

micelas grandes cuando la concentración supera CMC, momento en el que los sustratos 

hidrofóbicos se incorporan dentro del núcleo hidrofóbico de las micelas y mejora su 

dispersión en la fase acuosa y, por lo tanto, su biodisponibilidad para la absorción por las 

células (Perfumo et al., 2010). 

La adhesión de los microorganismos a la superficie del polímero se debe a que los BS 

incrementan de la hidrofobicidad de su superficie celular y esto se debe a que producen 

cambios como la remodelación de las capas externas de la célula (Kaczorek et al., 2018), 

modificación de  los grupos funcionales de la superficie celular, cambios en los 

lipopolisacáridos y ácidos grasos (Ma et al., 2018), en los grupos carboxilo, fosforilo y 

amina (Mohanty y Mukherji, 2013). 

2.2.3. Polímeros Plásticos: 

Los plásticos son polímeros orgánicos de alto peso molecular hechos por el hombre a 

partir de productos petroquímicos no renovables como el petróleo fósil, el gas natural y 

el carbón (Atanasova et al., 2021); sus macromoléculas están conformadas por 
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monómeros unidos por enlaces covalentes, y se han utilizado ampliamente por presentar 

características como suavidad, ligereza, transparencia, resistencia, de bajo costo, 

fácilmente procesables y de larga vida; los polímeros sintéticos son resistentes a la 

degradación biológica por su baja área superficial, su alto peso molecular, carácter 

hidrofóbico y alto grado de cristalinidad, debido a que las enzimas de los 

microorganismos no son capaces de romper los enlaces C−C (Suasnavas, 2017).  

2.2.3.1.El tereftalato de polietileno:  

El PET es uno de los plásticos más utilizados a nivel mundial, en 2020 la demanda 

mundial fue de 27 millones de toneladas métricas y para 2030, se prevé que ascienda a 

42 millones de toneladas métricas (Tiseo, 2021). Este copolímero es un éster, es una resina 

sintética termoplástica (se deforma al aumentar la temperatura y se endurecer al 

disminuirla), producido por la condensación del ácido tereftálico (ácido 1,4-

bencenodicarboxílico) y 1,2-etilenglicol (también puede obtenerse utilizando 

dimetiltereftalato en lugar de ácido tereftálico); este material es un polímero 

extremadamente duro, dimensionalmente estable, lineal, con alto grado de cristalinidad, 

impermeable frente a los gases y resistente al calor y a los ácidos, tiene alta resistencia y 

tenacidad (Garcia, 2017). 

Su fórmula molecular es (C10H8O4)n, tiene un punto de fusión es de 256-271 °C, su 

temperatura de transición vítrea es de 70 °C, tiene una densidad de 1.38 g/cm³, es 

semicristalino, es decir, presenta una fracción amorfa y otra cristalina; el grupo químico 

éster (CO-O) es el responsable de su carácter polar (Méndez, 2021), el anillo bencénico 

le proporciona un aumento de la rigidez (Suasnavas, 2017); y de la fragmentación de su 

estructura química se puede generar tereftalato de dihidroxietilo (BHET), tereftalato de 

monohidroxietilo (MHET), ácido benzoico (BA), etilenglicol (EG), ácido Tereftálico 

(PTA),  benzoato de hidroxietilo  (HEB),   ácido protocatequiico (PCA), ácido 4-carboxi-
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2-hidroximucónico (CHA) y ácido 2‐pirona‐4,‐6‐dicarboxílico (PDA) (Rocha y Peña, 

2020; Johnston et al., 2022). 

2.2.3.2.Contaminación por polímeros plásticos: 

La contaminación ambiental es la presencia de agentes físicos, químicos o biológicos, en 

el ambiente, de tal manera que sus concentraciones puedan ser nocivos para la salud, la 

seguridad o para el bienestar de la población, o que puedan ser perjudiciales para la vida 

vegetal y animal. También se puede decir que la contaminación ambiental se refiere a la 

acción en la que el hombre incorpora contaminantes a los ecosistemas por encima de las 

concentraciones máximas permitidas que resulten ser tóxicas para los seres vivos 

(MINAM, 2016). 

La contaminación ambiental con polímeros plásticos es un problema actual y su 

incremento se debe a que son utilizados en diferentes áreas de la industria, y generalmente 

lo encontramos como empaques y envases de un solo uso, que van a terminar en diferentes 

ecosistemas y permanecen por cientos de años. Los plásticos provienen de las zonas 

urbanas y recorren largas distancias; los podemos encontrar en las calles de nuestra 

ciudad, bloqueando alcantarillas, en los ríos, en el hielo de la Antártida y en las zonas más 

profundas del océano (Rivas y Garelli, 2021). 

Dentro de los efectos de polímeros plásticos está el aumento de la mortalidad de animales 

marinos que ingieren microplástico  (Schuyler et al., 2015), la contaminación del agua 

potable (Pivokonsky et al., 2018), la contaminación del aire por el desprendimiento de 

microplástico a partir de la ropa (Wright y Kelly, 2017), el incremento de gases de efecto 

invernadero, como el metano y etileno (Royer et al., 2018), y en los humanos está 

relacionado con daños al sistema nervioso, daños reproductivos, y el incremento del estrés 

oxidativo (Chang et al., 2019). 
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2.2.3.3.Biodegradación de PET:  

La biodegradación se refiere a la colonización de microorganismos sobre la superficie de 

un polímero, seguida de la alteración de su estructura física o química de las cadenas del 

polímero, lo que conlleva una reducción del peso molecular del polímero (Barbarán et 

al., 2018); en otras palabras es la asimilación de los polímeros por los organismos vivos 

hasta su mineralización, es decir, descomponen el material hasta dióxido de carbono 

(CO2), metano (CH4), agua (H2O) y constituyentes orgánicos, a causa de la acción 

enzimática de los microorganismos; este proceso se puede dar naturalmente o en 

condiciones de laboratorio (Gama, 2014). 

El PET, en polvo, puede experimentar degradación mediante la acción de despolimerasas, 

ya sea intracelulares o extracelulares, en diversos microorganismos. La degradación 

intracelular implica la hidrólisis de un reservorio interno de carbono por parte de los 

propios microbios que se acumulan. La degradación extracelular implica el uso de una 

fuente externa de carbono, y no necesariamente llevada a cabo por los microorganismos, 

si no, las enzimas extracelulares descomponen las macromoléculas de PET en moléculas 

de menor tamaño, como oligómeros, dímeros y monómeros, que son lo suficientemente 

pequeños para atravesar membranas semipermeables (Yuan et al., 2020). 

El porcentaje de Pp de los polímeros plásticos depende de sus propiedades, como la 

presencia de ramificaciones que impulsan una mayor hidrofilia; la proporción de las 

regiones cristalinas y amorfas; presencia de enlaces covalentes polares, como enlaces 

éster o amida, en lugar de enlaces carbono-carbono; el peso molecular y la longitud de la 

cadena carbonada; el pretratamiento del polímero plástico, es decir, el tamaño y la forma 

del sustrato ya sea polvo, fibras, gránulos o películas; agentes ambientales como radiación 

ultravioleta, pH, temperatura y humedad;  las características de las enzimas (Ahmed et 

al., 2018). 
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El ataque enzimático empieza en las regiones amorfas de los polímeros semicristalinos 

(fig. 1), y se degradan más rápido (son muy móviles, que las fracciones cristalinas (son 

muy fijas) (Kawai et al., 2019). La tasa de degradación general está determinada por la 

región cristalina debido a que se degradan más lentamente, aumentando con presencia de 

BS; en el punto de fusión, el estado cristalino se vuelve tan móviles como en el estado 

amorfo (Herzog et al., 2006; Mukherjee et al., 2015). 

La región amorfa se oxida más fácilmente debido a que los prooxidantes y el oxígeno 

molecular están presentes exclusivamente en esas regiones (son menos resistente al 

oxígeno y a la enzima) (Koutny et al., 2006). Durante el tratamiento con BS, una mayor 

cantidad de región amorfa oxidada y en consecuencia se liberan partículas cristalinas más 

pequeñas que también se oxidan y son utilizadas por las bacterias (Manzur et al., 2004). 

La pérdida de peso de películas de PET amorfo es superior al 60% después de 14 días de 

incubación a 60 ◦C (Yoshida et al., 2016). 

En la despolimerización del  PET para producir monómeros, se requieren dos 

características fundamentales de las enzimas hidrolasas PET; en primer lugar, una alta 

especificidad de sustrato hacia la estructura del anillo aromático del polímero y, en 

segundo lugar, una temperatura óptima y termoestabilidad a 70°C, la cual corresponde a 

Fig.1. Ataque preferencial a la región amorfa de la película de PET. Adaptado de 

(Kawai et al., 2019). 
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la temperatura de transición vítrea del PET, para acceder a las cadenas de PET y aumentar 

la flexibilidad, lo que permite una hidrólisis de PET altamente eficiente (Oda et al., 2021). 

2.2.3.4.Mecanismo de acción:  

El proceso de biodegradación de PET, de forma general, empieza con el biodeterioro, en 

donde, el cambio de pH, el cambio de temperatura y la formación de biopelículas provoca 

grietas en la superficie del polímero, debilita las propiedades físicas y cambia su 

estructura; seguido de la biofragmentación de la cadena polimérica larga, en donde la 

actividad enzimática y los radicales libres conducen a la liberación de oligómeros y 

posteriormente se da la degradación de oligómeros a monómeros (ácidos grasos, 

cetonas, aldehídos, alcoholes), en el interior de las células, y finalmente se produce la  

asimilación de los monómeros como fuente de carbono, en donde se liberan H2O, CO2, 

N2 y CH4 (mineralización) (Atanasova et al., 2021). 

Basandose en la evidencia científica revisada, la propuesta de biodegración del PET, con 

bacterias termófilas, trabajando a diferentes pHs y produciendo metabolitos secundarios, 

quedaría de la siguiente manera (Fig.2.): Biodeterioro: (1) el cambio de T°, de pH, y la 

formación de biopelículas producen un cambio en la superficie del polímero, iniciando 

preferentemente en las regiones amorfas, liberando algunos grupos éster, metilo y 

carboxilo (Kawai et al., 2019). (2) Los BS de la pared celular producen cambios en la 

superficie celular y aumentan su hidrofobicidad, lo cual favorece la adhesión a la 

superficie del polímero (Perfumo et al., 2010). La adjunción de los microorganismos al 

polímero también es posible con la producción de polisacáridos, por presencia de flagelos 

o algún apéndice celular (Zhang et al., 2023; Guo et al., 2023). (3) Se produce la 

liberación de hidrolasas y BS extracelulares (ambos metabolitos pueden ser liberados por 

una sola bacteria o cada bacteria puede liberar un metabolito). Biofragmentación: (4) las 

enzimas se unen al polímero y se forma el complejo enzima-sustrato y paralelamente los 
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biosurfactantes se agrupan y se forman micelas al superar la concentración crítica micelar. 

(5) Se fragmentan las cadenas del polímero, al hidrolizarse los enlaces éster (Arribas, 

2021), liberándose, BHET, MHET, TPA y EG. (6) El BHET se hidroliza aún más y forma 

MHET. (7) Las moléculas de MHET finalmente se degradan a EG y TPA (Yoshida et al., 

2016). Es posible que las enzimas que hidrolizan el PET para liberar BHET Y MHET se 

activen a un pH cercano al neutro, y la acumulación de grupos carboxilos, acidifican el 

medio, llegando a tornarse ácido, y en consecuencia se activen las enzimas capaces de 

liberar TPA y EG (Guo et al., 2023). Incorporación de elementos asimilables: (8) estos 

subproductos de la actividad enzimática extracelular (TPA y EG), son incorporados al 

interior de la célula debido a que se vuelven solubles y también las micelas incrementan 

la biodisponibilidad de los productos hidrofóbicos (Santucho, 2015; Koutny et al., 2006). 

Asimilación: (9) los subproductos son asimilados en el citoplasma, por diferentes rutas 

metabólicas. (10) Finalmente se produce la oxidación completa y se da la mineralización 

con la liberación de CO2 y H2O (Atanasova et al., 2021). 
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2.2.3.5. Biodegradación individual. 

La biodegradación individual se refiere al proceso de degradación de un material por 

microorganismos específicos que tienen la capacidad de descomponer ese material en 

particular, en este caso, los polímeros plásticos. Sin embargo no todos los 

microorganismos tienen esa maquinaria enzimática completa para degradar todos los 

subproductos liberados de un polímero y estos productos finales tóxicos pueden inhibir 

su propio crecimiento (Tahri et al., 2013).  

2.2.3.6.Biodegradación con bacterias empleadas en forma conjunta: 

Un grupo de bacterias o bacterias, en conjunto, se define como dos o más bacterias en un 

ambiente determinado cumpliendo funciones similares o diferentes. Las diferentes cepas 

que conforman el conjunto de bacterias, tienen diferentes vías metabólicas, y por ende 

diferentes capacidades de degradación y el propósito es integrar las ventajas de cada cepa 

para lograr la degradación eficiente de los contaminantes (Zhang y Zhang, 2022). 

Utilizar bacterias en conjunto, puede ayudar a contrarrestar problemas de inhibición por 

subproductos generados del proceso de degradación; además, son capaces de desarrollar 

biofilms densos en la superficie del polímero e inducir una alteración de su topografía y 

de sus propiedades reológicas (Yuan et al., 2020); adicionalmente, pueden desarrollan 

procesos de co-metabolismo (Skariyachan et al., 2018),  interacciones simbióticas, 

mutuas y sinérgicas, lo que les permite tener mayor actividad y tolerancia durante el 

tratamiento de polímeros plásticos (Singh y Wahid, 2015). 

En la degradación del PET se genera TPA y EG y estos productos son tóxicos para las 

células e inhiben las hidrolasas de PET (Barth et al., 2015), y para hacer frente a estos 

problemas, se utilizan bacterias en conjunto, con las cuales se distribuye el trabajo 

complicado a diferentes microorganismos de acuerdo con sus propias ventajas 
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específicas, para completar el trabajo que no puede ser llevado a cabo por un solo 

microorganismo (Qi et al., 2021).  

2.2.3.7.Porcentaje de Pp del PET:  

Se refiere a una evaluación cuantitativa en la que se determina la pérdida de peso de un 

polímero en un tiempo en el que existió una formación de biopelículas, porosidad y 

fragmentación de sus cadenas por acción enzimática de los microorganismos con el fin 

de utilizarlo como fuente de carbono (Palacios y Prado, 2018); este porcentaje de Pp se 

obtiene por medio de una fórmula matemática que consiste en obtener datos del peso 

antes del tratamiento y después del tratamiento y se representa de la siguiente manera: 

 

𝑃𝑝 (%) =
𝑃𝑖 − 𝑃𝑓

𝑃𝑖
𝑥 100 

Donde: 

Pp: Pérdida de peso en porcentaje (%) 

Pi: peso inicial del polímero plástico 

Pf: peso final del polímero plástico 
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CAPÍTULO III 

DISEÑO DE CONTRASTACIÓN DE HIPÓTESIS 

3.1. Nivel de investigación: 

Explicativo: En la investigación se buscó entender las causas de un fenómeno y 

establecer relaciones de causalidad.  

3.2. Tipo y diseño de estudio: 

3.2.1. Tipo de Investigación:  

Básica: La investigación se enfocó principalmente en generar nuevos 

conocimientos acerca de la biodegradación de PET. 

3.2.2. Diseño de investigación: 

Cuasi-experimental: En la investigación se manipuló al menos 1 variable 

independiente para observar su efecto o relación con una o más variables 

dependientes.  

3.3. Procedimientos: 

Para este estudio se utilizaron 10 cepas bacterianas termófilas (Tabla 1), pertenecientes a 

los géneros: Bacillus, Brevibacillus y Tistrella, obtenidas de una investigación previa en 

la fuente termal de Quilcate- Cajamarca (Valdez-Nuñez y Rivera-Jacinto, 2022).  
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Tabla 1. Cepas bacterianas termófilas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3.1. Reactivación de las cepas: 

Las cepas bacterianas termófilas almacenadas en crioviales a -80 °C fueron 

descongeladas a 4-5 °C. Se preparó el medio Luria Bertani (LB) (Anexo 1) como medio 

para la reactivación, para lo cual se disolvió 25 g de caldo LB (Himedia), en 1 L de agua 

destilada, se ajustó el pH a 7. Luego se dispensó 30 ml del caldo en viales de vidrio o 

tubos de ensayo y se esterilizó en autoclave a 121°C durante 20 minutos. Se colectó 500 

µL de cada criotubos con las bacterias termófilas descongeladas y se agregó a los viales 

con medio de cultivo previamente preparados. Finalmente se incubaron los viales a 55-

60 °C durante 24-48 h. Pasado el tiempo de incubación, se inspeccionó el crecimiento en 

los tubos mediante la presencia de turbidez en el medio. Los cultivos que no presentaron 

crecimiento fueron sembrados en el medio Infusión cerebro-corazón, BHI, (Himedia) 

bajo las mismas condiciones antes mencionadas.  

3.3.2. Evaluación de la producción de metabolitos secundarios: 

3.3.2.1. Producción de biosurfactantes (BS): 

Las cepas se sembraron en 5 mL de caldo LB, la siembra se realizó colocando una asada 

de cada cultivo puro en el medio, incubado posteriormente a 55-60 °C por 24-48 horas. 

Códigos Cepa 

QP03 Bacillus licheniformis/ FJ266313.1 

QP08 Brevibacillus borstelensis/ KX783601.1 

QP10 Bacillus paralicheniformis/MT527535.1 

QP12 Bacillus licheniformis/ MW148420.1 

QP15 Bacillus paralicheniformis/OL824873.1 

QP19 Bacillus licheniformis/GU323372.1 

QP21 Bacillus licheniformis/KX946197.1 

QP22 Bacillus sp./MT505502.1 

QP27 Tistrella mobilis/KF783213.1 

QP28 Bacillus licheniformis/KU983867.1 
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Se trabajó con una concentración de 6 × 108 UFC/mL, la cual se determinó empleando el 

tubo N° 2 de los estándares de turbidez de McFarland. 

De cada tubo se traspasó 1 mL a tubos Eppendorf y se centrifugó a 16200 xg durante 20 

min para precipitar las células, posteriormente se eliminó el sobrenadante y se 

resuspendió el pellet en agua destilada estéril (1 mL). Se inoculó el volumen en un frasco 

de vidrio con 15 mL del medio MSM (Valdez-Nuñez y Rivera-Jacinto, 2022), a un pH de 

6.5. La composición del medio MSM se detalla en el Anexo 1. 

Se adicionó el hidrocarburo (gasolina), y la solución de elementos traza en el medio MSM 

(Linhardt et al., 1989), en una concentración de 1% (v⁄v)  y 0.5% (v⁄v), respectivamente. 

La composición de elementos traza se detalla en el Anexo 1. Ambos líquidos se 

esterilizaron por filtración empleando filtros de jeringa de 0.2 µm (PuradiscTM 25mm, 

WhatmanTM, UK). Cada frasco se incubó a 55 - 60 °C, sin agitación, por 7 días. 

Finalmente, los cultivos se filtraron. El filtrado (libre de células) se empleó en los 

procedimientos subsecuentes. 

Método de colapso de la gota (DCM): 

Este método se realizó para determinar la presencia de BS de bajo peso molecular. El 

fundamento de este método radica en la capacidad de los BS para reducir la tensión 

interfacial de una sustancia hidrofóbica, verificándose esto a través de la deformación de 

la gota del filtrado al estar en contacto con una superficie hidrofóbica como lo es el 

Parafilm (Parafilm M). La deformación de la gota nos indica que la parte hidrofóbica del 

BS se pone en contacto con la superficie del Parafilm, incrementando así el área de 

contacto (Varjani et al., 2014). 

Para esto, se colocó 20 μL del filtrado de cada cultivo en la superficie hidrófoba de una 

tira de parafilm. Se adicionó un control negativo (20 μL filtrado de medio no inoculado) 
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y uno positivo (20 μL de SDS al 10% (p⁄v)). Luego de 1 minuto, se comparó las gotas, y 

categorizó. Un resultado positivo (cultivo productor de BS) se visualizó al deformarse la 

gota en la superficie debido a la reducción de la tensión interfacial. La deformación de la 

gota se categorizó de la siguiente manera: +, parcial; ++, regular; y +++, total (Yalcin, 

Ergin-Tepebasi y Uyar, 2018). 

Índice de emulsificación (IE-24): 

Este método se realizó para determinar la presencia de BS de alto peso molecular 

(bioemulsificantes). El índice de emulsificación desempeña un papel fundamental en la 

determinación de bioemulsionantes y proporciona una medida cuantitativa de la 

capacidad de estas sustancias para formar y estabilizar emulsiones (Becerra y Horna, 

2016). Para esto, se colocó 7 mL del filtrado de cada cultivo en un tubo de centrífuga con 

tapa y se añadió por encima del filtrado 3 mL del hidrocarburo (diésel o gasolina), y se 

aplicó pulsos de vortex por 1 minuto. El índice de emulsificación se calculó a las 24 horas 

utilizando la siguiente expresión (Płaza et al., 2006): 

𝐸𝐼24 =
𝐴𝑙𝑡𝑢𝑟𝑎 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑐𝑎𝑝𝑎 𝑒𝑚𝑢𝑙𝑠𝑖𝑓𝑖𝑐𝑎𝑑𝑎 (𝑚𝑚)

𝐴𝑙𝑡𝑢𝑟𝑎 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒𝑙 𝑙í𝑞𝑢𝑖𝑑𝑜 (𝑚𝑚)
𝑥 100 

3.3.2.2. Evaluación de la producción de lipasas: 

La actividad lipolítica de las cepas fue detectada por la formación de un halo opaco de 

precipitación formado por cristales de calcio que indica la degradación de lípidos (zona 

de hidrólisis) alrededor de las colonias que crecieron en placas de agar triptona soja, TSA, 

(Himedia) suplementadas con 1% (p⁄v) de Tween 80 estéril (éster de ácido oleico) (Sierra, 

1957).  
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El medio TSA y el Tween 80 se esterilizaron por separado en autoclave empleando las 

condiciones anteriormente mencionadas, posteriormente se adicionó el 1% a la 

concentración final del medio y se sirvió en placas de Petri. El pH del medio fue de 7.0. 

Las cepas previamente reactivadas se sembraron con una asa en punta en el centro de la 

placa y fueron incubadas a 55 °C por 24 h.  

3.3.3. Ensayo de biodegradación de PET: 

Configuración del experimento: 

Se realizó ensayos de biodegradación de PET empleando cepas de forma individual y 

conjunta para poder comparar el % Pp. Se realizaron en total 17 tratamientos, de los 

cuales, los primeros 10 consistieron en el uso de cepas individuales, mientras que los 7 

restantes consistieron en tratamientos en conjunto (consorcios), formados por 2 y 5 cepas 

(Tabla 2). Para la formación de consorcios se consideraron datos del tamaño del halo de 

cada cepa en agar PET, datos generados por Valdez-Nuñez y Rivera-Jacinto, (2022), no 

publicados. 

Es importante mencionar que en los tratamientos con 2 cepas (T11-T14), se incluyó la 

cepa que presentó el halo más grande (QP28), junto con cepas de diferentes especies.  En 

los tratamientos con 5 cepas, un tratamiento se formó con cepas de la misma especie 

(T15), y dos tratamientos incluyeron cepas de diferentes especies, uno con la cepa QP28 

(T16), y el otro sin dicha cepa (T17).  

El ensayo de biodegradación se llevó a cabo en tubos Falcon de 50 mL conteniendo 40.5 

mL de Medio Sintético, MS, (Hadad, Geresh y Sivan, 2005), la composición del medio 

MS se detalla en el Anexo 1. A cada tubo se le agregó 0.3 % (p/v) de PET reciclado de 

botellas usadas, el cual fue reducido a polvo para aumentar su biodisponibilidad. Se 

adicionó la solución de elementos traza en el medio MS, en una concentración de 0.1% 



 

30 
 

(v⁄v), la cual se esterilizó por filtración empleando filtros de jeringa de 0.2 µm 

(PuradiscTM 25mm, WhatmanTM, UK), y finalmente se inoculó 4.5 mL de los cultivos 

reactivados (10% del volumen total del medio de cultivo). En los tratamientos 

individuales (T01-10), este volumen fue exclusivamente de una sola cepa. En los 

tratamiento con 2 cepas (T11-T14), se transfirió 2.25 mL de cada cepa; mientras que en 

los tratamiento con 5 cepas (T15-T17), se transfirió 0.9 mL de cada cepa.  

El ensayo se realizó por triplicado adicionando un control abiótico (MS + PET). La 

temperatura de incubación fue entre 55 y 60 °C. Además, con el fin de evidenciar el efecto 

del pH en la biodegradación del PET, se realizaron dos lotes, uno a pH 5.6 y otro a 6.6, 

ambos con un periodo de incubación de 90 días.  

Tabla 2. Tratamientos empleados en el ensayo de biodegradación. T01-10, 

individualmente; T11-14, en conjunto (2 cepas); T15-17, en conjunto (5 cepas). 

Tratamiento Cepas bacterianas  

T01 Bacillus licheniformis/FJ266313.1 

T02 Brevibacillus borstelensis/KX783601.1 

T03 Bacillus paralicheniformis/MT527535.1 

T04 Bacillus licheniformis/MW148420.1 

T05 Bacillus paralicheniformis/OL824873.1 

T06 Bacillus licheniformis/GU323372.1 

T07 Bacillus licheniformis/KX946197.1 

T08 Bacillus sp./MT505502.1 

T09 Tistrella mobilis/KF783213.1 

T10 Bacillus licheniformis/KU983867.1 

T11 Bacillus licheniformis/KU983867.1; 

Brevibacillus borstelensis/KX783601.1 

T12 Bacillus licheniformis/KU983867.1; 

Bacillus paralicheniformis/OL824873.1 

T13 Bacillus licheniformis/KU983867.1; 

Bacillus sp./MT505502.1 

T14 Bacillus licheniformis/KU983867.1; 

Tistrella mobilis/KF783213.1 

T15 Bacillus licheniformis/FJ266313.1; 

Bacillus licheniformis/MW148420.1; 

Bacillus licheniformis/GU323372.1; 

Bacillus licheniformis/KX946197.1; 

Bacillus licheniformis/KU983867.1 
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Desarrollo y término del experimento: 

El ensayo de biodegradación del PET tuvo una duración de 90 días en el cual la agitación 

fue constante. En el transcurso, se agregó medio de cultivo fresco cada dos semanas 

debido a la evaporación constante causada por la alta temperatura de incubación. Así 

también, se colectó muestras para realizar la medición de pH. Terminado el periodo, se 

recuperó el polímero remanente centrifugando los tubos a 3000 rpm por 5 minutos. 

Posteriormente, se eliminó el sobrenadante de cada tubo (5 mL se guardó en viales para 

determinar presencia de BS), se lavó el polímero con etanol al 70 % por centrifugación a 

3000 rpm, se enjuagó dos veces con agua destilada, y se secó en estufa a 60 °C por 48 h. 

Métodos analíticos: 

Medición del pH: 

Esta medición se realizó con la finalidad de evaluar si existió variaciones en el pH durante 

el proceso de biodegradación. Para esto se empleó un potenciómetro Hanna HI2002 y un 

electrodo de HI11310 con una referencia de Ag/AgCl. El pH se midió al inicio del 

tratamiento y luego de forma  mensual hasta finalizar el tratamiento. 

Producción de biosurfactantes: 

Adicionalmente se realizó el DCM para detectar la producción de BS al final del ensayo 

de biodegradación. Para esto se empleó el sobrenadante obtenido posterior al lavado del 

PET (ver la sección de desarrollo y término del experimento). El DCM se realizó con los 

T16 Brevibacillus borstelensis/KX783601.1; 

Bacillus paralicheniformis/OL824873.1; 

Bacillus sp./MT505502.1; 

Tistrella mobilis/KF783213.1; 

Bacillus licheniformis/KU983867.1 

T17 Brevibacillus borstelensis/KX783601.1; 

Bacillus paralicheniformis/MT527535.1; 

Bacillus paralicheniformis/OL824873.1; 

Bacillus sp./MT505502.1; 

Tistrella mobilis/KF783213.1 
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sobrenadantes de los 17 tratamientos así como con los controles considerando ambos pH 

(5.6 y 6.6). El procedimiento fue el mismo tal como se detalla anteriormente. 

Determinación de porcentaje de pérdida de peso (%Pp): 

Luego de la recuperación del PET (ver la sección de configuración del experimento), este 

se secó completamente y se pesó. El porcentaje de reducción de peso se calculó mediante 

la siguiente fórmula: 

 

(1)  𝑃𝑝 (%) =
𝑃𝑖−𝑃𝑓

𝑃𝑖
𝑥 100 

Donde: 

Pp: Pérdida de peso en porcentaje (%) 

Pi: peso inicial del polímero plástico 

Pf: peso final del polímero plástico 

 

Análisis estadísticos:   

El análisis estadístico de la pérdida de peso del PET, posterior de los ensayos de 

biorremediación, se realizó empleando el paquete estadístico SPSS v29, en el cual se 

empleó un análisis con la prueba de Kruskal-Wallis, y pruebas Post-hoc con un nivel de 

confianza de 95% y un p<0.05, para establecer diferencias estadísticas significativas. 
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CAPÍTULO IV 

RESULTADOS 

4.1.Producción de metabolitos secundarios: 

4.1.1. Producción de biosurfactantes: 

Para determinar la producción de BS de bajo peso molecular, se utilizó el método del 

colapso de la gota.  De las 10 cepas puestas a prueba, se clasificó a 3 cepas como parcial 

y una cepa como regular, después de compararlo con el control negativo, como se indica 

en la Tabla 3 y Fig.3A. Las 6 cepas restantes se comportaron de manera similar al control 

negativo, por lo que se determinó que no disminuyen la tensión interfacial.  

Para determinar la producción de BS de alto peso molecular (bioemulcificantes) se usó el 

El-24. Los resultados de las 10 cepas fueron negativas, como se muestra en la Tabla 3 y 

Fig.3B. Los 10 tubos que contenían el filtrado derivado de cada una de las cepas, junto 

con el hidrocarburo, permanecieron segregados debido a las diferentes densidades de cada 

solución, y por ende no se evidenció ningún nivel de emulsión. Apéndice 3.  
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4.1.2. Producción de lipasas: 

En la evaluación de lipasas extracelulares, se determinó como ensayo positivo la 

formación de un halo en medio TSA. De las 10 cepas evaluadas, se obtuvieron 9 cepas 

productoras de lipasas, tal como se muestra en la Tabla 3 y Fig.3C. Solo la cepa B. 

Fig.2. Producción de metabolitos secundarios: A. En el DCM, se puede apreciar la 

categorización de la deformación de la gota, después de compararlo con el control 

negativo y positivo. B. En El-24, se observa que los tubos que contenían el filtrado 

derivado de cada una de las cepas, junto con el hidrocarburo, permanecieron segregados 

y no se evidenció ningún nivel de emulsión. H, hidrocarburo; F, filtrado. C. En la 

producción de lipasas extracelulares, se puede apreciar la formación de un halo opaco de 

precipitación (HL), alrededor de las colonias, formado por cristales de calcio que indica 

la degradación de lípidos (zona de hidrólisis). 
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borstelensis, no produjo la formación de halos y se determinó como no productora de 

lipasas. Apéndice 5.  

Tabla 3. Resultados en la producción de metabolitos secundarios. 

Códigos Cepa 

Biosurfactantes 
Lipasas 

extracelulares DCM 
EL-

24 

QP03 Bacillus licheniformis/ FJ266313.1 - - + 

QP08 Brevibacillus borstelensis/ KX783601.1 + - - 

QP10 Bacillus paralicheniformis/ MT527535.1 - - + 

QP12 Bacillus licheniformis/ MW148420.1 + - + 

QP15 Bacillus paralicheniformis/ OL824873.1 - - + 

QP19 Bacillus licheniformis/ GU323372.1 - - + 

QP21 Bacillus licheniformis/ KX946197.1 - - + 

QP22 Bacillus sp./ MT505502.1 + - + 

QP27 Tistrella mobilis/ KF783213.1 ++ - + 

QP28 Bacillus licheniformis/ KU983867.1 - - + 

DCM: -(negativo),  + (parcial), ++ (regular); y +++ (total); EL-24 y lipasas extracelulares: -

(negativo), + (positivo). 
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4.2. Ensayos de biodegradación del PET:  

4.2.1. Variación del pH: 

El monitoreo del pH se realizó para verificar la variación durante el periodo de incubación 

y para correlacionar los cambios con la producción de biomasa, la cual se evidenció con 

la presencia de turbidez, o cualquier cambio de color del medio.  

Fig.3. Variación del pH del medio de cultivo durante el ensayo de biodegradación según 

tratamientos durante los 3 meses de incubación. A. pH inicial de 5.6. B. pH inicial de 6.6. 

m0= inicio del tratamiento, m1= primer mes, m2 = segundo mes, m3= tercer mes. 
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4.2.2. DCM del sobrenadante de los Tratamientos: 

Se realizó el DCM, para detectar disminución de la tensión interfacial, con el 

sobrenadante obtenido posterior a la centrifugación que se realizó para hacer el lavado 

del PET, de todos los tratamientos a ambos pH, después de los 3 meses de incubación, 

(Tabla 4). 

Tabla 4. DCM del sobrenadante de los Tratamientos. 

Tratamiento DCM pH 5.6 DCM pH 6.6 

T01 - - 

T02 + - 

T03 + - 

T04 - - 

T05 - ++ 

T06 - - 

T07 - - 

T08 + - 

T09 + - 

T10 ++ - 

T11 - - 

T12 - - 

T13 - - 

T14 - - 

T15 - - 

T16 - - 

T17 ++ - 

DCM: -(negativo), + (parcial), ++ (regular); y +++ (total). 
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4.2.3. Determinación de la pérdida de peso:  

Los porcentajes de pérdida de peso (%Pp) en los tratamientos individuales y conjuntos se 

muestran en la Tabla 5 y Tabla 6, respectivamente. Para determinar el % Pp del PET, se 

utilizaron los pesos iniciales y finales de los tratamientos, y los resultados se mostraron 

en porcentajes de acuerdo con la Fórmula 1. Los resultados en las tablas se muestran 

ordenados de mayor a menor % Pp. De los 17 tratamientos a pH 5.6, solo 3 manifestaron 

un % Pp del PET > 10 %, y correspondieron a los tratamientos individuales. En cambio, 

a un pH de 6.6, 6 tratamientos exhibieron un % Pp del PET > 10 %, 3 tratamientos 

individuales y 3 tratamientos grupales. Cabe aclarar que para discutir los resultados solo 

se tuvo en cuenta los tratamientos con un % Pp > a 10%. 

Tabla 5. Porcentajes de pérdida de peso con tratamientos individuales, a pH 5.6 y 6.6. 

Trat: Tratamientos, PI: peso inicial, PF: peso final, % Pp: % de pérdida de peso. 

Tabla 6. Porcentajes de pérdida de peso con tratamientos en conjunto, a pH 5.6 y 6.6. 

Trat: Tratamientos, PI: peso inicial, PF: peso final, % Pp: % de pérdida de peso. 

% Pp del PET- Tratamientos individuales 

pH 5.6 pH 6.6 

Trat. PI (g) PF (g) % Pp Trat. PI (g) PF (g) % Pp 

T09 0.1350 0.1122 16.86 T06 0.1350 0.0957 29.09 

T02 0.1350 0.1137 15.80 T09 0.1350 0.1094 18.96 

T03 0.1350 0.1196 11.43 T01 0.1350 0.1119 17.14 

T08 0.1350 0.1312 2.84 T02 0.1350 0.1258 6.84 

T01 0.1350 0.1339 0.84 T04 0.1350 0.1326 1.75 

T06 0.1350 0.135 0.00 T03 0.1350 0.1338 0.86 

T07 0.1350 0.135 0.00 T05 0.1350 0.135 0.00 

T05 0.1350 0.1352 -0.12 T08 0.1350 0.1354 -0.27 

T04 0.1350 0.1353 -0.20 T10 0.1350 0.1354 -0.32 

T10 0.1350 0.1356 -0.42 T07 0.1350 0.1357 -0.54 

% Pp del PET- Tratamientos en conjunto 

pH 5.6 pH 6.6 

Trat. PI (g) PF (g) % Pp Trat. PI (g) PF (g) % Pp 

T14 0.1350 0.1303 3.46 T14 0.1350 0.1002 25.80 

T11 0.1350 0.1351 -0.10 T12 0.1350 0.1114 17.48 

T12 0.1350 0.1352 -0.12 T17 0.1350 0.1153 14.57 

T13 0.1350 0.1356 -0.47 T15 0.1350 0.1274 5.65 

T16 0.1350 0.1357 -0.54 T13 0.1350 0.135 0.00 

T15 0.1350 0.1358 -0.59 T11 0.1350 0.1354 -0.30 

T17 0.1350 0.1362 -0.89 T16 0.1350 0.1362 -0.89 
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4.3. Análisis estadístico: 

De acuerdo al análisis estadístico con Kruskal-Wallis, se determinó que si hay diferencias 

significativas entre los diferentes tratamientos, tanto para los ensayos a pH 5.6, como 

también con los ensayos con pH 6.6, Apéndice 7. Al utilizar las pruebas Post-hoc, con un 

nivel de confianza de 95% y un p<0.05, para establecer diferencias significativas en el % 

Pp de los diferentes grupos y el control, a pH 5.6, se estableció que existe diferencias 

significativas en los tratamientos T02, T03 y T09 (todos fueron tratamientos 

individuales); y a pH 6.6 en los tratamientos T01, T06, T09 (tratamientos individuales), 

T12 y T14 (tratamintos en conjunto), Apéndice 8.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

40 
 

CAPÍTULO V 

DISCUSIÓN  

5.1. Metabolitos secundarios producidos por cepas degradadoras de PET: 

El objetivo del trabajo fue comparar la biodegradación individual y conjunta del PET 

empleando cepas bacterianas termófilas. De forma complementaria, se realizó el 

screening de la producción de BS y lipasas por parte de las cepas bacterianas termófilas 

degradadoras de PET ya que estas moléculas podrían ayudar a disminuir la hidrofobicidad 

en el polímero plástico para así lograr una mejor adjunción de los microorganismos 

(Santucho, 2015; Herzog, Müller y Deckwer, 2006).  

Respecto a la producción de BS (Tabla 3), los resultados muestran que solo 4 cepas (p.e., 

Tistrella mobilis, Bacillus licheniformis, Brevibacillus borstelensis, y Bacillus sp). fueron 

capaces de disminuir la tensión interfacial en el ensayo DCM, lo que podría influir 

positivamente en la capacidad de estos microorganismos para adjuntarse a los polímeros 

hidrofóbicos como el PET. En cuanto a las cepas restantes que no produjeron cambios 

evidentes en este ensayo, estas podrían estar empleando otros mecanismos para su 

adjunción a los polímeros plásticos, tales como la producción de polisacáridos o la 

adjunción por flagelos o algún apéndice, sin embargo se necesita realizar pruebas 

adicionales para confirmarlo (Zhang et al., 2023; Guo et al., 2023).  

Los BS producidos por Tistrella, Bacillus y Brevibacillus han sido reportados en estudios 

previos. En nuestro estudio la cepa T. mobilis, obtuvo el mejor resultado respecto a la 

disminución de la tensión interfacial, lo cual concuerda con la investigación de Ding et 

al., (2013), en la cual se reporta la producción de didemnina B, un lipopéptido con 

actividad tensioactiva producido por T. mobilis. De forma similar, las cepas de B. 

licheniformis también produjeron una disminución de la tensión interfacial, aunque más 
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débil. Estudios previos reportan la producción de lipopéptidos similares a la liquenisina-

A y surfactina por parte de este microorganismo (Joshi et al., 2016; El-Sheshtawy et al., 

2016). Con respecto a la cepa de B. borstelensis, la ligera disminución de la tensión 

interfacial podría deberse a la producción de moléculas tensioactivas tales como 

fengicinas (Dong et al., 2022). 

Es importante mencionar que existen diversos parámetros que influyen en la producción 

de BS por microorganismos. Uno de estos factores es la fuente de carbono; en este trabajo 

se usó gasolina como única fuente de carbono, sin embargo, se reporta que el empleo de 

fuentes de carbono (p.e., glucosa y aceite de soya) de forma simultánea, puede aumentar 

la producción de biosurfactantes (Kim et al., 1997). Otro factor es el tiempo de 

incubación, y esto puede variar según el microorganismo, siendo entre 5 – 11 días el 

tiempo promedio (Cavalero y Cooper, 2003). La agitación es otro factor importante, 

cuando se trabaja con microorganismos aerobios, debido a que incrementa la 

concentración de O2 disuelto y mejora la homogenización de los nutrientes disponibles. 

Por ejemplo, se ha reportado que una agitación constante de 200 rpm, a pH 7, con una 

concentración de aceite de palma a 3,0% (v/v), a 29 °C, mejora la producción de BS con  

P. alcaligenes (Oliveira et al., 2009). En otro estudio, se reportó que una agitación de 100 

rpm, a pH 7, con una concentración de gasolina mezclada con etanol de 3 a 4 % (v/v) y a 

30 °C,  mejora la producción de BS con Serratia sp. (Cunha et al., 2004). 

Así también, el pH es un factor a tener en cuenta.  Abouseoud et al., (2010), sugieren que 

el pH alcalino favorece una mayor capacidad de emulsión utilizando diferentes solventes 

orgánicos, esto fue comprobado por Alvarez et al., (2015), quienes trabajaron con 

microorganismos aislados de suelos contaminados con petróleo y evaluaron diferentes 

valores de pH (4.0 – 10.0), siendo el pH 8 el que brindó un mejor resultado en la 
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emulsificación de este hidrocarburo. Es importante mencionar que el pH de 8 no afectó 

el desarrollo de los microorganismos estudiados.  

Respecto a la actividad lipolítica extracelular, resultados positivos fueron observados en 

las cepas de los géneros Bacillus y Tistrella. Bredai et al., (2021), reportan la producción 

de lipasas en B. licheniformes, usando como sustrato aceite de oliva y mostrando 

estabilidad y viabilidad a altas temperaturas y un amplio rango de pH; de igual manera, 

Dang et al., (2018), reportan la producción de lipasas con una cepa termófila de Bacillus 

sp, usando como sustrato tributirina  (éster compuesto de ácido butírico y glicerol), a una 

T° de incubación de 55°C, siendo aplicada en la biodegradación de plásticos. Asimismo, 

Zhang et al., (2011), reportan actividad lipolítica en especies del género Tristrella, 

determinada mediante tiras de  índice de perfil analítico (API), aunque este estudio fue 

realizado a 20°C. 

Por otro lado, aunque no se observó producción de lipasas por parte de la cepa B. 

borstelensis, existen reportes en los que se ha logrado demostrar la actividad lipolítica 

extracelular por parte de estos microorganismos. Tripathy et al., (2016), reportaron la 

producción de lipasas por B. borstelensis (aislada de una fuente termal), a una T° óptima 

de 50 °C . Esto indica que cambiando los medios de cultivo o modificando las condiciones 

de incubación es posible obtener resultados más favorables.  

La producción de BS y lipasas, por parte de los microorganismos termófilos estudiados, 

tienen una relación crucial con la biodegradación de plásticos, pues su presencia puede 

desempeñar un papel significativo, por un lado, al catalizar la hidrólisis de los enlaces 

éster presentes en el plástico, provocando una disminución de la longitud de la cadena, y 

por otro lado, al facilitar la adhesión microbiana a la superficie del polímero, al conferir 

hidrofobicidad, y al movilizar los productos de la degradación enzimática hacia el 
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citoplasma, por lo tanto, en la eficiencia y velocidad de despolimerización del plástico, 

según diversas investigaciones. En esta investigación, se logró demostrar la producción 

de estos metabolitos en al menos 3 géneros diferentes de las cepas evaluadas, lo que 

tendría relación con los resultados de los ensayos de biodegradación del PET que se 

explican a continuación. 

5.2. Biodegradación individual y conjunta del PET: 

Luego de realizar el ensayo de biodegradación, los tratamientos individuales que 

obtuvieron un % Pp > 10 % fueron T02; T03; T09 a pH 5.6, y T01; T06; T09; a pH 6.6, 

(Tabla 5). Por otro lado, los tratamientos conjuntos que obtuvieron un Pp > 10 % fueron 

el T12; T14; T17, a pH 6.6. (Tabla 6). 

En cuanto a los tratamientos individuales, los microorganismos involucrados en la mayor 

biodegradación de PET han sido reportados en otros estudios y están directamente 

relacionados con la producción de metabolitos secundarios. La cepa B. licheniformis 

(T06) obtuvo el porcentaje más alto en la degradación del PET a pH 6.6 (Pp: 29.09 %). 

Auta, Emenike y Fauziah, (2017), experimentaron con Bacillus sp. en la biodegradación 

de PET, obteniendo como resultados 3.0 % y 6.6 % Pp en 40 días de incubación. De igual 

manera, Álava y Velásquez, (2023), trabajaron con láminas de PET a 20°C y a 180 rpm y 

obtuvieron 0.43% Pp a los 45 días. Es importante mencionar que en nuestro estudio esta 

cepa produjo lipasas extracelulares. El alto %  Pp de esta cepa pudo deberse a que las 

condiciones establecidas fueron óptimas para su desarrollo. Además, la utilización del 

PET en polvo, a 55-60 °C, redujo la hidrofobicidad y aumentó la flexibilidad del 

polímero.  

Adicionalmente, T. mobilis, T09, (Pp de 16.86% y 18.96 % a pH 5.6 y 6.6; 

respectivamente),  ha sido reportada como una bacteria biodegradadora de contaminantes 
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clorados e hidrolizante de PET (Wang et al., 2015; Valdez-Nuñez y Rivera-Jacinto, 2022). 

En este estudio esta cepa mostró que tiene capacidad para producir BS y lipasas. Por otro 

lado, B. borstelensis, T02, (15.80 %  Pp a pH 5.6) ha sido reportada en la biodegradación 

de polietileno de baja densidad a 50°C (Hadad, Geresh y Sivan, 2005), así como en la 

biodegradación de PET (Valdez-Nuñez y Rivera-Jacinto, 2022; Quispe, 2022), esta cepa 

mostró que tiene capacidad para producir BS. Así también, B. paralicheniformis, T03, 

(11.43 %  Pp a pH 5.6), microorganismo que presenta genes que codifican para enzimas 

implicadas en la biodegradación de polímeros plásticos (p.e., esterasas, oxigenasas, 

lipasas, hidrolasas, oxidorreductasas y deshidrogenasas (Ganesh Kumar et al., 2021)) ha 

sido relacionado con la capacidad de utilizar el LDPE como única fuente de carbono 

(Quispe, 2022). En este estudio, esta cepa produjo lipasas. 

Trabajar con bacterias en conjunto (consorcio) podría ser difícil de controlar en 

comparación a los monocultivos, sin embargo, debido a las interacciones positivas entre 

los microorganismos (p.e., sinergismo), este enfoque podría llegar a ser muy beneficioso 

para la biodegradación del PET. En este estudio, el resultado más destacado fue el 

obtenido por el T14 (25.80 % Pp a un pH de 6.6). El T14 estuvo conformado por las cepas 

de los tratamientos individuales T09 y T10, siendo el primero (T. mobilis), uno de los 

tratamientos más sobresalientes. Si bien es cierto, con T10 (B. licheniformis), no se 

obtuvo ningún % Pp individualmente en los pHs evaluados, es importante resaltar que en 

conjunto esta cepa pudo haber aportado positivamente al proceso de biodegradación.  T. 

mobilis, produjo ambos metabolitos, y B. licheniformis produjo lipasas, en el screening 

de metabolitos secundarios (Tabla 3). Este hallazgo encuentra respaldo con el reporte de 

Maheswaran et al., (2023), quienes llevaron a cabo una investigación con películas de 

PET y obtuvieron un 28.78% Pp de gránulos de PET a 25 °C utilizando un consorcio 
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artificial (S. aurantiaca, B. subtilis, A. flavus y A. niger), durante un periodo de incubación 

de 60 días. 

Un hallazgo interesante fue el T12. Este tratamiento en conjunto mostró una alta Pp con 

17.48% a pH 6.6, sin embargo, las cepas que conformaron este tratamiento (T05 y T10), 

no mostraron actividad en la biodegradación de PET de forma individual. No obstante, 

estas cepas sí mostraron producción de lipasas extracelulares, en el screening de 

metabolitos secundarios (Tabla 3), y produjeron BS en los sobrenadantes, posterior a los 

procesos de biodegradación (Tabla 4 y Apéndice 4). Este resultado sugiere que los 

microorganismos involucrados no ejercieron una acción individual pero sí conjunta en la 

biodegradación del PET, esto debido probablemente a interacciones de sinergismo entre 

estos microorganismos (p.e., es probable que un “microorganismo A”, haya iniciado la 

degradación de las cadenas grandes, liberando subproductos que fueron aprovechados por 

el “microorganismo B”, evitando así la inhibición del “microorganismos A” por 

acumulación de subproductos en el medio; o también es probable que la producción de 

algún metabolito haya propiciado la formación de un ambiente óptimo para el crecimiento 

de ambos microorganismos), para beneficio mútuo. 

 

El T17 fue otro de los tratamientos en conjunto que mostró una mayor biodegradación 

del PET (Pp: 14.57 % a pH 6.6). Este tratamiento estuvo conformado por los tratamientos 

individuales T02,T03,T05, T08 y T09; en donde T09 (a ambos pHs), T02 y T03 (pH 5.6), 

mostraron altos % Pp cuando trabajaron individualmente. Este resultado se respalda con 

la producción de metabolitos secundarios por parte de las cepas que conformaron este 

tratamiento (Tabla 3). T05 produjo BS en los sobrenadantes, posterior a los procesos de 

biodegradación (Tabla 4). 
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Un factor crucial para la obtención de estos resultados en la biodegradación del PET fue 

el utilizar PET en polvo. Esto fue clave porque se incrementó la biodisponibilidad, al 

aumentar el área de contacto, y por ende, una mayor adherencia de los microorganismos 

al polímero; mejoró la actividad enzimática, al aumentar las cadenas sueltas; se redujo la 

resistencia mecánica, al disminuir las regiones cristalinas; y se mejoró la dispersión de la 

fuente de carbono en un medio acuoso. Este enfoque se respalda con la investigación de 

Dhaka et al., (2022), quienes emplearon cepas del género Bacillus y trabajaron tanto con 

láminas como con polvo de PET; en su investigación, lograron un 36 %  Pp en láminas 

en un periodo de 28 días, mientras que para el polvo de PET de 300 µm, alcanzaron un 

66% Pp en tan solo 18 días, bajo condiciones de incubación a 30 °C y 120 rpm. 

La biodegradación del PET se pudo observar principalmente en los tratamientos 

individuales. Esto podría explicarse por el inóculo utilizado en cada tratamiento (10 %). 

En los tratamientos individuales, la totalidad del inóculo correspondió a una sola cepa. 

En cambio, en los tratamientos grupales, el mismo volumen tuvo que ser distribuido entre 

2 o 5 cepas pudiendo afectar su desempeño al momento de emplear el PET como principal 

fuente de carbono. Efectos inhibitorios entre los microorganismos empleados 

(antagonismos), así como prolongadas fases de adaptación (fase lag de la curva de 

crecimiento), entre estos tampoco podría descartarse.  

Durante la biodegradación del PET los valores de pH variaron especialmente en 

condiciones acídicas y se observaron cambios de color del medio de cultivo. En el lote de 

pH 5.6 (Fig.3A) existió un aumento significativo, superando incluso el pH 9.0, mientras 

que a pH 6.6, (Fig.3B), la variación fue mucho menor, manteniéndose entre 5.81 y 7.18, 

pero en general, se redujo levemente. La alcalinización del medio cuando se trabajó a un 

pH inicial ligeramente ácido (5.6), se debería a la liberación de algún metabolito o algún 

compuesto como mecanismo de adaptación, por parte de los microorganismos. La 



 

47 
 

disminución del pH se debe a acumulación de grupos carboxilos, en el proceso de 

biodegradación (Guo et al., 2023).  

 La generación de subproductos es inherente a la biodegradación de compuestos 

orgánicos, y también está muy relacionado con el cambio de pH, por ejemplo, la 

liberación de BHET y MHET, por acción de enzimas tales como las esterasas, según la 

investigación de Guo et al., (2023), se lleva a cabo a pH entre 7-8; mientras que la 

liberación de TPA, se llevaría a cabo a un pH más ácido; si estos datos lo comparamos 

con la presente investigación, se podría asumir que cuando se trabajó a pH 5.6 (el pH se 

incrementó), se liberó más BHET y MHET, y poco TPA , y cuando se trabajó con pH 6.6 

(el pH disminuyó levemente), se liberó  BHET, MHET, y TPA en mayor cantidad (el TPA 

es asimilado por el microorganismo). Por otro lado, el cambio de color a amarillo pudo 

deberse a la liberación del anión 4-nitrofenolato, a partir del TPA (Pirillo, Pollegioni y 

Molla, 2021). Finalmente, la aparente falta de Pp o, el ligero aumento del peso, puede 

atribuirse a la presencia de biomasa aún adherida a las partículas de PET. Cabe resaltar 

que todos los controles se mantuvieron sin cambios. 

Se puede mencionar que las bacterias termófilas estudiadas demostraron ser capaces de 

realizar la biodegradación del PET, tanto de forma individual como en conjunto. Así 

también, la biodegradación de este polímero pudo observarse en los dos valores de pH 

evaluados (1 punto de pH de diferencia). Considerando que la desviación en una unidad 

de pH puede reducir la tasa de crecimiento y la actividad metabólica de las comunidades 

microbianas en aproximadamente un 50%, las cepas termófilas evaluadas en este estudio 

podrían tener un amplio espectro de aplicación respecto a este parámetro (Jin y Kirk, 

2018).  
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CAPÍTULO VI 

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

6.1.Conclusiones:  

Las bacterias termófilas son capaces de degradar el PET, tanto individualmente como en 

conjunto (formando consorcios). Individualmente, T02 (B. borstelensis), T03 (B. 

paralicheniformis) y T09 (T. mobilis) a un pH inicial de 5.6; y T01 (B. licheniformis), T06 

(B. licheniformis) y T09 (T. mobilis), a un pH inicial de 6.6, mostraron un % Pp > 10 %. 

Los tratamientos en conjunto, T12, T14 y T17, fueron los más sobresalientes a un pH 

inicial de 6.6 (14.57 % - 25.80%).  

Se demostró que las bacterias termófilas poseen la capacidad de producir metabolitos 

secundarios relacionados a la biodegradación del PET. Entre estas, Tistrella mobilis 

(T09), mostró el mejor rendimiento en la producción de biosurfactantes. Brevibacillus 

borstelensis (T02), Bacillus licheniformis (T04), y Bacillus sp.(T08), también 

demostraron actividad en la disminución de la tensión interfacial. Respecto a la 

producción de lipasas, 9 de las 10 cepas evaluadas presentaron resultados positivos. 

El pH juega un papel muy importante en la biodegradación de plásticos, algunos 

tratamientos tuvieron mejor actividad a un pH inicial de 6.6 (T01, T06, T09, T12, T14 y 

T17), y otros a un pH inicial de 5.6 (T02, T03). Es importante resaltar que los tratamientos 

a pH 5.6 alcalinizaron el medio hasta valores superiores a 9, a pesar de esto, los 

tratamientos a pH 6.6 obtuvieron un mayor %Pp.  
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6.2.Recomendaciones: 

Observar la interacción microscópica del polímero con los microorganismos sería muy 

interesante, ya que permitiría analizar la colonización y la alteración de la topografía del 

polímero. 

Realizar una caracterización química de los subproductos liberados en la biodegradación 

del PET, aclararía muchas dudas respecto a algunos fenómenos como por ejemplo el 

cambio de color del medio. 

Trabajar con un tamaño uniforme del polímero (emplear un tamiz), para así evitar errores 

en la pérdida de peso. 

Mantener los ensayos de biorremediación en constante agitación podría mejorar los 

resultados, ya que se incrementa la oxigenación y se homogeniza el sustrato en todo el 

medio. 
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APÉNDICES:  

Apéndice 1: Hoja de registro de datos  

Trat. Combinaciones 

PI 

 PET 

(g) 

PF. PET (g) Pp 

(g) 

x̄ 

Pp. 

(%) 1 2 3 C  x̄  

T01 Bacillus licheniformis/FJ266313.1         

T02 Brevibacillus borstelensis/KX783601.1         

T03 Bacillus paralicheniformis/MT527535.1         

T04 Bacillus licheniformis/MW148420.1         

T05 Bacillus paralicheniformis/OL824873.1         

T06 Bacillus licheniformis/GU323372.1         

T07 Bacillus licheniformis/KX946197.1         

T08 Bacillus sp./MT505502.1         

T09 Tistrella mobilis/KF783213.1         

T10 Bacillus licheniformis/KU983867.1         

T11 Bacillus licheniformis/KU983867.1; 

Brevibacillus borstelensis/KX783601.1 
        

T12 Bacillus licheniformis/KU983867.1;  

Bacillus paralicheniformis/OL824873.1 
        

T13 Bacillus licheniformis/KU983867.1;  

Bacillus sp./MT505502.1 
        

T14 Bacillus licheniformis/KU983867.1;  

Tistrella mobilis/KF783213.1 
        

T15 Bacillus licheniformis/FJ266313.1;  

Bacillus licheniformis/MW148420.1;  

Bacillus licheniformis/GU323372.1;  

Bacillus licheniformis/KX946197.1;  

Bacillus licheniformis/KU983867.1 

        

T16 Brevibacillus borstelensis/KX783601.1; 

Bacillus paralicheniformis/OL824873.1; 

Bacillus sp./MT505502.1;  

Tistrella mobilis/KF783213.1;  

Bacillus licheniformis/KU983867.1 

        

T17 Brevibacillus borstelensis/KX783601.1; 

Bacillus paralicheniformis/MT527535.1; 

Bacillus paralicheniformis/OL824873.1; 

Bacillus sp./MT505502.1;  

Tistrella mobilis/KF783213.1 
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Apéndice 2: Concentración bacteriana de 6 × 108 ufc/mL, empleando el tubo N° 2 

de los estándares de turbidez de McFarland. 

Apéndice 3: Índice de emulsificación (IE-24):  Para determinar la producción de 

biosurfactantes de alto peso molecular (bioemulcificantes) se usó el El-24, el cual 

consistió en verificar la mezcla de dos sustancias inmiscibles. Los resultados de las 10 

cepas fueron negativas. Los 10 tubos que contenían el filtrado derivado de cada una de 

las cepas, junto con el hidrocarburo, permanecieron segregados debido a las diferentes 

densidades de cada solución, y por ende no se evidenció ningún nivel de emulsión. H, 

hidrocarburo; F, filtrado.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H H H H H 

F F F F F 
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Apéndice 4. Resultados del método del colapso de la gota de los sobrenadantes de los 

ensayos de biodegradación, al finalizar dicho proceso, a pH 5.6 y 6.6. Se realizó el 

DCM, para detectar disminución de la tensión interfacial, con el sobrenadante obtenido 

posterior a la centrifugación que se realizó para hacer el lavado del PET, de todos los 

tratamientos a ambos pH, después de los 3 meses de incubación. A pH 5.6, se categorizó 

a cuatro tratamientos como parcial, dos tratamientos como regular y 11 como negativos, 

en la deformación de la gota, después de compararlos con el control. A pH 6.6, se 

categorizó a dos tratamientos como parcial y a uno como regular, y los demás como 

negativos, en la deformación de la gota, después de compararlo con los controles. 

 

 

 

 

 

- - 
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Apéndice 5: Resultados de producción de lipasas extracelulares.  En la evaluación de 

lipasas extracelulares, se determinó como ensayo positivo la formación de un halo en 

medio TSA. De las 10 cepas evaluadas, se obtuvo 9 cepas productoras de lipasas. Solo la 

cepa B. borstelensis, no produjo la formación de halos y se determinó como no productora 

de lipasas. H, Halo. 

1. Bacillus licheniformis/ FJ266313.1 

 

2. Brevibacillus borstelensis/ 

KX783601.1 

 

3. Bacillus 

paralicheniformis/MT527535.1 

  

4. Bacillus licheniformis/ MW148420.1 

 

5. Bacillus 

paralicheniformis/OL824873.1 

6. Bacillus licheniformis/GU323372.1 

HL 
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7. Bacillus licheniformis/KX946197.1 

 

8. Bacillus sp./MT505502.1 

  

9. Tistrella mobilis/KF783213.1 

 

10. Bacillus licheniformis/KU983867.1 
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Apéndice 6: Establecimiento y finalización del periodo de incubación de los ensayos 

de biodegradación. Todos los tratamientos se establecieron por triplicado más un control 

(no inoculación de bacterias), de tal manera que al inicio todos los tubos estuvieron 

completamente transparentes y al finalizar con el periodo de incubación (3 meses 

después), todos los tratamientos presentaron cambio en la coloración y turbidez, a 

excepción de los controles, que siempre se mantuvieron transparentes. 
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Apéndice 7: Análisis estadístico con la Prueba de Kruskal-Wallis. 

 

 

 

 

 

Significancia <0.05 = datos no siguen distribución normal. 

 

 

 

 

 

 
 

Significancia <0.05 = existen diferencias significativas en al menos dos grupos. 

 

Apéndice 8: Pruebas Post-hoc de Kruskal-Wallis, ajustado mediante la corrección 

Bonferroni, para establecer diferencias significativas en la Pp de los diferentes 

grupos y control. A pH 5.6 y 6.6.  

 Comparaciones por parejas de 

Tratamiento 

  Trat. pH 5.6  Trat. pH 6.6 

  Trat. Sig.  Trat. Sig. 

C 1 0.846 C 1 0.032 

  2 0.039  2 0.153 

  3 0.080  3 0.594 

  4 0.765  4 0.436 

  5 0.668  5 0.938 

  6 0.907  6 0.003 

  7 0.697  7 0.835 

  8 0.525  8 0.866 

  9 0.032  9 0.018 

  10 0.785  10 0.876 

  11 0.746  11 0.979 

  12 0.650  12 0.033 

  13 0.755  13 0.959 

  14 0.213  14 0.007 

  15 0.805  15 0.222 

  16 0.613  16 0.640 

  17 0.475  17 0.075 

C, control; Trat, tratamientos; sig, significancia.  

 

Prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov 

 Estadístico gl Sig. 

Trat. pH 5.6 0.221 54 <.001 

Trat. pH 6.6 0.242 54 <.001 

Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes 

  Hipótesis nula Sig. Decisión 

1 

La distribución de Trat.pH5.6 es la 

misma entre categorías de Tratamiento. 0.031 Rechace la hipótesis nula. 

2 

La distribución de Trat.pH6.6 es la 

misma entre categorías de Tratamiento. <.001 Rechace la hipótesis nula. 
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ANEXOS:  

Anexo 1. Composición de los medios de cultivo. 

Cuadro 2. Composición del medio Luria Bertani (LB) 

LB 

Formulación gl-1 

Peptona de caseína 10 

Extracto de Levadura 5 

Cloruro de sodio (NaCl) 10 

Fuente: (ICT, 2010). 

Cuadro 3. Composición del  Medio mínimo de sales (MSM) 

MSM 

Formulación gl-1 

Nitrato de sodio (NaNO3) 7.5 

Cloruro de potasio (KCl) 1.1 

Cloruro de sodio (NaCl) 1.1 

Sulfato ferroso (FeSO4. 7H20) 0.00028 

Fosfato dipotásico (K2HPO4) 4.4 

Fosfato monopotásio (KH2PO4) 3.4 

Sulfato de Magnesio 

(MgSO4.7H2O) 
0.5 

Extracto de levadura 0.5 

Fuente:  (Valdez-Nuñez and Rivera-Jacinto, 2022)  

 

Soluciones traza para MSM 

Formulación gl-1 

Sulfato de zinc (ZnSO4.7H2O) 0.29 

Cloruro de calcio (CaCl2.4H2O) 0.24 

Sulfato de cobre (CuSO4.5H2O) 0.25 

Sulfato de manganeso (MnSO4.H2O) 0.17 

Fuente: (Linhardt et al., 1989) 
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Cuadro 4. Composición del medio sintético (MS) 

 

 

 

 

 

 

                             

 

                                

                               

Fuente: (Hadad, Geresh and Sivan, 2005) 

 

Soluciones traza para MS 

Formulación mgl-1 

Sulfato ferroso (FeSO4.6H2O) 1.0 

Sulfato de zinc (ZnSO4.7H2O) 1.0 

Sulfato de manganeso (MnSO4) 1.0 

Fuente: (Hadad, Geresh and Sivan, 2005) 

 

Cuadro 5. Composición del Agar digerido de caseína y soja (TSA) 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: (Sierra, 1957). 

Medio MS 

Componentes gl-1 

Nitrato de amonio (NH4NO3) 1.0 

Sulfato de magnesio (MgSO₄. 7H20) 0.2 

Fosfato de di-potasio (K2HPO4) 1.0 

Cloruro de calcio (CaCl2.2H2O) 0.1 

Cloruro de potasio (KCl) 0.15 

Extracto de levadura 0.1 

Polvo de PET 3.0 

TSA 

Componentes gl-1 

Triptona 15.0 

Peptona de soja 5.0 

Cloruro de sodio (NaCl) 5.0 

Cloruro de calcio (CaCl2.2H2O) 0.1 

Agar 15.0 


