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Resumen

El objetivo del presente estudio fue evaluar la biodegradacion de polietileno
tereftalato (PET) por medio de Bacillus sp. aislados de la Antartida. Esta
investigacion fue de tipo experimental, enfoque cientifico sobre un Disefio de
Bloques Completamente al Azar (DBCA) unifactorial y tres bloques (15, 30 y 45
dias). Como tratamientos se consideraron cinco cepas del género Bacillus sp.
(DEE-71, T-29, T-13, GA-52, T-21) y control. EI material principal fueron las
laminas de PET que se sometieron a tratamiento con las bacterias en medio
enriguecido y mineral en condiciones de temperatura ambiente de 20°C y a 180
rpm. La biodegradacion se evalué mediante el porcentaje de pérdida de peso y
observacion por microscopia Optica durante los 3 periodos de tiempo
anteriormente mencionados / bloques. Del mismo modo, los datos se llevaron a
un analisis de varianza (ANOVA) y test de Tukey con 95% de confianza. El
porcentaje de biodegradaciéon del PET que se determin6 después de 45 dias
fue 0.4000%; 0.4250%; 0.0750%; 0.3250%; 0.2750%; 0.0000%,
respectivamente, para las cepas anteriormente mencionadas y el control.
Asimismo, se comprobé indicios de biodegradaciéon en las muestras de PET,
tales como: deterioro, fisuras y surcos. Finalmente, los resultados del presente
estudio revelaron cambios sobre la estructura polimérica mediante la capacidad
biodegradadora de las bacterias.

Palabras clave: Polietileno tereftalato, Bacillus sp., biodegradacién, estructura
polimérica.
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Introducciodn

En el transcurso de las ultimas décadas, la creciente produccion y el uso de
plasticos alrededor del mundo han ido en aumento de manera alarmante,
siendo un recurso esencial dentro de la sociedad dado las diferentes
aplicaciones que este presenta (Soriano, 2020), convirtiéndose en una de las
industrias mas grandes que alcanz6 a nivel mundial una produccién de 370
millones de toneladas de plastico para el afio 2019 (Espinoza, 2018; Mena,
2021, Plastics Europe, 2020). No todo el plastico se puede reciclar, por lo que
tan solo el 9% de toda la produccion anual es aprovechable y el 91% restante
son incinerados o reposan en vertederos, mares, rios, entre otros (Programa de
Naciones Unidas para el Medio Ambiente [PNUMA], 2019).

En 2019, la generacion de residuos plasticos del Ecuador fue de 528,000 t lo
que equivale al 11% de todos los residuos que se generan, producto de la
utilizacién diaria de por lo menos dos elementos plasticos desechables (Lopez
et al., 2020) a base de PET que son los de mayor generacion en la fabricacion

de envases de agua, refrescos, y de liquidos en general (Ormaza et al., 2020).

A partir de ello, las investigaciones se han encaminado en hallar alternativas de
reduccion, reutilizacion y reciclaje (Lopez et al., 2020), ademas de los procesos
de degradacion como: mecanicos, quimicos, térmicos, fotoquimicos vy
biodegradacion (Herrera y Ospina, 2019). De modo particular, este ultimo ha
adquirido importancia debido a que no necesita un elevado consumo

energético y tampoco emite altos niveles de concentracion de metano y etileno.

Considerando lo anteriormente expuesto, la biodegradacion es un proceso
viable capaz de combatir la contaminacion por plastico (Avila y Moran, 2021).
Especificamente, los estudios incitan al uso de bacterias por lo que favorecen a
la capacidad de biodegradar estos polimeros de forma rapida y efectiva
(Flashman, 2018). Se ha demostrado que, las bacterias psicréfilas favorecen a
la biodegradacion de plastico, pues su enfoque radica en aprovechar los
compuestos bioldgicos y enzimas, producidas por estas que actian en
ambientes frios y que han desarrollado mecanismos de adaptacion y una

bioguimica adecuada (Barbaran et al., 2018; Moreno, 2017).



El objetivo de este trabajo fue evaluar la biodegradacion de polietileno PET por

medio de Bacillus sp. aislados de la Antartida.

Metodologia

Esta investigacion se realizé en el laboratorio de biologia molecular de la
ESPAM MFL, la cual se encuentra situada en el sitio “El Limon” del canton
Bolivar, provincia de Manabi (figural). Especificamente, con las coordenadas
geograficas 0°49'8.87" latitud sur y 80°10'53.03" longitud oeste.
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Figura 1. Laboratorio de Biologia Molecular ESPAM MFL.

Es importante recalcar que, los datos de la “identificacion de bacterias Bacillus
sp. presentes en muestras de suelo de la Antartida por medio de un analisis
metagenodmico”, fueron extraidos del proyecto institucional titulado:
“Bioprospeccion de microorganismos extremdfilos provenientes de muestras de

suelo de la Antartida”. A continuacion, se detalla brevemente el procedimiento:

Obtencién de muestras

Las muestras se tomaron del banco de muestras presentes en la ESPAM MFL,
de la expedicion realizada en el afio 2014. Se consideraron cuatro islas donde
se realiz6 el muestreo: Greenwich; Dee; Barrientos y Torres. El muestreo
realizado fue en zig-zag tomandose 25 submuestras en cada isla, luego se



homogeniz6 la muestra para obtener una muestra compuesta, obteniendo 5

muestras compuestas.

Extraccion ADN

La extraccion de acidos nucleicos se realizé acorde a las instrucciones del Kit
Mag-Bind Enviromental DNA 96, se tomo6 10-250 mg de muestra de suelo, se
agrego tampon para la lisis y degradacion de ARN (SLX-Mlus-RNasa), se
realiz6 lavados consecutivos con DS Buffer y se procedié a separar con
particulas Mag-Bind® RQ. Finalmente, se transferi6 el sobrenadante que
contiene ADN purificado a una microplaca limpia, para luego almacenar el ADN
a-20°C.

Amplificacién del ADNr 16S mediante PCR

La amplificacibn del ADN bacteriano se realiz6 mediante PCR, usando
oligonucledtidos universales 27F y 1492R. El PCR fue acorde a las siguientes
condiciones: 45s para la desnaturalizacion del ADN a 940 C, 30s de
acoplamiento entre los cebadores y el ADN diana a 54 °C, y 90s de extension a
72 °C. Se realiz6 30 ciclos con una extension final de 10 min a 72 °C. El

resultado de la PCR se visualizé mediante electroforesis.

Reactivacion de bacterias y tincion de Gram / Identificacién molecular

de las Bacillus sp.

Para llevar a cabo la presente fase se consideré bacterias del género Bacillus
sp., presentes en el banco de muestras de la ESPAM MFL obtenidas a partir de
la expedicidn realizada a la Antartida, especificamente de las islas: DEE (DEE-
71), GREENWICH (GA- 52) y TORRES (T-13, T-21, T-29), en el afio 2014 y

conservadas a una temperatura de -20°C.

Seleccionadas las cepas se sembrd utilizando Agar Nutritivo para luego
llevarlas a incubacion a 37 °C por un periodo de 72 horas, posterior a ello se

aplicé la prueba de tincién de Gram.

Luego de haber cumplido con todos los pasos se visualizo las muestras con el

objetivo de identificar si eran bacterias Gram positivas 0 Gram negativas.



Seleccién de muestras de PET

Como material sujeto a biodegradacion, se tomo en cuenta botellas plasticas
sin uso de la categoria PET con codificacion 1 y sin coloracion, dado que los
aditivos que se adicionan para dar color en botellas de algunos refrescos
pueden interferir en el desarrollo del experimento (Bermudez, 2021), por ello se
consideraron especificamente botellas de agua de 500 ml, al ser las de mayor

uso en el consumo de esta bebida.

Preparaciéon de polvo PET

Para la obtencion de polvo plastico, se procedi6 a retirar el pico y la base de la
botella este se cortdé a lo largo y posteriormente a la mitad, cada mitad fue
doblada e introducida en el conducto de alimentacion de un extractor Hamilton
gue proceso el material hasta lograr el polvo PET. El polvo obtenido fue pasado
por un tamiz de 0.5 mm de didmetro (Peraza, 2017). El tamizado fue pesado y
luego esterilizado con radiacién UV por un periodo de 30 minutos (Gomez y
Oliveros, 2018). El polvo se conservO en placas Petri estériles hasta ser

utilizado.

Preparacion de laminas

La preparacion de las laminas se llevO a cabo cortando las botellas en
rectangulos de 1x2 cm, que posteriormente fueron pesadas con el uso de una
balanza analitica (MKLAB, modelo MA-2204N) para la obtencién del peso
inicial (Peraza, 2017) y luego esterilizados donde se lavaron las laminas con
agua destilada y se sometieron a radiacion UV por un periodo de 30 minutos
(Goémez y Oliveros, 2018). Se conservaron las ldminas para su posterior uso en
el proceso de biodegradacion.

Elaboracion del medio de sales minerales

Se prepard un medio de crecimiento que estuvo provisto de sales minerales. El
medio mineral para 1 litro de agua destilada estuvo formado por los siguientes
compuestos (g): KH2PO4, 0.7; NHaNOs, 1; FeSO4(7H20), 0.002; NaCl, 0.005;
MgS0a4(7H20), 0.7; MnSO4(7H20), 0.001; ZnSO4(7H20), 0.002.



Todos los medios se esterilizaron mediante el uso de autoclave a 121°C por 15

minutos (Crespo, 2021).

Adaptacion de Bacillus sp. en medio enriquecido con PET

Se requirieron cinco matraces estériles de 250 ml que fueron debidamente
rotulados de acuerdo a las 5 cepas de Bacillus sp. (DEE-71, T-29, T-13, GA-

52, T-21) que se utilizaron en el experimento.

Para mantener la esterilidad del proceso se trabajé dentro de una cabina de
flujo laminar, donde a cada matraz se afiadi6 150 ml del medio de sales
minerales que fue enriquecido con 0.3 g del polvo de PET previamente
preparado y esterilizado, convirtiéndose la Unica fuente de carbono para cada
cepa, posteriormente se procedio a inocular las cepas de Bacillus sp. a razén
de 1 ml por cepa en cada matraz del medio enriquecido con PET, se controlo el
pH y se llevod a incubacién por un periodo de 15 dias a 37° C y 150 rpm (Meza,
2013; Palacios y Prado, 2018). Cumplidos los 15 dias de adaptacién se realizé

un frotis para comprobar el crecimiento de la bacteria en el medio de MSM.

Biodegradacion de PET por Bacillus sp.

Concluido el periodo de adaptacion de las bacterias Bacillus sp., se procedi6
hacer la prueba de biodegradacién, para lo que se usaron 72 tubos de ensayo

y 72 laminas de PET que fueron anteriormente recortadas y esterilizadas.

Se mantuvo la esterilidad del proceso trabajando dentro de una cabina de flujo
laminar, en cada tubo de ensayo se afiadieron 12 ml del medio de sales
minerales, luego con ayuda de una pinza se coloco6 dentro una lamina de PET,
posteriormente se inocularon 2 UFC/ml del medio enriquecido con las bacterias
adaptadas lo que complet6 un total de 14 ml en cada tubo de ensayo, para el
caso del control no se afadieron las bacterias, finalmente se llevaron a
incubaciéon a temperatura ambiente de 20°C controlando el pH y con
agitaciones de 180 rpm durante 15, 30 y 45 dias (Meza, 2013; Palacios y
Prado, 2018), que fueron los periodos en el que las bacterias mostraron

formacion de biopelicula y turbidez del medio de cultivo.



Porcentaje de biodegradacion por pérdida de peso

Cumplido los diferentes periodos de prueba 15, 30 y 45 dias se procedi6 a la
toma de datos, para lo cual se retiraron las laminas de PET del medio mineral
esto con ayuda de una pinza, posteriormente se pasaron por un proceso de
desinfeccién retirando el biofilm generado en la superficie del plastico. Se
limpié con alcohol al 70% durante 30 minutos, luego por un tiempo de 10
minutos se realiz6 un lavado con agua destilada y se secaron con papel filtro
(Butron, 2020). Las laminas de los tubos de ensayo controles recibieron el

mismo tratamiento de desinfeccion (Peraza, 2017).

Una vez que las laminas de PET estuvieron completamente secas se procedio
a tomar el peso final de cada una, incluyendo las laminas de los controles, esto
se realizé mediante el uso de una balanza analitica para evaluar la pérdida de
peso con respecto a su peso inicial, posteriormente se realizé el calculo del
porcentaje de biodegradacion para ello se utilizé las siguientes ecuaciones
(Bermudez y Sandoval, 2021; Crespo, 2021):

Pp = P[ - PF [2.1.]
Ecuacion 1. Diferencia de masas.

P, — P
%P, = [P £ .100 [2.2.]
I

Ecuacion 2. Porcentaje de pérdida de peso.

Donde:

Pp : Pérdida de peso (mg).

P,: Peso inicial (mg).

P : Peso final (mg).

%P : Porcentaje de pérdida de peso (%).

Observacién en microscopio éptico

Posterior al proceso de biodegradacion al que fueron sometidas las laminas se
procedié a su visualizacion en un microscopio Optico en campo claro y una
magnificacion de 100X de manera que permita ver algun desgaste o

modificacion en la estructura de cada lamina de PET (Goémez y Oliveros, 2018).

Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis de varianza para comparar los diferentes tratamientos y

prueba de Tukey (p<0.05) utilizando el programa InfoStat. Cabe destacar que



se aplicé un Disefio de Bloques Completamente al Azar (DBCA) unifactorial,
donde el Unico factor fueron las cepas, es decir, 6 tratamientos (considerando
el control), 4 repeticiones durante 3 periodos de tiempos diferentes (15, 30 y 45

dias).

Adicionalmente, se aplicé una transformacion a los datos con la finalidad de
alcanzar la normalidad y homogeneidad de varianza de la variable respuesta.

La ecuacién que se empleé fue (Rodriguez y Morales, 2020):
V=Y sy = yFe; y=JyH1
Ecuacion 3. Transformacion de raiz cuadrada (Aplicada en el estudio). Estabilizacién de la varianza de Poisson.

Donde:

y = %Pp: Variable respuesta.

c : valor adicional de la raiz cuadrada, como, 1/10 (0.1); 3/8 (0.375); 1/2 (0.5); 1.

y' = %Pp 1rans : Variable respuesta transformada [Porcentaje de pérdida de peso (%)].

Resultados y Discusion

Se observo que todas mostraron morfologia de Bacillus; ademas, presentaron

tincion de Gram positivas, endospora central y con forma elipsoidal.

Figura 2. Morfologia de Bacillus sp. a) T-13, b) T-29, c) DEE-71, d) GA-52, e) T-21.



Como parte del proyecto de investigacion institucional “Bioprospeccion de
microorganismos extremofilos provenientes de muestras de suelo de la
Antartida”, se contd con la secuenciacion molecular de las 5 cepas, en estudio
(Tabla 1.):

Tabla 1. Identificacién molecular de las Bacillus sp.

CEPAS ESPECIE
DEE-71 Bacillus paramycoides
Bacillus paramycoides
129 Baci/]us tropicus
Bacillus cereus
Bacillus anthracis
T-13 Bacillus anthracis
Bacillus wiedmannii
GA-52 Bacillu§ proteolyticus
Bacillus cereus
Bacillus albus
T-21 Bacillus cereus

Elaborado por: las autoras.

El grupo Bacillus cereus sensu estricto (s. s.) es un grupo muy diverso, que en
realidad estd compuesto por ocho especies: B. cereus, B. thuringiensis, B.
anthracis, B. mycoides, B. pseudomycoides, B. weihenstephanensis, B.

cytotoxicus y B. toyonensis (Cardoso, 2019).

Tabla 2. Caracteristicas Macroscdpicas y microscopicas de las cepas aisladas de Bacillus sp.

. . CARACTERISTICA
CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS .
CEPAS MICROSCOPICAS
FORMA BORDE  ELEVACION SUPERFICIE COLOR GRAM FORMA
Bacilos
DEE-71 Irregular Ondulado Plana Suave Blanco +
Estreptobacilus
T-29 Irregular Ondulado Plana Suave Blanco + Bacilos
Bacilos
T-13 Puntiforme Enteros Elevada Suave Blanco + .
Estreptobacilus
GA- 52 Irregular Ondulado Plana Suave Blanco + Bacilos
Circular
T-21 Enteros Plana Suave Blanco + Bacilos
Irregular

Elaborado por: las autoras.
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Para Guarderas (2022), las bacterias Bacillus sp. muestran una gran variedad
entre sus caracteristicas macroscopicas como su forma, borde y elevacion; en

cuanto al color se presenta entre crema o blanco, y con superficie suave.

El género Bacillus sp. generalmente se encuentra por bacilos Gram positivos y

su capacidad de producir endosporas (Chiluisa et al., 2020).

Adaptacion de Bacillus sp. en medio enriquecido con PET

En el transcurso del proceso de adaptacion de las cinco cepas de Bacillus sp.
que durd un periodo de 15 dias en incubacion a 37°C y 150 rpm se visualizaron
cambios en el medio de sales minerales que poseia polvo de PET, siendo esta
la Unica fuente de carbono durante esta etapa. A continuacién, se detalla el

comportamiento en el Anexo 1y Anexo 2.

Biodegradacion de PET por Bacillus sp.

En un tiempo de 45 dias se llevo a cabo la observacion del proceso de
biodegradacion en laminas de PET, tomando datos que se registraron en el
Anexo 3., evaluando asi tres periodos de tiempo comprendidos en 15, 30 y 45

dias.

Tabla 3. Caracterizacion macroscépica en MSM (15 dias).

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS A LOS 15 DIAS

CEPAS ] SEDIMENTO TURBIDEZ EN
BIOPELICULA AGITACION
CANTIDAD CONSISTENCIA

DEE-71 Membranosa Escaso Granular Ligera
T-29 Membranosa Escaso Granular Ligera
T-13 Membranosa Escaso Granular Ligera

GA- 52 Membranosa Escaso Granular Ligera

Control - Escaso Granular

Elaborado por: las autoras.

A los 15 dias las réplicas de las 5 bacterias en estudio mostraron una ligera
turbidez que en reposo se volvio casi nula dado que se precipitaron sedimentos
de caracteristicas granulares blanco y escaso, lo que concuerda con el estudio
de Arotoma y Apacclla (2021); Uribe et al. (2013) quienes observaron la
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aparicion de biopeliculas muy ligeras en el desarrollo de sus ensayos con
polietileno de baja densidad, esto como evidencia de un ataque microbiano
(Anexo 3.).

Tabla 4. Caracterizacion macroscopica en MSM (30 y 45 dias).

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS A LOS 30 y 45 DIAS

CEPAS

; SEDIMENTO TURBIDEZ EN
BIOPELICULA CANTIDAD  CONSISTENCIA  AGITACION

DEE-71 Membranosa y anillada Abundante Grumoso Ligera

T-29 Membranosa y anillada Abundante Grumoso Ligera

T-13 Membranosa y anillada Abundante Grumoso Ligera
GA- 52 Membranosa y anillada Abundante Grumoso Ligera

T-21 Membranosa y anillada Abundante Grumoso Ligera
Control - Escaso Granular -

Elaborado por: las autoras.

Mientras que, a los 30 y 45 dias Se mantuvo una ligera turbidez en todas las
réplicas que fueron inoculadas con Bacillus sp., sin embargo, en estado de
reposo la turbidez fue mayor que en el periodo de los 15 dias. El sedimento
tuvo un cambio en la consistencia siendo este grumoso y abundante con una
coloracién cremosa, lo que tiene relacion a lo expuesto por Crespo (2021)
quien observo en su investigacion, el crecimiento de bacterias en las muestras
de polietileno de baja y alta densidad con aspecto similar al requesén (Anexo
3.).

Porcentaje de biodegradacion por pérdida de peso

Media del porcentaje de Pérdidade Peso (%Pp) por
Tratamiento

1,4000
1,2000
1,0000
2- 0,8000
= 0,6000
02000
0:0000 =
DEE-T T-29 T13 GA-52 T-21 CONTROL
mB1_15D| 10,0651 01129 0,1238 0,2938 01913 0,0000
B2 30D| 06787 0,6593 0,1299 0,3730 0,2071 0,0000
mB3 45D 1,0415 1,3103 0,1951 0,7438 0,8833 0,0000

Tratamientos

Grafico 1. Media del porcentaje de Pérdida de Peso (%Pp) por Tratamiento.

Se analiz6 la capacidad biodegradadora en funcion de los tres diferentes

periodos de tiempo (15, 30 y 45 dias). Los valores representativos con mayor
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pérdida de peso durante los tres periodos de evaluacién fueron: GA-52
(0.2938%); DEE-71 (0.6787%); T-29 (1.3103%).

Para Arefian et al. (2020), los primeros dias de evaluacion se consideran como
el resultado de adaptabilidad frente al entorno de eliminacion del plastico.
Ademads, diversos estudios sobre biodegradacion del PET han reportado
especies bacterianas con capacidad enzimatica para degradar el PET, como
Bacillus sp. y especificamente el grupo Bacillus cereus sensu estricto (s. s.)
(Papadopoulou et al., 2019; Roager y Sonnenschein, 2019; Taghavi, 2021,
Torena et al., 2021).

Observacidén en microscopio éptico

Las laminas bajo el microscopio presentaron una apariencia desgastada, con
grietas y surcos similares a rayones como se muestra (Anexo 4.), lo que puede
ser un indicio de algun ataque por parte de las bacterias, dado que la
visualizacion de una lamina que no fue sometida a tratamiento no mostré estas
caracteristicas, lo que dificult6 la observacion, por su transparencia y superficie
lisa. Asimismo, se observaron restos de la biopelicula adherida al plastico y

pequefios fragmentos de PET (Anexo 5.).

Arias (2018) indica haber visualizado cambios notorios observados en la
superficie del material plastico, tales como grietas, que sefiala ser una

evidencia de biodegradacion.

Analisis estadistico

Seguidamente, se efectud el andlisis de la varianza (ANOVA) y prueba de

Tukey para la caracterizacion de las diferencias significativas presentadas.

Asimismo, cuando los datos de las medias son préximos a cero, el valor del
coeficiente de variacion tiende a elevarse (Lohr, 2021). Por tal motivo, se
realizdé una transformacion de datos (Ecuacién 3.) hacia la variable respuesta
(porcentaje de pérdida de peso promedio). Cabe recalcar que, este Ultimo
resultado (%Pp_trans) Se obtuvo con la finalidad de reducir el coeficiente de

variacion y conservar una distribucién normal de los datos.
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Sin embargo, en los bloques se mostraron dos grupos (A y B) (Anexo 6.),
donde el que destaco fue el bloque tres a los 45 dias (B3_45D), mientras que,
el blogue uno a los 15 dias (B1_15D) fue el que menor representatividad tuvo.
Por lo tanto, existe diferencia estadistica y se acepta la hip6tesis alternativa (p-
valor < 0.05). Contreras y Cubas (2020), llegaron a la resolucion de que los
periodos de incubacién y/o evaluacion no se interrelacionan con la pérdida de
peso, sin embargo, afirman que el grupo B. cereus posee capacidad
biodegradadora de PS, PE, PVCy PET.

Del mismo modo, se presentd un coeficiente de variacion (C.V.) del 8.75 %,
donde se ratific6 la homogeneidad de los datos. Moscote y Quintana (2018)
sefialan que, si el C.V. < 0.15 (15%) la dispersion es muy reducida. Asimismo,
Sucasaire (2021) indica que, si el C.V. < 0.30 (30%) la (s) media (s) es

representativa y se muestra homogeneidad en los datos.

Conclusiones

e Se identificaron las 5 cepas seleccionadas del género Bacillus sp. de la
expedicion realizada en el 2014 a la Antartida, cultivandolas en Agar
nutritivo presentando un crecimiento O6ptimo, clasificAndolas como
bacterias Gram positivas observando la presencia de endosporas
central, con forma elipsoidal resultado de la tincion Gram.

e De acuerdo al tiempo de adaptacion de las bacterias se visualizé
cambios en el medio de sales minerales y en la lamina de PET como
Unica fuente de carbono. En los periodos de evaluacién determinados
existio aumento en la turbidez del MSM, formacion de biopelicula y
cambios estructurales en el PET.

e Las cepas representativas con mayor porcentaje de biodegradacion
fueron T-29 (1.31%) y DEE-71 (1.04%), en el periodo de 45 dias.
Evidenciando que la degradacién de plastico se ve fuertemente
vinculada a cambios en la superficie de sus polimeros, como grietas,
porosidades, pero especialmente formacién de biofims; mostrando la
generacion de productos enziméticos en la superficie del pléstico,
pudiendo estas bacterias ser utilizadas a futuro como una estrategia en

la reduccién de microplastico.
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Anexos

Anexo 1. Registro del periodo de adaptacion

Periodo de adaptacion
Medio de cultivo Fecha Observacion

Medio de sales minerales con Las bacterias inician el proceso de adaptacion a

Polvo PET 09/06/2022 | 37°¢y 150pm
El medio presenta un cambio de coloracion, de ser
Medio de sales minerales con 13/06/2022 completamente transparente se torna a un color

Polvo PET blanco traslucido, indicativo de cambio en la
turbidez del medio.
Se visualiza formacion de biopelicula y aumento en
20/06/2022 la turbidez del medio. El polvo de PET se asienta
en el fondo del matraz mientras esta en reposo.
Se visualiza al microscopio el crecimiento de
23/06/2022 bacterias. Las 5 cepas se desarrollaron en el
medio utilizado.

Medio de sales minerales con
Polvo PET

Medio de sales minerales con
Polvo PET

Anexo 2. Visualizacion microscépica de las cinco cepas de Bacillus sp.
en el periodo de adaptacion

DEE -71 GA - 52 T-21

T-13 T-29




Anexo 3. Registro del periodo de biodegradacién
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Periodo de biodegradacion

Medio de cultivo fecha Observacion
Se inoculan las bacterias del
Medio de sales minerales con proceso de adaptacion en los 72
Laminas PET 2410612022 tubos de ensayo con MSM, a 170
rpm y a temperatura ambiente.
Medio de sales minerales con Presencia de sedimento de color
Laminas PET 01/0712022 blanco, turbidez muy baja.
Medio de sales minerales con Turbidez baja con formacién de
o 08/07/2022 biopelicula en todas las réplicas.
Laminas PET . . -
Retiro, lavado y pesaje de laminas.
Medio de’salles minerales con 1110712022 V|§ual|zac!on de 1&minas bajo el
Laminas PET microscopio.
Cambio en la turbidez, ligero
. . aumento. Sedimento con
Medio de sales minerales con - iy
- 15/07/2022 coloracion crema y formacion
Laminas PET -
grumosa. El plastico muestra
adherencias
Medio de’salles minerales con 22/07/2022 No h,ub.o mayo variacion. Se retiran
Laminas PET las laminas y se pesan.
Medio de’salles minerales con 25/07/2022 V|§ual|zac!on de 1&minas bajo el
Laminas PET microscopio.
La turbidez y biopelicula se
Medio de sales minerales con mantiene sin mayores cambios.
. 29/07/2022 Las adherencias de las ldminas
Laminas PET
parece ser mayor en todas las
réplicas a excepcion del control
Medio de’sanles minerales con 05/08/2022 Retiro, lavado y peso de laminas
Laminas PET
Medio de’salles minerales con 08/08/2022 V|§ual|zac!on de 1&minas bajo el
Laminas PET microscopio.




Anexo 4. Observacion al microscopio optico de las laminas de PET
(100X)
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Anexo 6. Analisis estadistico respecto al por el porcentaje de Pérdida
de Peso Transformado (%PP_TRANS)

Anidlisis de la wvarianza

$PP_TRANS

Variable N R2 R2? Aj CV
%$PP TRANS 18 0,76 0,60 8,75

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,34 7 0,05 4,63 0,0149
Tratamientos 0,18 5 0,04 3,50 00,0436
Bloques 0,16 2 0,08 7,46 0,0104
Error 0,10 10 0,01
Total 0,44 17

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,29002
Error: 0,0105 gl: 10

Tratamientos Medias n E.E.

T-29 1,29 3 0,06 A
DEE-71 1,25 3 0,06 A
GA-52 1,21 3 0,06 A
T-21 1,19 3 0,006 A
T-13 1,07 3 0,06 A
CONTROL 1,00 3 0,06 A

Medias con una letra comiun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,16185
Error: 0,0105 gl: 10

Bloques Medias n E.E.

B3 45D 1,29 6 0,04 A

B2 30D 1,15 6 0,04 A B
Bl 15D 1,06 6 0,04 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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