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1. INTRODUCCION

La biorremediacion es un proceso que permite degradar contaminantes, utilizando
microorganismaosy estos, son muy diversos. Lo que quiere decir que existe una
extensa gama que pudieran tener la capacidad de degradar compuestos organicos
e inorganicos. Esta eapacidad de degradar o transformar los componentes
dependera de las capacidades catabolicas de dichos organismos, por lo tanto, a su
vez también dependera del aprovechamiento de estos contaminantes como fuente
de energia (Volke y Velasco, 2002).

El polietileno es conocido por serspersistente y el efecto de degradacién es poco
eficiente, su importancia industrial'leva a la necesidad de entender este proceso de
degradacion y el deterioro de estos désechos plasticos. Su acumulamiento en el
medio ambiente se constituye por si solo“en una preocupacion (Retrespo, Bassi y
Thompson, 2014).

Los productos elaborados con polietileno exhiben dos grandes inconvenientes, en
primer lugar, el deterioro cuando se utilizan,y susposterior contaminacion después
de su uso. En la ultima circunstancia porstcaracteristica resistencia, en muchos
casos no son degradados por los microorganismos del.suelo, permaneciendo asi
en el medio ambiente por largos periodos, a esto s€_agrega la formacion de
compuestos quimicos persistentes en el ambiente como las dioxinas, estas toxinas
estan asociadas al céancer, dafios en el sistema reproductor’y trastornos en el
desarrollo de los seres vivos (Méndez, Vergaray, Béjar y Céardenas, 2007). Se
considera al depdsito plastico no solo a cielo abierto, sino también.en los rellenos
sanitarios, un problema de contaminacion medioambiental tanto para” especies
cercanas o que lo habitan, como para los asentamientos humanos.

La produccion de polimeros en México ha aumentado relativamente en los\Ulitimos
afos (4.8 % de 2009 a 2016), dada su facil obtencion y los bajos costos que tienen
en comparacion con materiales de origen natural, asi como la diversidad de usos.
De aqui surge la necesidad de estudiar la degradacion de polimeros, ya que se

necesita reducir la cantidad de desechos que se generan por el uso de los
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materiales” poliméricos y su poca compatibilidad con el ambiente (Frias, Ize y
Gavilan, 2008 y Asociacion Nacional del Plastico A.C [ANIPAC], 2016).

Se han reportade-trabajos sobre degradacién biol6gica de plasticos y se considera
gue esta alternativaes importante desde el punto de vista de la salud humana, del
ambiente y del facter eecondmico, ademas es posible utilizar los subproductos como
fuente de energia (Méndez, et al., 2007).

La biodegradaciéon de polimeros implica amplias y diversas etapas, ademas dicho
proceso puede detenerse ensCualquiera de ellas. Se puede presentar generalmente
en tres etapas, siendo estas“larcolonizacion, fragmentacion y posteriormente la
asimilacion.

La colonizacién de las biopeliculas en‘ebpolimero es la fase inicial de todo el proceso
y se ve limitada por las caracteristicas.del-polietileno, al ser una molécula con gran
peso molecular y con una capacidad hidrofdbica, al contrario de la mayoria de los
microrganismos que poseen Una caracteristica hidrofilica, es colonizada
inicialmente en gran parte por cepas que.presentan superficies hidrofobas
(Restrepo, et al., 2014).

La fragmentacion del polimero es la segunda fase ednicia mediante la degradacion
abidtica o la oxidacién, mayormente causada por el medioambiente (luz,
condiciones del entorno, pH, salinidad, disponibilidad de_oxigeno, estrés fisico,
humedad, temperatura, entre otros.) lo que facilita el ataque“microbiano (Albertson,
1980 citado por Acuia, 2017). La fragmentacion se lleva a cabo conjuntamente por
factores bidticos y abidticos; ambos procesos son muy importantes’ya.que permitira
el paso de las moléculas resultantes por la membrana celular para‘su futura
asimilacion 'y porque los compuestos enzimaticos producidoS por los
microorganismos solo son capaces de atacar a moléculas con cierto peso molecular
especifico (Restrepo, et al., 2014). En la accién biotica, el microorganismo Se-vera
beneficiado cuando exista un grupo carbonilo colindante a un atomo de carbono
secundario o terciario y tomara un atomo de carbono para transformarlo en un grupe
carbonilo, que al ser inestable inducira la ruptura de la cadena. Al formar este grupo

funcional, los microrganismos seguirdn atacando mediante la produccion de
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enzimas_que se adheriran a la superficie del polimero y por acciones hidroliticas
dividiran lassmpléculas poliméricas, se reduciran las cadenas macromoleculares en
fragmentos de.bajo peso molecular que son facilmente digeridos por los
microorganismos.(Arcienega, 2008).

Finalmente, dichas.moléculas pueden ser reconocidas por los receptores de las
células microbianas y.pasan por la membrana celular, otras quedan en el medio
extracelular donde puedensser modificadas. Una vez dentro de la célula ocurre el
proceso de asimilacion, en elc€itoplasma las moléculas son afiadidas al metabolismo
del microorganismo donde se”produce energia, nueva biomasa, vesiculas de
almacenamiento y también numeroses metabolitos primarios y secundarios. En ese
mismo instante se lleva a cabo lasmineralizacion, en la cual otros metabolitos
simples y complejos son excretadosYalcanzando el entorno extracelular. Es
mediante este proceso en el que moléculas simples (COz, N2, CHs, H20 y diferentes
sales de metabolitos intracelulares) totalmente oxidadas son liberadas al medio
ambiente (Lucas, et al., 2008).

Por lo anterior y conociendo que, en Teapa, Tabasco existe un relleno sanitario en
el que se puede observar una gran cantidad.de residuos que en su mayoria son
elaborados con polietiieno de baja densidad (PEBD), Jeste proyecto pretende
caracterizar aquellas bacterias degradadoras de los reSiduos obtenidos de este

material en el relleno sanitario municipal.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Biorremediacion

La biorremediaCion se constituye hoy en dia una alternativa practica y sustentable,
segun Van Deuren ycol., (1997) la biorremediacion es un término utilizado para
definir la gran variedad. de sistemas que, empleando organismos vivos (de las
cuales pueden ser plantasyrhongos, bacterias, entre otros., pero no necesariamente
se limita a ellos), degradan; transforman o remueven compuestos organicos que
pueden ser téxicos a productossmetabdlicos inofensivos o menos toxicos. Esta
estrategia biolégica dependera(de.las acciones catabdlicas de cada organismo, y
por lo tanto de su habilidad para utilizar los contaminantes como fuente de alimento
y energia (citado en Instituto Nacional-de Ecologia y Cambio Climatico [INECC],
2007).

2.1.2 Tipos de biorremediacién

La biorremediacion puede clasificarse, segun el organismo con el que se efectua la
biorremediacion, estos pueden ser:

1.- Fitorremediacion: Es la practica en la que utilizando vegetales se contiene,
remueve 0 neutralizan compuestos xenobidticos u organicos (Marivela, Guerrero,
Lépez, Sdnchez y Toledo, 2002).

2.- Biorremediacion animal: Animales que se desarrollan en ambientes hostiles con
alta toxicidad, pueden actuar como agentes descontaminantes ya que poseen en
su interior microorganismos capaces de retener metales pesados'(Atlas y Unterman,
1999 citado en Duran y Sanguino 2014).

3.- Biorremediacion microbiana: Se utilizan microorganismos que transforman
compuestos téxicos a otros con menor riesgo ambiental (Figura 1), auhque las
bacterias son las mas utilizadas también se emplean otros microorganismes‘tales

como los hongos, algas, cianobacterias y actinomicetos (Torres, 2003).
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Figura 1. Procesos generales de la biodegradacion. (Yepes, 2014).

2.1.3 Algunos microorganismos utilizados en la biorremediacion

Los microorganismos reportados y caracterizados, utilizados en la biorremediacion
de los compuestos de petrdleo, han sido_estudiados numerosas veces y entre los
géneros confirmados se encuentran Acinetobacter, Alcanivorax, Alkanindiges,
Arthrobacter, Marinobacter, Myceobacterium, »Pseudomonas y Rhodococcus.
Recientemente se han reportado numerosas bacterias capaces de degradar estos
compuestos como Desulfosporosinus sp.. encontrada en numerosos campos
petroleros. Incluso los microorganismos,~que Se cencuentran en muestras
contaminadas por petroleo, si se presentan dominantes.en cada muestra, dejan ver
su potencial en la biodegradacion de este componente (Sum, et al., 2015).

Otros de los contaminantes mas comunes son los pesticidas en especial los
organofosforados. La biodegradacion es una alternativa ques~ha, probado ser
rentable y amigable con el ambiente. En este tipo de compuesto se han aislados
microorganismos capaces de mineralizar este tipo de pesticidas, seireportan
bacterias como  Pseudomonas  aeruginosa, Ochrobactrum _.anthropi,
Hyphomicrobium sp., Agrobacterium sp., Bacillus sp., Flavobactrum? sp.,
Micrococcus sp., y Plesiomonas sp. De igual forma hongos como Penicillium
oxalicum, Fusarium sp., Aspergillus sydowii y Saccharomyces sp (Jian, et al., 2019).
De igual forma uno de los contaminantes mas persistentes son los metales pesados.
La biorremediacion de metales toxicos se lleva a cabo mediante la interaccion de

microorganismos y diferentes iones metalicos toxicos. Los microorganismos no
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pueden eliminar los iones metalicos, sino que, interaccionan de manera tal que
disminuyens su toxicidad. Existen diversos microorganismos aislados vy
caracterizados gue lograron un papel importante en la eliminacién y desintoxicacion
de varios iones metéalicos, uno de ellos el arcenico, se conocen bacterias como
Bacillus arsenooxydans, Alcaligenes faecalis, Pseudomonas arsenitoxidans,
Microbacterium lacticum,”M. oxydans, Agrobacterium tumefaciens, P. stutzeri,
Aeromonas sp., Agrobacterium sp., Comamonas sp., Enterobacter sp., Pantoea sp.,
Pseudomonas sp. y P.“Jdbricans; géneros de hongos como Aspergillus,
Trichoderma, Neocosmospora; »Sordria, Rhizopus, Penicilium y la levadura
Saccharomyces cerevisiae. El granypotencial y viabilidad de la biorremediacion
mediante la utilizacion de microorganismos hacen que estos sean una base
fundamental para la eliminacion de los.metales pesados como el arsénico (Sher &
Rehman, 2019).

2.2 Caracteristicas de los plasticos

El término “plastico” puede referirse a la‘amplia €scala de materiales sintéticos o
semisintéticos utilizados en una gran captidad de aplicaciones. Esta palabra
proviene del vocablo griego “plastikos” que significa,.Que se puede moldear.
Haciendo referencia a su maleabilidad en el proceso de fabficacion, lo que permite
fundirlo, prensarlo o extrusionarlo, para conseguir formas{muy variadas como

laminas, fibras, placas, tubos, botellas, cajas, entre otros. (PlasticsEurope, 2018).

Segun Madrigal y Shastri (2011), PlasticsEurope (2018) y ANIRAC (2019) los
plasticos segun su comportamiento al calor, pueden ser termoOplasticos,

termoestables o elastbmeros.

+ Termoplasticos: Son polimeros que se funden y se moldean mediante
multiples procesos, estos se ablandan con el calor y se endurecen al

enfriarse.

Senestey Alexi Garcier Giarci|




“CARACTERIZACION DE BACTERIAS DEGRADADORAS DE POLIETILENO DE BAJA DENSIDAD” “

Los principales son:

Polietilene~(PE).

Polipropileno(PP).

Poliestireno(PS).

Cloruro de polivinile"(PVC).

ABS (Acrilo Nitrilo/Butadieno/Estireno).
Estireno Acrilonitrilo (SAN).

Acrilico (polimetilmetacrilato, PMMA).
Policarbonato (PC).

© 0 N o g b~ wDdhPRE

Nylon (poliamida, PA).

10.Polietilen Tereftalato (PET).

11.Poliester (Polibutileno Tereftalato,"PBT or PBTP).

12. Acetal (polioximetileno, POM):

13.PPO, PPE (Oxido Polifenileno.Modificadosy Ether Polifenileno).
14.Polisulfone, Polieterimide, y Poliethersulfone”(PSO, PEI, PES).
15. Poliuretano Termoplastico (TPU).

Propiedades de los termoplasticos: Poseen una estructura molecular simple, con
macromoléculas independientes quimicamente. Si se+calientan se derriten,
posteriormente se moldean, se forman, se fusionan y se ‘solidifican al bajar la
temperatura. Estos ciclos pueden repetirse muchas veces por 40 gque se pueden

procesar y reciclar en varias ocasiones.

+ Termoestables: Polimeros sintéticos que son tratados mediante” varios
procesos que inducen cambios en su composicion, creando una estractura
guimica tridimensional. Estos plasticos se endurecen mediante el calor,y a
diferencia de los termoplasticos, estos no son regenerarles mediante el calor.
Las baquelitas son probablemente los plasticos termoestables mas

conocidos.
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En este gripo se encuentran las:

Resina epoxi.

Poliésteres nosSaturados.

Poliuretanos.

Silicones.

Resinas Fendlicas, (Fenol-Formaldehido).

Resinas Urea Folmaldehido.

N o ok~ 0w DbdE

Resinas de Melanina o Melaminicas, (Melaminas-Formaldehido).

Propiedades de los termoestables: Estos polimeros conservan su fuerza y forma
cuando se aplica calor, por lo que_son muy resistentes, ideales para producir
compuestos permanentes y grandes formas“sélidas. Cada termoestable posee
diversas propiedades Unicas. Las resinas.€poxi son elasticas, tienen una resistencia
quimica extraordinaria y son faciles de endurecer relativamente. A diferencia, los

fenoles son quebradizos y duros.

+ Elastébmeros: Es un compuesto quimico que posee la peculiar caracteristica
de ser muy elastico, retoma su forma incluso después de serdeformado. Por
ello es el polimero basico de otros materiales como la goma, y productos

adhesivos.

Siendo los principales:

1. Elastbmeros de butadieno-estireno.
2. Neopreno.

3. Elastébmeros de Polisulfuro y Siliconas.
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Hipalon.
Elastémeros de Poliuretano.
Fluorelastémeros.

Poliisoprenos:

© N o g &

Polibutadieno.

Propiedades de los Elastomeros: Posee miles de mondémeros, formando una
enorme cadena muy flexible ¢y-€ntrelazadas de manera desordenada, lo que le
confiere su gran elasticidad. Cuando_este polimero es estirado, sus moléculas se
arreglan de tal manera que tomanrun.aspecto cristalino, sin embargo, al soltarlo

rapidamente vuelve a su forma original desarreglada.
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1.- Polietileno (PE).
.- Polipropileno (PP).
.- Poliestireno (PS).
4.- Cloruro de polivinilo (PVC)

4.- ABS (Acrilo
Nitrilo/Butadieno/Estireno).

6.- Estireno Acrilonitrilo (SAN).

.- Acrilico (polimetilmetacrilato,
PMMA).

8.- Policarbonato (PC).
.- Nylon (poliamida, PA).
10.- Polietilen Tereftalato (PET).

11.- Poliester (Polibutileno
ereftalato, PBT or PBTP) .

12.- Acetal (polioximetileno, POM).

13.- PPO, PPE (Oxido Polifenileno
Modificado y Ether Polifenileno).
14.- Polisulfone, Polieterimide, y
Poliethersulfone (PSO, PEI, PES).

15.- .Poliuretano Termoplastico
(TPU).

1.- Polietileno (PE)

Figura 2. Familia de los plasticos (Madrigal y Shastri, 2011).
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2.- Neopreno.

3.- Elastomeros de
Polisulfuro y
Siliconas.

3.- Poliuretanos.

4.- Silicones.

5.- Resinas Fendlicas,

B/ .- Hipalon.
(Fenol-Formaldehido).

_ . 5.- Elastdmeros de
G.- Resinas Urea Poliuretano.
roimaldehido .

_ - 6.- Fluorelastémeros.
7.- Resinas de Meianina
o Melaminicas,
(Melaminas-
Formaldehido).

7.- Poliisoprenos.
8.- Polibutadieno.

2.- Polietileno lineal de

/ baja densidad (PELBD).
R

3.- Polietileno de alta
densidad (PEAD).
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3. ANTECEDENTES

En un estudio’realizado en la ciudad de Lima, Peru se llevé a cabo una investigacion
para la busqueda‘de microorganismos con accién biodegradadora sobre el PEBD,
para ello tomaron material plastico con signos de deterioro y se examind la
biodegradabilidad en eendiciones controladas, la mediciébn de dicha accion se
realizé cuantitativamente-midiendo el porcentaje de peso perdido en un periodo de
incubacion de 2 meses. Se identificd un consorcio microbiano, el cual obtuvo una
remocion del 5.4 % del peso,total de las perlas de polietileno (empleadas como
Unica fuente de carbono), del cansercio conformado solo de bacterias (pH 7.0) y un
4.8 % obtenido del consorcio de levaduras y hongos (pH 5.5). Se aislaron seis cepas
de las cuales las bacterias obtenidas fueron dos especies de Pseudomonas sp., y
entre hongos y levaduras se obtuvieron Penicilium sp., Rhodotorula sp.,
Hyalodendron sp. y una espeCie_de levadura no identificada (Uribe, Giraldo,
Gutiérrez y Merino, 2010).

En un segundo estudio se buscé aislar-un-consor€io microbiano capaz de degradar
PEBD, para ello se recolectaron muestras-del sitio-de.disposicion final de residuos
so6lidos urbanos conocido como “Bordo Poniente” de da.ciudad de México. Para la
pre obtencion de cepas se utilizo medio de sales minerales{MSM) adicionados con
perlas de PEBD como Unica fuente de carbono. Se realizé Un.ensayo para degradar
tres diferentes compuestos (polietileno, papel y madera) en-gultivo estatico y en
agitacion constante, se registr0 peso inicial y peso final para~determinar el
porcentaje de biodegradacion. En los resultados se obtuvieron' una mayor
biodegradacion de PEBD en cultivos de agitacion constante, con hasta un19.32 %
en un periodo de 60 dias. De los ensayos a pH 5y 7 el valor mas alto sef{obtuvo en
cepas cultivadas a pH 5 favoreciendo el crecimiento de hongos filamentosos,Cabe
resaltar que las levaduras fueron las mas predominantes. La Unica cepa obtenida
de bacterias fue Pseudomonas sp., de hongos fueron Aspergillus fluvus, Aspergillus
fumigatus, Aspergillus niger, Cladosporium sp., Gliocladium virens y Penicillium sp.
y de levaduras fueron Rhodotorula sp., Saccharomyces cerevisiae Yy

Schizosaccharomyces pombe. De igual manera, se constatd que estos
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microorganismos son capaces de biodegradar diferentes compuestos organicos y
dependiende de su naturaleza seré el tiempo en que el material sera degradado,
siendo el PEBD¢el que mayor tiempo se lleva para ser biodegradado (Gutiérrez,
2013).

En otro estudio en\suelos de vertederos municipales de Indore, India se aislaron
varios microorganismas autoctonos. Para la obtencion de cepas, se utilizd 50 ml de
solucién salina al 0.85 %._enriquecido con 0,2 g de polvo de PEBD para identificar
Gnicamente bacterias con“potencial biodegradativo. Se obtuvieron poblaciones
mixtas y se aislaron cepas ‘puras. Las bacterias aisladas fueron sometidas a
ensayos de biodegradacion en medio-MSM (0.1 % de (NH4)2SO4, 0.1 % de NaNOs,
0.1 % de K2HPO4, 0.1 % de KCI, 0.02% de MgSOa4 y 0.01 % de extracto de levadura
en agua destilada) con laminas de PEBD;, por 96 horas, cuando el cultivo alcanzoé la
fase estacionaria. Para determinar/la accion degradadora se estimé el porcentaje
de peso perdido del cual la cepa A2 presento6 la mayor actividad degradativa con un
17.8 %, seqguido del consorcio con unv14.67 %,da.cepa Al con un 5 %, la cepa C
con 0.9 % y la cepa B con 0.6 %. Se sefala que la“accién de enzimas inhibidoras
(la competitividad) de diversas especies podria ser la’causa de que el consorcio no
sea tan efectivo como la participacion individual de las cepas. Se identifico
genotipicamente una nueva cepa, Pseudomonas citronellolis, con una similitud en
la Base de datos BLAST del 96 %, como resultado una cepa.nueva. El aislamiento
fue denominado como Pseudomonas citronellolis EMBS027 (Bhatia, Girdhar, Tiwari
y Nayarisseri, 2014).

En un cuarto estudio se investigaron algunos métodos para aumentar los fndices de
biodegradacion del polietileno a través de medios fisicos y biolégicos.Se utilizé la
bacteria Bacillus subtilis, (obtenida de la colecciéon de cultura microbiana,Pune,
India), por su idoneidad para utilizar el polietileno como Unica fuente de carbefo y
por su capacidad de producir biosurfactantes. Para los medios fisicos se utilizaran
laminas de PEBD y PEAD (Polietileno de alta densidad) de 2 x 2 cm y se irradiaron
con UV por 72 horas y para los medios bioldgico se utiliz6 MSM (NaNO3 (29g),
MgS04 (0.5g), KCI (0.5g), Fe2 (SO4)3 (0.01g), KH2PO4 (0.14g), K2ZHPO4 (1.29),
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en matrages,con PEBD y PEAD, adicionado con 0.02g de extracto de levadura. Para
la obtencidn<de biosurfactantes se inocularon cepas de B. subtilis en caldo Nutritivo,
se incubo hastadlegar a la fase enddgena, se afiadié aceite de oliva y se agitaron
durante 3y 7 dias"para la produccion de biosurfactantes. Como resultado el peso
de la pelicula de "\PEBD y PEAD con el pre tratamiento de la UV no cambio
significativamente, sin embargo, el tratamiento de las peliculas de PEBD con
Bacillus subtilis que contaban con la adicion de biosurfactante (surfactina) resultaron
ser las mas eficiente con unsporcentaje de pérdida de peso del 9.26 % en 30 dias.
Se sefiala que los biosurfactantes son los responsables de la adhesién de los
microorganismos a la superficie del~polietileno, por lo que el incremento de estos,
aumentd la velocidad de adhesiéhsala superficie del polietilieno y su posterior
utilizacion como fuente de carbono (P:y*Mathew, 2015).

Se tiene también conocimiento dé otro estudio para mejorar los costos de la
degradacion de PEBD y PEAD empleando téenicas ecoldgicas y seguras, asi como
estrategias rentables, para el cual se emple6 ‘unscansorcio de bacterias termofilas
de recién formulacion extraidas de excretas de waca. Las recolecciones de las
muestras se realizaron en 9 lugares con.contaminacion plastica en la ciudad de
Bengaluru, India, las muestras se enriguecieron y mediante el método estandar se
diluyeron en placas de MSM (sulfato de amonio (1,0 gl'¥), fosfato di-potasico (7,0
glt), fosfato de potasio (2,0 gl?), sulfato de magnesio (0,1 gl¥).adicionado con polvo
de PEBD y PEAD (1.0 gI'!) a 55 °C, Se utilizaron solo las cepas.que presentaron
una mayor biodegradacion de PEAD y PEBD. Por lo cual se seleccion6 cuatro
aislamientos puros para formar once combinaciones de consorcios bacterianos, se
utilizé medio MSM en tubos de ensayo con 15 ml con caldo de cultivo MSM, con
tiras de PEBD y PEAD de 5x1 cm y granulos de 2.5 mm de diametro, Se.incubo
durante 120 dias a 55 °C. Se realizaron ensayos en diferentes condiciones de
temperatura y pH, considerandose la velocidad de biodegradacion mediante ‘la
estimacion de pérdida de peso. Como resultado se obtuvo una estimacion de la
biodegradacion de las tiras de PEBD en 75 + 2 %, los granulos del mismo en 55 +

2 %, las tiras de PEAD en 60 £ 3y los granulos del mismo en 43 + 3 %. Las bacterias
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obtenidas” fueron Pseudomonas sp., Stenotrophomonas sp., Bacillus sp., vy
Paenibacillus sp. (Skariyachan, et al., 2017).

En otro estudio_se identificé a P. aeruginosa como degradadora de PEBD, a partir
de muestras desagua. Se realizaron diferentes tratamientos con diferentes
condiciones de incubacion (pH y temperatura). La adaptacion se realizé en agar
Nutritivo y Cetrimida con,PEBD, a diferentes concentraciones (20, 40, 60, 80 y 100
% de PEBD triturado). Los tratamientos se realizaron a diferentes temperaturas (20,
25, 30,35y 40 °C) y pH (948, 7.5, 7, 6.5, 6 y 5.5), durante 72 h. Los resultados
muestran que la especie pudo‘efecer 6ptimamente en pH 8 y temperatura de 25 °C.
Se menciona que P. aeruginosa_se constituye en una alternativa viable para la
biodegradacion de PEBD, demostrando de igual manera que tanto el pH como la
temperatura influyen en el crecimiento.microbiano y por lo tanto en la degradacién

de dicho polimero (Gutiérrez, 2018).
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4. JUSTIFICACION

El polietileno/es el termoplastico mas usado a nivel mundial, por sus mdltiples
aplicaciones ya.que, ademas de ser un plastico barato puede moldearse a cualquier
forma. A nivel mundialen 2016 se produjeron 330 Millones de toneladas de plastico,
América del norte es€ltercer productor de plastico en el mundo, con una produccion
de 60 Millones de toneladas en el mismo afo, lo que representa un 18% de la
produccién mundial y en Méxice, en 2016 se produjeron 5.396 millones de toneladas
de plastico (ANIPAC, 2016). Lo gue se convierte en una gran cantidad de residuos
gue en su mayoria no son reciclados, los cuales van a parar a los vertederos de
basura o rellenos sanitarios en el 'mejor de los casos. Parte de estos residuos son
depositados en cuerpos de agua que vana parar a los mares, convirtiéndose asi en
un gran problema medioambiental.

La gran industria del plastico lleva consige-muchos problemas medioambientales,
una de las peores barreras en esta empresa‘es la persistencia de estos materiales
en el ambiente. En este marco, la biodegradagion viene a resolver parte de la
problemética dada la gran cantidad desdesechoes’ plasticos con ayuda de las
bacterias, las cuales podrian degradar estos compuestos.de una manera amigable
con el ambiente.

Las bacterias cumplen con la importante tarea de asimilacion de estos desechos
plasticos, este es un proceso Unico en el que se lleva a“eabo una verdadera
integracion de los atomos, producto de la fragmentacion del polimereo, al interior de
estos microrganismos. Esta anexion provee a los microorganismesvde energia y
elementos (carbono, nitrégeno, oxigeno, fosforo, azufre, entre otros.) necesario para
constituir la estructura de la célula (Yepes, 2014). Dando como resultado/moléculas
simples que son expulsadas al ambiente tales como diéxido de carbono,
dinitrdgeno, metano, agua, entre otros, que son facilmente absorbidos por el
ambiente reintegrandolos asi al ciclo del carbono.

Existen diversos estudios que apuestan por esta dinamica para combatir los
desechos plasticos y se cuenta con una lista de alrededor de 26 especies de

microorganismos que son capaces de realizar esta tarea con mucha eficiencia,
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aunque no gueda dudas que con la gama de tecnologia con la que se cuenta hoy
basada enun, enfoque méas detallado de esta dinamica, esta lista de especies
aumentara (Restrepo, et al., 2014).

El tema de la biodégradacion como una herramienta de la biotecnologia, nos abre
hoy muchas pautas’para combatir el problema de la contaminacion de muchos
polimeros sintéticos, { sin” influir de manera significativa en los procesos de
integracion al medio ambiente.

Estos temas son de mucha‘relevancia en los tiempos actuales, el implementar
nuevas metodologias de biorremediacion ayudara a desarrollar técnicas eficaces
para terminar con la problematica de-estos polimeros, de igual modo podria mejorar
las tecnologias con las que ya se cuentan e incluso desarrollar nuevas tecnologias
en diferentes ambientes. Este estudio.'desarrolla una metodologia con variantes
diferentes en la biodegradacion, ademas de establecer un estudio en donde no se
tenian investigaciones y colabora cony/la busqueda y ampliacion de
microorganismos adaptados al PEBD. 'Es de vitalimportancia ampliar esta lista con
nuevos microorganismos que ayuden con la tarea de degradar este y otros
polimeros. Por ello, esta investigacion tiene como objetivo aislar e identificar cepas
bacterianas, que cumplan eficientemente con-a degradacién del PEBD, utilizandolo

como Unica fuente de carbono y energia.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Caracterizar bacterias_capaces de adaptarse y degradar, el polietileno de baja
densidad como Unica fuente de carbono y energia, a partir de cepas aisladas en

suelo de un relleno sanitariostibicado en el municipio de Teapa, Tabasco.

5.2 Objetivos Particulares

+ Aislar y adaptar cepas bacterianas con potencial de adaptacién al PEBD
como Unica fuente de carbono y ehergia en medio MSM, a partir de muestras
de suelo de un relleno sanitario.

+ Identificar bioquimicamente las’ cepas‘capaces de adaptarse al PEBD, a
través del sistema de identificacioniminiaturizado api® 20NE (bioMérieux).

+ Determinar el porcentaje de degradacion de las'cepas adaptadas al PEBD,

en base al peso inicial y final.

6. HIPOTESIS

En el relleno sanitario del municipio de Teapa, Tabasco se encuentran bacterias

capaces de adaptarse al polietileno de baja densidad como Unica fuente de;carbono.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Area de éstldio

Las muestras se ,cOlectaron en el relleno sanitario regional Teapa-Tacotalpa.
Ubicado en la rancheria Arcadio Zentella, en la carretera Teapa-Tacotalpa
colindando cerca del Instituto Tecnologico Superior de la Region Sierra; con las
coordenadas N 17° 32' 17.516" O 92° 52' 32.278". El vertedero se encuentra
alejado de la ciudad con condiciones ambientales Optimas para la proliferacion
bacteriana, por su antigiiedad y per su prominente cantidad de residuos plasticos
observados (Figura 3 y 4).
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Figura 3. Area de estudio (Google, 2018).
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igur 4. Relleno sanitario r

eionaTe?ia—TIp.
7.2 Fase 1
7.2.1 Colecta de las muestras

El relleno sanitario presenta diversos acumulamientos, compuestos por residuos
domeésticos, entre ellos: pilas, residuos de cemidas, electrodomésticos, pafnales,
diversos tipos de bolsas plasticas, fibrag-textilesgentre otros. Estas acumulaciones
se encuentran en todo el perimetro del relleno. Per‘lo cual, se seleccionaron tres
puntos de muestreo con base a los siguientes criterios#mayor cantidad de residuos,
presencia de residuos plasticos y lixiviados.

Las muestras fueron tomadas con ayuda de un nucleadorstubular, a diferentes
profundidades superficial de 10, 20 y 30 cm con un aproximade“de 300 g por punto
de muestreo y se colocaron en una bolsa plastica de primer uso. Las muestras se
colectaron junto con residuos de plasticos (envoltorios plasticos. transparentes,
bolsas de basura y algunas bolsas plasticas de colores); posiblemente_elaborados

con PEBD y con signos de deterioro (Figura 5).
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Figura 5. Colecta de las muestras,«on un nucleader a profundidades de 10, 20y 30 cm.

7.2.2 Procesamiento de muestras
Se utilizé la metodologia de Uribe, et ak'(2010) medificando algunos puntos. Como
primer paso se almacenaron las muestras recolectadas a 4 °C para su
conservacion. El procesamiento de las muestras eolectadas se realizd en el
laboratorio de Microbiologia de la Division Académica de”Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Juarez Autbnoma de Tabasco.
Los tres niveles colectados (10, 20 y 30 cm de profundidad) fueron mezclados para
obtener una muestra homogénea por sitio de muestreo. Se peSaren 20 g de las
muestras de suelo y se inocularon por triplicados en matraces coniMSM integrado
por (g.L 1) MgS04(7H20), 0,5 g; KH2PO4, 0,5 g; Na2HPO4(12H20), 2,52 g; NH4Cl, 1
g; CaClz, 0,002 g; MnSO4(7H20), 0,007 g; FeSO4(7H20), 0,001 g y ZnSO«(7H20),
0,007 g. Anadiendo asi mismo los fragmentos de plasticos con signos de deterioro,
previamente recolectados (Figura 6). Las muestras se incubaron a 35 °CzCon

agitacion constante a 160 rpm, durante 20 dias.
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del sitio de muestreo.

Figura 6. Primera fase de adaptac@medio de_sales minerales con bolsas de plastico
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Transcurrido el tiempo de incubacién se

seleccionaron las Unidades Formadoras

de Colonias (UFC) de mayor crecimiento,

para sembrarlas mediante la técnica de
estrias multiples (Figura 7), sobre agar
EAM, agar Soya Tripticaseina y agar
Cetrimida, esto con la finalidad de
obtener cultivos axénicos. Una vez
obtenidos los cultivos puros se

transfirieron a tubos tipo Eppendorf de 2

ml con 15 ml de caldo Soya
Figura 7. Aislamiento utilizando la técnica o _ L
de 4 estrias. Tripticaseina, para su conservacion y
posterior uso (Winn et al., 2008).
Las cepas puras fueron identificadas; mediante pruebas bioquimicas, utilizando el

sistema de identificacion miniaturizado’API® 20NE (bioMérieux).
7.3 Fase 2

7.3.1 Disefio experimental

El experimento se realizdé con una sola especie bacterianatpor cada tratamiento y
por duplicado. Se realizé una fase de adaptacion y una de‘degradacion. La fase de
adaptacion tuvo como objetivo determinar, que cepas baecterianas tienen la
capacidad de adaptarse al PEBD como unica fuente de carbono(y energia, esta se
realiz6 mediante dos controles y un tratamiento (por cada cepa), €l'\primer control
se llevo a cabo en matraces con MSM, sin inocular y con 300 mg de“RPEBD, el
segundo control se realizé en matraces con MSM, inoculado con cepas bacterianas
(10 x 10° UFC/ml) y sin PEBD, ambos controles contenian 0.02 ml de peptona y el
tratamiento se realiz6 en matraces con MSM, inoculado con bacterias (10 %'10°
UFC/ml), 300 mg de PEBD y suplementado con 0.02 ml de peptona, en esta fase
no se realizé medicion alguna.

La fase de degradacion tuvo como objetivo conocer el porcentaje de remocion del

PEBD como unica fuente de carbono y energia, asi como el crecimiento de las
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cepas. Paraello se utilizaron dos controles como en la fase anterior sin adicion de
peptona y eltratamiento se realizé6 en matraces con MSM, inoculado con bacterias
(10 x 10° UFC/mh)y 300 mg de PEBD, los tratamientos se realizaron por duplicados.
Para determinar el"erecimiento de las cepas y el indice de biodegradacion (IB) se

realizaron mediciones iniciales y finales de las UFC/ml y el peso en seco del PEBD.

7.3.2 Fase de adaptacion

Utilizando la metodologia ‘modificada de Gutiérrez, (2013) se realizd un
experimento, con las cepas obtenidas en la fase anterior. Se realizé una turbidez
segun el tubo 5 de la escala de Mcfarland (1.5x10° UFC/ml), con la ayuda de un
hisopo estéril, a partir de un cultivo-de 24 h en agar Soya Tripticaseina, las colonias
fueron transferidas a un tubo de ensay@ con 9 ml de peptona alcalina al 1 %, hasta
obtener la turbidez 5.

Posteriormente se inocularon 2 mlde esta selucion, en matraces de Erlenmeyer con
100 ml de MSM suplementado con 0.02 ml despeptona y 300 mg de PEBD. Estos
se mantuvieron en agitacion constante-a-420 rpm.con una temperatura de 35 °C por
30 dias (Figura 8).

Figura 8. Fase de adaptacion en medio de sales minerales con 300
mg de PEBD.
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7.4 Fase3

7.4.1°Fase de degradacion
A partir de los matraces de la fase anterior se inocularon 5 ml en un nuevo matraz
con 100 ml de MSM y.300 mg de raspadura de PEBD, obtenidos de bolsas de primer
uso, como Unica fuente’de carbono y energia. Este nuevo medio inoculado de igual
manera se mantuvo en_agitacion constante a 120 rpm con una temperatura de 35
°C por 60 dias (Figura 9):

100 ml 100 ml 100 ml 100 ml
MSM MSM MSM MSM

Control: Control; Tratamiento: Duplicado:
300 mg de PEBD Sin PEBD Bacteria (10 X10%) Bacteria (10 X10%)
Sin bacterias con bacterias + +
300'mg,de PEBD 300 mg de PEBD

Figura 9. Disefio experimental para la degradacion de PEBD, utilizando bacterias aisladas
en suelo de un relleno fitosanitario, suspendidas en MSM; PEPD (polietileno de baja
densidad).

Una vez cumplido los 60 dias del experimento se procedio.atemar muestras de los
matraces para realizar el conteo de UFC y el peso del plastico: €Como primera fase
se empled el método de cuenta viable. Para esto se realizaron diluciones seriadas
de 10! 102 102 10% y 105, inoculando el primer tubo de ensayo con ml del matraz.
Cada tubo de ensayo contenia 9 ml de peptona al 1 %. Una vez obtenida la dilucion
seriada, se inocularon 100 pl de cada tubo de ensayo en sus diferentes
concentraciones a cajas de Petri con agar Soya Tripticaseina y con ayuda de‘un asa
de vidrio Digralsky, se realiz6 un extendido por toda la superficie de la placa:.Se
incubaron de 24 a 48 h segun fue el crecimiento.

Para pesar el plastico, después de tomar la muestra anterior, se utilizé una bomba
de vacio y un filtro de membrana nitrocelulosa Millipore, se filtro el contenido del
matraz para obtener Unicamente el PEBD. Se aplicaron 3 lavados, un lavado con
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agua destilada por 5 minutos, un lavado con hipoclorito de sodio al 10 % por 10
minutos y up“ltimo lavado con alcohol etilico de 70° por 10 minutos. Posteriormente
el PEBD se introdujo en un horno Riossa a 50 °C por 24 horas.

Para determinar el'pese*perdido se realizo la siguiente formula:

PO-P1=Pp

Donde:

PO = Peso inicial.

P1 = Peso final.

Pp = Peso Perdido.

Para determinar el indice de biodegradacion (IB) se utilizo la siguiente formula:
(Pp) * (100) / PO = IB.

(Metodologia modificada de Uribe.et al., 2010).

7.5 Prueba estadistica
Para determinar si habia diferencias significativas entre los valores de IB de cada
especie utilizada, se realizo una prueba de ajuste de bondad por ji-cuadrada, para
datos que no siguen una distribucién normal, utilizando el paquete estadistico
Statgraphics centurion®.

8. RESULTADOS

8.1 Caracterizacién e identificacién de cepas bacterianas

Se realiz6é una adaptacion en MSM con muestras de suelos y residuos de.plasticos,
qgue provienen del relleno sanitario. Se aislaron 48 cepas bacterianas de las.cuales
se seleccionaron 18 cepas, estas presentaban un rapido y mayor crecimiento, esStas
cepas se identificaron bioquimicamente, después de una incubacion por 30 dias@
35 °C. Las cepas fueron agrupadas en 4 familias: Pseudomonasdaceae,
Aeromonadaceae, Burkholderiaceae y Rhizobiaceae. Las especies con mayor

presencia fueron: Pseudomonas aeruginosa (77.7 %), seguida de Aeromonas
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hydrophila®(5.5 %), Burkholderia cepacia (11.1 %) y Rhizobium radiobacter (5.5 %)
(Tabla 1y 2):

Tabla 1. Especies.identificadas a partir de muestras de suelo de un relleno sanitario en
Teapa, Tabasco; P.aeruginosa (Pa); A. hydrophila (Ah); B. cepacia (Bc) y R. radiobacter

(Rn).

Tratamiento

Medio de‘%c

Color

Especie

Pal8 EAM Morado con halo blanco
Pal7 EAM Rosa palido
Pa04 EAM Morado palido con halo
blanco
Pa06 EAM Rosa con halo blanco
Pal4 EAM Morado pélido
Pa01l Soya tripticaseina Amarillo pastel
Pal0 Soya tripticaseina Café Pseudomonas aeruginosa
Pa07 Soya tripticaseina Crema
Pa05 Soya tripticaseina Blanco
Pall Soya tripticaseina Crema-café
Pa08 Soya tripticaseina Narahjalpéalido
Pa09 Soya tripticaseina Naranja
Pa03 Soya tripticaseina Crema
Pa02 Cetrimida Verde
Ah12 Soya tripticaseina Blanco Aeromonas hydrophila
Bcl3 Soya tripticaseina Blanco-crema ] )
=cl6 Y Morado Burkholderia cepacia
Rr15 Soya tripticaseina Crema Rhizobium radiobacter

Tabla 2. Clasificacion taxondémica de las especies aisladas.

Filo Clase Orden Familia Genero @ ecie
© Gama Pseudomonadales | Pseudomonadaceae | Pseudomonas | P. a.eruginosa
E Proteobacteria Aeromonadales Aeromonadaceae Aeromonas A. hydrophila
% Betaproteobacteria | Burkholderiales Burkholderiaceae Burkholderia B. cepacia

;:c_’ Proteobacteria alfa | Rhizobiales Rhizobiaceae Rhizobium R. radiobacter
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8.2 Indice de biodegradacion (IB)

En la Figuras10, se presentan los resultados obtenidos de las UFC/ml y el IB de los
diferentes tratamientos, durante la fase de degradacion. Los tratamientos con
valores altos en crécimiento fueron: Pal8, Pal7, Bcl16, Rrl5 y Pal4 (21,500,000;
14,400,000; 9,000;000;* 8,200,000 y 8,170,000 UFC/ml, respectivamente). Los
valores medios fueronflostratamientos: Bc13, Ah12, Pall, Pal0, Pa09, Pa08, Pa07
y Pa06 (8,000,000; 7;400,000; 6,200,000; 5,700,000; 5,500,000; 5,500,000;
5,300,000 y 4,800,000 UFC/mlI, respectivamente). Por dltimo, los tratamientos con
valores bajos fueron: Pa05, (Pa@4, Pa03, Pa02 y Pa0Ol (2,480,000; 2,080,000;
1,700,000; 1,390,000 y 88,000 UFC/ml, respectivamente).

Con base a los resultados obtenidosvdel 1B, segun la formula descrita en la
metodologia. Se observé que los tratamientos que presentaron un mayor IB fueron:
Pa08, Pal8, Pal4, Bcl6 y Pa01 (4.33, 2:67, 2.33, 2.33 y 1.67 %, en orden
correspondiente). Los valores medios‘fueron:. P04, P10, P09, Ahl12, Rrl5, Pa06,
Pal7 y Pa02 (1.67, 1.33, 1.33, 1.38,.4.33, 0.67,~0.67 y 0.67 %, en orden
correspondiente). Finalmente, los tratamientos conosyvalores mas bajos fueron:
Bc13, Pall, Pa07, Pa03 y Pa05 (0.67, 0:67, 0.33,/0.83 y 0.33 %, en orden

correspondiente).
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Figura 10. Valores obtenidos de los-indices de\adaptabilidad y biodegradacion de cada
tratamiento, los datos corresponden atvatores promedios por duplicados realizados
por cada tratamiento. P. aeruginosa-(Pa); A. hydrephila (Ah); B. cepacia (Bc) y R.
radiobacter (Rr).

8.3 Prueba estadistica

Segun la prueba estadistica de ajuste de bondad por ji-Cuadrada, se encontraron
diferencias significativas entre cada especie, con un valor de'R.>,0.05 (0.75) con un
nivel de confianza del 95 %. En la figura 11 se muestra la dispersion de los datos,
en siete grupos, se observan valores extremos que marcaron la“diferencia en el
grupo Fy G, el mayor grupo de datos se encuentra en el grupo B. Los grupos Fy G
corresponde a las especies P. aeruginosa (Pa08 y Pal8), con IB de 4.33 y.2.67 %,
respectivamente. La mayor agrupacion de los datos se puede notar en eligrapo B,
estas cepas corresponden a las especies P. aeruginosa (Pall, Pa02, Pal7 y Pa06)
y B. cepacia (Bc13) ambas con un IB de 0.67 %.
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Figura 11. Distribucion de los valores.en.IB (indice de biodegradacion), de las diferentes
cepas estudiadas (Grafica de cuartiles). . F y G representan diferencias estadisticas
significativas.

9. DISCUSION

En esta investigacion se aislaron 48 e¢epas bacterianas de las cuales solo se
evaluaron 18 cepas, provenientes de ungrelleno “sanitario regional de Teapa-
Tacotalpa, del estado de Tabasco. La especie con‘mayor crecimiento fue P.
aeruginosa (Pal8), seguidas de B. cepacia (Bc16), R. sadiobacter (Rrl5) y A.
hydrophila (Ah12). Las especies con valores altos en el IB fueron P. aeruginosa (08),
seguidas por B. cepacia (Bc16), A. hydrophila (Ah12) y R. radiobacter (Rr15).

En la biodegradacion de plasticos, especificamente en PEBD se“han reportado
especies de bacterias como Pseudomonas sp., Bacillus sp., Sphingomenas sp.,
Arthrobacter sp., Streptomyces sp., Brevibacillus sp., Flavobacteriom sp.,
Stenotrophomonas sp., y Paenibacillus sp. hongos como A. fluvus, A. fumigatus, A.
niger, Cladosporium sp., G. virens, Penicillium sp., Hyalodendron sp., Fusarium'sp.,
Chaetomium Globosum, Mortierella sp., Gliocladium solani., Phanerochaete
chrysosporium y Mucor cicinelloides; asimismo levaduras como Rhodotorula sp., S:
cerevisiae y S. pombe (Gutiérrez, 2013; Uribe, et al.,, 2010; Yepes, 2014 y

Skariyachan, et al., 2017). En la presente investigacion, se adaptaron B. cepacia, A.
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hydrophila™y, R. radiobacter, a PEBD, cabe mencionar, que no se encontraron
estudios anteriores que reporten estas especies degradando dicho compuesto.

Se encontro que-P. aeruginosa fue la especie con mayor representatividad en esta
investigacion. Lasversatilidad de esta especie bacteriana para adaptarse a
diferentes sustratos’organicos, esta regulada por la expresion de ciertos genes,
localizados en su genoma bacteriano. El 8.4 % de su carga genética esta
relacionada con la regulaciéon (cepa PAO1). Presentan una gran cantidad de
sistemas de trasportes de membrana (alrededor de 300), la cual le permite captar y
metabolizar diferentes sustrateSy posee también extensas rutas metabdlicas de
oxidacién, como la B-oxidacién (Vanegas y Jiménez, 2013). Ademas de las ventajas
gue adquiere en las mutaciones, JP.vaeruginosa puede adquirir material extra
cromosomico a traveés de los plasmidos,,generalmente mediante la conjugacion
(Moradali, Ghods y Rehm, 2017). Convirtiéndose en una de las especies
degradadoras por excelencia.

Otras de las especies con una destacada genética es B. cepacia, la cual cuenta con
una gran variabilidad metabdlica, capaz.de utilizar\compuestos organicos como
Unica fuente de carbono y energia, por lo'que.coloniza diversos sustratos, que van
desde suelos hasta ambientes humedos, incluso forma asociaciones simbidticas
con animales y plantas (ampliamente asilados de tejido0 animal y vegetal), esta
especie cuenta con una extraordinaria capacidad genética, posee multiples
cromosomas, amplia variacion en el tamafio de su genoma ). una excelente
adaptabilidad lo que le confiere una gran capacidad mutagénica, reégientemente se
ha reportado que la cepa SRS-W-2-2016 presenta 218 genes relacionados con la
biodegradacion y metabolismo de agentes xenobiédticos, lo que la hacén una cepa
de importancia ambiental (Lessie, Hendrickson, Manning y Devereux, 1996,40pez
et al., 2006 y Pathak et al., 2017).

También se identifico, la especie A. hydrophila, reportada como degradadora de
tintes textiles (Chen, Wu, Liou y Hwang, 2003). En lodos riberefios contaminados
con metales pesados, ha mostrado sensibilidad al cromato y resistencia al mercurio

y plomo, los autores mencionan, que presenta un potencial biotecnoldgico para la
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biorremediacion de suelos con contaminantes como los metales pesados (Soto,
Gutiérrez, Rey,y Gonzéles, 2010), debido a la tolerancia a estos metales.
Sorpresivamente-R. radiobacter presento adaptabilidad al PEBD, aunque solo se
encontré un aislamiento de esta especie. Esta cepa ha sido ampliamente reportada
como patdégena en'dicotiledoneas, como; frijol y tomate, causando tumoraciones en
el cuello de las plantas /(Fernandez, Rodriguez, Gomez, Gregorio y Fernandez,
2012). También ha sido ‘aislada, a partir, de muestras de suelos contaminados con
hidrocarburos y aguas de sentina con diésel, presentando adaptabilidad al diésel en
MSM como Unica fuente de ‘earbono y energia (Ricoy et al., 2012 y Mezquida,
Oviedo y Lara, 2015). Aunque las.enfermedades por R. radiobacter en humanos
son raras, atacando a pacientesinmunocomprometidos, en un estudio mas
recientemente en Tesaldnica, Grecia,\se teportd como patdgeno en una paciente
de 24 afos con un sistema inmune 'sano, la paciente tuvo una cirugia por fractura
abierta de tibia derecha y el himerosun afio después fue ingresada al hospital por
falta de unién de dicha fractura, sevaislo la_bacteria en el sitio de no union,
posteriormente se le administro tratamiento y enstres meces la paciente mostro
mejoria (Stamou, et al., 2018).

Como se puede ver, existen diferentes investigaciones Jreportando a las cuatro
especies identificadas en este estudio, en diferentes sustratos organicos. Una de
ellas es P. aeruginosa, utilizada para la degradacion de la 1Z a-metiltestosterona,
con mayor crecimiento y un 80 % de remocion (Vazquez, 2011).. También se ha
aprovechado en la produccion de biosurfactantes, uno de ellos en_especifico, son
los ramnolipidos, por sus capacidades emulsificantes hacia los hidrocarburos y
ampliamente utilizados en la remocién de metales pesados como el cadmio y plomo,
los cuales presentaron buena actividad de emulsion (0.5343 Unidades de Actividad
Emulsificante por mL) y remociones en estos metales pesados del 98 y 99),%
respectivamente (Giraldo, Gutiérrez y Merino, 2014 vy Igiri, et al., 2018).

Existen también, investigaciones con la especie B. cepacia aislada y reportada
anteriormente en trabajos de biodegradacion de plastico. Meza (2013) aisl6 esta

especie en su escrito en donde determiné la biodegradabilidad del polietileno de
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tereftalato”(RET) y de oxopolietileno por accidon de bacterias nativas en humus de
lombriz, caballe y gallina, logrando degradar un 10.89 % del polietileno de tereftalato
y un 39.99 % .del oxopolietileno. También se reportan en investigaciones que
demuestran una _puena adaptacion a concentraciones altas de plaguicidas como
permetrina 'y cipermetrina, presentando asimismo altas capacidades de
biodegradacion del ©5.6° y 88 % de los plaguicidas antes mencionados
respectivamente, en un periodo de 20 dias (Mendoza, Perea, Salvador, Morales y
Pérez, 2011). En un estudie-reciente elaborado por Pathak et al. (2017) se evalu6
genéticamente a Burkholderia-spe especificamente la cepa SRS-W-2-2016, la cual
fue aislada de muestras de agua,_ provenientes de un sistema l6tico, en EU, a sus
alrededores se localiza una planta” de armas nucleares, descontinuada, con
actividad nuclear, en la cual, aln persiste’contaminantes nucleares, esta especie ha
presentado genes resistentes a altas concentraciones de uranio y niquel.

En esta investigacion se realizarontratamientos con 14 cepas identificadas como P.
aeruginosa, de las cuales, solo siete)cepas_presentaron mejor porcentaje de
remocion en MSM suplementado con’ PEBD, come~unica fuente de carbono y
energia. Estos resultados pueden deberse. a que, contienen carga genética
diferente, demostrando la diversidad genética’de cadaluna de ellas, y por lo tanto
los porcentajes de biodegradacion son diferentes. Esta variabilidad también se ha
reportado por Kyaw, Champakalakshmi, Sakharkar, Lim, y*Sakharkar (2012), con
porcentajes de 20 y 11 % (PAO1 B1 y ATCC B2, respectivamente), cada cepa de
P. aeruginosa presentaba caracteristicas fenotipicas diferentes, €oncluyendo que
los porcentajes varian debido a la carga genética diferente.

Los resultados de esta investigacion se asemejan a los obtenidos porUribe, et al.
(2010), sin embargo, utilizaron consorcios bacterianos. Los porcentajes de
reduccion fueron del 5.5 %, similar a lo obtenido en esta investigacion per)P.
aeruginosa (4.3 %).

Utilizando métodos similares en la colecta de muestras en suelos de vertederos y la
forma de adicién del PEBD al medio, Bhatia, et al. (2014) en Indore, India, en su

estudio, obtuvieron una maxima degradacién de PEBD del 17.8 %, seguidas de
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14.67,5.270.9 y 0.6 % en 4 dias, siendo el tercer resultado un porcentaje similar al
obtenido ep”este estudio, cabe mencionar que utilizaron una nueva cepa de
Pseudomonas ada que llamaron Pseudomonas citronellolis EMBS027.

En estudios diferentes como el de Gutiérrez (2013), quien obtuvo valores mas altos,
reporté una maxima./degradacion de entre el 16.65 y 19.32 % de eliminacion de las
tiras de PEBD, en agitacion constante. Cabe resaltar que el autor, utilizé condiciones
diferentes, periodo de 45.dias para la adaptacion, temperatura, y utilizd consorcios
de microorganismos; bacterias, hongos y levaduras. Por lo cual obtuvo valores
superiores a los de esta investigacion; esta diferencia puede deberse a que, el sitio
de muestreo presenta mayor concentracion de residuos urbanos y el tiempo de
operacion es mayor a diferencia del eStudiado en este trabajo.

En otro estudio diferente, Skariyachan;.et al. (2017), utilizando consorcios de cepas
termdfilas, aisladas de excretas de vacas, determinaban las condiciones 6ptimas
(pH y Temperatura) para mejorar la eficiencia en el trabajo de estos
microorganismos, logrando una méaxima biodegradacion del 75 £ 2 % en tiras de
PEBD. Las condiciones de aislamiento y experimentacion fueron diferentes a las de
este estudio. Cabe resaltar que su metodologia«fue muy diferente, desde el
aislamiento hasta el tipo de bacterias utilizadas (termofilas).

De igual forma y coincidiendo con Gutiérrez (2013) esta investigacién opta por la
utilizacion de un método de agitacion constante, ya que\ se ha reportado
anteriormente una mayor eficacia frente a los cultivos en reposo. Esto apunto a que
los microrganismos biodegradadores trabajan mucho mas efiCientemente en
ambientes aerobios.

Finalmente, el andlisis de ajuste de bondad de ji-cuadrada, sefiala ‘que. existen
diferencias estadisticamente significativas entre especies, utilizando los valores de
IB. Los datos extremos y que marcaron la diferencia, corresponden a dos cepaSide
P. aeruginosa (Pal8 con un IB de 2.67 % y Pa08 con un IB de 4.33 %). Coma se
menciond en parrafos anteriores P. aeruginosa cuenta con una variabilidad ‘y.
mutagenicidad muy amplia lo que le confiere la capacidad para adaptarse a

diferentes sustratos organicos como Unica fuente de carbono y energia.
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10. CONCLUSIONES

1. Se aislaren 48 cepas bacterianas de las cuales se identificaron Unicamente
18 cepas, siendo estas: P. aeruginosa con mayor representatividad (77.7 %),
seguidas de B:cepacia (11.1 %), A. hydrophila (5.5 %) y R. radiobacter (5.5
%), a partir defmuestras de suelo y residuos plasticos con signos de deterioro

del Relleno Sanitario,Regional Teapa-Tacotalpa.

2. En este estudio, las cepas bacterianas presentaron adaptaciéon al PEBD
como Unica fuente de carbono y energia, obteniendo un crecimiento de
88,000 a 21,500,000 UFC/ml, P. aeruginosa fue la especie con mayor
crecimiento. Cabe mencionar que todas fueron capaces de biodegradar el
PEBD en un rango de 0.33 a 4.33"%, siendo P. aeruginosa la especie que
mejor degradd dicho compohente, seguida de, B. cepacia, A. hydrophilay R.
radiobacter.

3. Los indices de biodegradacion sen_valores bajos, pero coinciden con los
reportados por otros autores, ‘ademas ‘de’ que no se realizd la
experimentacién con todas las especies aisladas,/las cuales podrian tener
mayores indices de biodegradacion y crecimiento.

4. Esta investigacion es la base para realizar otros estudios, modificando las
condiciones de los tratamientos; tipo de plastico o caracteristicas fisicas, pH,
temperatura y tiempo de degradacion. Se recomienda aplicar'otro método de
cuantificacion del plastico como, cromatografia liquida, que _permita
determinar metabolitos secundarios; espectrofotometria y mierosCopia

electronica.

5. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre cada cepa,
siendo mas notorias en dos cepas de la especie de P. aeruginosa (Pa08 y

Pal8) con un IB de 2.67 y 4.33 respectivamente, esto puede deberse a las
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diferentes carga genéticas entre las cepas las que las capacita para una
mayaor biodegradacion.

6. En este estudio se utilizaron especies bacterianas individualmente por cada
tratamientoy”se recomienda la utilizacion de consorcios no solo bacterianos
sino de microorganismos como hongos y levaduras para una mejor

degradacion.
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11. ANEXOS

Pa0l
MUY BUENA IDENTIFICACION

Galeria API 20 NE V3.0

Perfil 1754575

Nota

Taxon significativo o n, % ID T Pruebas en contra

Pseudomonas aeruginosa 99.9 | 058 [URE 20%|ESC 1% | |

Taxon siguiente ?A % 1D T Pruebas en contra

Burkholderia pseudomallei 0.1 0.0 |URE 0% [ESC 5% ] MNEa 99% | PACa 94%
Pa02

BUENA IDENTIFICACION

Galeria API1 20 NE V8.0

Perfil 1554575

Mota

Taxon significativo %D [T \ Pruebas en contra

Pzeudomonas aeruginosa 984 67T |ESC 1% | | |

Taxon siguiente v% T 'ﬂlebas en contra
1.8

Burkholderia pseudomallei 0.32 | E&C_, 5% | MNEa 99% | PACa 94% |

Pa03
IDENTIFICACION ACEPTAEBLE
Galeria APl 20 NE V3.0
Perfil 1574475
MNota
Taxon significativo Y 1D T Pruebas en con
Pseudomonas aeruginosa 99.9 | 0.23 [ESC 1% | PNPG #% | NAGa 84% |
Taxon siguiente %% 1D T Pruebas en contra
Pseudomonas fluorescens 0.1 0.0 ESC 1% | PNPG 1% | MINEa 97% | NAGa 85%
ADla 10%

Pa04

MUY BUENA IDENTIFICACION

Galeria API 20 NE V8.0
Perfil 1754575

Nota

Taxon significativo % 1D T Pruebas en contra N
Pseudomonas aeruginosa 99.9 | 058 [URE 20% [ESC 1% ] |

Taxon siguiente %Y ID T Pruebas en contra

Burkholderia pseudomallei 0.1 0.0 |URE 0% [ESC 5% | MNEa 99% | PACa 94%
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o

Pa05

MUY BUENA IDENTIFICACION

Perfil

Galeria Z AP 20 NE V3.0
17545735

o,

MNota
Taxon significativo - N % 1D T Pruebas en contra
Pseudomonas aeruginosa 99.9 | 058 [URE 20% [ESC 1% | |
Taxon siguiente W % 1D T Pruebas en contra
Burkholderia pseudomallei 0.4 00 |URE 0% |ESC 5% | MNEa 99% | PACa 94%
Pa06
MUY BUENA IDENTIFICACION
Galeria API 20 NE(V30
Perfil 1754575
Mota
Taxon significativo W T Pruebas en contra
Pseudomonas aeruginosa 99.9 |~058 [URE 20%[ESC 1% | |
Taxon siguiente % 1D T \ Pruebas en contra
Burkholderia pseudomallei 04 00 [URE 0% |ESC 5% | MNEa 99% | PACa 94%
Pa07
BUENA IDENTIFICACION
Galeria API 20 NE V3.0
Perfil 01554575
Mota
Taxon significative % 1D T \a | ruebasﬁc)lra
Pzeudomonas aeruginosa 98.6 0.46 \| N@3 96% | ES™N\ 1% | |
Taxon siguiente % 1D T “Pruebas en coﬂy\
Pseudomonas fluorescens 0.9 0.9 | ESC 1% | MNEa 9736 \ADIa 10% |
Pa08
MUY BUENA IDENTIFICACION
Galeria API 20 NE V8.0
Perfil 1754575
Mota
Taxon significativo % 1D T Pruebas en contra A
Pseudomonas aeruginosa 99.9 | 058 |URE 20% [ESC 1% | |
Taxon siguiente % 1D T Pruebas en contra
Burkholderia pseudomallei 0.1 0.0 |URE 0% |ESC 5% | MNEa 99% | PACa 94%

Senestey Alexi Garcier Giarci|

37




“CARACTERIZACION DE BACTERIAS DEGRADADORAS DE POLIETILENO DE BAJA DENSIDAD”

o

Pa09
BUENA IDENTIFICACION
Galeria A API 20 NE V8.0
Perfil s 0554575
Not O
Taxdn significativo \ [ a¥ Y 1D T Pruebas en contra
Pseudomonas aeruginosa 966 | 0.46 |NO3 96% [ESC 1% | |
Taxon siguiente vm % 1D T Pruebas en contra
Pseudomonas fluorescens 0.9 049 |ESC 1% | MNEa 97% | ADla 10% |

Palo
BUENA IDENTIFICACION

Galeria API 20 NE V8.0
Perfil 0754575

Nota

Taxon significativo W T Pruebas en contra

Pseudomonas aeruginosa 99.97| Y036 |[NO3 96% |URE 20% [ESC 1% |

Taxon siguiente Y 1D A4 . Pruebas en contra

Pseudomonas fluorescens 0.1 p0=> URE 1% | ESC 1% | MNEa 97% | ADIa 10%

Pall

BUENA IDENTIFICACION

Galeria API 20 NE V8.0
Perfil 1754775

Nota

Taxon significativo % ID T ( )] Prueba‘s?v tra

Pseudomonas aeruginosa 99.9 | 025 JURE 20% |ES€ 1% | MALa 1% ]

Taxon siguiente % 1D T Jruebas en CW‘

Aeromonas salmonicida ssp salmonicida 0.1 0.0 |URE 0% |cAPa@%)] ADIa 1% [cCITa 1%

Pal4d

MUY BUENA IDENTIFICACION

Galeria API 20 NE V8.0
Perfil 1754575

Nota

Taxon significativo Y 1D T Pruebas en contra x
Pseudomonas aeTuginosa 99.9 | 058 [URE 20%]ESC 1% |

Taxon siguiente Y 1D T Pruebas en contra

Burkholderia pseudomallei 0.1 0.0 |URE 0%[ESC 5% | MNEa 99% | PACA 34%
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Pal7
MUY BUENA IDENTIFICACION
Galeria Z ; API 20 NE V8.0
Perfil P.al 1754575
Nota \V PN
Taxén significativo N o % 1D T Pruebas en contra
Pseudomonas aeruginosa 99.9 | 058 |URE 20% [ESC 1% | |
Taxon siguiente ( y % 1D T Pruebas en contra
Burkholderia pseudomallei 0.1 0.0 |URE 0% |ESC 5% | MNEa 99% | PACa 94%
Pal8
EXCELENTE IDENTIFICACION
Galeria API 20 NEVE D
Perfil 1354575
Nota
Taxcn significativo “;(M\ T Pruebas en contra
Pseudomonas aeruginosa 99.9 | 0.9 URE 20% | | |
Taxdn siguiente Y 1D ‘L; Pruebas en contra
Burkholderia pseudomallei 0.1 0.03 | URE 0% | MNEa 99% | PACa 94% |
Ahl12
IDENTIFICACION ACEPTAELE
Galeria API 20 NE V8.0
Perfil STTTTT7s
Nota POSIBILIDAD DE Vibrio fluvighs
Taxon significativo % 1D T ( )3ruebas e‘k{r&
Aeromonas hydrophila/caviae 949.7 047 | TRP 389% | URES 1% | ADla 1%
Taxon siguiente % 1D T Pruebas en com?a
Burkholderia cepacia 0.1 0.0 GLU 24% [ ADH 1% URE 1% | MALa 8%
PACa 99%
Pruebas complementarias(s) GLUCOSAg OM29 R N
Aeromonas caviae 2% +
Vibrio fluvialis 0% -
Aeromonas hydrophila 94% +
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o

Bcl3
BUENA IDEXTIFICACION
Galeria L API1 20 HNE V3.0
Perfil 1447775
Nota @A POSIBILIDAD DE Burkhaolderia gladioli
Taxon significativo - N ¥ % 1D T Pruebas en contra
Burkholderia cepacia 959 | 0.37 [MALa 8% | PACa 99% | |
Taxon siguiente m % 1D T Pruebas en contra
Pseudomonas fluorescens 1.4 0.02 |ADH 80% [ESC 1% [MALa 1% | ADIa 10%
Pruebas complementarias(s) ?A CELac SUCROSAac
Burkholderia cepacia + +
Burkholderia gladicli - -

Bcl6
BUENA IDENTIFICACION
Galeria API 20 NE V&.0
Perfil 1565377
Nota POSIBILIDAD DE Burkholdesia gladicli
Taxon significativo “.-"ﬂ- \ Pruebas en contra
Burkholderia cepacia 98.5 0.29 |ADH 1% | MNEa 99%
Taxon siguiente ".-11‘\_'[ ”wbas €n contra
Pseudomonas fluorescens 0.1 0.0 ESC % | PNPG 1% | MNEa 97% | ADla 10%
PAGE 16%
Pruebas complementarias(s) CELac | SUCFF@.E@)
Burkholderia cepacia + +
Burkholderia gladioli - -

Rr15
BUENA IDENTIFICACION
Galeria API 20 NE V8.0
Perfil 1667755
Nota
Taxdn significativo % 1D T Pruebas en contra v
Rhizobium radiobacter 966 | 04 [CAPa 2% |ClTa 1% |
Taxon siguiente Y 1D T Pruebas en contra
Pseudomonas luteola 0.9 019 |URE 1% | NAGa12% |OX 2% |
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