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RESUMEN

La acumulacion de polimeros sintéticos es un gran problema de contaminacion am-
biental, ya que no existen métodos eficientes para su eliminacion segura; sin embargo,
hay evidencias sobre su degradacion por actinobacterias. En este trabajo se evalud
la capacidad de degradacion de actinobacterias aisladas de suelo del vertedero de
Bariloche, sobre tres biopolimeros y un polimero sintético. Por un lado, se estudio la
degradacion de polimeros naturales (almidon, hemicelulosa, celulosa) en medio solido,
y por otro el otro se evaluo la degradacion de laminas de polipropileno inoculadas con
los aislamientos y cultivadas en medio liquido durante seis semanas a 37 °C. Luego se
midi6 la pérdida de peso en las laminas y se estudio la colonizacion de la superficie del
polipropileno mediante microscopia optica y electronica. Los datos fueron analizados
con un ANOVA de dos vias y la prueba de Tukey. De los 35 aislamientos totales, el 88
% correspondi6 al género Streptomyces 'y el 3 % a los demas géneros (Actinomadura,
Pseudonocardia, Saccharomonospora y Thermoactinomyces). El 63 % de los aisla-
mientos tuvo la capacidad de degradar almidon, el 86 % hemicelulosa, el 34 % celulosa
microcristalina (exoglucanasas) y el 88 % carboximetilcelulosa (endoglucanasas). Se
observo colonizacion de la superficie de polipropileno en todos los tratamientos. Dos
de las cepas estudiadas (Streptomyces sp. MP32 y Actinomadura sp. MP5) redujeron el
peso de las laminas de polipropileno (p <0.05). Estos resultados preliminares muestran
la capacidad de las actinobacterias para colonizar la superficie del polipropileno, con
potencial uso en suelos o ambientes contaminados por plasticos.
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ABSTRACT

The accumulation of synthetic polymers is a great environmental contamination issue,
since there are no efficient methods to dispose them safely; however, there is evidence
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about the degradation of plastics by actinobacteria. In this work we tested the degrada-
tion capacity of tree biopolymers and a synthetic polymer by actinobacteria isolated
from the soil of a landfill in Bariloche. On the one hand, we studied the degradation of
natural polymers (starch, hemicellulose, cellulose) in a solid medium, and on the other
hand, we studied the degradation of polypropylene sheets inoculated with the isolates
and cultured in liquid medium for six weeks at 37 °C. We then measured weight loss
in the sheets and studied colonization of the polypropylene surface using light and
electron microscopy. The data were analyzed with a two-way ANOVA and Tukey’s
test. Of the 35 total isolates, 88 % corresponded to the Streptomyces genus and 3 % to
the rest of genera (Actinomadura, Pseudonocardia, Saccharomonospora and Thermo-
actinomyces). Of the isolates, 63 % were able to degrade starch, 86 % hemicellulose,
34 % microcrystalline cellulose (exoglucanases), and 88% carboxymethyl cellulose
(endoglucanases). Colonization of the polypropylene surface was observed in all treat-
ments. Two of the strains studied, Streptomyces sp. MP32 and Actinomadura sp. MP5
reduced the weight of the polypropylene sheets (p < 0.05). These preliminary results
show the ability of actinobacteria to colonize the polypropylene surface, with potential

use in soils or environments contaminated by synthetic polymers.

INTRODUCCION

La contaminacion por acumulacion de polimeros
sintéticos constituye un gran problema ambiental
(Shimao 2001, Mor y Sivan 2008, Krueger et al.
2015, Alvarez-Zeferino et al. 2020). Debido al
creciente consumo de estos materiales se producen
cerca de 140 Mt a nivel mundial (Ojha et al. 2017),
concentradas principalmente en la elaboracion de
polietileno (PE) y polipropileno (PP). Si bien cerca
del 62 % de los productos plasticos se fabrican con
PE, el PP presenta el crecimiento interanual de la
tasa de consumo mas alto del mundo. Este ultimo
registro una produccion global de 56.44 Mt en 2016,
y se espera un aumento para el afio 2022 a 75.72 mT
(Arréez et al. 2018). En 2018, la produccion mun-
dial de plasticos alcanzé los 360 Mt (https://www.
plasticseurope.org).

Si bien existen métodos de eliminacion para los
desechos plasticos mencionados, la mayoria tiene
efectos secundarios para el ambiente o son costosos
(Balasubramanian et al. 2010). Como consecuencia
de estos métodos ineficientes, se observa un incre-
mento de la acumulacion de polimeros sintéticos en
el ambiente, la cual se presenta como una amenaza
tanto en ecosistemas terrestres como acuaticos (Shi-
mao 2001, Mor y Sivan 2008, Krueger et al. 2015,
Alvarez-Zeferino et al. 2020), ya que en su mayoria
no pueden degradarse mediante factores extrinsecos
de la naturaleza (Ojha et al. 2017). Existe consenso
en que el proceso de biodegradacion de polimeros
sintéticos es extremadamente lento cuando ocurre
sin ningun tipo de intervencion (Restrepo-Florez et
al. 2014), lo cual se debe a la insolubilidad de estos

materiales en medios acuosos, la falta de grupos
funcionales y su alto peso molecular. Dado que las
superficies de los polimeros sintéticos estan disefiadas
para ser lisas, hidrofobas y no adsorber productos
quimicos (Mason et al. 2016, Ojha et al. 2017), la
degradacion de estos materiales por microorganismos
es limitada (Krueger et al. 2015). Sin embargo, al
ser descartados y quedar expuestos a la luz solar y
ultravioleta (Arraez et al. 2018, Hossain et al. 2018),
asi como a la congelacion y descongelacion, la es-
tructura de los polimeros sintéticos sufre erosion y
sus superficies se vuelven relativamente mas rugosas
e hidrofobicas, lo cual favorece la colonizacion por
microorganismos (Singh y Sharma 2008, Oberbec-
kmann et al. 2015, Ojha et al. 2017).

Entre los organismos que tienen la capacidad de
colonizar los plasticos se encuentran las actinobac-
terias. Estas constituyen un grupo morfologico y
fisiologicamente heterogéneo que puede sintetizar
y excretar una gran diversidad de metabolitos se-
cundarios como enzimas, terpenoides, pigmentos y
otras moléculas (Bowen y Rovira 1999, Amoroso
etal. 2013, Polti et al. 2014). También pueden de-
gradar estructuras complejas como almidon, celu-
losa, hemicelulosa, lignina, lignocelulosa, pectina,
queratina, humus y quitina (Vobis y Chaia 1998,
Amoroso et al. 2013, Polti et al. 2014). Diversos
estudios han mostrado su capacidad de degradar
distintos tipos de polimeros sintéticos (Mergaert
y Swings 1996, Sivan et al. 2006, Mor y Sivan
2008, Sukkhum et al. 2009a). Por tal motivo, las
actinobacterias resultan muy atractivas para su in-
vestigacion en cuanto a la degradacion de polimeros
complejos como el PP.
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El objetivo de este trabajo fue estudiar la capa-
cidad de degradacion de actinobacterias aisladas del
vertedero municipal de San Carlos de Bariloche,
Rio Negro, Argentina, sobre distintos biopolimeros
(almidon, hemicelulosa y celulosa), y sobre un poli-
mero sintético (PP).

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de las muestras

La ciudad de Bariloche se encuentra en el noroeste
de la Patagonia. Esté situada dentro del Parque Nacio-
nal Nahuel Huapi (41°4°-41° 1’ S, 71° 6’-71° 1° O),
en la costa sur del lago Nahuel Huapi, provincia de
Rio Negro, Argentina (Biihler et al. 2013).

Las muestras de sustrato (suelo) fueron tomadas
del vertedero municipal de San Carlos de Bariloche,
ubicado sobre el sector sudoeste, en la zona conocida
como Pampa de Huenuleo, valle comprendido entre
los cerros Otto, Ventana, Nireco, Carbén y la morena
glaciar en la que se asientan barrios del casco urbano
de la ciudad. Las muestras de sustrato se tomaron a
una profundidad de 5-15 cm con una pala de jardin
desinfectada y se colocaron en recipientes estériles
(una palada por recipiente). Las muestras se reco-
gieron por triplicado y fueron secadas a temperatura
ambiente en el laboratorio.

Aislamiento de actinobacterias

Se utilizo un gramo de muestra, el cual fue colo-
cado en un tubo de vidrio con 9 ml de agua destilada
estéril, se agitd y se realizaron diluciones sucesivas
de 107" a 107, Se sembro 0.1 mL de cada dilucion
sobre la superficie del medio artificial de suelo KEHE
agarizado (0.101 % p/v CaSO4:2H>0, 0.049 %
p/v Ca(NO3)2'4H>0, 0.07 % p/v MgS0O4:7H,0,
0.0025 % p/v K2SO4, 0.0005 % p/v KoHPO4,0.02 %
p/v NaHCOs, traza FeCls, 0.01 % p/v extracto de
levadura, 0.001% glucosa, 1.5% p/v agar, 5% v/v,
extracto de suelo) (Vobis 2006) contenido en placas,
por triplicado. Las placas se incubaron a 37 °C en
estufa durante dos semanas. Se aislaron las colonias
desarrolladas, se purificaron y se conservaron a 4 °C.

Caracterizacion y determinacion taxonéomica de
actinobacterias

Para la descripcion y caracterizacion morfologica
de las colonias de actinobacterias, se cultivaron los
aislamientos en medio de cultivo YpSs con extracto
de levadura y almidon (Emerson 1958): 0.4 % p/v
extracto de levadura, 1.5 % p/v almidén soluble, 0.1 %
p/v KoHPO4, 0.05 % p/v MgS04-7H>0, 2 % p/v agar).

Las observaciones de la morfologia de colonias de
actinobacterias se realizaron de forma directa a través
de un microscopio estereoscopico con equipo de tran-
siluminacién (ME) modelo Olympus SZH, ediante la
técnica de microscopia directa de Cross (1989), sobre
cultivos sembrados en medio YpSs. La observacion y
descripcion de morfologia de esporas se realiz6 a tra-
vés de un microscopio optico (MO) modelo Olympus
BX50, sobre cultivos sembrados en medio de cultivo
KEHE. En ambos casos la temperatura de incubacion
fue de 37 °Cy el tiempo de incubacion de tres semanas.

Para la identificacion genérica se utilizaron ca-
racteristicas morfoldgicas como desarrollo de hifas
y formacion de esporas (Shirling y Gottlieb 1966,
Miyadoh et al. 1997, Dworkin et al. 2007, Goodfe-
llow 2012).

Produccion de pigmento

Se observo la presencia de pigmentos en las
colonias que crecieron en medio solido de cultivo
YpSs. Posteriormente se clasificaron los aislamientos
como positivos si producian pigmento soluble (+) o
negativos si no producian pigmento (-).

Capacidad de crecimiento a 50 °C

Para estudiar la capacidad de crecimiento de las
actinobacterias a 50 °C, los aislamientos se cultivaron
en medio YpSs solido y se incubaron en estufa durante
una semana, por duplicado. Posteriormente se registra-
ron los aislamientos que crecieron a esa temperatura.

Degradacion de biopolimeros in vitro

Para evaluar la actividad enzimatica especifica
sobre determinados biopolimeros se utilizaron me-
dios que contenian almidon, hemicelulosa y celulosa.
Se sembraron cultivos maduros en los respectivos
medios y se incubaron una semana a 37 °C. Luego se
registro la presencia de halos de actividad enzimatica
alrededor de las colonias (reaccion positiva).

Almidon (amilasas)

Para la deteccion de actividad amilasa se utilizo
el medio de cultivo sélido YpSs con almidon como
fuente de energia y carbono. Una vez transcurrido
el tiempo de cultivo, se cubrid la placa con iodo al
1 % provocando una reaccion colorimétrica violeta
en zonas con presencia de almidén (reaccion nega-
tiva) y halos transparentes de degradacion (reaccion
positiva) (Rohban et al. 2008).

Hemicelulosa (xilanasas)
Para la deteccion de actividad xilanasa se utilizo
un medio de cultivo solido con xilano como fuente de
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carbono (XED: 0.3 % p/v extracto de levadura, 0.7 %
p/v xilano, 2.5 % p/v agar). Una vez transcurrido el
tiempo de cultivo, se cubrid la placa con iodo al 1 %,
provocando una reaccidén colorimétrica violeta en
zonas con presencia de xilano (reaccion negativa)
o halos de actividad enzimatica (reaccidon positiva)
(Rivas et al. 2003).

Celulosas (exo y endoglucanasas)

Para la deteccion de actividad exoglucanasa se
utilizo el medio de cultivo basal 1:0.25 % p/v NH-
4504, 0.025 % p/v K2HPO4, 0.01 % NaCl, 0.0125 %
p/v MgS0O47H>0, 0.00025 % p/v FeSO47H>0,
0.00025 % p/v MnSO4-7H>0, 1 % p/v, celulosa mi-
crocristalina, 0.1 % p/v extracto de levadura, 1.2 %
p/v agar conteniendo celulosa microcristalina como
fuente de carbono (Percival-Zhang et al. 2006). Para
la deteccion de actividad endoglucanasa se utilizo el
medio de cultivo basal 2, con carboxi-metil-celulosa
sodica como fuente de carbono (0.2 % p/v NaNOs,
0.1 % p/v KoHPOg4, 0.05 % p/v MgSOs4, 0.5 % p/v
KCl, 0.2 % p/v carboxi-metil-celulosa sddica, 0.02 %
p/v peptona, 1.7 % p/v agar). El revelado se realizo
con iodo Gram segun Kasana et al. (2008).

Degradacion microbiana in vitro de polipropileno
(PP)

Se seleccionaron cinco aislamientos de distintos
géneros de actinobacterias para evaluar la capacidad
de degradacion de PP. Se utilizaron laminas de 1
x 1 cm de PP, previamente pesadas (el peso de las
laminas de PP estaba en el orden de 2.5-3 mg) y
pretratadas con luz UV a 254 nm durante un mes
para debilitar la estructura del polimero y facilitar
el ataque microbiano (Restrepo-Florez et al. 2014,
Hossain et al. 2018, Ojha et al. 2017). Se estudio
la colonizacion de la superficie de la [dmina de PP
por las actinobacterias mediante microscopia Optica
(MO) y microscopia electronica de barrido (MEB),
y se establecio la pérdida de peso de la lamina de PP
por medicion gravimétrica respecto a un testigo sin
inoculo de actinobacteria, como parametros de la
potencial capacidad de degradacion del material. El
porcentaje de pérdida de peso se determino utilizando
la siguiente férmula:

Pérdida de peso (%): [(peso inicial — peso final)/
(peso inicial] x 100

Ensayo en medio solido

Se coloco una lamina del PP en el centro de la
placa con medio KEHE y en uno de sus vértices se
sembro el aislamiento de actinobacteria (en contacto

directo con el PPy con el medio de cultivo). Los tra-
tamientos fueron seis: cada una de las actinobacterias
seleccionadas (cinco) en contacto con la ldmina del
PP y un testigo (lamina de PP sin indculo de actino-
bacteria). Se realizaron 12 réplicas para cada trata-
miento. La temperatura de incubacién fue de 37 °C
en estufa durante 45 dias. Luego se observo la co-
lonizacion de la lamina con MO y ME. Finalmente
se desinfectaron las laminas con alcohol 70 % v/v
durante 15 min, se lavaron con agua destilada, se
secaron en estufa y se pesaron.

Ensayo en medio liquido

Se colocaron seis ldminas de PP en matraces Er-
lenmeyer de 250 ml con 100 ml del medio de cultivo
KEHE liquido. Se inocularon las actinobacterias
con un anza en esterilidad y se incubaron a 37 °C en
agitador orbital (modelo SI-300R) con agitacion de
125 rpm durante 45 dias. Se repitieron los mismos
tratamientos realizados en el ensayo anterior (cada
uno de los cinco aislamientos de actinobacterias con
seis laminas de PP por Erlenmeyer [pseudoréplicas]
y un testigo que contaba con seis laminas de PP
sin inocular). Se realizaron cuatro réplicas de cada
tratamiento siguiendo el mismo procedimiento que
en el ensayo en medio sélido, hasta obtener el peso
final de las laminas.

Observacion con MEB

Se extrajo una lamina de PP de cada tratamiento al
azar, tanto en el ensayo en medio s6lido como en el
ensayo en medio liquido, y se fijo en glutaraldehido
al 4 % para su posterior visualizacion en el MEB (FEI
Inspect S50) del Departamento de Caracterizacion
de Materiales, Gerencia de Investigacion Aplicada
(CM-GIA-GAATEN-CNEA) del Centro Atdémico
Bariloche.

Anadlisis de datos

Dado que el ensayo conto con un disefio factorial,
los resultados del ensayo de degradacion de PP en
medio solido se analizaron mediante la prueba no
paramétrica de Kruskal Wallis, en tanto que los datos
obtenidos del ensayo de degradacion de PP en medio
liquido fueron comparados mediante un analisis de
varianza de dos vias (ANOVA) para evaluar el efecto
principal de cada variable independiente (distintos
géneros de actinobacterias) y su posible interaccion.
Posteriormente se realizé la prueba de Tukey para
examinar todas las diferencias entre medias de los
tratamientos, con un nivel de significancia de 0.05.
Para realizar los analisis estadisticos se utilizo el
paquete estadistico R version 3.4.2.
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RESULTADOS

Aislamientos

Se obtuvo un total de 35 aislamientos de actino-
bacterias presentes en el suelo del vertedero de San
Carlos de Bariloche, pertenecientes a diversos géneros,
con base en sus caracteristicas morfoldgicas y anato-
micas. El 88 % de los aislamientos fue identificado y
clasificado dentro del género Streptomyces, mientras
que el 12 % restante fue identificado y clasificado
dentro de los géneros Actinomadura, Pseudonocardia,
Saccharomonospora'y Thermoactinomyces.

El 51 % de los aislamientos de actinobacterias
crecieron a 50 °C y correspondieron a los géneros
Saccharomonospora 'y Streptomyces. De los 31 ais-
lamientos del género Streptomyces, mas de la mitad
(17 aislamientos) crecieron y se desarrollaron a 50 °C
(Cuadro I).

Degradacion de polimeros naturales
Del total de aislamientos de actinobacterias, el
86 % tuvo la capacidad de degradar hemicelulosa;

el 88 % mostro resultados positivos para endoglu-
canasas, encargadas de la degradacion de la CMC,
mientras que el 34% mostrd resultados positivos
para exoglucanasas, encargadas de la degradacion
de la celulosa microcristalina. Por tltimo, el 63 %
de los aislamientos presento6 capacidad para degradar
almidén (Cuadro I).

En este trabajo, 22 de los aislamientos, corres-
pondientes a los géneros Actinomadura, Saccharo-
monospora, Streptomyces 'y Thermoactinomyces,
presentaron actividad amilolitica (Cuadro I). La
actividad enzimadtica xilanolitica se manifestd en
30 de los aislamientos, pertenecientes a los géneros
Actinomadura, Saccharomonospora y Streptomyces
(Cuadro I). Mas del 85 % de los aislamientos de acti-
nobacterias se mostraron implicados en la degradacion
de celulosa, en tanto que 32 aislamientos de los géneros
Actinomadura, Pseudonocardia, Saccharomonospora,
Streptomyces y Thermoactinomyces exhibieron activi-
dad endoglucanasa. Por otro lado, 12 aislamientos de
actinobacterias presentaron actividad exoglucanasa,
la mayoria pertenecientes al género Streptomyces,

CUADRO 1. PERFIL DE ACTIVIDAD ENZIMATICA IMPLICADA EN LA DEGRADACION DE BIOPOLIMEROS
COMPLEJOS Y CRECIMIENTO A 50 °C DE LOS AISLAMIENTOS DE ACTINOBACTERIAS PROCEDENTES
DEL VERTEDERO MUNICIPAL DE SAN CARLOS DE BARILOCHE.

Género Codigos de Amilasa Xilanasa Endoglucanasa Exoglucanasa Crecimiento a
aislamientos 50°C

Streptomyces sp. MP10, MP26, MP35 + + + + +
Streptomyces sp. MP34, MP36 + + + + —
Streptomyces sp. MP40 + + + + —
Saccharomonospora sp./ MP29 /MP38 + + + - +
Streptomyces sp.

Streptomyces sp. MP7 + + + nd +
Streptomyces sp. MP1, MP3, MP14, MP17, + + + — +

MP27, MP32

Streptomyces sp. MP18, MP31 + + + - -
Actinomadura sp. MP5/ MP11 + + + - -
/Streptomyces sp.

Streptomyces sp. MP24, MP25, MP30 - + + + +
Streptomyces sp. MPS — + + + —
Streptomyces sp. MP9 — + + + —
Streptomyces sp. MP13 - + + — +
Streptomyces sp. MP33 + + — - +
Streptomyces sp. MP12, MP21 — + + — —
Streptomyces sp. MP4 + nd + - -
Pseudonocardia sp. MP39 — nd + + —
Thermoactinomyces sp. MP22 + nd + — —
Streptomyces sp. MP23 — nd — - +
Streptomyces sp. MP37 nd nd nd nd -

(+) actividad positiva, (-) actividad negativa, nd: no determinado.
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aunque también Pseudonocardia exhibid esta acti-
vidad (Cuadro I). De los 35 aislamientos, el 17 %
presentd actividad enzimatica para degradar todos los
biopolimeros complejos estudiados, mientras que el 51
% exhibid capacidad para degradar tres de los cuatro
biopolimeros probados. El 26 % posee capacidad de
degradacion para dos de los cuatro biopolimeros, y
s6lo el 6 % no tuvo la capacidad de degradar ninguno
de los biopolimeros probados.

Degradacion de polipropileno en medio sélido

El total de los aislamientos estudiados presentaron
crecimiento de micelio y desarrollo de la colonia,
tanto alrededor de la lamina de PP como sobre ésta,
colonizando parcialmente la misma. Todos mostraron
desarrollo de hifas y esporas sobre la superficie del PP
(Fig. 1); sin embargo, no se observaron diferencias (p
> 0.05) en el peso de las laminas de PP inoculadas,
comparadas con el testigo sin inocular.

Degradacion de polipropileno en medio liquido
Luego de 45 dias de cultivo en medio liquido en
agitacion, todas las actinobacterias estudiadas crecie-
ron y se adhirieron a la lamina del PP, colonizando
su superficie.
En relacion con la colonizacion de las laminas
de PP por actinobacterias, se pudieron observar

diferentes grados de colonizacion de la superficie y
desarrollo de diversas estructuras, caracteristicas de
cada género. Mediante MEB, se visualiz6 el desa-
rrollo de hifas y esporas de Actinomadura sp. MP5
sobre la superficie de la lamina de PP (Fig. 2a), al
igual que en los casos de Streptomyces sp. MP32
(Fig. 2b). Sacharamonospora sp. MP29 (Fig. 2c¢),
Thermoactinomyces sp. MP22 (Fig 2d) y Pseudo-
nocardia sp. MP39 (Fig. 2e).

Respecto de la pérdida de peso, las laminas
de PP incubadas con el aislamiento MP32 del
género Streptomyces presentaron un valor signi-
ficativamente menor con relacion a los pesos de
las laminas de PP del testigo (sin indculo) (P =2.25
x 107%y 0.=0.05). De igual manera ocurrié con el
aislamiento MP5 del género Actinomadura, en el
cual los pesos de las laminas de PP incubadas con
este aislamiento mostraron un valor significativa-
mente menor respecto a los pesos de las laminas
de PP del testigo (sin actinobacteria) (P = 0.0044
y o = 0.05). Estas pérdidas de peso representan
el 25.39 % para MP32 y el 12.83 % para MPS5.
En cuanto a las cepas de Saccharomonospora sp.
MP29, Thermoactinomyces sp. MP22 y Pseudo-
nocardia sp. MP39, no se observaron diferencias
respecto a los testigos (p > 0.05) durante los 45
dias de incubacion (Fig. 3).

Fig. 1. Crecimiento de distintas cepas de actinobacterias en medio s6lido KEHE en contacto con laminas
de PP. Se observa un desarrollo del micelio mas denso a lo largo de los bordes de la lamina.
(a) Actinomadura sp. MP5; (b) Streptomyces sp. MP32; (¢) Saccharomonospora sp MP29; (d)
Thermoactinomyces sp. MP22, y (e) Pseudonocardia sp. MP39.
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Fig. 2. Ensayo de degradacion de PP en medio liquido con pérdida de peso gravimétrica después de 45 dias. Las
barras lisas representan la media de los pesos de las laminas de polipropileno luego de la incubacion con
las actinobacterias estudiadas + error estandar. Los testigos de cada tratamiento estan representados por
las barras punteadas. *Tratamiento con diferencia significativa (p < 0.05).

Fig. 3. Microfotografias de las distintas cepas de actinobacterias en crecimiento sobre la superficie del PP en los
ensayos de degradacion en medio liquido. (a) Actinomadura sp. MP5; (b) Streptomyces sp. MP32; (¢) Sac-
charomonospora sp MP29; (d) Thermoactinomyces sp. MP22; (e) Pseudonocardia sp. MP39, y (f) testigo.
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DISCUSION

El gran porcentaje de aislamientos del género
Streptomyces obtenidos de las muestras de sustrato,
coinciden con los datos bibliograficos, que indican
que este género es el mas abundante dentro de las
actinobacterias del suelo (Korn-Wendisch y Kutzner
1992, McCarthy y Williams 1992).

El crecimiento a 50 °C indicaria que los aislamien-
tos tienen un rango de temperatura de crecimiento
termotolerante, pudiendo ser también termofilicos.
Si bien en la descripcion del género Streptomyces,
se considera que la mayoria de estas bacterias son
mesofilicas, también se cita la existencia de especies
de este género que crecen en un rango termofilico
(Kémpfer 2012). Las especies del género Saccharo-
monospora pueden tener un crecimiento en el rango
mesofilo o termofilo, de 24 a 60 °C (Bum 2012). Las
cepas de las especies termofilas de Saccharomonos-
pora son normalmente aisladas de habitats termofilos
naturales tales como hojarasca, estiércol y composta,
mientras que las especies mesofilas son frecuente-
mente encontradas en muestras de suelo (al-Zarban
et al. 2002). Los microorganismos termofilos tienen
una serie de caracteristicas atractivas para la industria
como altas tasas metabolicas y mayor estabilidad
fisica y quimica de las enzimas en comparacion con
especies mesofilas metabolicamente similares. Esto
les confiere una propiedad ventajosa para su aplica-
cion industrial (Zeikus et al. 1981).

Degradacion de polimeros naturales

Los resultados obtenidos en los ensayos de de-
gradacion de polimeros naturales apoyan el impor-
tante rol de las actinobacterias como recicladoras de
material organico complejo. Esto se asocia con su
capacidad de producir exoenzimas que descompo-
nen sustancias de alto peso molecular a moléculas
simples, las cuales pueden ingresar a la célula y ser
metabolizadas. La capacidad de degradar almidén
mediante exoenzimas es comun en los microorganis-
mos. Muchos hongos, bacterias y actinobacterias del
suelo son productores activos de amilasas, las cuales
hidrolizan el almidén soluble y/o granulos de almidon
a maltosa. Como estrategia para generar plasticos
con mejores condiciones de degradacion, se adiciona
almidon a las cadenas poliméricas con el fin de fa-
cilitar la accion metabdlica de los microorganismos
y la biodegradacion (Orhan y Biiylikgiingor 2000).
Las hemicelulosas son quimicamente heterogéneas,
pero relativamente susceptibles a la degradacion, de
tal manera que la actividad enzimatica sobre el xilano
(forma predominante de hemicelulosa) es muy comun

en actinobacterias (McCarthy y Williams 1992). La
celulosa es atacada inicialmente por endoglucanasas,
las cuales se liga al azar a las microfibrillas de celu-
losa en regiones amorfas; de esta manera producen
hidrolisis en enlaces B-1.4 glucosidicos, generando
multiples sitios de ataque para las exo-1.4 B-D-
glucanasa, las cuales actian sobre los extremos no
reductores de la cadena (Wilson 2011).

Esta actividad cooperativa es llamada sinergis-
mo, ya que la suma de actividades de las enzimas
combinadas es mayor que la suma de las activida-
des individuales para la degradacion. El sinergismo
endoglucanasa-exoglucanasa se explica considerando
que la accion de las endoglucanasas crea nuevos sitios
de accion para las exoglucanasas (Percival-Zhang et
al. 2006, Wilson 2011). Debido a esta caracteristica
se presupone que, sin la accion de las endoglucana-
sas, es dificil que una exoglucanasa encuentre un
sitio de accion. Esto concuerda con los resultados
obtenidos en este trabajo, en el cual la mayoria de
los aislamientos mostraron capacidad para producir
principalmente endoglucanasas, aunque en menor
medida algunas produjeron exoglucanasas. Los
aislamientos con actividad exoglucanasa también
produjeron actividad endoglucanasa. McCarthy y
Williams (1992) exponen que la actividad endogluca-
nasa es comun en actinobacterias, no asi la actividad
exoglucanasa, lo cual también se ve reflejado en los
resultados obtenidos.

Degradacion de polipropileno en medio sélido
El ensayo en medio sélido tiene como ventaja
simular condiciones a las que podrian estar expuestos
los polimeros sintéticos en el ambiente (exposicion
prolongada a radiaciones de alta energia, altas tem-
peraturas, condiciones de sequia, entre otras). El
PP es la forma metilada del PE y es considerado no
biodegradable, debido a que cuenta con un alto nivel
de hidrofobicidad y un alto peso molecular (Arraez et
al. 2018, Hossain et al. 2018). Un medio de cultivo
sin fuente de carbono, altas temperaturas y la accion
de un solo microorganismo son condiciones poco
Optimas para el desarrollo normal de las actividades
metabolicas sobre este material. La biodegradacion
es un proceso muy lento, por lo que el tiempo es un
factor importante. Futuros ensayos podrian redise-
narse ampliando el tiempo de cultivo para obtener
mejores resultados, ya que probablemente en este
trabajo el tiempo fue insuficiente para percibir el
efecto de los microorganismos sobre este sustrato.
Se han realizado estudios utilizando esta técnica en
los cuales se observo biodegradacion de ldminas de
polietileno con aditivos prooxidantes (Corti et al.
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2010). también probaron la biodegradabilidad de
cuatro polimeros distintos, considerados biodegra-
dables (4cido polilactico, policaprolactona, mezcla
almidén/policaprolactona y poli (butadién adipato-
co-tereftalato). En ambos ensayos la naturaleza del
material polimérico fue distinta a la estudiada en
este trabajo, ya que lo polimeros utilizados poseen
enlaces y grupos funcionales mas susceptibles a la
degradacion en su configuracion, lo que facilita el
ataque por la accidén de enzimas o resulta mas sensible
a la ruptura molecular por factores fisicos como la
temperatura o la radiacion. Por ello estos resultados
sientan bases de trabajo con PP como polimero no
biodegradable en medio sélido. Si bien no se obtu-
vieron resultados significativos a nivel estadistico,
se pudo observar crecimiento y colonizacion de la
superficie por parte de las actinobacterias. Posible-
mente el pretratamiento con luz UV produjo un grado
de oxidacioén de las laminas de PP, lo que facilito la
colonizaciéon microbiana.

Degradacion de polipropileno en medio liquido

A diferencia del cultivo en medio sélido, en los
cultivos liquidos varian las condiciones, ya que el
factor de agitacion constante proporciona un medio
homogéneo en cuanto a temperatura, humedad,
oxigeno y nutrientes, facilitando el desarrollo de los
microorganismos y colaborando con la colonizacion
de la l[amina de PP (la cual se encuentra totalmente
sumergida en el medio) pretratada con luz UV. Estas
diferencias pueden explicar por qué los mismos ais-
lamientos solo dieron resultados positivos respecto
a la pérdida de peso del PP en el ensayo en medio
liquido, sobre todo teniendo en cuenta que la veloci-
dad de degradacion depende de varios factores, entre
ellos el area superficial del polimero, la actividad
microbiana, el pH, la temperatura y la presencia de
nutrientes (Lee 1996).

Lee etal. (1991) realizaron ensayos de degrada-
cion en medio liquido en condiciones similares a las
utilizadas en este trabajo con relacion a temperatura
de incubacion, velocidad de agitacion y pretrata-
miento con UV a 365 nm; sin embargo, estos autores
utilizaron material polimérico con prooxidantes y
almidon adicionado a su estructura molecular y el
tiempo de incubacion fue de cuatro semanas. En este
trabajo se aislaron tres actinobacterias del género
Streptomyces (S. viridosporus TTA, S. badius 252
y S. setonii 75Vi2) que mostraron degradacion del
sustrato. En un trabajo posterior, a partir de dichas
cepas se prepard un cultivo con enzimas activas don-
de se colocaron las peliculas plésticas degradables
y se incubaron con agitacion durante tres semanas a

37 °C. Estos ensayos mostraron cambios en cuanto
a las propiedades mecanicas y distribucion del peso
molecular del polietileno (Pometto et al. 1992).
Otro trabajo en el que se utilizd6 medio liquido en
similares condiciones mostré que cinco cepas de
Streptomyces sp. exhibieron el mayor potencial para
la degradacion de PE (polimero no biodegradable),
en comparacion con hongos y otras bacterias como
Pseudomonas sp., Bacillus sp., Staphylococcus sp.
y Aspergillus sp. (Usha et al. 2011). En la India
se probo la degradacién de polietileno en medio
liquido con actinobacterias aisladas de un manglar
y, coincidentemente con los trabajos anteriores,
fueron dos cepas del género Streptomyces las que
mostraron mayor capacidad de degradacion del
polimero respecto a las demas actinobacterias
aisladas (Pseudonocardia, Actinoplanes, Spori-
chthya) (Sathya et al. 2012). Esto coincide con los
resultados obtenidos en este trabajo al igual que
con los trabajos de Sukkhum et al. (2009a, b), en
los cuales se aislo una cepa termofilica del género
Actinomadura con capacidad de degradacion del
acido poli-L-lactico.

El objetivo de este trabajo fue determinar la ca-
pacidad de degradacion de PP por las actinobacterias
aisladas del vertedero de San Carlos de Bariloche.
Los resultados preliminares son favorables en cuanto
a la biodegradacién de polimeros sintéticos por acti-
nobacterias, representando un punto de partida para
posibles desarrollos biotecnologicos.

CONCLUSION

En el contexto de la amenaza ecologica que re-
presenta la acumulacioén de polimeros sintéticos en
el ambiente, tanto la investigacion como la busqueda
de nuevas herramientas biotecnoldgicas relacionadas
con la biodegradacion de estos materiales son de
vital importancia. En este trabajo presentamos dos
actinobacterias (Streptomyces sp. [MP32] y Actino-
madura sp. [MP22]) como posibles degradadoras de
PP parcialmente oxidado, uno de los polimeros sinté-
ticos mas estables y de mayor uso. De esta manera, y
como punto de partida para futuras investigaciones,
se puede considerar que las actinobacterias son una
posible solucién novedosa para tratar el problema de
la contaminacion por polimeros sintéticos. Por otro
lado, la deteccion de cepas productoras de enzimas
hidroliticas extracelulares amplia el potencial biotec-
noldgico de estas cepas, ya que su produccion puede
ser importante para su uso en la rama de alimentos,
salud y remediacion de la contaminacion.
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