
i 

INSTITUTO POLITÉCNICO NACIONAL 

 

 

 

UNIDAD PROFESIONAL INTERDISCIPLINARIA DE BIOTECNOLOGÍA 

 

 

 

TESIS 

 

 

Presentada para obtener el grado de 

 

MAESTRO EN CIENCIAS EN BIOPROCESOS 

 

por 

 

Paola Elizabeth Campos Tejada 

Ingeniero Químico Industrial 

 

 

 

TITULO DE LA TESIS 

Biodegradación de ácido tereftálico es sistemas modelos aerobios 

 

 

Dirigida por 

 

Dr. Claudio Garibay Orijel 

Dr. Juan Silvestre Aranda Barradas 

 

 

 

 

 

México, D.F. Noviembre de 2011 



ii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



iii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



iv 

 

  



v 

 
Comisión revisora 

 

 

Dr. Claudio Garibay Orijel  

DIRECTOR DE TESIS 

 

 

Dr. Juan Silvestre Aranda Barradas 

DIRECTOR DE TESIS 

 

 

Dr. Alberto Ordaz Cortés  

ASESOR 

 

 

Dr. Jesús Agustín Badillo Corona 

                                                                       ASESOR 

 

 

Dr. Edgar Salgado Manjarrez 

ASESOR 

 



vi 

Resumen 

El ácido tereftálico (AT) es un compuesto orgánico tóxico; debido a que su aplicación más 

fuerte es la producción de tereftalato de polietileno (PET por sus siglas en inglés) es uno de los 

compuestos que encabezan la lista de los 50 productos más producidos a nivel mundial por lo que es 

inevitable que sea detectado en distintos ambientes como el aire, suelos y aguas naturales lo cual ha 

conllevado a preocupaciones por el impacto ambiental y daños a la salud que origina. 

Distintos proyectos de investigación han generado líneas de estudio para la degradación de 

éste compuesto xenobiótico como los procesos químicos de oxidación avanzada pero también 

existen los procesos biológicos, en donde diversos estudios han demostrado que los 

microorganismos son eficientes para degradar el AT. La degradación biológica puede llevarse a cabo 

por rutas anaerobias y rutas aerobias de acuerdo al tipo de metabolismo de los microorganismos. 

En el presente trabajo la investigación se centra en la biodegradación aerobia del ácido 

tereftálico como única fuente de carbono y energía con dos microorganismos desconocidos capaces 

de biodegradar este compuesto xenobiótico. Estos microorganismos fueron identificados por medio 

de la caracterización molecular del gen 16S rDNA y del análisis microscópico por microscopía 

electrónica de barrido obteniendo los géneros de bacteria Arthrobacter sp. y Rhodococcus sp. ambos 

degradadores de isómeros ftálicos (ácido tereftálico, ácido ftálico y ácido isoftálico). La 

concentración inicial de sustrato a biodegradar fue de 5 g/L y se demostró que sólo Rhodococcus sp. 

puede biodegradar eficientemente esta concentración por lo cual se llevaron a cabo cinéticas de 

crecimiento celular y biodegradación de AT a distintas concentraciones de sustrato (3, 4, 5.035, 7.1, 

9.7 y 14.5) g/L  para determinar la máxima concentración que Rhodococcus sp. pudiese degradar y 

caracterizar el microorganismo. 

Rhodococcus sp. biodegradó AT a todas las concentraciones de sustrato probadas siendo la más 

eficiente 5 g/L de acuerdo a la velocidad específica de crecimiento celular y a la velocidad de 

biodegradación de AT, los parámetros de velocidad máxima (µmax), constante de saturación (Ks) y 

constante de inhibición (KI) fueron calculados de acuerdo a la ecuación de Andrews de inhibición 

por sustrato, el modelo se ajustó a las cinéticas de biodegradación y crecimiento celular para cada 

concentración de sustrato utilizando los parámetros obtenidos de µmax, Ks y Ki  con el software 

Model Maker versión 4. 
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Abstract 

Terephthalic acid is one of the top 50 most produced industrial organic compounds 

worldwide because it is a precursor of polyethylene terephthalate (PET), explaining its abundant 

presence in air, water and soil environments as a contaminant. This fact has led to several concerns 

about the environmental impact and health risk related to terephthalic acid pollution. 

 

Several research projects have originated lines of study on terephthalic acid degradation, 

most of which are chemical processes of advanced oxidation, but also there exist the biological 

processes, dealing with the microorganisms able to metabolize this xenobiotic compound. The 

biological degradation can be accomplished by both anaerobic and aerobic pathways, depending on 

the metabolism of the degrading microorganisms. 

 

This research is focused on the aerobic biodegradation of terephthalic acid as the unique 

carbon and energy source in cultures with two microorganisms able to biodegrade this xenobiotic 

compound. These microorganisms were identified by molecular characterization of the 16s rDNA 

gen and electronic microscopic scanning, resulting in Arthrobacter s.p and Rhodococcus sp. both strains 

are phthalic isomer degraders (terephthalic acid, phthalic acid and isophthalic acid). The initial 

concentration of substrate to degrade was of 5 g/L and it was proved that just Rhodococcus sp. can 

biodegrade efficiently this concentration, so cell kinetics growth and terephthalic acid biodegradation 

at different substrate concentrations were carried out (3, 4, 5.035, 7.1, 9.7 and 14.5) g/L in order to 

determine the maximum concentration that Rhodococcus sp. could degrade and characterize this 

microorganism. 

 

Rhodococcus sp. biodegraded AT in all the substrate concentrations proved, being the most 

efficient 5 g/L according to the specific speed of cell growth and the TA biodegradation, the 

parameters of maximum speed (µmax), saturation constant (Ks) and inhibition constant (KI) were 

calculated according to the Andrews equation of substratum inhibition, the model was fitted to the 

biodegradation kinetics and cell growth using the parameters obtained from µmax, Ks, Ki with 

Model Marker software version 4. 
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1 

1. INTRODUCCIÓN 

 

Los isómeros ftálicos: ácido ftálico, ácido isoftálico y ácido tereftálico (AT) han sido usados desde 

las últimas 7 u 8 décadas como plastificadores (Latini, 2005). Estos isómeros tienen una baja 

solubilidad en agua pero un alto coeficiente de partición octanol/agua, la hidrofobicidad aumenta 

con el incremento de longitud de la cadena alquilo (Autian, 1973; Chang et al., 2004; Latini, 2005). 

Debido a sus propiedades como una alta estabilidad química, flexibilidad, fácil fabricación y un bajo 

costo de producción, los isómeros ftálicos han sido usados con distintas formulaciones químicas 

(Vamsee-Krishna y Phale, 2008). Fueron sintetizados por vez primera en la década de 1920, no 

obstante, su venta a gran escala se dio hasta 1950 con la aparición de la industria del cloruro de 

polivinilo (PVC por sus siglas en inglés) (Fernández, 2004). Los ésteres de los isómeros ftálicos 

presentan un uso muy difundido entre distintos productos, por ejemplo: pinturas, materiales de 

construcción, empaques, plásticos, etc. (Fernández, 2004; Thiruvenkatachari et al., 2007; Vamsee-

Krishna y Phale, 2008) 

Un incremento de 2 a 14.4 millones de toneladas en la producción de los ésteres ftálicos 

durante el periodo que va del año 1980 al año 2007,  ilustra el aumento significativo en su 

producción (Vamsee-Krishna y Phale, 2008). El dimetil tereftalato y el AT encabezaron la lista de los 

50 productos más producidos a nivel mundial en el año 2006 (Li y Gu, 2006) de modo que estos 

isómeros y sus ésteres son liberados y detectados en distintos ambientes, incluyendo el aire, suelos, y 

aguas naturales como resultado de su enorme producción y aplicaciones extensivas; por lo que 

merecen la descripción de contaminantes ambientales ubicuos (Thiruvenkatachari et al., 2007). 

De esta manera, las preocupaciones que conllevan al impacto ambiental y daños a la salud, 

han suscitado distintas líneas de estudio para la degradación de estos compuestos xenobióticos.  

Aunque existen tratamientos químicos para su degradación, como por ejemplo procesos de 

oxidación avanzada (Thiruvenkatachari et al., 2007), también existen procesos biológicos, en donde 

diversos estudios han demostrado que los microorganismos pueden ser muy eficientes en la 

degradación de los ftalatos en el medio ambiente bajo distintas condiciones (Vamsee-Krishna y 

Phale, 2008). 

Es por esto que en este capítulo se darán a conocer algunas generalidades del AT, así como 

antecedentes sobre la degradación biológica del mismo. 
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1.1. Ácido tereftálico, sus propiedades y su producción 

 

El AT es un compuesto orgánico con fórmula C6H4(CO2H)2. Su aplicación más fuerte es 

para la producción de tereftalato de polietileno (PET por sus siglas en inglés), por lo que ha 

experimentado el mismo crecimiento en la producción en estas últimas dos décadas que las fibras y 

láminas obtenidas de PET (Speight, 2002; Weissermel y Arpe, 2003). 

La molécula de AT deriva, tanto estructuralmente como en la práctica (obtención industrial 

con más aplicación) de una molécula de p-xileno, el cual es sometido a un proceso de oxidación de 

los grupos –CH3 (Figura 1-1). 

 

Figura 1-1.  Síntesis química del ácido tereftálico a partir del p-xileno 

 

El AT es un sólido blanco y cristalino, sus grupos carboxilos permiten formar puentes de 

hidrógeno y unir moléculas circundantes, esto genera que sea sólido a temperatura ambiente. Su 

propiedad químicamente importante es el carácter ácido de sus dos radicales, por lo que puede 

formar enlaces éster en cada extremo (Atkins, 2003). Cristaliza en agujas incoloras que subliman 

alrededor de los 300°C (573 °K), no forma anhídridos y es difícilmente soluble en agua y en los 

disolventes orgánicos (Beyer y Walter, 1997). 

En la Tabla 1-1 se presentan algunas propiedades físicas y químicas del ácido tereftálico, 

siendo la solubilidad uno de los factores más importantes para los procesos de degradación (Speight, 

2002; Weissermel y Arpe, 2003). 

 

 



 

3 

Tabla 1-1.  Propiedades físicas y químicas del ácido tereftálico 

 

Propiedades Físicas y Químicas Ácido Tereftálico 

Estructura Química  

 

Otros Nombres Ácido p-bencenodicarboxílico 

Ácido 1,4-bencenodicarboxílico 

PM (g/mol) 166.13 

Estado Físico (Aspecto) Polvo cristalino, blanco 

Punto de Sublimación, °C 402 

Densidad, g/cm3 1.522 

Punto de Inflamación, °C 260 

Solubilidad en agua, g/L a 20°C 2.8 

Acidez, pKa a 25°C 

 

pKa1 = 3.54 

pKa2 = 4.46 

 

El AT fue por primera vez fabricado a escala comercial en Inglaterra por la Imperial 

Chemical Industries (ICI) en 1949 y en los Estados Unidos por Dupont en 1953 por procesos 

antiguos de oxidación de p-xileno con     , hoy en día estos procesos no tienen importancia 

industrial por la dificultad para purificar el AT que contiene impurezas nitrogenadas (Weissermel y 

Arpe, 2003). 

En la actualidad, a escala industrial se fabrica principalmente a partir de la oxidación del p-

xileno (Figura 1-1). La oxidación se realiza con ácido acético como disolvente y un catalizador 

compuesto de sales de cobalto y manganeso. La impureza más común es el ácido 4-formilbenzoico, 

que se elimina mediante la hidrogenación de una solución acuosa caliente. La solución se enfría de 

manera gradual para cristalizar el ácido tereftálico de alta pureza. (Emerson et al., 1949; Gee et al., 

1993; Kingsley et al., 1994). 

Como alternativa, pero no de importancia comercial, es el llamado "proceso de Henkel" o 

"proceso de Raecke" (Figura 1-2), el nombre de la empresa y titular de la patente respectivamente. 

Este proceso implica la isomerización térmica del ftalato de dipotasio a 20 atm y 400°C (673 °K), en 

dióxido de carbono como gas protector y con catalizador de Zn/Cd teniendo un rendimiento del 

95% (Beyer y Walter, 1997). 
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Figura 1-2.  Proceso Henkel para la producción de ácido tereftálico 

 

El ácido tereftálico también puede obtenerse, no de importancia industrial,  por medio de 

carboxilación del ácido benzoico a 340°C (613 K) y 300 atm en presencia de hidrogenocarbonato de 

potasio (Figura 1-3), según el principio de la síntesis del Kolbe-Schmitt, con un rendimiento del 60% 

(Beyer y Walter, 1997). 

 

Figura 1-3.  Proceso de carboxilación del ácido benzoico para la producción de ácido 

tereftálico 

 

De acuerdo con el Anuario Estadístico de la industria petroquímica de la Secretaria de 

Energía (SENER), en México existen numerosas empresas que producen o utilizan los ftalatos o sus 

precursores (ácido ftálico, ácido isoftálico y ácido tereftálico). Los datos de producción, importación 

y exportación del ácido tereftálico en comparación con el anhídrido ftálico, ácido isoftálico y el 

dimetil tereftalato se resumen en la Tabla 1-2, la cual indica que se producen más toneladas anuales 

de ácido tereftálico desde año 2002, aproximadamente un millón, siendo el 70% del volumen total 

para mercado nacional y el 30% restante para la exportación. (Fernández, 2004; INEGI, 2011; 

SENER, 2008) 
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Tabla 1-2.  Valores de producción, importación y exportación de ftalatos y sus precursores  

 

Capacidad instalada para la producción de petroquímicos intermedios por productos seleccionados. 
(Toneladas) 

Compuesto 2002 2003 2004 2005 2006 2007 

Ácido tereftálico 
Anhídrido ftálico 
Dimetil tereftalato 

1,510,000 
78,000 
460,000 

1,510,000 
78,000 
460,000 

1,510,000 
79,000 
460,000 

1,510,000 
79,000 
460,000 

1,560,000 
79,000 
460,000 

2,070,000 
84,600 
460,000 

Volumen de la producción de petroquímicos intermedios por productos seleccionados. 
(Toneladas) 

Compuesto 2002 2003 2004 2005 2006 2007 

Ácido tereftálico 
Anhídrido ftálico 
Dimetil tereftalato 

1,234,213 
61,900 
259,117 

1,001,050 
57,646 
274,600 

1,001,050 
64,028 
274,600 

988,800 
68,938 
175,000 

1,000,000 
65,458 

0 

1,365,000 
69,635 

0 

Valor de la producción de petroquímicos intermedios por productos seleccionados. 
(Miles de pesos) 

Compuesto 2002 2003 2004 2005 2006 2007 

Ácido tereftálico 
Anhídrido ftálico 
Dimetil tereftalato 

4,853,832 
381,753 

1,160,912 

5,600,000 
462,918 

1,714,000 

5,600,000 
658,667 

1,714,000 

9,891,000 
732,763 

1,570,000 

11,500,000 
745,943 

0 

16,240,000 
859,457 

0 

Volumen de las exportaciones de petroquímicos intermedios por productos seleccionados. 
(Toneladas) 

Compuesto 2002 2003 2004 2005 2006 2007 

Ácido tereftálico 
Anhídrido ftálico 
Dimetil tereftalato 

315,877 
9,092 

185,971 

336,298 
9,613 

184,285 

315,690 
12,487 
159,750 

324,321 
12,828 
164,118 

189,078 
13,354 
122,487 

399,415 
13,041 
85,383 

Volumen de las importaciones de petroquímicos intermedios por productos seleccionados. 
(Toneladas) 

Compuesto 2002 2003 2004 2005 2006 2007 

Ácido tereftálico 
Anhídrido ftálico 
Dimetil tereftalato 
Ácido isoftálico 

416 
2,159 

0 
11,973 

74,454 
2,751 

0 
15,086 

120,321 
1,679 
NS 

19,397 

137,147 
1,914 

0 
22,110 

2,873 
117 
0 

21,749 

10,880 
391 

12,591 
23,934 

Fuente: INEGI 2011; SENER 2010 

Actualmente, en México existe una de las compañías más importantes a nivel mundial que se 

encargan de la producción de ácido tereftálico, Alpek, que cuenta con una capacidad de producción 

de 1 millón de toneladas al año. Abastece el mercado nacional y de exportación a Sudamérica, Asia, 

Europa y Estados Unidos. Alpek es el más grande negocio petroquímico privado de México y uno 

de los más importantes en Norteamérica. Los negocios de producción de ácido tereftálico puro 

(PTA por sus siglas en inglés) y PET representan el 75% de los ingresos de esta compañía (ALFA, 

2011). 
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1.2. Exposición y efectos tóxicos 

1.2.1. En humanos 

La exposición humana a los isómeros ftálicos y/o sus esteres puede ocurrir a través de la 

ingestión de agua o alimentos contaminados, la inhalación de aire contaminado o por el contacto 

dérmico con productos de plástico que los contengan (Fernández, 2004). 

El ácido tereftálico es un compuesto tóxico peligroso debido a que presenta propiedades 

teratogénicas, mutagénicas, carcinogénicas (Den Hond y Schoeters, 2006; Dillingham y Autian, 

1973; Gesler, 1973; Ito et al., 2005; Koch et al., 2003; Lerda, 1998; Thiruvenkatachari et al., 2007; 

Vamsee-Krishna y Phale, 2008).  

Los ftalatos inducen malformaciones en el sistema reproductivo causando hipospadias y 

criptorquidia. Estos compuestos han sido detectados en fluidos corporales y son conocidos por 

inducir la formación de piedras en la vejiga, irritación en la piel y ojos, y daños en el sistema 

respiratorio (Dai et al., 2005; Gray et al., 2000; Grifoll et al., 1994; Heck y Tyl, 1985; Jaeger y Rubin, 

1970; Li et al., 1998; Pan et al., 2006; Vamsee-Krishna y Phale, 2008; Wang y Gu, 2006; Zhu et al., 

2006). 

Hasta el momento no existen informes que describan casos de muerte de personas por 

exposición directa a los isómeros ftálicos y a sus ésteres; sin embargo, ciertos efectos tóxicos 

sistémicos, reproductivos y durante el desarrollo fetal han sido documentados (Fernández, 2004). 

1.2.2. En animales de laboratorio 

En comparación con los humanos, los estudios de los efectos tóxicos de los isómeros 

ftálicos y sus esteres en animales de experimentación son numerosos, sin embargo, la mayoría de 

ellos están enfocados a evaluar la toxicidad hepática, reproductiva y durante el desarrollo 

embrionario y fetal. Además, una gran proporción de ellos se ha realizado en roedores, 

particularmente en rata y ratón, siendo escasas las investigaciones en otras especies (Fernández, 

2004). Las evidencias de hepatotoxicidad incluyen: aumento del peso del hígado (hiperplasia e 

hipertrofia) (Brown et al., 1978; Marsman, 1995), cambios morfológicos (apariencia grasosa, cambios 

ultra estructurales en los ductos biliares, pigmentación o palidez) (Mann et al., 1985; Muhlenkamp y 

Gill, 1998), inflamación crónica, necrosis, proliferación de peroxisomas, inducción de la actividad de 

las enzimas de los peroxisomas y de las monooxigenasas de función mixta (Murakami et al., 1986; 

Walseth et al., 1982), aumento del catabolismo de lípidos (triacilglicéridos, colesterol) y 
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carbohidratos, disminución de la síntesis de esteroides (Gerbracht et al., 1990; Poon et al., 1997) y 

alteraciones de las proteínas y lípidos de membrana (Bartles et al., 1990). Los efectos tóxicos 

reproductivos identificados también son numerosos, en machos incluyen: disminución del peso de 

los órganos reproductivos (testículos, vesículas seminales, epidídimo y próstata) (Lamb et al., 1987), 

infertilidad, atrofia testicular e inhibición de la espermatogénesis (Ganning et al., 1990; Gray et al., 

1999), daños en las células de sertoli y efectos anti-androgénicos (feminizantes) (Chapin et al., 1988). 

Por su parte, en hembras se ha observado: disminución en los niveles de estradiol y anovulación 

(Davis et al., 1994), disminución en el índice de cruzamiento y fertilidad (Marsman, 1995). Asimismo, 

cuando los animales son expuestos durante el embarazo o el periodo de lactancia, los efectos 

encontrados son: aumento de las reabsorciones, pérdidas post-implantación, abortos tardíos, muerte 

fetal, disminución del peso corporal de los fetos, malformaciones externas, entro otras (Gray et al., 

1999; Lamb et al., 1987; Marsman, 1995; Ritter et al., 1987). Aunque menos estudiados, existen datos 

de efectos en otros órganos, tales como: disminución en la ganancia de peso corporal (Kawano, 

1980; Lamb et al., 1987; Muhlenkamp y Gill, 1998), aumento en el peso de diferentes órganos 

(riñones, corazón, estómago e intestinos, glándulas adrenales, hipófisis, tiroides, cerebro, pulmones y 

bazo) (BIBRA, 1986; Brown et al., 1978; Kawano, 1980; Morrissey et al., 1989; Murakami et al., 1986; 

Poon et al., 1997), nefropatía y lesiones en riñón y páncreas (Rao et al., 1990), alteraciones en los 

niveles de eritrocitos y hemoglobina (Brown et al., 1978; Poon et al., 1997; Schilling et al., 1992). 

 

1.3. Legislación nacional e internacional sobre el ácido tereftálico 

En México, la norma oficial mexicana NOM- 052-SEMARNAT-1993 que establece las 

características de los residuos peligrosos y el listado de los mismos y los límites que hacen a un 

residuo peligroso por su toxicidad al ambiente, considera que el AT es un residuo peligroso, sin 

embargo las normas NOM-001-SEMARNAT-1996, NOM-002-SEMARNAT-1996, NOM-003-

SEMARNAT-1997, que regulan las cantidades máximas permisibles de un residuo en aguas 

nacionales, de alcantarillado o aguas tratadas, no mencionan la cantidad de AT que debe de haber en 

este tipo de aguas.  

Por otro lado, la legislación que concierne a la secretaría del trabajo y previsión social, en su 

Norma Oficial Mexicana NOM-010-STPS-1999 que indica las condiciones de seguridad e higiene en 

los centros de trabajo en donde se manejen, transporten, procesen o almacenen sustancias químicas 

capaces de generar contaminación en el medio ambiente laboral, tampoco presenta límites 
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permisibles referidos al AT, aunque se sabe que no debe almacenarse con oxidantes fuertes ya que si 

hay exposición entre estas sustancias el AT podría reaccionar violentamente. 

En cuanto a transportación, la NOM-002-SCT-2003 que indica las sustancias y materiales 

peligrosos más usualmente transportados no hace referencia al AT. 

Dentro de la legislación internacional, el AT ha sido añadido a la lista de contaminantes de 

prioridad por la Agencia de Protección Ambiental en Estados Unidos (US EPA) ya que puede 

interferir con el sistema reproductivo alterando el buen desarrollo embrionario de animales y 

humanos (Thiruvenkatachari et al., 2007). 

 

1.4. Tecnologías existentes para la degradación de ácido tereftálico 

1.4.1. Tratamientos químicos 

En los últimos años se han estudiado procesos químicos para la degradación del ácido 

tereftálico (Shafaei et al., 2010; Thiruvenkatachari et al., 2007). Se han desarrollado procesos de 

oxidación avanzada con ciertos compuestos de alto poder oxidante, que son capaces de destruir 

moléculas no biodegradables, descomponiéndolas totalmente en CO2 y H2O o transformándolos en 

otros compuestos menos peligrosos. La oxidación avanzada del agua residual se realiza con alguno 

de los siguientes oxidantes: ozono, peróxido de hidrógeno H2O2, una combinación de O3 y radiación 

UV, una combinación de O3 radiación UV y H2O2 y a altas presiones y temperaturas (oxidación 

húmeda) (Palomares et al., 1998). En investigaciones recientes se ha detallado la oxidación 

fotocatalítica del AT utilizando TiO2, los resultados de esta investigación demuestran que los 

procesos de oxidación fotocatalítica con TiO2 son efectivos en la degradación de PTA (Shafaei et al., 

2010). Aunque estas técnicas son rápidas, tienen costos muy elevados disminuyendo así su eficiencia 

y productividad para la industria. 

1.4.2. Tratamientos biológicos 

La biorremediación es el uso de microorganismos para degradar contaminantes del medio 

ambiente. Las técnicas de biorremediación dependen de tener los microorganismos adecuados en el 

lugar correcto y con las condiciones ambientales necesarias para que ocurra. Los factores 

ambientales como la temperatura, nutrientes inorgánicos (principalmente nitrógeno y fósforo), 
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aceptores de electrones (oxígeno, nitratos, sulfatos) y el pH pueden ser modificados para optimizar 

el medio ambiente que propicie una buena remediación (Liss y Baker, 1994). 

Los procesos biológicos de degradación pueden ser de 4 tipos: aerobios, anaerobios, 

anóxicos y facultativos. Los procesos aerobios son los que requieren oxígeno disuelto; en cambio, en 

los anaerobios hay ausencia de éste. Los anóxicos se llevan a cabo en presencia de oxígeno 

combinado con NO3
-, SO4

2-, etc. En los procesos facultativos existen poblaciones mixtas, además de 

que intervienen microorganismos, denominados facultativos, que son indiferentes a la presencia o 

ausencia de oxígeno (Jiménez, 2002). 

Para degradar isómeros posicionales, en este caso el AT, los microorganismos han adaptado 

nuevas rutas metabólicas. La degradación por bacterias es eficiente ya que dichos componentes son 

totalmente biotransformados o mineralizados, la degradación puede llevarse a cabo por rutas 

anaerobias y rutas aerobias de acuerdo al tipo de metabolismo de los microorganismos (Vamsee-

Krishna y Phale, 2008). 

Muchos géneros de bacterias  han sido reportados para degradar ésteres ftálicos como única 

fuente de carbono, mientras que algunos géneros como Rhodococcus  rhodochrous y Closterium lunula 

necesitan la adición externa de un hexadecano para eficientar la degradación (Nalli et al., 2002; Yan y 

Pan, 2004). 

1.4.2.1 Degradación anaerobia del ácido tereftálico 

La degradación anaerobia de los isómeros posicionales y sus ésteres se ha llevado a cabo 

principalmente por consorcios metanogénicos (Tabla 1-3) (Vamsee-Krishna y Phale, 2008). Estos 

consorcios degradan los isómeros ftálicos y sus ésteres produciendo acetato y metano como 

productos finales (Chang et al., 2005; Ejlertsson y Svensson, 1996; Kleerebezem et al., 1999a; 

Kleerebezem et al., 1999b; Liss y Baker, 1994; Qiu et al., 2004). Las bacterias metanogénicas son 

anaerobias estrictas que requieren para su desarrollo potenciales REDOX muy bajos (-300 mv), son 

muy susceptibles al oxígeno molecular y al pH y son inhibidas por los ácidos volátiles no ionizados 

(Mejía, 1996). 

Las ventajas de los procesos anaerobios son la baja producción de lodos y la eficiencia en la 

producción de gas metano, que puede utilizarse como fuente de energía para calefacción en el lugar 

o para generar electricidad (Siles et al., 2008). 
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Los procesos anaerobios tienen varias desventajas ya que son menos estables biológicamente 

además de que el crecimiento de las bacterias es mucho más lento (Mejía, 1996), otra de las 

desventajas de estos procesos en relación con los procesos aerobios es que los efluentes tratados en 

forma anaerobia pueden requerir un post-tratamiento ya que conservan aun cierto contenido de 

materia orgánica y no contienen oxígeno disuelto (Liss y Baker, 1994). La necesidad de realizar el 

post-tratamiento estará determinada por las condiciones particulares de la empresa o municipio, en 

la mayoría de los casos, el post-tratamiento será aerobio. 

Tabla 1-3.  Ejemplos representativos de bacterias anaerobias degradando isomeros ftálicos y 

sus ésteres 

 

Organismo Compuesto 
metabolizado 

Metabolitos intermediarios 

 
Peletomaculum terephthalicum, 
Pelotomaculum isophthalicum 

 
Isoftalato, ftalato y 
Tereftalato 

 
Benzoato, acetato, metano 

Pseudomonas sp, P136 Isómeros ftálicos CoA ésteres de ftalato, 
benzoato, ciclohex-1-ene-
carboxilato, 2- oxociclohexano 
carboxilato, pimelato, acetato, 
benzoato, acetato. 

Desulfovibrio vulgaris, Pelotomaculum 
thermopropionicum, Desulfotomaculum 
thermobenzoicum, Desulfotomaculum 
nigrificans, Desulfotomaculum 
thermosapovorans, Syntrophobacter 
fumaroxidans, Syntrophus gentianae, 
Methanospirillum hungateid, 
Methanosaeta concilii. 

 
 
 
Isómeros ftálicos 

 
 
 
Benzoato, acetato 

Microorganismo no caracterizado en 
lodos 

Benzoato, isómeros 
ftálicos, dimetil 
ftalato, dimetil 
tereftalato 

Monometil Tereftalato, 
Tereftalato, monometil ftalato, 
ftalato, esteres de CoA 

Microorganismo no caracterizado en 
lodos 

Di-n-butil ftalato, 
dietil ftalato, dimetil 
ftalato, butilbenzil 
ftalato 

Monoftalato ester, metano, 
ftalato, 
Benzoato 

Microorganismo no caracterizado en 
lodos 

Dimetil ftalato, di-n-
butil ftalato, di-n-octil 
ftalato 

Metano 

 

La degradación de isómeros ftálicos por consorcios metanogénicos (Tabla 1-3) siguen una 

ruta metabólica la cual llega hasta entrar a la ruta de β-oxidación (Vamsee-Krishna y Phale, 2008). 
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1.4.2.2 Degradación aerobia del ácido tereftálico 

En presencia de oxígeno suficiente y otros nutrientes elementales, los microorganismos 

degradarán los contaminantes orgánicos hasta convertirlos finalmente en CO2, H2O, y nueva 

biomasa celular. Este tipo de biodegradación emplea en forma de oxígeno el 65% de la energía del 

sustrato en la síntesis de nuevas células, mientras que la fracción restante será utilizada para llevar a 

cabo ésas y otras funciones metabólicas que finalmente será disipada en forma de calor. Esta 

distribución energética del sustrato se refleja en los lodos (células) (Bolivar, 2007) producidos los 

cuales repercuten en la disposición de los lodos de purga (Droste, 1997). 

Durante la degradación aerobia de la materia orgánica, el crecimiento de los 

microorganismos aerobios es más rápido, esto incide positivamente en un menor tiempo necesario 

para la puesta en marcha de los sistemas o en la recuperación de la eficacia en caso de sobrecargas, 

entrada de tóxicos, etc. (Méndez et al., 2007).  

De forma general, la ruta catabólica aerobia de un compuesto aromático implica la acción de 

mono- y dioxigenasas que lo transforman en un fenol dihídrico. El número de este tipo de moléculas 

es relativamente pequeño en comparación con la amplia variedad de sustratos susceptible de ser 

degradados. Se trata, por tanto, de vías catabólicas convergentes. Entre los intermediarios a los que 

convergen tales vías, hay que considerar tres como las más frecuentes: el catecol, el protocatecuato y 

el gentisato (Figura 1-4) (Parés y Juárez, 1997). 

 

Figura 1-4.  Compuestos intermediarios principales en la biodegradación de compuestos 

aromáticos  

Evans, en 1955, fue el primero en reportar la degradación aerobia de los isómeros ftálicos 

por bacterias (Evans, 1955). Numerosos microorganismos aerobios son los encargados de 

biodegradar estos compuestos (Tabla 1-4) (Vamsee-Krishna y Phale, 2008). Estos microorganismos 

aerobios mesofílicos suelen crecer a pHs cercanos a la neutralidad, entre 6 - 8 y temperaturas 

óptimas de crecimiento intermedias, normalmente entre 20°C y 45°C (Chang et al., 2004; Chang y 
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Zylstra, 1998; Chatterjee y Dutta, 2003; Choi et al., 2005; Eaton, 2001; Eaton y Ribbons, 1982; Li y 

Gu, 2006; Patil et al., 2006; Quan et al., 2005; Stingley et al., 2004; Wang et al., 2003; Wang y Gu, 

2006; Wang et al., 1995; Yan y Pan, 2004). La presencia de ftalatos en el medio induce proteinas que 

están involucradas en su transporte y degradación (Choi et al., 2005; Eaton y Ribbons, 1982; Hara et 

al., 2007; Sasoh et al., 2006; Wang et al., 1995). 

Tabla 1-4.  Ejemplos representativos de bacterias aerobias degradando isomeros ftálicos y 

sus ésteres 

Organismo Compuesto metabolizado Metabolitos intermediarios 

Pseudomonas aureofacians, 
Pseudomonas fluorescens, 
Sphingomonas paucimobilis, 
Xanthomonas maltophilia 

Ftalato y dimetil ftalato Monometil ftalato 

Rhodococcus sp. Strain DK17 Ftalato, tereftalato 3,4-dihidroxiftalato 
3,4-dihidroxibenzoato 

Gordonia sp. Strain MTCC 4818 Butilbenzil ftalato, Di-n-butil 
ftalato, Diisobutil ftalato, Difenil 
ftalato 

Mono-n-butil ftalato, 
monobenzil ftalato 

Shingomonas sp. DK 4, 
Corynebacterium sp O18 

Di-(2- etilhexil)ftalato Di-n-
butilftalato, Dietilftalato, 
Dipropilftalato, Difenilftalato, 
Dihexilftalato, Benzilbutilftalato, 
Diclohexilftalato 

Ftalato 

Shingomonas yanoikuyae DOS01, 
Variovorax Paradoxus T4 

Dimetil tereftalato Monometil Tereftalato, 
tereftalato 

Closterium lúnula Dimetil ftalato Ftalato 

Pasteurella multocida Sa. Dimetil tereftalato Monometil Tereftalato, 
monoetil Tereftalato, 
tereftalato 

Delftia sp. TBKNP-05 Di-n-butilftalato Monobutil ftalato, ftalato, 4,5-
dihidroxiftalato, 3,4-
dihidroxibenzoato 

Arthrobacter keyseri 12B Dibutil ftalato, ftalato Ftalato, 3,4-dihidroxiftalato, 
3,4-dihidroxibenzoato 

Bacillus subtilis No.66 Di-2-etilhexil ftalato, Dibutil 
ftalato 

Monobutil ftalato, mono-2-etil 
ftalato, 3,4-dihidroxibenzoato 

Comamonas testosteroni YZW-D Isoftalato, Tereftalato 3,4-dihidroxibenzoato 

Mycobacterium vanbaalenii PYR 1 Ftalato 3,4-dihidroxiftalato 
3,4-dihidroxibenzoato 

Moraxella sp. VG45 Ftalato 4,5-dihidroxiftalato 
3,4-dihidroxibenzoato 

Micrococcus sp. 12B Dibutilftalato, ftalato Monobutil ftalato, ftalato, 3,4-
dihidroxiftalato, 3,4-
dihidroxibenzoato 

Burkholderia cepacia DBO1 Ftalato 4,5-dihidroxiftalato 
3,4-dihidroxibenzoato 
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De los estudios metabólicos identificados como perfil de crecimiento microbiano en los 

procesos aerobios, inducción de las enzimas, del consumo de oxígeno de las células, etc, se ha 

podido elucidar la ruta metabólica completa de los isómeros ftálicos y sus ésteres (Nomura et al., 

1989; Vamsee-Krishna et al., 2006; Vamsee-Krishna y Phale, 2008; Wang et al., 1995; Yan y Pan, 

2004). 

Todos los isómeros ftálicos tienen en su ruta metabólica al compuesto 3,4-dihidroxi 

benzoato como un intermediario central, en este punto pueden participar las enzimas protocatecuato 

4,5-dioxigenasa (referido como extradiol, vía meta) ó la enzima protocatecuato 3,4-dioxigenasa 

(referido como intradiol, vía orto). La protocatecuato 4,5-dioxigenasa cataliza la conversión del 

compuesto 3,4-dihidroxi benzoato al compuesto semialdehido 4-carboxi-2-hidroxi-mucónico que es 

posteriormente oxidado a piruvato y oxalacetato a través de 4-oxalocitramalato (Eaton, 2001; Eaton 

y Ribbons, 1982). La protocatecuato 3,4-dioxigenasa cataliza el compuesto 3,4-dihidroxi benzoato 

para producir β-carboxi-cis,cis- ácido mucónico (Vamsee-Krishna et al., 2006), que posteriormente 

es oxidado a succinato y acetil-CoA a través de β-ketoadipato (Zylstra et al., 1989a; Zylstra et al., 

1989b). 

 

1.5. Biodegradación de isómeros ftálicos y sus ésteres en sistemas aerobios 

Existen  proyectos de investigación que evalúan la actividad enzimática en los procesos de 

biodegradación de isómeros ftálicos y sus ésteres con microorganismos aerobios, pero son escasos 

los que evalúan parámetros cinéticos de estos compuestos (Tabla 1-5). Dietzia sp. cepa GS-1 

metabolizó tereftalato di sódico (TD) a través de la molécula protocatecuato, esta cepa fue capaz de 

degradar TD a una concentración de 8000 mg/L a distintos valores de pH (de 8 a 10), siendo el más 

eficiente un pH de 8, la temperatura de biodegradación fue de 28°C (Sugimori y Sekiguchi, 2002). 

Por otro lado, Rhodococcus sp. L4 degradó distintas concentraciones de esteres del ácido ftálico 

(PAEs) como dimetil ftalato, dietil ftalato y di-n- butil ftalato a concentraciones de (150, 300, 450 y 

600 mg/L) a pH 7-8  y temperaturas óptimas de 30 a 37°C, este microorganismo también fue capaz 

de degradar fenol, benzoato de sodio y naftaleno como única fuente de carbono y energía (Lu et al., 

2009). 
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La cepa Delftia tsuruhatensis sp. nov. fue capaz de degradar completamente tereftalato de sodio 

a una concentración de 3000 mg/L a un pH óptimo de 7 y una temperatura de 30°C en 12 horas 

(Shigematsu et al., 2003). 

Son pocos los microorganismos que han sido reportados en la degradación de ácido 

isoftálico y sus ésteres (Keyser et al., 1976; Kimura y Ito, 2001; Vamsee-Krishna et al., 2006; Wang et 

al., 1995), sin embargo hay degradación completa del dimetil isoftalato (DMI) con los 

microorganismos Klebsiella oxytoca Sc en cooperación con Methylobacterium mesophilicum Sr (Li y Gu, 

2007). Por otra parte Pseudomonas testosteroni fue capaz de mineralizar dimetil isoftalato. El dimetil 

isoftalato fue transformado a isoftalato, seguido por el intermediario protocatecuato (Keyser et al., 

1976). En otro reporte, Rhodococcus ruber 1B y Rhodococcus erythropolis 5D degrada completamente DMI 

a bajas concentraciones en 168 horas (Aleshchenkova et al., 1997). 

Por otro lado, Sphingomonas yanoikuyae DOS01 sólo fue capaz de transformar el dimetil 

tereftalato (DMT) a monometil tereftalato (MMT) mientras que Variovorax paradoxus T4 demostró 

mineralizar el DMT como única fuente de carbono y energía degradando distintas concentraciones 

de DMT, MMT y AT (Wang y Gu, 2006).  

Por su parte, Comamonas acidovorans tiene la habilidad de utilizar ácido ftálico como única 

fuente de carbono (Wang et al., 2003) mientras que en otro reporte este microorganismo aerobio 

biodegrada DMT a una concentración de 500 mg/L en 72 horas (Patel et al., 1998). 

A pesar de que existe investigación referida a la biodegradación aerobia de isómeros ftálicos 

y algunos de sus esteres (Tabla 1-5), la información sigue siendo escasa, principalmente para 

demostrar la caracterización cinética y estequiométrica de procesos de biodegradación de AT en 

condiciones aerobias. 
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Tabla 1-5.  Biodegradación de isómeros ftálicos y sus ésteres por medio de 

microorganismos aerobios 

 

Microorganismo Biodegradación  
(mg/L) 

Referencia 

Fusarium sp  30    DMI-DMT-MMT  Hua Luo et al., 2009  

Pasteurella multocida Sa  98    DMT Li et al., 2005  

Klebsiella oxytoca Sc 
Methylobacterium mesophilicum Sr 

100  DMI- MMI- AI 
100  MMI  

Li y Gu, 2007  

Variovorax paradoxus T 30     DMT 
152   MMT 
155   AT 

Wang y Gu, 2006  

Comamonas acidovorans D-4  500   DMT  Patel et al., 1998  

Rhodococcus sp L4 150-300-450-600  PAEs  Lu et al., 2009  

Delftia  tsuruhatensis sp. nov  3000 AT Shigematsu et al., 2003  

Dietzia sp. Strain GS-1  8000 TD Sugimore y Sekiguchi., 2002 

 

Notas: Abreviaturas de la columna 2. DMI: Dimetil isoftalato.- DMT: Dimetil tereftalato.- MMT: 

Monometil tereftalato.- MMI: Monometil isoftalato.- AT: Ácido tereftálico.- TD: Tereftalato di sódico.- AI: 

Ácido isoftálico.- PAEs: Esteres del ácido ftálico. 
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2. JUSTIFICACIÓN 

 

Debido a que el ácido tereftálico se acumula en el medio ambiente, a su creciente demanda 

en la industria química, al deterioro ambiental que genera y a los problemas de salud que produce, es 

necesario establecer las condiciones de pH, temperatura y velocidad de agitación que permitan una 

degradación eficiente y rápida del AT, a su vez también llevar a cabo una caracterización cinética y 

estequiométrica del proceso, para lo cual se propone la utilización de microorganismos aerobios por 

la alta eficiencia de remoción que presentan. 
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3. OBJETIVOS 

 

 

3.1. Objetivo general 

Evaluar la capacidad de biodegradación del ácido tereftálico con dos microorganismos 

aerobios desconocidos. 

3.2. Objetivos específicos 

 Identificar mediante el gen 16S rDNA dos diferentes tipos de microorganismos capaces 

de degradar ácido tereftálico en condiciones aerobias. 

 

 Determinar la máxima concentración de ácido tereftálico que los microorganismos 

puedan degradar. 

 

 Caracterizar cinética y estequiométricamente el proceso de biodegradación de ácido 

tereftálico con los microorganismos identificados. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

4.1. Plan de Trabajo 

El plan de trabajo desarrollado en el presente estudio consistió de cinco etapas constituidas 

de 7 actividades, el cual se ilustra en la figura 4-1. 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figura 4-1.  Diagrama de flujo del plan de trabajo experimental 

Etapa 1. Caracterización molecular de los microorganismos capaces de degradar AT  en condiciones 

aerobias 

Extracción y purificación del DNA genómico Identificación molecular y secuenciación   del gen 

16S rDNA 

Etapa 2. Análisis microscópico de los microorganismos 

aerobios 

Microscopía electrónica 

Etapa 3. Establecimiento de las condiciones de cultivo para los microorganismos  

Medio de cultivo sólido Medio de cultivo líquido 

Etapa 4. Evaluación de cinéticas de biodegradación y crecimiento celular a distintas 

concentraciones de sustrato 

Cuantificación del ácido tereftálico y crecimiento celular  

Etapa 5. Caracterización molecular de los microorganismos 

al finalizar las cinéticas de biodegradación 

Actividades de la etapa 1 
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A continuación se presentan los procedimientos para llevar a cabo las etapas y actividades 

que constituye la experimentación (Figura 4-1). 

 

 

4.2. Procedimientos y métodos 

4.2.1. Obtención de microorganismos aerobios degradadores de AT 

Los microorganismos aerobios se obtuvieron de una mezcla compuesta que contenía un 15% 

de estiércol de vaca, burro y de borrego además un 15% de suelo y lixiviados de un tiradero a cielo 

abierto, estos microorganismos crecieron en un medio de cultivo líquido M1 (Zheng et al., 2005)  

modificado con ácido tereftálico a 5 g/L como única fuente de carbono (Galindo y Garibay, 2005) 

los cuales crecieron en una incubadora orbital INO 650V-7 a 135 rpm y a una temperatura constante 

de 28°C. Posteriormente, se prepararon placas de medio de cultivo sólido que contenía el medio M1 

modificado con AT a 5 g/L adicionándole agar-bacteriológico para obtener la consistencia sólida, a 

estas placas se le agregaron muestras diluidas de los matraces en agitación mencionados 

anteriormente, el aislamiento de los microorganismos se realizó mediante la técnica de aislamiento 

cuantitativo  por varilla de vidrio y se incubaron a una temperatura de 28 y 37°C. Al crecer las 

colonias de microorganismos se obtuvieron los cultivos puros por estría cruzada sembradas en cajas 

de agar que contenían el mismo medio de cultivo M1 modificado con AT a la misma concentración, 

incubándolas a una temperatura de 28°C por presentar mayor crecimiento (Martínez, 2009). 

Para fines del presente proyecto, se aislaron dos microorganismos aerobios desconocidos a los 

que se les llamó microorganismo tipo A y microorganismo tipo B creciendo en un medio de cultivo 

sólido de AT capaces de degradar 5 g/L de este sustrato como única fuente de carbono incubadas  a 

una temperatura de 28°C. 
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4.2.2. Etapa 1. Caracterización molecular de los microorganismos capaces de 

degradar AT en condiciones aerobias 

4.2.2.1 Extracción y purificación del DNA genómico 

La extracción y purificación del DNA genómico se llevó a cabo utilizando el kit Charge 

Switch gDNA Mini bacteria perteneciente a invitrogen (Carlsbad, CA) el cual sigue una extracción 

eficiente de más de 12 µg de gDNA provenientes de 0.5 mL  de bacterias Gram positivas o Gram 

negativas ó de colonias individuales extraídos de una placa de agar. 

Para esta etapa, partiendo del crecimiento microbiano en placa de agar, se tomó una colonia 

por separado de los microorganismos desconocidos, cada uno se resuspendió en 100 µl de buffer de 

resuspensión (R4) con RNasa  A y 5 µl de lisozima a una concentración de 50 mg/mL, se 

distribuyen las células por vortex, posteriormente se incubó la muestra por 10 minutos a 37°C, 

durante la incubación, se mezcló en otro tubo de centrífuga nuevo 500 µl de buffer de lisis (L14) con 

10 µl de proteinasa K ( 5 mg/mL en 10 mM de TRIS-HCl, pH 8.5, 5 mM de        50% de 

glicerol) el cual se adicionó (510 µl) al tubo de centrifuga que contenía el buffer de resuspensión, la 

lisozima y los microorganismos tipo A y B, se mezcló por inversión y se incubo a 80°C por 1.5 horas 

para bacterias Gram positivas y a 55°C por 10 minutos para bacterias Gram negativas. Después de la 

incubación de esta mezcla, se le adicionó 40 µl de las esferas magnéticas pipeteando suavemente sin 

formar burbujas, asimismo se le incorporó 300 µl del buffer de unión (B8) mezclando en vortex por 

1 o 2 segundos, esta mezcla se llevó a incubación por 1 minuto a temperatura ambiente, 

posteriormente se colocó en el MagnaRack también perteneciente a invitrogen (Carlsbad, CA) hasta 

que se forme el paquete celular (pellet), una vez formado el pellet y sin remover el tubo de centrífuga 

del MagnaRack se desechó el sobrenadante. Una vez desechado este sobrenadante, se remueve el 

tubo que contiene el pellet con las esferas magnéticas que contienen el DNA del MagnaRack y se le 

adicionó 1 mL de buffer de lavado (W12) mezclando con pipeta sin formar burbujas, se colocó 

nuevamente el tubo en el MagnaRack hasta que se formó el pellet, este lavado de las esferas 

magnéticas se repitió 2 veces más. Después del tercer lavado, se removió el tubo que contiene las 

perlas magnéticas del MagnaRack y se le adicionó 200 µl de buffer de elución (E5; 10 mM de TRIS-

HCl, pH 8.5) mezclando con pipeta sin formar burbujas, esta mezcla se incubó a temperatura 

ambiente por 5 minutos el cual, para obtener un mejor rendimiento, se mezcló la muestra a los 2.5 

minutos de incubación, pasado este tiempo, nuevamente se colocó el tubo de centrifuga en el 

MagnaRack hasta que se formó el pellet y sin remover el tubo se retiró el sobrenadante 
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(supernadante que contiene el DNA) para colocarlo en un tubo de centrífuga nuevo. Finalmente, la 

muestra de DNA se guardó a -20°C o se  analizó por electroforesis en gel de agarosa. 

4.2.2.2 Electroforesis en gel de agarosa 

El DNA se separó por electroforesis en gel de agarosa al 0.7% en amortiguador Tris-borato-

EDTA (1X: Tris-borato 0.45 M, EDTA 0.01 M, pH 8.3); como marcador de tamaño molecular se 

utilizó Hyperladder I de Bioline (Londres, UK) con una escalera de moléculas de DNA en múltiplos 

de 100 pares de bases (pb). Los ácidos nucleicos se tiñeron con rojo Texas a una concentración de 

0.01 µl/mL, se visualizaron bajo luz ultravioleta y se fotografiaron y digitalizaron las imágenes en un 

equipo marca Kodak-MI (Sambrook y Russell, 2001). 

4.2.2.3 Identificación molecular y secuenciación del gen 16S rDNA 

Se amplificó la región 16S rDNA para su secuenciación por la técnica de reacción en cadena 

de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés). Los reactivos de la tabla 4-1 como buffer de 

amplificación, dNTPs, MgC   y la enzima TAQ polimerasa provienen de invitrogen (Carlsbad, CA), 

el agua utilizada fue desionizada estéril y los iniciadores fueron elaborados en la unidad de 

secuenciación del Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional Autónoma de México (IBT- 

UNAM) diseñados especialmente para amplificar esta región, estos iniciadores se muestran en la 

(Tabla 4-2) (Ríos, 2010; Rosas, 2010). 

 

Tabla 4-1.  Reactivos y concentraciones finales para la amplificación de la región 16S rDNA 

 

Reactivo Concentración final para la 
amplificación 

Buffer de amplificación 

MgC   
dNTPs 
Iniciadores FW y RV 
DNA 
Agua desionizada estéril 

1 X 
2.5 mM 
0.2 mM 
0.2 mM 

100 ng/µl 
--- 
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Tabla 4-2.  Iniciadores utilizados para la amplificación por PCR de la región 16S rDNA 

 

Nombre de 
secuencia 

Secuencia 5’-3’ 

Bac 1 FW 
Bac 910 RV 
16S- 800 FW 
16S- 1400 RV 

AGAGTTTGATCVTGGCTCAG 
CTTGCGRCCGTACTCCCCAGG 

ATTAGATACCCTGGTAGTCCACG 
GCGGTGTGTACAAGGCCCG 

 

El ensayo de PCR se llevó a cabo en un termociclador de la marca Corbette Research 

modelo Palm-Cycler  (Sídney, Australia). Se emplearon volúmenes de reacción de 50 µl con 

concentraciones finales para la amplificación que se especifican en la tabla 4-1. Las condiciones de 

PCR fueron 1 ciclo de 94°C por 3 minutos, 30 ciclos a 94°C por 30 segundos, 30 ciclos a 57°C por 

30 segundos, 30 ciclos a 72°C por 30 segundos, finalizando por un periodo de extensión adicional de 

1 ciclo a 72°C por 3 minutos (Ríos, 2010; Rosas, 2010). 

Los productos amplificados fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa como se 

describe en la sección 4.2.2.2, estos fragmentos obtenidos se purificaron mediante el kit de 

purificación GFX PCR DNA provenientes de General Electric Healthcare, primeramente, en un 

tubo de centrifuga de 1.0 mL se agregó 250 µl del buffer de captura tipo 3 a 50 µl de muestra 

(producto de PCR), se agitó en vortex y esta mezcla se adicionó a la columna la cual se incorporó a 

un tubo de centrifuga nuevo, se centrifugó por 30 segundos a 12,000 rpm, una vez centrifugada la 

mezcla, se le adicionó 500 µl del buffer de lavado tipo I a la columna y se volvió a centrifugar por 30 

segundos a 12,000 rpm, el filtrado se desechó y nuevamente se centrifugó por 30 segundos a 12,000 

rpm,  la columna se colocó en un tubo de centrifuga nuevo a la cual se adicionó de 10 a 50 µl del 

buffer de elución tipo 4 o tipo 6 (EB), se esperó 1 minuto a temperatura ambiente y se centrifugó 

por 1 minuto a 12,000 rpm. El líquido resultante contenía los fragmentos de interés los cuales se 

enviaron a secuenciar al Instituto Nacional de Medicina Genómica (INMEGEN) en la ciudad de 

México y en MACROGEN en Seúl, Corea. 

4.2.2.4 Criterios para la identificación 

La identificación de las bacterias se definió por la similitud de la secuencia 16S rDNA ≥ 98% 

con la de la secuencia de la cepa prototipo en la base de datos del Centro Nacional de Investigación 

Biotecnológica (NCBI-GENBANK/http://www.ncbi.nlm.nih.gov) (Altschul et al., 1997; Ríos, 

2010; Zhang et al., 2000). 
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4.2.3. Etapa 2. Análisis microscópico de los microorganismos aerobios 

4.2.3.1 Microscopía electrónica 

Se utilizó microscopía electrónica de barrido para observar morfología y tamaño celular de 

los microorganismos desconocidos, el equipo utilizado fue un microscopio de doble haz modelo 

Quanta 3D FEG (SEM/FIB) marca FEI company (Oregón, USA) con un modo de operación de 

bajo vacio (10 a 30) Pa y detector de electrones secundarios perteneciente al laboratorio de 

caracterización del centro de Nanociencias y Micro y Nanotecnologías del Instituto Politécnico 

Nacional (CNMN-IPN). 

La muestras de microorganismos tipo A y tipo B pertenecen a un medio de cultivo líquido 

de medio LB (Anexo 1) al cual se le inoculó una colonia de los microorganismos respectivos 

dejándolos en incubación por 48 horas a una temperatura de 30 °C a una agitación de 200 rpm, esta 

muestra (500 µL) se centrifugó a 12,000 rpm por 2 minutos para obtener la biomasa celular (pellet) 

que se formó por la centrifugación, se le quitó el sobrenadante y se le realizaron 3 lavados con 

solución salina al 0.85%, al finalizar los lavados, se le adicionó a la muestra (pellet) una solución de 

Glutaraldehído al 2.5% y se dejó en termoblock para incubación por 1 hora a 37°C con agitación 

leve, pasada la hora de incubación, a la muestra se le volvieron a realizar 3 lavados más con agua 

milli Q estéril centrifugando y quitando el sobrenadante por cada lavado que se realizó, finalmente, 

se realizaron diluciones 1:50, 1:100, 1:250 (Muestra-Agua estéril) para obtener una solución con poca 

carga bacteriana y así colocar una gota de esta solución en las rejillas para observar morfología y 

tamaño celular de ambos microorganismos en el microscopio electrónico de doble haz.  

 

 

4.2.4. Etapa 3. Establecimiento de las condiciones de cultivo para los 

microorganismos  

Se establecieron dos condiciones de cultivo, un medio de cultivo sólido para la proliferación 

de los microorganismos en placas petri y un medio de cultivo líquido para la evaluación de las 

cinéticas de biodegradación y crecimiento celular.  

 



 

24 

4.2.4.1 Medio de cultivo sólido de AT 

Para la preparación del medio de cultivo sólido se empleó reactivo puro de ácido tereftálico 

proveniente de Sigma (San Luis, Misuri, USA) con una pureza del 98%. Este medio de cultivo fue 

preparado con los reactivos y concentraciones de la tabla 4-3 en donde se observa al AT como única 

fuente de carbono y energía (sustrato) con una concentración de 5 g/L, asimismo destaca la 

incorporación de hidróxido de sodio (      agregando 1:2 (AT:    ) para solubilizar en agua. 

Las sales que se incorporaron al medio sólido activan el crecimiento de los microorganismos. Este 

medio se esterilizó a una temperatura de 120°C por 15 minutos y una presión constante de 1.5 

      . 

 

Tabla 4-3.  Reactivos y concentraciones necesarias para la preparación de medio de cultivo 

sólido de AT con una concentración de 5 g/L 

 

 

 

 

 

 

 

Los microorganismos aerobios que se han reportado en la biodegradación de isómeros 

ftálicos y sus ésteres son microorganismos aerobios mesofílicos, debido a esto se prepararon placas 

de agar de medio de cultivo sólido de AT a distintos pHs, entre 5 y 10 ajustando estos pHs con HCl 

a distintas concentraciones molares (Anexo 1), se sembró por estría el microorganismo tipo A y el 

microorganismo tipo B y se incubaron a 20, 30 y 37 °C para observar el efecto de la temperatura y el 

pH en el crecimiento de ambos microorganismos. 

 

 

 

Reactivo Concentración 

(g/L) 

Nitrato de amonio          

Fosfato di ácido de potasio          

Sulfato de magnesio heptahidratado              

Cloruro de sodio (NaCl) 

Ácido tereftálico (AT) 

Hidróxido de sodio        

Agar bacteriológico 

0.814 

0.15 

0.075 

0.075 

5 

1:2 

15 
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4.2.4.2 Medio de cultivo líquido de AT 

Para la preparación del medio de cultivo líquido se empleó AT a 5 g/L como única fuente de 

carbono a distintos pHs. Para ello, se prepararon 100 mL de medio de cultivo adicionándole los 

reactivos de la tabla 4-3 con excepción del agar bacteriológico a pHs entre 6 y 9 en matraces 

erlenmeyer de 500 mL, estos medios se esterilizaron a una temperatura de 120°C por 15 minutos a 

una presión de 1.5       . El objetivo fue establecer el pH óptimo para una biodegradación 

efectiva, la temperatura de incubación se manejó como la reportada para el crecimiento óptimo de 

ambos microorganismos y la agitación inicial fue de 200 rpm (Jackson et al., 1996; Li et al., 2005; 

Trinh Tan et al., 2008). 

Para obtener el pH óptimo se evaluó y se cuantifico  el crecimiento celular por técnicas que 

serán descritas posteriormente en la sección 4.2.5.1  de materiales y métodos, la variable de respuesta 

fue la velocidad específica de crecimiento celular. 

4.2.4.2.1 Cinéticas de crecimiento celular en medio de cultivo líquido de AT a 5 

g/L a distintas velocidades de agitación 

Con la obtención del pH óptimo y temperatura óptima de incubación se realizaron cinéticas 

de crecimiento celular a 3 agitaciones distintas como son 150 rpm, 200 rpm y 250 rpm con el fin de 

que se obtuviera  la agitación ideal a la cual los microorganismos degradarían una concentración de 5 

g/L, para llevar a cabo estas evaluaciones se cuantificó el crecimiento celular por técnicas descritas 

posteriormente, con esto, se obtuvo la velocidad específica de crecimiento la cual fue la variable de 

respuesta para la elección de la mejor agitación. 

 

4.2.5. Etapa 4. Evaluación de Cinéticas de biodegradación y crecimiento celular a 

distintas concentraciones de sustrato. 

Una vez que se obtuvo la agitación óptima así como el pH y temperatura ideal de 

crecimiento para la biodegradación de 5 g/L de AT, se hicieron pruebas para la biodegradación de 

concentraciones mayores y menores a 5 g/L con el objetivo de que se obtuviera la caracterización 

cinética y estequiométrica de los microorganismos degradando este sustrato. Estas concentraciones 

fueron de 3, 4, 5.035, 7.1, 9.7 y 14.5 g/L de ácido tereftálico como única fuente de carbono.  
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Para llevar a cabo estas evaluaciones se cuantificó la biodegradación de AT y se cuantificó  el 

crecimiento celular a través del tiempo. Para esto, se tomaron 4 mL de muestra por cada tiempo de 

muestreo los cuales se volvieron a verter en medio de cultivo fresco de AT. De los 4 mL que se 

obtuvieron del muestreo, 3 mL se filtraron con membranas de 25 mm de diámetro y un tamaño de 

poro de 0.22 micras de la marca Millipore (Bedford, MA, USA), el filtrado se ocupó para cuantificar 

el ácido tereftálico a través de los tiempos de muestreo y a la membrana que sirvió para este filtrado 

se aprovechó para la cuantificación celular por peso constante. Finalmente, el mililitro restante se 

usó para obtener la turbimetría del medio a través del tiempo.  

4.2.5.1 Cuantificación de la biodegradación de AT 

Para cuantificar la biodegradación de ácido tereftálico se empleó un equipo de electroforesis 

capilar modelo MDQ marca Beckman Coulter (Fullerton, CA) acoplado a un detector UV. Las 

condiciones del capilar de igual manera marca Beckman Coulter (Fullerton, CA), condiciones de 

operación para llevar a cabo el flujo electroosmótico y la movilidad electroforética y las 

concentraciones para la preparación del buffer (medio electrolítico) que será el encargado de 

conducir la corriente (Wu et al., 2003) están indicadas en la tabla 4-4. 

Tabla 4-4.  Condiciones del capilar, de operación y de la solución electrolítica para llevar a 

cabo una buena separación 

 

Condiciones del capilar Condiciones de operación 
del equipo de EC 

Condiciones para preparar la 
solución electrolítica 

(Wu et al., 2003) 
Neutro de sílice fundida 

57 Cm longitud total/ 50 Cm 
longitud efectiva 

75 µm ID x 375 µm OD 

V= 25 Kv 

Tseparación= 25°C 

Tmuestra= 15°C 

I= 0.3 psi/ 3 seg 

Vel Adq= 2 Hz 

C= 50-62 µA 

LO= 214 nm 

10 mM de fosfato de potasio 
dibásico 

4 mM de α-ciclodextrinas 

8 mM de β-ciclodextrinas 

0.5% de PEG 8000 

pH= 11 

Agua Milli Q 

Nota: Abreviaturas:  

V= Voltaje; T= Temperatura; I= Inyección; Vel Adq= Velocidad de adquisición; C= Corriente; LO= 

Longitud de onda 
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Los reactivos α y β ciclodextrinas de la marca Sigma-Aldrich (San Luis, Misuri, USA) son de 

vital importancia para la preparación del medio electrolítico ya que actuaron como surfactantes, el 

pH del buffer se ajustó a 11 con una solución de NaOH 1 molar (Anexo 1), se filtró con membranas 

de 25 mm de diámetro y 0.22 micras de tamaño de poro de la marca Millipore y finalmente se llevó a 

refrigeración. El buffer de separación además de identificar el ácido tereftálico también identifica 

otros compuestos como ácido p-Acetamidobenzoico, monometil tereftalato, aspirina, ácido p-

Hidroxibenzoico, ácido p-Tolueico, 2-Carboxibenzaldehido, 4-Carboxibenzaldehido, ácido 

benzoico, ácido salicílico, ácido ftálico, ácido isoftálico (Wu et al., 2003). También se preparó una 

solución  de NaOH 0.1 M (Anexo 1) filtrada con las membranas Millipore con el fin de lavar el 

capilar y evitar impurezas. 

El método que se creó en el equipo para la identificación del ácido tereftálico consta de 3 

lavados, un lavado con NaOH a una concentración 0.1 M, un lavado con agua Milli Q, un lavado 

con la solución electrolítica, estos lavados fueron hechos a una presión de 30 psi por 5 minutos cada 

uno, posteriormente se llevó a cabo la inyección de la muestra que contiene el ácido tereftálico la 

cual se efectuó a 0.3 psi/ 3 seg, finalmente se realizó la separación según la relación masa/carga de 

las distintas moléculas, para que esto fuese posible se aplicó una diferencia de potencial entre los dos 

extremos del capilar que hizo que las moléculas se movieran hacia un extremo u otro del capilar y se 

fueran separando entre sí. Este método se puede programar para leer varias muestras, una tras otra, 

ya que el equipo MDQ funciona de manera automatizada. 

A las muestras recolectadas a través del tiempo se le hicieron diluciones de tal forma que 

quedara 1 g/L al inicio de las cinéticas y así tener una cuantificación del electroferograma estable y 

mucho más fina, una vez obtenido el electroferograma de ácido tereftálico se integró manualmente 

para obtener el área bajo la curva y así, con ayuda de una regresión lineal de una curva de calibración 

de concentración de sustrato (AT) vs áreas obtenidas de estas concentraciones se obtuvo la 

concentración de ácido tereftálico que teníamos en las cinéticas de biodegradación a través del 

tiempo. 

4.2.5.2 Cuantificación del crecimiento celular 

El crecimiento celular se cuantificó por cada tiempo de muestreo tomado, para esto, se 

llevaron a cabo dos técnicas como son peso constante para cuantificación de la biomasa celular y 

densidad óptica la cual nos sirvió para medir la turbimetría del cultivo en crecimiento.  Como se 

mencionó anteriormente, de los 4 mL que obtuvimos por cada punto de muestreo, 3 mL sirvieron 
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para realizar peso constante con las membranas Millipore y el mililitro restante para medir la 

turbimetría por densidad óptica. 

4.2.5.2.1 Peso constante 

El procedimiento para la cuantificación de la biomasa celular fue como sigue: 

Se puso a peso constante (100°C por 3 horas) charolas de aluminio que contenían membranas 

Millipore, al pasar las tres horas, las charolas se pesaron en una balanza analítica registrando el peso, 

en seguida, la membranas se filtraron con 3 mL de muestra de las cinéticas de crecimiento (el filtrado 

se ocupó para cuantificar la biodegradación de AT), una vez filtradas las membranas, éstas se 

vuelven a poner en las charolas y así volverlas a poner a peso constante (100°C por 3 horas), pasado 

este tiempo, las charolas que contenían las membranas filtradas se volvieron a pesar registrando el 

peso obtenido. Finalmente, por la diferencia de pesos se obtuvo la cuantificación de la biomasa 

perteneciente a los tiempos de muestreo. 

4.2.5.2.2 Densidad óptica 

A partir de la muestra obtenida de la cinética de crecimiento, se obtuvo la densidad óptica a 

600 nm (Hara et al., 2007). Las lecturas no debían ser mayores a 1 de absorbancia, por lo cual fue 

necesario realizar diluciones. El blanco fue el medio de cultivo fresco utilizado, mismo con el cual se 

hicieron las diluciones pertinentes (Wang y Gu, 2006). 

La densidad óptica se graficó vs el peso seco para correlacionarlas entre sí y obtener  la curva 

de calibración adecuada a los microorganismos degradadores de AT con la cual se obtuvieron las 

concentraciones de crecimiento celular a través del tiempo. 

 

 

4.2.6. Etapa 5. Caracterización molecular de los microorganismos al finalizar las 

cinéticas de biodegradación 

Se caracterizaron molecularmente los microorganismos al finalizar las cinéticas de 

biodegradación a distintas concentraciones de sustrato con el fin de corroborar que los 

microorganismos que se caracterizaron en la etapa 1 sean los mismos al finalizar la experimentación. 

Los procedimientos y métodos para concluir esta etapa son los mismos descritos en la etapa 1. 
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4.3. Modelos cinéticos 

Se utilizaron ecuaciones matemáticas con el objetivo de interpretar los datos experimentales de 

las cinéticas de biodegradación y crecimiento celular (Abuhamed et al., 2004; Andrews, 1968; 

Mathews et al., 2000). 

La velocidad de biodegradación de ácido tereftálico se calculó de la siguiente manera: 

   

         

       
 

La velocidad específica de crecimiento celular fue calculada en la fase exponencial usando la 

siguiente ecuación: 

  

         

       
 

 

En donde: 

  : Velocidad de biodegradación de AT       

S: Concentración de sustrato (g/L) 

X: Concentración de biomasa (g/L) 

t: tiempo (h) 

 

La ecuación de Andrews de inhibición por concentración de sustrato fue utilizada para describir la 

velocidad específica de crecimiento: 

 

   
 

 

  

  
 

     

      
  

  

 

 

En donde: 

S: Concentración del sustrato (g/L) 

t: Tiempo (h) 
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µ: Velocidad específica de crecimiento celular       

X: Concentración de biomasa (g/L) 

µmax: Velocidad máxima de crecimiento       

Ks: Constante de saturación (g/L) 

Ki: Constante de inhibición por sustrato (g/L) 

 

El rendimiento celular experimental se calculó utilizando la siguiente ecuación: 

  
 
    

  
     

     
 

En donde: 

XM: Concentración máxima de biomasa (g/L) 

X0: Concentración inicial de biomasa (g/L) 

CS: Concentración de sustrato a la máxima concentración de biomasa (g/L) 

C0: Concentración inicial de sustrato (g/L) 

 

 

El modelo de Andrews se ajustó a las cinéticas de biodegradación y crecimiento celular para 

cada concentración de sustrato, se utilizó el método de Runge-Kutta y los parámetros µmax, Ks y 

Ki, fueron optimizados con el método de Marquardt utilizando un software comercial (Model Maker 

V. 4, Cherwell Scientific Publishing, UK). 
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5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

 

5.1. Caracterización molecular de los microorganismos capaces de degradar ácido 

tereftálico 

 

Se tienen dos microorganismos desconocidos a los que en primera instancia se les llamó 

microorganismo tipo A y microorganismo tipo B (Figura 5-1), estos microorganismos crecen en una 

placa de agar que contiene reactivos descritos en la tabla 4-3 de materiales y métodos  creciendo a 

una temperatura de 28°C en una incubadora VWR. 

 

 

 

 

 

Figura 5-1.  Colonias pertenecientes a los microorganismos aerobios que degradan ácido 

tereftálico tomadas a una amplificación de 10X 

 

Las colonias de la figura 5-1 fueron tomadas en un microscopio Olympus modelo CX31 a 

una amplificación de 10X, para identificar estas colonias se realizó la extracción de DNA, 

posteriormente se amplificó por PCR el gen 16S rDNA y en ambos casos (microorganismo A y B) 

se obtuvieron fragmentos de 600 pb y de 910 pb los cuales se verificaron al separarlos por 

electroforesis en un gel de agarosa, para corroborar que los fragmentos obtenidos fueran de los 

microorganismos aerobios también se llevaron a cabo reacciones de PCR que actuaron como 

controles, una reacción para el control negativo que correspondió a una reacción con todos los 

reactivos de la tabla 4-1 con excepción del DNA por lo cual no hubo amplificación indicándonos 

que los reactivos utilizados no presentaban contaminación y una reacción para el control positivo 
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que correspondió a una reacción con todos los reactivos para la amplificación con DNA del 

microorganismo Escherichia Coli en donde se presentó amplificación del DNA de este 

microorganismo, debido a esto se pudo concluir que efectivamente las bandas pertenecían al DNA 

de los microorganismos aerobios degradadores de ácido tereftálico (Figura 5-2). 

 

 

 

 

 

Figura 5-2. Amplificación del gen 16S rDNA 

 

 

 

Una vez que se realizó la amplificación  de ambos microorganismos, los productos de PCR 

se purificaron, posteriormente los productos de PCR purificados se secuenciaron en el INMEGEN 

y en MACROGEN, de esta manera se identificaron ambos microorganismos (Tabla 5-1). Los 

electroferogramas y la extracción de la secuencia fue realizado con el software MEGA 5.0 (Figura 5-

3 y 5-4), en el caso del alineamiento de los nucleótidos se efectuó por el programa nucleotide blast 

perteneciente a la base de datos Genbak. En el anexo 2 se muestran las secuencias completas del gen 

16S rDNA para ambos microorganismos. 
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GTGTGGGGGAATTCCACGTTTTCCGCGCCGTAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCC 

GTGTGGGGGAATTCCACGTTTTCCGCGCCGTAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCC 

 

Figura 5-3. Electroferograma y alineamiento perteneciente al microorganismo tipo A 

 

 

 

 

 

 

 

TATACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC 

TATACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC 

 

Figura 5-4. Electroferograma y alineamiento perteneciente al microorganismo tipo B 
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Tabla 5-1.  Identificación molecular de los microorganismos aerobios degradadores de 

ácido tereftálico por la similitud de la región 16S rDNA 

 

Microorganismo 

tipo 

Presunto microorganismo 

identificado 

Similitud (%) Número de acceso al 

banco de genes 

(www.ncbi.nlm.nih.gov) 

A Arthrobacter sp. 99 HQ323449.1 

B Rhodococcus sp. 100  DQ337561.1 

 

Una vez lograda la identidad de los microorganismos se obtuvo información bibliográfica de 

estos, información que fue de ayuda para realizar las cinéticas crecimiento celular y biodegradación 

de ácido tereftálico. 

Arthrobacter  es un género de microorganismo aerobio estricto Gram positivo (O'Loughlin et 

al., 1999). Crece a temperaturas entre 25-30°C (MacFaddin, 2003) y a un pH entre 7 y 8 (Sharma et 

al., 2009). 

Se ha reportado que Arthrobacter sp. puede transformar el dimetil ftalato a monometil ftalato 

(Gu, 2007), de igual manera Arthrobacter Keyseri 12B puede metabolizar compuestos ésteres de 

ftalatos como Dibutil ftalato (Vamsee-Krishna y Phale, 2008). 

En el caso de Rhodococcus este es un género de microorganismo aerobio Gram positivo 

(Bergey y Holt, 1994), presentan colonias de tipo mucoide, lisas o rugosas y pigmentadas de color 

crema, rojo o anaranjado, el crecimiento de estas colonias duran de 1-3 días. Presentan un tipo de 

metabolismo oxidativo de los carbohidratos. Su pared celular contiene ácidos micólicos con 34 a 52 

átomos de carbono y hasta 3 dobles enlaces, siendo la mayor parte de la cadena de carbonos de tipo 

saturada e insaturada y con la presencia de ácidos grasos 10-metil-(tubérculo esteárico)-ramificado 

(Sánchez et al., 2004). 

El género Rhodococcus forma pigmentos caroteinados y dependiendo de su especie forma el 

compuesto β-caroteno, γ-caroteno u otros compuestos caroteinados (Ichiyama et al., 1989). 

 Rhodococcus sp. crece bien a temperaturas de 30°C a 37°C  siendo la temperatura óptima 30°C 

y un pH óptimo de 7.0 (Sánchez et al., 2004). En algunos proyectos de investigación se ha 

reportando que este microorganismos tiene la habilidad de degradar un amplio rango de compuestos 

aromáticos (Díaz, 2004; Larkin et al., 2005; Larkin et al., 2006; Martínková et al., 2009) como 
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isómeros ftálicos y sus esteres (Choi et al., 2005; Hara et al., 2007; Nalli et al., 2002; Vamsee-Krishna y 

Phale, 2008; Walter et al., 1991) siendo escasos los reportes de cinéticas de biodegradación de estos 

compuestos. 

5.2. Análisis microscópico de los microorganismos aerobios 

El análisis microscópico se realizó por microscopia electrónica para la obtención de forma y 

tamaño de los microorganismos; las fotos obtenidas provienen de una muestra diluida 1:50 

(Muestra-Agua) y una amplificación a 10,000X, 5,000X y 2,500X para ambos microorganismos.   

Para el microorganismo A correspondiente a Arthrobacter sp. con una amplificación a 10,000X 

se ven microorganismos en forma de bacilos (1.30 x 0.7) µm aproximadamente y de cocos 0.95 µm 

de diámetro aproximadamente, estos microorganismos se tomaron de un medio de cultivo líquido 

en fase exponencial entrando a fase estacionaria (Figura 5-5). Bibliográficamente se sabe que 

Arthrobacter sp. tiene forma de bacilo durante la fase de crecimiento exponencial y de cocos aislados 

dispuestos en forma aislada o en pares o en grumos irregulares durante la fase estacionaria 

(MacFaddin, 2003). Los cocos son resistentes a la falta de nutrientes. El género se distingue por su 

hábito de “snapping division” en la que la pared celular exterior se rompe por una juntura (de aquí 

su nombre), de tal forma que los bacilos se rompen en cocos (O'Loughlin et al., 1999). 

 

Figura 5-5. Morfología  de Arthrobacter sp 
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En el caso del microorganismo B correspondiente a Rhodococcus sp, con una amplificación a 

10,000X se ven microorganismos en forma de bacilos cortos ó cocobacilos (0.87 x 0.7) µm 

aproximadamente (Figura 5-6). Teóricamente se sabe que este género se caracteriza por agrupar 

bacterias de forma bacilar, las cuáles pueden llegar a formar filamento vegetativo ramificado, el cual 

es septado y se fragmenta en formas bacilares y cocoidales (Bell et al., 1998; Sánchez et al., 2004). 

Generalmente las especies de Rhodococcus muestran cocobacilos cortos (Koneman et al., 1997). 

 

 

Figura 5-6. Morfología de Rhodococcus sp. 

 

 

 

Con una amplificación de 2,500X (Figura 5-7) y 5,000X (Figura 5-8) se ven microorganismos 

en forma de cocobacilos ramificados. 
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Figura 5-7. Morfología de Rhodococcus sp. amplificada a 2,500X 

 

 

 

 

 

Figura 5-8. Morfología de Rhodococcus sp. amplificada a 5,000X 
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5.3. Establecimiento de las condiciones de cultivo para los microorganismos 

5.3.1. Medio de cultivo sólido de AT 

Para tener las condiciones óptimas de crecimiento de pH y temperatura de los 

microorganismos Arthrobacter sp. y Rhodococcus sp. se pusieron a crecer en medio de cultivo sólido de 

ácido tereftálico con una concentración de 5 g/L a distintos pHs, entre 5-10, y a tres temperaturas 

de incubación (20, 30 y 37)°C (Tabla 5-2) para ambos microorganismos. 

 

Tabla 5-2.  Resultados de crecimiento de los microorganismos Arthrobacter sp. y 

Rhodococcus sp. 

 

 

  

 Temperatura de incubación (°C) 

pH 20 30 37 

5 +++ +++ +++ 

6 +++ +++ +++ 

7 +++ +++ +++ 

8 +++ +++ +++ 

9 +++ +++ +++ 

10 +++ +++ +++ 

  

Simbología: -Muy poco crecimiento     +Poco crecimiento      ++Crecimiento medio      +++Buen crecimiento 

 

Como se mencionó anteriormente Arthrobacter sp. crece óptimamente a una temperatura de 

25 a 30°C (MacFaddin, 2003) y a un pH óptimo entre 7 y 8 (Sharma et al., 2009) en un medio de 

cultivo de agar nutritivo, en el medio de cultivo sólido de ácido tereftálico a 5 g/L siendo el AT la 

única fuente de carbono el crecimiento que se observó fue lento y gradual por lo que la 

biodegradación fue ineficiente ya que el microorganismos sufrió inhibición por concentración de 

sustrato. 

En el caso de Rhodococcus sp. (Figura 5-9), sabemos que este microorganismo crece 

óptimamente a un pH de 7 y a una temperatura de 30°C (Choi et al., 2005; Hara et al., 2007; Nalli et 

al., 2002; Walter et al., 1991) en agar nutritivo, en el caso del medio de cultivo sólido de AT a 5 g/L 

 Temperatura de incubación (°C) 

pH 20 30 37 

5 - - - 

6 + + + 

7 + + + 

8 + + + 

9 + + + 

10 + + + 



 

39 

se observó un buen crecimiento en todos los pH probados de 5 a 10 y a las temperaturas de 

incubación probadas (20, 30, 37)°C. 

 

 

Figura 5-9. Rhodococcus sp. en un medio de cultivo sólido de ácido tereftálico a una 

concentración de 5 g/L 

 

Con estos resultados, se optó por realizar cinéticas de biodegradación y crecimiento celular 

de ácido tereftálico a 5 g/L como única fuente de carbono con el microorganismo Rhodococcus sp. y 

optimizarla nivel laboratorio. Para el caso de Arthrobacter sp, futuras investigaciones se encargarán de 

evaluar la biodegradación de ácido tereftálico con este microorganismo. 

 

5.3.2. Medio de cultivo líquido de AT 

5.4.2.1 Cinéticas de crecimiento celular en medio de cultivo líquido de AT a 5 

g/L a distintos pHs 

Para el establecimiento de las condiciones óptimas de pH en medio de cultivo líquido para el 

microorganismo Rhodococcus sp. se inoculó una concentración de 0.03 g/L de biomasa en fase 

exponencial a medios de cultivo líquido de AT 5 g/L a distintos pH, entre 6 y 9, los cuales se 

incubaron a una temperatura de 30°C en una incubadora orbital INO 650 V-7 a 200 rpm (Jackson et 

al., 1996; Li et al., 2005; Trinh Tan et al., 2008). Se escogió esta temperatura ya que 

experimentalmente Rhodococcus sp. tiene crecimiento a 20, 30 y 37°C pero teóricamente su óptima se 

encuentra en 30°C. 
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Para obtener el pH óptimo se midió el crecimiento celular a través del tiempo con las técnicas 

de densidad óptica y peso constante, la variable de respuesta fue la velocidad específica de 

crecimiento celular.  Para cuantificar  la concentración de biomasa, se relacionó la densidad óptica vs 

peso constante a distintas concentraciones de sustrato (Figura 5-10) en donde se tienen curvas de 

calibración obteniendo coeficientes de correlación de 0.9959 +- 0.0015  y pendientes similares entre 

sí, es importante notar de que a pesar de que las pendientes son muy cercanas la biomasa obtenida 

aumenta por el incremento de sustrato.  

 

Figura 5-10. Curva de calibración entre la densidad óptica y peso constante de cinéticas de 

biodegradación y crecimiento celular a distintas concentraciones de sustrato 

 

 

Cuantificando las concentraciones  del crecimiento celular a través de tiempo (Figura 5-11) a 

distintos pH  se observó que en todos hay crecimiento celular llegando a una concentración de 1.13 

g/L en todos los casos solo que la velocidad específica de crecimiento celular es mucho mayor en 

pH de 7 con una velocidad específica de 0.059 +- 0.00014     (Figura 5-12) la cual hace que sea la 

más indicada para la biodegradación de AT a 5 g/L. Es interesante notar que a pH de 9 el 

crecimiento es nulo para el medio de cultivo establecido. 
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Figura 5-11. Cinéticas de crecimiento celular a distintos pHs 

 

 

 

 

Figura 5-12. Velocidad específica de crecimiento celular a distintos pHs 
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5.4.2.2 Cinéticas de crecimiento celular en medio de cultivo líquido de AT a 5 

g/L a distintas velocidades de agitación 

Con respecto a la selección de la mejor agitación, como se mencionó anteriormente, se 

pusieron a prueba medios de cultivo de AT a 5 g/L con las condiciones de temperatura y pH 

establecidas previamente a distintas agitaciones como 150 rpm, 200 rpm y 250 rpm (Figura 5-13) en 

donde se observó  un mayor crecimiento celular a 150 rpm y 200 rpm llegando a una concentración 

máxima de 1.13 g/L en comparación con 250 rpm donde sólo se alcanzó una concentración máxima 

de 0.78 g/L producido por inhibición del crecimiento celular a causa de la fuerte agitación lo cual 

pudo haber sido causado por estrés en las células de Rhodococcus sp, con este resultado, se sabe que si 

hay inhibición en el crecimiento celular, no hay una biodegradación eficiente de AT. 

 

 

Figura 5-13. Cinéticas de crecimiento celular a distintas velocidades de agitación 

 

 

Para obtener la mejor agitación se comparó la velocidad específica de crecimiento celular 

entre agitaciones de 150 rpm y 200 rpm como lo indica la figura 5-14, la velocidad específica 

eficiente es de la cinética de crecimiento celular a 200 rpm siendo de 0.059 +- 0.00014    . 
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Figura 5-14. Velocidad específica de crecimiento celular a distintas agitaciones 

 

 

5.4. Cuantificación de la biodegradación de AT 

Previamente se mencionaron los procedimientos para la cuantificación de la biodegradación 

de AT con el equipo de electroforesis capilar, desde la preparación de la solución electrolítica hasta 

el procedimiento que se efectuó en el equipo para llevar a cabo la separación, como se sabe, la 

solución electrolítica no solo identifica ácido tereftálico sino también otras moléculas similares (Wu 

et al., 2003). 

Una vez preparada la solución electrolítica, se preparó un estándar de ácido tereftálico a 0.2 

g/L para demostrar la utilidad del método, posteriormente se programaron las actividades a seguir 

en el equipo de electroforesis capilar realizando lavados para limpiar y activar el capilar con NaOH 

0.1 molar (Anexo 1), agua Milli Q y con la solución electrolítica, posteriormente se inyectó la 

muestra estándar preparada a 0.2 g/L de AT y se llevó a cabo la separación según la relación 

masa/carga aplicándole al equipo una diferencia de potencial entre los extremos del capilar por 
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varios minutos hasta que se obtuvo el electroferograma correspondiente al estándar de la muestra 

inyectada (Figura 5-15) en donde se observa la línea base de la solución electrolítica y un 

electroferograma típico de AT con un tiempo de migración entre 8 y 8.2 minutos. Wu et al., 2003 

reporta una alta precisión, linealidad y resolución para este método sin embargo también reportó que 

el tiempo de migración es afectada por las ciclodextrinas para el caso de los isómeros ftálicos, la 

movilidad electroforética decrecerá incrementando la concentración de estas ciclodextrinas en 

especial la concentración de β-ciclodextrinas.  En otro reporte de investigación, se observó que el 

tiempo de migración óptimo para la molécula de ácido tereftálico en un equipo de electroforesis 

capilar es de 8 minutos aproximadamente (Moraes et al., 2004). 

 

 

 

 

Figura 5-15. Electroferograma típico correspondiente al ácido tereftálico 

 

 

 

Una vez que se comprobó la factibilidad del método se prepararon distintas concentraciones 

de ácido tereftálico con el fin de realizar la curva de calibración y así cuantificar la biodegradación de 

AT a través del tiempo, estas muestras se leyeron en el equipo de electroforesis capilar y se 

obtuvieron los electroferogramas pertenecientes a distintas concentraciones de AT a los cuales se les 

determinó el área bajo la curva, con estos datos, se correlacionaron las distintas concentraciones de 

AT vs áreas correspondientes a cada concentración (Figura 5-16) en donde se observa un coeficiente 

de correlación promedio de 0.99. 
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Figura 5-16. Curva de calibración para cuantificar la biodegradación de AT 

 

 

 

 

 

5.5. Evaluación de cinéticas de biodegradación y crecimiento celular a distintas 

concentraciones de sustrato 

Una vez obtenidas las condiciones óptimas del medio de cultivo líquido se realizaron cinéticas 

de biodegradación y crecimiento celular a distintas concentraciones de sustrato (3, 4, 5.035, 7.1, 9.7 y 

14.5) g/L habiendo degradación total en cada uno de los sistemas. 

La velocidad específica de crecimiento fue mayor con una concentración de sustrato de 5.035 

g/L la cual fue de 0.059 +- 0.00006    , con concentraciones mayores la velocidad específica de 

crecimiento celular disminuía (Figura 5-17). 
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Figura 5-17. Velocidades específicas de crecimiento celular a distintas concentraciones de 

sustrato 

 

 

Con la ecuación de inhibición por sustrato de Andrews de 1968 se obtuvieron los valores de 

velocidad máxima de crecimiento, constante de saturación y constante de inhibición (Tabla 5-3), la 

simulación se realizó con los valores previamente calculados (Figura 5-18) en donde se observan 

datos experimentales de velocidades específicas de crecimiento y datos pertenecientes al simulado vs 

las distintas concentraciones de sustrato. La correlación promedio fue de 0.9694. 
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Tabla 5-3.  Parámetros cinéticos obtenidos de la ecuación de Andrews 

 

µmax       Ks (gS/L) Ki (gS/L) 

0.20 5 3 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5-18. Comparación de las velocidades específicas de crecimiento experimentales y 

modeladas vs concentración de sustrato 
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A continuación se describen de manera general las cinéticas de biodegradación de ácido 

tereftálico y crecimiento celular a distintas concentraciones de sustrato. La concentración inicial de 

biomasa agregada fue de 0.03 g/L en fase exponencial para todos los casos, como se menciona en 

materiales y métodos, el modelo de inhibición por concentración de sustrato se ajustó a las cinéticas 

de biodegradación y crecimiento celular utilizando el software Model Maker versión 4. 

Con una concentración de sustrato de ácido tereftálico a 3 g/L (Figura 5-19) la concentración 

de biomasa máxima fue de 0.685 +- 0.0071 g/L, a las 106 horas después de la inoculación la 

concentración de ácido tereftálico fue nula, la velocidad específica de crecimiento celular fue de 

0.052 +- 0.00022     y la velocidad de biodegradación de ácido tereftálico de 0.0515 +- 0.00071 

   , el rendimiento celular fue del 23% y el ajuste del modelo a los datos obtenidos 

experimentalmente tiene un coeficiente de correlación promedio de 0.976223. 

 

 

 

Figura 5-19. Cinética de biodegradación de AT y crecimiento celular a 3 g/L de sustrato 
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En las cinéticas de biodegradación de AT con una concentración de ácido tereftálico a 4 g/L 

(Figura 5-20) la concentración de biomasa fue mayor que el sistema anterior con un valor de 0.91 +- 

0.015 g/L y hubo degradación total a las 94 horas desde la inoculación, la velocidad específica de 

crecimiento fue de 0.055 +- 0.00064    , la velocidad de biodegradación de AT fue de 0.062 +- 

0.00089     y el rendimiento fue del 23%. El ajuste del modelo a los datos experimentales tiene un 

coeficiente de correlación promedio de 0.97767. Es importante notar que la concentración de 

biomasa en la fase estacionaria casi no se mantiene ya que enseguida entra a la fase de muerte celular. 

 

 

 

 

Figura 5-20. Cinética de biodegradación de AT y crecimiento celular a 4 g/L de sustrato 

inicial 
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Evaluando las cinéticas de biodegradación con una concentración de sustrato a 5.035 g/L 

(Figura 5-21) se observa incremento celular ya que la concentración de sustrato es mayor que en los 

medios de cultivo anteriores, este valor es de 1.15 +- 0.01626 g/L, la velocidad específica de 

crecimiento fue de 0.059 +- 0.00006     siendo el valor más alto de todas las cinéticas de 

biodegradación y crecimiento celular a distintos valores de sustrato que se probaron 

experimentalmente, de la misma manera, la velocidad de consumo de biodegradación de AT es la 

más alta y fue de 0.077 +- 0.00093     , a las 82 horas la biodegradación del sustrato es casi total. El 

rendimiento celular experimental fue del 23%. Por otro lado, el ajuste del modelo a los datos 

experimentales tiene un coeficiente de correlación promedio de 0.97585. 

 

 

 

 

 

Figura 5-21. Cinética de biodegradación de AT y crecimiento celular a 5.035 g/L de sustrato 

inicial 
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Con una concentración de sustrato de 7.1 g/L (Figura 5-22) como se esperaba, la 

concentración de biomasa máxima aumento y fue de 1.5 +- 0.035 g/L, en comparación con el 

sistema anterior de 5.035 g/L la velocidad específica de crecimiento celular fue más baja 0.047 +- 

0.00059     al igual que la velocidad de consumo con un valor de 0.04 +- 0.001    , a las 124 horas 

no se detecta concentración de ácido tereftálico en el medio de cultivo. El rendimiento celular 

disminuyo siendo del 21%. El ajuste del modelo a los datos obtenidos experimentalmente tiene una 

correlación promedio de 0.944. 

 

 

 

 

 

 

Figura 5-22. Cinética de biodegradación de AT y crecimiento celular a 7.1 g/L de sustrato 

inicial 

 

0 

2 

4 

6 

8 

0 

0.4 

0.8 

1.2 

1.6 

0 40 80 120 

Datos experimentales. 
Crecimiento celular 

Datos del modelado. 
Crecimiento celular 

Datos experimentales. 
Biodegradación de AT 

Datos del modelado. 
Biodegradación de AT 



 

52 

 

Evaluando las cinéticas de biodegradación de ácido tereftálico con una concentración de 9.7 

g/L (Figura 5-23) se observó que aunque fue una concentración alta la biodegradación es total a las 

148 horas después de la inoculación. El rendimiento celular disminuyó considerablemente siendo del 

17% a pesar de que hubo incremento en la biomasa ya que la concentración máxima de células fue 

de 1.69 +- 0.021 g/. La velocidad específica de crecimiento celular disminuyo en comparación de los 

medios de cultivo con una concentración de ácido tereftálico de 5.035 y 7.1 g/L, este valor fue de 

0.042 +- 0.00031     y la velocidad de consumo al igual que la velocidad de crecimiento disminuyó 

con un valor de 0.036 +- 0.00063     . El ajuste del modelo a los datos experimentales tiene una 

correlación promedio de 0.93139. 

 

 

 

 

 

Figura 5-23. Cinética de biodegradación de AT y crecimiento celular a 9.7 g/L de sustrato 

inicial 
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Analizando los datos experimentales de las cinéticas de biodegradación de ácido tereftálico 

con una concentración de 14.5 g/L (Figura 5-24) que fue la concentración de sustrato más alta 

probada se observó que también hubo biodegradación total de AT a las 212 horas después de la 

inoculación sin embargo el rendimiento celular disminuye aun más que en el medio de cultivo 

anterior siendo del 15% a pesar de que hay incremento en la biomasa siendo la concentración celular 

más alta registrada de todas las cinéticas con un valor de 2.25 +- 0.071 g/L. La velocidad específica 

de crecimiento disminuye siendo la más baja con valor de 0.031 +- 0.00092     al igual que existe 

disminución en la velocidad específica de consumo 0.032 +- 0.00032    . El ajuste del modelo a los 

datos obtenidos experimentalmente tiene un coeficiente de correlación promedio de 0.94156. 

. 

 

 

 

Figura 5-24. Cinética de biodegradación de AT y crecimiento celular a 14.5 g/L de sustrato 

inicial 
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Como se corroboró experimentalmente mientras más sustrato se le agregó al medio de 

cultivo se generaba más concentración de biomasa, esto implicaba que los medios del cultivo se 

tornaran cada vez más rojizos (Figura 5-25) se sabe que el género Rhodococcus forma pigmentos 

caroteinados y dependiendo de su especie forma el compuesto β-caroteno, γ-caroteno u otros 

compuestos caroteinados (Ichiyama et al., 1989). 

 

Figura 5-25. Coloración formada por algún tipo de pigmento caroteinado en las cinéticas de 

biodegradación y crecimiento celular a distintas concentraciones de sustrato  

 

5.5.1. Rendimiento celular (Y x/s) 

El rendimiento celular experimental (Figura 5-26) se calculó como se menciona en la sección 

4.3 de materiales y métodos para cada cinética de biodegradación y crecimiento celular a distintas 

concentraciones de sustrato, en la gráfica se observa un rendimiento constante en los medios de 

cultivo con concentraciones de sustrato de 3, 4 y 5.1 g/L, con concentraciones de ácido tereftálico 

mayores (7.1, 9.7 y 14.5) g/L el rendimiento disminuye siendo el más bajo a la concentración más 

alta de sustrato. 

 

Figura 5-26. Rendimiento celular experimental en las cinéticas de biodegradación a 

distintas concentraciones de sustrato 

0.04 

0.1 

0.16 

0.22 

0 5 10 15 



 

55 

Para la obtención del rendimiento teórico para una concentración de sustrato de 5 g/L y una 

concentración de Nitrato de amonio de 0.814 g/L, se balanceó la siguiente ecuación por el método 

algebraico, la fórmula reducida de la biomasa pertenece al microorganismo Escherichia Coli ya que no 

se encontró la fórmula reducida de Rhodococcus sp. 

 

                                   

                                         

 

Con los números de moles obtenidos de la ecuación se calculó la concentración de biomasa 

generada, la concentración de    que se requirió para llevar a cabo la reacción y las concentraciones 

de     y     que se generaron (Tabla 5-4). 

 

 

Tabla 5-4.  Concentraciones de las moléculas que participan en la reacción 

 

Moléculas de la reacción Concentración (g/L) 

       inicial 5 

       inicial 0.814 

   que se requiere 6.8 

              generada 1.305 

    producido 9.48 

    producida 1.87 

 

El rendimiento teórico celular se calculó de la siguiente manera: 

 

Rendimiento celular =  
          

      
   = 0.26 

 

 

Para todas las concentraciones de sustrato la ecuación se balanceó para obtener la biomasa 

teórica que se debió generar en cada sistema y mantener constante el rendimiento de 0.26 (Tabla 5-

5) en donde se muestra una comparación con la concentración de biomasa y los rendimientos 

generados experimentalmente con los teóricos. 
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Tabla 5-5.  Biomasa generada y rendimientos experimentales vs teóricos 

 

Concentración 
de AT 
(g/L) 

Biomasa generada 
experimentalmente 

(g/L) 

Rendimiento 
experimental 

  
 
    

 

Biomasa 
teórica 
(g/L) 

Rendimiento 
teórico 
  
 
  

 

3 0.685 +- 0.007 0.23 0.783 0.26 

4 0.91 +- 0.015 0.23 1.04 0.26 

5.035 1.15 +- 0.016 0.23 1.28 0.26 

7.1 1.5 +- 0.035 0.21 1.8 0.26 

9.7 1.69 +- 0.021 0.17 2.44 0.26 

14.5 2.25 +- 0.071 0.15 3.8 0.26 

 

 

Como se observa, mientras más sustrato se le agregó al medio de cultivo más biomasa 

produjo, la baja en el rendimiento experimental pudo deberse a la inhibición por concentración de 

sustrato que se presenta en los sistemas a altas concentraciones de ácido tereftálico, aún así, como se 

comprueba en las cinéticas de biodegradación y crecimiento celular, en todos los medios de cultivo 

probados hubo biodegradación total de AT. 

 

 

 

5.6. Caracterización molecular del microorganismo al finalizar las cinéticas de 

biodegradación de ácido tereftálico y crecimiento celular 

Para comprobar que la biodegradación de ácido tereftálico y crecimiento celular se llevó a 

cabo por el microorganismo Rhodococcus sp, al finalizar las cinéticas a distintas concentraciones de 

sustrato se extrajo DNA el cual posteriormente se amplificó por PCR. 

Una vez amplificado el DNA los productos de PCR purificados se secuenciaron, secuencias 

que identificaron al microorganismo degradador de AT para cada cinética de biodegradación y 

crecimiento celular (Tabla 5-6) con ayuda de la base de datos del Centro Nacional de Investigación 

Biotecnológica. Las secuencias completas se encuentran en el anexo 2. 
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Tabla 5-6.  Caracterización molecular del microorganismo al finalizar las cinéticas de 

biodegradación y crecimiento celular  

 

[C AT ](g/L) Microorganismo identificado Similitud (%) 

3 Rhodococcus sp. 100 

4 Rhodococcus sp. 100 

5.035 Rhodococcus sp. 100 

7.1 Rhodococcus sp. 100 

9.7 Rhodococcus sp. 100 

14.5 Rhodococcus sp. 100 
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6. CONCLUSIONES 

 

1. Los microorganismo degradadores de ácido tereftálico tipo A y B fueron identificados por 

medio del gen 16S rDNA como Arthrobacter sp. y Rhodococcus sp. respectivamente, además, por 

medio del análisis microscópico se determinó la morfología celular que confirmó la identidad 

de ambas especies. 

 

2. Arthrobacter sp. tuvo muy poco crecimiento en medio de cultivo sólido de AT con una 

concentración de sustrato de 5 g/L en los distintos pHs (5, 6, 7, 8, 9 y 10) y temperaturas de 

incubación (20, 30 y 37 °C) probadas, por lo que se considera que 5 g/L no es una 

concentración de sustrato favorable para el óptimo crecimiento de esta cepa, es por esto que 

no se realizaron cinéticas de crecimiento celular y biodegradación de AT con este 

microorganismo. 

 

3. Rhodococcus sp. tuvo excelente crecimiento en medio de cultivo sólido de ácido tereftálico con 

una concentración de sustrato de 5 g/L en pHs de 5, 6, 7, 8, 9, 10 y temperaturas de 

incubación de (20, 30 y 37)°C. 

 

 

4. El pH óptimo y la agitación ideal se encontró por medio de la velocidad específica de 

crecimiento celular, la velocidad de crecimiento más alta fue de 0.059     e indicó que el pH 

y la agitación ideal es de 7 y 200 rpm. 

 

5. Rhodococcus sp. degradó totalmente concentraciones de ácido tereftálico de 3, 4, 5.035, 7.1, 9.7 

y 14.5 g/L. La velocidad específica de crecimiento presentó un máximo en el medio de 

cultivo perteneciente a una concentración de sustrato de 5 g/L siendo de 0.059 +- 0.00006 

    con una velocidad específica de consumo de 0.077 +- 0.00093    , a concentraciones 

superiores a 5 g/L de ácido tereftálico (7.1, 9.7 y 14.5)g/L la velocidad específica de 

crecimiento celular fue disminuyendo al igual que la velocidad específica de consumo. La 

disminución en la velocidad específica de crecimiento nos indica inhibición por 

concentración de sustrato. 

 

6. Con la ecuación de inhibición por sustrato de Andrews se determinaron los parámetros de 

Velocidad máxima siendo de 0.2    , la constante de saturación fue de 5 gS/L y la constante 

de inhibición de 3 gS/L.  
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7. El rendimiento celular teórico fue de 0.26 gBiomasa/gSustrato mientras que 

experimentalmente en las cinéticas de biodegradación y crecimiento celular para 

concentraciones de sustrato de 3, 4 y 5.035 g/L el rendimiento se mantuvo en 0.23 

gBiomasa/gSustrato sin embargo, en los sistemas de 7.1, 9.7 y 14.5 g/L el rendimiento 

disminuyó considerablemente debido a la inhibición por concentración de sustrato que se 

presentó. 
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7. PERSPECTIVAS PARA TRABAJOS FUTUROS 

 

 

 

Rhodococcus sp. 

 

1. Analizar los flujos metabólicos lo cual permitirá la cuantificación de los flujos intracelulares 

del metabolismo central de Rhodococcus sp. proveyendo una visión completa del mismo y 

así optimizar la biodegradación de AT. 

 

2. Identificar el gen o los genes involucrados en la biodegradación de ácido tereftálico 

3. Establecer rutas metabólicas por los productos que genere la biodegradación y por las 

enzimas responsables de la biodegradación y así corroborar estas rutas metabólicas con otras 

existentes en bibliografía. 

4. Escalar a biorreactor y optimizar la biodegradación de AT 

 

Arthrobacter sp. 

 

1. Optimizar la biodegradación de ácido tereftálico a distintas concentraciones de sustrato con 

el fin de determinar la máxima concentración que Arthrobacter sp. pueda biodegradar. 
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9. ANEXOS 

ANEXO 1 

 

Soluciones de ácido clorhídrico e hidróxido de sodio que se utilizaron para ajustar el pH de 

los medios de cultivo de ácido tereftálico 

 

Reactivo Concentración 
(M) 

Volumen del 
reactivo 

(mL) 

Volumen total 
(mL) 

HCl 3 25 100 

HCl 5 42 100 

HCl 7 58 100 

 

Reactivo Concentración 
(M) 

Peso del reactivo 
(g) 

Volumen total 
(mL) 

NaOH 1 4 100 

NaOH 5 20 100 

 

 

Solución de hidróxido de sodio que se utilizó para lavar el capilar perteneciente al equipo de 

EC para la cuantificación del ácido tereftálico 

 

Reactivo Concentración 
(M) 

Peso del reactivo 
(g) 

Volumen total 
(mL) 

NaOH 0.1 0.4 100 

 

 

Medio de cultivo líquido LB 

 

Reactivo Peso del reactivo 
(g) 

Volumen total 
(mL) 

Triptona 
Extracto de levadura 

Cloruro de sodio 
Maltosa 

5 
2.5 
5 
1 

 
500 

 

Procedimiento: 

 

1. Agitar hasta disolver los solutos y ajustar el pH a 7.0 con una solución de hidróxido de sodio 

5 M 

2. Esterilizar por 20 minutos a 1.5        
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ANEXO 2 

 

Secuencias de la región 16S rDNA de los microorganismos degradadores de ácido 

tereftálico 

 

Microorganismo tipo A  

Arthrobacter sp. 

 

Longitud: 1368 pb 

 

GCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAACCTCACTTGTGGGGGGATTAGTGGCG

AACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTTAACTCTGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGT

CTAATACCGGATATGACTCCTCATCGCATGGTGGGGGGTGGAAAGCTTTATTGTGGTTTTGG

ATGGACTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTTACCAAGGCGACGACGGGTA

GCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA

GGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGG

GATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTG

CAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTT

ATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCCGTGAAAGTCCG

GGGCTCAACTCCGGATCTGCGGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGATGTAGGGGAGACTGG

AATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGG

TCTCTGGGCATTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACC

CTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGGACATCCACGTTCCGCGCCGT

AGCTAACGCACGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGGACATTCCACGTTTTCCGCGCC

GTAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAA

TTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC

TTACCAAGGCTTGACATGAACCGGTAACGCCTGGAGACAGGTGCCCCGCTTGCGGTCGGTTT

ACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA

GCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCACGTGATGGTGGGGACTCATAGGAGACTGCCGGG

GTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCA

CGCATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGTTGCGATACTGTGAGGTGGAGCTAATCCCAAAAA

GCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAAT

CGCAGATCAGCAANGC 
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Microorganismo tipo B 

Rhodococcus sp. 

 

Longitud: 1363 pb 

 

TGCAGTCGACGATGAAACCCAGCTTGCTGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACG

TGGGTGATCTGCCCTGCACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATACGAC

CACGGGATGCATGTCCTGTGGTGGAAAGGTTTACCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATC

AGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCG

ACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA

TTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTT

GTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCCA

ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCG

TAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCGTCTGTGAAAACCCGCAGCTCAACTGCGGGCTT

GCAGGCGATACGGGCAGACTCGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTG

AAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGAC

GCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAA

ACGGTGGGCGCTAGGTGTGGGTTTCCTTCCACGGGATCCGTGCCGTAGCTAACGCATCCTGG

TAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCGCTAGGTGTGGGTTTCCTTCCACGGGATCCGTGCCGTA

GCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTG

ACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTA

CCTGGGTTTGACATATACCGGACGACTGCAGAGATGTGGTTTCCCTTGTGGTCGGTATACAG

GTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG

CAACCCTTGTCCTGTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGGACTCGCAGGAGACTGCCGGGGTCA

ACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACA

TGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCC

GGTCTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGC

AGATCAGCAACG 
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Secuencias de la región 16S rDNA de Rhodococcus sp. después de las cinéticas de 

crecimiento celular y biodegradación de AT 

 

Microorganismo obtenido del medio de cultivo de AT a 3 g/L 

 

Longitud: 1362 pb 

 

GGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAACCCAGCTTGCTGG

GTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTGATCTGCCCTGCACTTCGGGATAAG

CCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATACGACCACGGGATGCATGTCCTGTGGTGGAAAGG

TTTACCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAG

GCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCA

GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGA

CGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGCAA

GTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG

GGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCGT

CTGTGAAAACCCGCAGCTCAACTGCGGGCTTGCAGGCGATACGGGCAGACTCGAGTACTGCA

GGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTG

GCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGTAGCGAACA

GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCGCTAGGTGTGGGTTTGGTAGT

CCACGCCGTAAACGGTGGGCGCTAGGTGTGGGTTTCCTTCCACGGGATCCGTGCCGTAGCTA

ACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACG

GGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCT

GGGTTTGACATATACCGGACGACTGCAGAGATGTGGTTTCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTG

GTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC

CCTTGTCCTGTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGGACTCGCAGGAGACTGCCGGGGTCAACTC

GGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCT

ACAATGGTCGGTACAGAGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCCGGTC

TCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGAT

CAGCAACGCTGC 
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Microorganismo obtenido del medio de cultivo de AT a 4 g/L 

 

Longitud: 1303 pb 

 

CCCAGCTTGCTGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTGATCTGCCCTGC

ACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATACGACCACGGGATGCATGTCCT

GTGGTGGAAAGGTTTACCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTA

ATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACT

GAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAG

CCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGG

GACGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCG

CGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGG

TTTGTCGCGTCGTCTGTGAAAACCCGCAGCTCAACTGCGGGCTTGCAGGCGATACGGGCAGA

CTCGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGG

AGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCG

TGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCGCTAGGTG

TGGGTTGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCGCTAGGTGTGGGTTTCCTTCCACGGGATCCG

TGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAA

GGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAG

AACCTTACCTGGGTTTGACATATACCGGACGACTGCAGAGATGTGGTTTCCCTTGTGGTCGG

TATACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA

CGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGGACTCGCAGGAGACTGCCG

GGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTT

CACACATGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTA

AAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTA

ATCGCAGATCAG 
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Microorganismo obtenido del medio de cultivo de AT a 5.035 g/L 

 

Longitud: 1342 pb 

 

CATGCAAGTCGAACGATGAAACCCAGCTTGCTGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAA

CACGTGGGTGATCTGCCCTGCACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATA

CGACCACGGGATGCATGTCCTGTGGTGGAAAGGTTTACCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCC

TATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGG

GCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGA

ATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGG

GTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGG

CCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGG

GCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCGTCTGTGAAAACCCGCAGCTCAACTGCGGG

CTTGCAGGCGATACGGGCAGACTCGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCG

GTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACT

GACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCG

TAAACGGTGGGCGCTAGGTGTGGGTTTTATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGT

GGGCGCTAGGTGTGGGTTTCCTTCCACGGGATCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCC

GCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG

GCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATATACCG

GACGACTGCAGAGATGTGGTTTCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCA

GCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGTTGCC

AGCACGTAATGGTGGGGACTCGCAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGA

CGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGTCGGTACAG

AGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGGGG

TCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAA 
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Microorganismo obtenido del medio de cultivo de AT a 7.1 g/L 

 

Longitud: 1358 pb 

 

GGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAACCCAGCTTGCTGG

GTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTGATCTGCCCTGCACTTCGGGATAAG

CCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATACGACCACGGGATGCATGTCCTGTGGTGGAAAGG

TTTACCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAG

GCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCA

GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGA

CGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGCAA

GTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG

GGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCGT

CTGTGAAAACCCGCAGCTCAACTGCGGGCTTGCAGGCGATACGGGCAGACTCGAGTACTGCA

GGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTG

GCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGTAGCGAACA

GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCGCTAGGTGTGGGTTTGGTAGT

CCACGCCGTAAACGGTGGGCGCTAGGTGTGGGTTTCCTTCCACGGGATCCGTGCCGTAGCTA

ACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACG

GGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCT

GGGTTTGACATATACCGGACGACTGCAGAGATGTGGTTTCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTG

GTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC

CCTTGTCCTGTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGGACTCGCAGGAGACTGCCGGGGTCAACTC

GGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCT

ACAATGGTCGGTACAGAGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCCGGTC

TCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGAT

CAGCAACG 
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Microorganismo obtenido del medio de cultivo de AT a 9.7 g/L 

 

Longitud: 1364 pb 

 

ACGATGAAACCCAGCTTGCTGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTGAT

CTGCCCTGCACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATACGACCACGGGAT

GCATGTCCTGTGGTGGAAAGGTTTACCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTG

GTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCAC

ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAAT

GGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTC

TTTCAGCAGGGACGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTG

CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGC

TCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCGTCTGTGAAAACCCGCAGCTCAACTGCGGGCTTGCAGGCGA

TACGGGCAGACTCGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGC

AGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGA

GCGAAAGCGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGG

CGCTAGGTGTGGGTTTCCTTCCACGGGATCCGTGCCGTAGCTAACGCATTTATTAGATACCCT

GGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCGCTAGGTGTGGGTTTCCTTCCACGGGATCCGTGCC

GTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAA

TTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC

TTACCTGGGTTTGACATATACCGGACGACTGCAGAGATGTGGTTTCCCTTGTGGTCGGTATA

CAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA

GCGCAACCCTTGTCCTGTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGGACTCGCAGGAGACTGCCGGG

GTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCA

CACATGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAA

GCCGGTCTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAAT

CGCAGATCAGCAA 
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Microorganismo obtenido del medio de cultivo de AT a 14.5 g/L 

 

Longitud: 1304 pb 

 

CTTGCTGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTGATCTGCCCTGCACTTC

GGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATACGACCACGGGATGCATGTCCTGTGG

TGGAAAGGTTTACCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGG

CCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGA

CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTG

ATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAC

GAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGG

TAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTT

GTCGCGTCGTCTGTGAAAACCCGCAGCTCAACTGCGGGCTTGCAGGCGATACGGGCAGACTC

GAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGG

AACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGG

GTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCGCTAGGTGTGG

GTTTCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCGCTAGGTGTGGGTTTCCTTCCACGGGATCC

GTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAA

AGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAA

GAACCTTACCTGGGTTTGACATATACCGGACGACTGCAGAGATGTGGTTTCCCTTGTGGTCG

GTATACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA

ACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGGACTCGCAGGAGACTGCC

GGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGC

TTCACACATGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCT

TAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAG

TAATCGCAGATCAGCA 

 

 


