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RESUMEN.

En la actualidad la fabricacién del explosivo TNT es permanente debido a su
gran uso en las diferentes dreas industriales, a nivel militar, se utiliza como materia
prima en la elaboracién de otros tipos de municiones, en el drea de obra civil, se emplea
para el fraccionamiento de grandes rocas y en la minera durante la exploracion de pozos
petroleros. Esta demanda ha causado problemas sociales y ambientales, debido a que
sus residuos tienen efectos recalcitrantes, mutagénicas y carcinogénicos. Ya que en
Colombia, la normatividad establece responsabilidades para el generador de este tipo de
sustancias, incluyendo emisiones, afluentes, productos y subproductos durante la
manufactura, y el manejo y la disposicion de residuos y/o desechos peligrosos, la
industria militar ha incentivado la busqueda de estrategias ambientalmente amigables
que permitan la degradacién de explosivos mediante la mineralizacién completa, de ser
posible. Es asi, como el objetivo principal de esta investigacion fue establecer si
aislamientos bacterianos obtenidos de sitios con presencia permanente de explosivos
podian degradar TNT in vitro, para luego determinar las mejores condiciones de pH y
temperatura en las cuales dichos aislamientos presentaron una alta degradacién del
compuesto. Para ello, aislamientos de bacterias aerobias provenientes de suelos con TNT
y con capacidad de crecer en medios de cultivo con concentraciones de TNT de 50
mg/L fueron seleccionadas. Estas cepas luego fueron sembradas en medios con 100 mg/L
de TNT con el fin de aumentar la presion selectiva. La capacidad degradadora de las
cepas fue determinada mediante HPLC (del inglés High Performance Liquid

Chromatography); y las bacterias con mayor porcentaje de degradacion fueron
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seleccionadas para estudiar el crecimiento a diferentes concentraciones del explosivo (0
— 500 mg/L) y para determinar su capacidad degradadora en diferentes pHs y
temperaturas. Finalmente las cepas fueron combinadas y la degradacion del explosivo a
un pH y una temperatura especifica fue evaluada. Estos estudios dieron como resultado
el aislamiento de dos cepas identificadas como T28 (Pseudomonas oleovorans) y T29
(Shinella Kummerowae) con un porcentaje de degradacion del TNT del 100% para
cada una, y una capacidad de crecimiento en concentraciones de explosivo hasta de 500
mg/L. Se estableci6 el pH 8,0 y la temperatura de 35°C como las mejores condiciones
para obtener los mayores porcentajes de degradacion y la combinacién de las cepas en
estas mismas condiciones, no superaron la capacidad degradadora que las cepas poseen
individualmente. En conclusion, bacterias provenientes de muestras de suelos con
explosivos tienen la capacidad de degradar dichos sustratos y por lo tanto tienen el

potencial de ser bioremediadores de su proprio nicho.
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ABSTRACT

Currently, the manufacture of the explosive TNT is continuous due to its wide
use in different industries. At the military level, it is used as raw material in the
production of other types of ammunitions. In the construction area, it is used in the
fragmentation of large boulders, and in mining it is used during oil drilling. This
demand has caused social and environmental problems due to TNT residues have
recalcitrant, mutagenic and carcinogenic effects. Because Colombian legislature makes
responsible the manufacturers for emissions, waste waters, products, and byproducts
during the manufacture process and the management and disposal of residues and/or
hazardous waste, the military industry has incentivized the search for friendly
environmental strategies that allow the degradation of explosives through total
mineralization, if possible. Thus, the main objective of this research was to establish
whether bacterial isolates obtained from sites with permanent presence of explosives
could degrade TNT in vitro, and then to determine the best pH and temperature
conditions in which such isolates show a high degradation of the compound. For this,
aerobic bacterial isolates derived from TNT containing soils and with the capacity to
grow in media containing TNT at 50 mg/L were selected. These strains were further
grown in media with 100 mg/L TNT to increase selective pressure. The degradation
capacity was determined by HPLC (High Performance Liquid Chromatography), and
bacteria with the greatest percent of degradation were chosen to study the growth at
different explosive concentrations (0-500 mg/L) and to determine the degradation
capacity at different pHs and temperatures. Finally, stains were combined and the

degradation of the explosive was evaluated at a specific pH and temperature. These
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studies resulted in the isolation of two bacterial strains identified as T28 (Pseudomonas
oleovorans) and T29 (Shinella Kummerowae) with a 100% TNT degradation and were
capable to grow in concentrations of explosive up to 500 mg/L. pH 8.0 and 35°C were
established as the best conditions to generate the highest percentages of degradation.
The combination of these strains under the latter conditions did not improve the
degradation capacity obtained by individual stains. In conclusion, bacteria isolated
from samples of soils containing explosives have the capacity to degrade such

substrates and therefore, they have the potential to be bioremediators of their own niche.
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INTRODUCCION

Una de las situaciones mads relevantes del presente, es proteger el ambiente de la
contaminacion de sustancias antropogénicas que se acumulan en los organismos vivos
afectando sus procesos metabdlicos (Zaripov S.A., N., A.V., Suvorova, E. S., Garusov,
A. V. & Naumova, R. P. 2004), es el caso de los compuestos nitroaromaticos,
xenobidticos a los que se les han encontrado multiples aplicaciones en sintesis de
espumas, productos farmacéuticos, pesticidas, fertilizantes y explosivos (Esteve A,
Caballero A y Ramos J, 2001). Sin importar el uso que se les dé a estos compuestos, ya
sea para beneficio industrial o para la actividad bélica, los residuos generados durante
su fabricaciéon y utilizacién son peligrosos para el ser humano y para el medio

ambiente.(Ministerio de Ambiente, 2005)

El explosivo de mayor uso mundial es el 2,4,6 Trinitrotolueno (TNT), tuvo su
mayor auge en manufactura y uso durante las dos guerras mundiales; incluso después de
50 anos de contaminacién es encontrado en suelos en grandes concentraciones por
encima de 9600 a 10000 mg/kg (Zaripov et al. 2004). Debido a su poder explosivo y a
sus propiedades fisicoquimicas que le confieren una estabilidad térmica y quimica, el
TNT es un compuesto de gran uso en la industria minera y ain en la industria militar
como parte esencial de otras municiones. Por tal razén, en la actualidad su fabricacion,
uso y disponibilidad continua en curso, aumenta el impacto ambiental negativo que
afecta los ecosistemas terrestres y acudticos (Spain, J., Hughes, J., y Knackmuss, H.
(2000)), constituyendo un riesgo para la salud debido a sus propiedades mutagénicas,

carcinogénicas (Kulkarni, M., y Chaudhari, A, 2007; Ramos, J. L., Duque, E., Godoy,



P., & Segura, A. 1998) y recalcitrantes que son degradadas muy lentamente por los

microorganismos que se encuentran en el ambiente (Esteve et al., 2001).

Colombia no es pais ajeno a esta problematica, ya que posee en el territorio
nacional plantas de produccién de explosivos y esta actividad es una constante, debido
a su uso no solo por parte de la industria militar, sino también por la explotacién
minera. Aunque se han estandarizado diferentes técnicas para la remediacion de los
sitios con presencia de este compuesto, como la incineracion, excavacién, compostaje
entre otros, no son suficientes para contrarrestar la situaciéon ya que siguen quedando
residuos de estos compuestos, ademds de los altos costos que estos representan. En los
ultimos afios, las investigaciones se han centrado en técnicas de biorremediacién por
medio de agentes bioldgicos, ya sea con microorganismos o plantas. Sin embargo, no
existen reportes nacionales sobre aislamientos, caracterizacion o estudios de
biodegradacién de explosivos, razén por la cual, esta investigacion se centra en la
biodegradaciéon del TNT como alternativa bioldgica que permita desarrollar e

implementar métodos para la eliminacién de este contaminante.

La biorremediacién es una técnica viable, ya que gracias a la caracteristica del
TNT de permanecer por mucho tiempo en el ambiente, brinda en gran parte, las
condiciones propicias para hallar microorganismos con capacidad degradadora de
explosivos. (Hurst., J.C. y Crawford. L. R. 2002). Los aislamientos bacterianos
(cultivables bajo condiciones de laboratorio) que se obtienen en los sitios con presencia
permanente de explosivos, permiten evaluar su capacidad degradadora de TNT y por lo

tanto estudiar la degradacién bioldgica de los explosivos. En este proyecto, se evalué el
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efecto del pH y la temperatura en la degradacién del 2, 4,6 Trinitrotolueno por bacterias
aisladas de sitios con presencia de explosivos mediante cambios en los valores de las
variables; se establecieron los parametros en los cuales los microorganismos con mayor
capacidad degradadora de TNT la mejoran en términos de tiempo y porcentaje de
reduccién; también se determind la maxima concentracién de explosivo en que dichos
microorganismos crecen; por ultimo se conformé y evalué la capacidad degradadora de

las bacterias elegidas en combinacion.

Los resultados obtenidos en esta investigacion, establecerdn las bases que
permitirdn realizar a mediano plazo, el disefio de un dispositivo bioldgico que facilite la
degradacién o inactivacion de explosivos comerciales; asi mismo, se podrd implementar
su aplicacion en la biorremediacién de ambientes contaminados con este tipo de
compuestos, como alternativa bioldgica en respuesta a la problemdtica ambiental

planteada, encontrando de esta manera métodos y técnicas ambientalmente amigables.

Igualmente, los resultados aumentan el conocimiento bésico en la bisqueda de
una solucién eficiente en la disposicion de los productos, usos y residuos de los

explosivos, cuya materia prima son compuestos nitroaromaticos.



2. Marco Teorico.

Alrededor del afio 1830, se inici6 el desarrollo de la quimica organica y por lo
tanto la sintesis de una gran diversidad de compuestos nitrogenados, dentro de los
cuales se destacaron aquellos que exhibian propiedad explosiva y que fueron ttiles en la
industria civil y militar (Lewis, T. A., Newcombe, D. A., y Crawford, R. L. 2004).
Desde 1902, comenzd la produccién industrial de estos tipos de compuesto, los cuales
alcanzaron su mayor auge durante las dos guerras mundiales (Nyanhongo, G. S.,
Aichernig, N., Ortner, M, Steiner, W. & Guebitz, G.M. 2009; Smets, B., Yin, H &

Esteve-Nuiez, A. 2007).

El 2,4,6 Trinitrotolueno (TNT) més conocido como dinamita, es el compuesto
nitroaromatico explosivo de mayor uso en el mundo, debido a sus propiedades
fisicoquimicas como, bajo punto de fusién, estabilidad quimica y térmica, insensibilidad
a la friccidn, al impacto, la agitacion, altas temperaturas y no reacciona con metales ni
absorbe agua, por lo que se puede almacenar por largos periodos de tiempo sin
exposicion a la luz solar ya que es altamente fotoreactivo y posee disponibilidad de
métodos seguros de manufacturas. (Chulhwan, P. Tak-Hyun, K., Sangyong, K.Seung-
Wook, K., Jinwon, L., and Sun-Hwan K., 2003; Villegas., P., S.. (2009);Villegas., P. S.

(2009).).

También ha sido conocido como material explosivo “primario o estidndar” ya

que se encuentra como parte activa en la fabricacién de minas, bombas, granadas,



propulsores y dispositivos detonantes de demolicion (Chulhwan, P. et al. 2003;

Nyanhongo, et al. 2009; Villegas., P. S. (2009).).

Durante los afos en que el TNT fue inventado se ha llevado a gran escala la
produccién de artefactos explosivos y el desmantelamiento de los antiguos. Es asi como
en 1945, la capacidad de produccion de TNT en los Estados Unidos fue de 65 toneladas
diarias, mientras que la produccién alemana fue de 2,36 x 10" toneladas por mes. Esta
produccién en masa y su uso continuo, contamino rigurosamente el medio ambiente con
explosivos y productos relacionados.(Hampton, M. S., W.E. 1997). El ejército de los
Estados Unidos, estima que mas de 1,2 millones de toneladas de suelo han sido

contaminadas con estos compuestos. (Lewis, et al. 2004).

El TNT por su naturaleza recalcitrante porque se resisten al ataque bioldgico
(Duque, E., Haidour, A., Godoy, F y Ramos, J. (1993)), mutagénica y carcinogénica (J.
Rodgers, and Bunce J., 2001) representa un alto potencial toxico intrinseco sobre el
ecosistema, incluyendo humanos, organismos acudticos y terrestres (Smets, et al. 2007).
Se ha comprobado que la exposiciéon a este compuesto durante largos periodos de
tiempo, ocasiona anemia, mal funcionamiento del higado e irritacién en la piel,
(Chemical Abstracts Service: 118-96-7, 2001), razén por la cual ha sido clasificado
por la USEPA (del inglés United States Environmental Protection Agency) como un
contaminante de mayor prioridad (Villegas., P. S. (2009).) y esta enlistado como clase C

por la EPA (del inglés Environmental Protection Agency) (Smets, et al. 2007).



Por esta razén se implementaron diversos métodos para remediar suelos
contaminados con explosivos o sus residuos, la mayoria de estos incluyen alternativas
fisicoquimicas como la incineracién, detonacién y vertimiento al mar o en grandes
extensiones de tierra. Sin embargo, el impacto ambiental generado es alto, debido a que
estos compuestos pueden llegar a contaminar ambientes como agua subterrdnea, suelo y
aire, afectando plantas, animales y humanos (Boopathy, R., Manning, J., Kulpa C. F.

(1997); Clark., B., R. (2007); Kulkarni, et al. 2007)

Actualmente la recuperacion de las dreas contaminadas por explosivos es
responsabilidad de salud publica, en las cuales se han invertido considerables esfuerzos
en la busqueda de tecnologias econdémicas de remediacion, en este aspecto la
degradacién biologica para el tratamiento de compuestos orgdnicos estdn siendo
considerado (Lewis, et al. 2004), debido a que es ambientalmente amigable, econémico,
efectivo, ya que permiten eliminar estos compuestos y sus subproductos de manera
eficiente y controlada buscando la degradacién completa (mineralizacion) de los
explosivos a través del metabolismo microbiano (Atlas, R., y Bartha, R. (2002); Eweis,

1999; J. Rodgers, and Bunce J., 2001)

2.1.Biodegradacion del TNT

Para efectos de la investigacion, es necesario definir los conceptos de

biodegradabilidad y biodegradacion. “Biodegradabilidad” involucra las caracteristicas



que representa la susceptibilidad de las sustancias a la transformacién por procesos

microbianos. Esta puede ser provocada por:

= Ataque enzimdtico intra o extracelular que es esencial para el
crecimiento de los microorganismos. Las sustancias atacadas se son
utilizadas como fuente de carbono, energia, nitrégeno u otros nutrientes

6 como aceptor final de electrones.

= Ataque enzimatico que es beneficioso, ya que tiene un objetivo protector.

Se presenta en la movilizacion de toxicos lejos de las células.

= Ataque enzimdtico que se detecta como de ninglin beneficio para los
microorganismos. Son aquellas reacciones cometabdlicas en el que un
sustrato primario induce la produccion de enzimas que altera la

estructura molecular de otro compuesto.

= Reacciones no enzimadticas de subproductos de la fisiologia microbiana
que causan el cambio quimico en el exterior. Se presenta en el consumo
de oxigeno, producciéon de productos de fermentaciéon o en una

alteracion en el pH.

La “biodegradacion” de compuestos organicos es la simplificacion parcial o
destruccion completa de su estructura molecular por reacciones fisioldgicas catalizadas
por microorganismos. La biodegradacion se mide cominmente mediante la aplicacion

de ensayos quimicos y fisiolégicos en los laboratorios, a partir de la incubacién de



cultivos puros de microorganismos, mezcla de cultivos o muestras ambientales (suelo,
agua, sedimentos o residuos industriales). En este caso, el investigador define el
contexto ambiental de modo que los reactivos potenciales, reactantes y productos

puedan ser identificados. (Madsen, E. L. 1997)

Para llevar a cabo el proceso de biodegradacion es necesario aislar
microorganismos con capacidad degradadora que se encuentren adaptados
metabdlicamente a las condiciones ambientales y a la presencia permanente de
explosivos. (French, P. D., Nicklin, S., y Bruce, N.C. 1998;Rosser., S. J., French., C. E.

& Bruce., N.C. 2001).

Numerosos estudios han logrado cultivar y conservar estos tipos de
microorganismos, es asi como en investigaciones realizadas por los grupos de Binks en
1996 y French en 1998, lograron aislar Enterobacter cloacae, que es un
microorganismo con capacidad degradadora de PETN y TNT. (Binks., P. R., French. et

al. 1996)

Por otro lado y teniendo en cuenta la gran diversidad metabdlica que presentan
los microorganismos, el equipo de investigacion de White en 1995, realizaron una
investigacién con el fin de aislar bacterias de diferentes géneros con capacidad
degradadora de explosivos como esteres de nitrato y de glicerol trinitrato, e identificar
los posibles intermediarios y productos finales generados durante la biodegradacion. En

este estudio, los investigadores lograron cultivar dos diferentes microorganismos



provenientes de aguas residuales, suelos y rios, las cuales fueron respectivamente

Pseudomonas sp y Agrobacterium radiobacter.

Se ha encontrado que los microorganismos con mayor capacidad degradadora de
TNT, son las del género Pseudomonas, especialmente, P. putida y P.

pseudoalcalogenes (Fiorella., D. P. S. (1997).; Spain, J. C. 1995).

La biodegradacion de TNT ocurre por la remocién de los grupos nitro de la
molécula, por medio de reacciones de reduccion realizadas por enzimas nitroreductasas
mds que por reacciones de oxidacion (Barrows, S. E., Cranner, C.J., y Truhal, D.G.
(1996)). La biodegradacién se considera completa solo cuando todos los grupos nitro
han sido removidos y el anillo benzoico ha sido roto a subproductos anfibdlicos, que

pueden ser oxidados a CO,. (Duque,et al. 1993)

El uso de los nitroaromaticos como el TNT, no es usado como fuente de carbono
por parte de los microorganismos, por lo que la biodegradacién no es completa ya que
parte del compuesto permanece sin atacar y es convertido a formas reducidas parciales.
Para el biotratamiento de estas sustancias es necesaria la accién coordinada de una serie

de microorganismos para lograr la degradacion completa. (Duque, et al. 1993)

Estudios realizados recientemente, han demostrado que la degradacién de TNT a
altas densidades celulares, pueden activar diferentes modelos de biodegradacion,

fendmeno importante para la biorremediaciéon de este compuesto, porque requiere



bacterias especificas con alta actividad de degradacion que facilite la descontaminacién
mads rdpida en sitios con presencia de estos residuos (Kubota, A., Maeda, T., Nagafuchi,

N., Kadokami, K., y Ogawa, H.I. 2008)

2.2.Rutas metabdolicas

Se conocen principalmente dos vias metabdlicas por las cuales se da la
biodegradacién del TNT bajo condiciones aerdbicas, convirtiéndolo en compuestos
intermediarios menos toxicos. Estas vias ocurren en presencia de oxigeno, aun cuando
una de ellas no lo utiliza como aceptor final de electrones. Y es la primera via (Via I),
en la que el TNT actia como un aceptor de electrones, debido a la gran facilidad que
existe para reducir los grupos nitro formados por los enlaces nitrégeno-oxigeno

altamente electrofilicos (Villegas., P. S. 2009).

La segunda via (Via II) es una ruta compleja que se caracteriza por la formacién
de un complejo hibrido Ilamado Meisenheimer, que se genera cuando el
microorganismo es capaz de atacar directamente los enlaces que conforman el anillo

aromatico.

Y ultimamente, se habla de una tercera via (Via III), que consiste en la reduccién
oxigenolitica del TNT, que resulta en la produccion de 3-Metil-4,6-Dinitrocatecol a

partir de la remocién de un grupo nitro. (Smets, et al. 2007)
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Bajo condiciones de anaerobiosis, se documenta una udltima via (Via 1V), que para
efectos de la investigacion no es de interés, pero es necesario precisarla, consiste en una
transformacion secuencial de los grupos nitro unido al anillo aromdtico hacia la

correspondiente amina. (Villegas., P. S. (2009).).

Cada una de las vias aerdbicas, se encuentra complementadas por ‘“‘sub-rutas”
que terminan llevando la molécula de TNT hasta subproductos finales menos téxicos,
con la intervencién de diferentes tipos de enzimas. Las rutas aerdbicas principales con

sus “sub-rutas” se relacionan a continuacion:

* Vial. Reduccion de TNT por enzimas nitroreductasas.

o Accién de las dioxigenasas

o Reordenamiento Bamberger-like

o Formacién de dimeros azoxytetranitrotoluenos

= Via II. Formacion del complejo Meisenheimer.

o Denitracion del complejo Meisenheimer.

= Via IIl. Reduccién oxigenolitica.
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2.2.1. Via I. Reduccion de TNT por enzimas Nitroreductasas.

Esta familia de enzimas reduce un gran rango de compuestos nitroaromaéticos incluido el

TNT. En la Tabla No 1, se encuentran relacionados los microrganismos en los cuales se

han encontrado enzimas nitroreductasas.

Tabla No 1. Microorganismos en los cuales se ha encontrado enzimas nitroreductasas

Microorganismo Enzima fuente Microorganismo
nitroreductasas
Conversion of Nfsb, a minor Escherichia coli
nitroreductase, to a flavin reductase similar in
biochemical properties to Fras I, the major flavin
Escherichia coli NfsA y NfsB Zenno et al 1996  reductase in Vibrio fischeri, by a single amino acid
substitution
Nucleotide sequence of Salmonella typhimurium
Salmonella enterica SnrAy Cnr Y\;gtgnabe Metal nitroreductase gene.
serovar Typhimurium
Purification and characterization of an oxygen-
Bryant and insensitive = NAD(P)H  nitroreductase  from
Enterobacter cloacae Nfsl DeLucaetal 1991 Enterobacter cloacae.
Metronidazole resistance in Helycobcater pylori is
. Goodwin et al due to null mutations in a gene (rdxA)that encodes
Helycobacter pylori RdxA W N ull mutations in a gene (rdxA)

Vibrio harveyi

Vibrio fisherii

Thermus thermophilus

Pseudomonas

pseudoalcaligenes

Pseudomonas putida

Clostridium
acetobutylicum

Flavin reductase P

Frase I

NADH oxidase

Nitrobenceno
Nitroreductasa

PnrA y PnrB

NitA y NitB

1998

Lei et al, 1994

Zenno et al 1994

Park et al 1992

Somerville et al
1995

Park and Kim
2000

Kutty and Bennett
2005

an oxygen-insensitive NADPH nitroreductase

Vibrio harveyi NADPH-flavin oxidoreductase:
cloning, sequencing and overexpression of the
gene and purification and characterization of the
cloned enzyme

Identification of the gene encoding the major
NAD(p)H-flavin oxidoreductase of the
bioluminescent bacterium Vibrio fischeri ATCC
7744

Purification and characterization of a NADH
oxidase  from the thermophile thermos
thermophiles HB8

Purification and characterization of nitrobenzene
nitroreductase from Pseudomonas
pseudoalcaligenes JS45

Identification and characterization of the
nitrobenzene catabolic plamids pNB1 and pNB2 in
Pseudomonas putida HS12

Biochemical characterization of trinitrotoluene
transforming oxygen-insensitive nitroreductasas
from Clostridium acetobutylicum
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Estas enzimas contienen flavo mononucleétido (FMN) como cofactor, usan el
NAD(P)H o NADH como el donador de electrones y realizan un reduccién secuencial
de uno o dos grupos nitro de la molécula de TNT a grupos hidroxilamino o aminos para
producir diferentes isdmeros de compuestos aminonitroaromaticos (Esteve-Nuiiez, A.,
Caballero, A. y Ramos, J. (2001), aunque los intermediarios de nitroso no son
detectados, el grupo nitro es reducido solo a estos dos grupos funcionales no maés all4,
incluso asi, se encuentren en exceso de un poder reductor. (Figura No 1) (Smets, et al.
2007). En este caso se ha observado que el TNT es reducido mucho mas répido que el
di- y mono-nitrotolueno o sus productos de transformacién reducidos. (Caballero,

Lazaro, J.J., Ramos, J.L., & Esteve-Nuiiez, A., 2005).

Se ha reportado la presencia de nitroreductasas en la membrana asociada con
respiracion que confieren a la cepa de Pseudomonas putida JLRI11 la capacidad para
usar grupos nitro del TNT como unico aceptor de electrones, mientras que bajo
condiciones anaerdbicas el donador de electrones es el acetato. Este microorganismo

reduce el TNT a 4 amino-2-6 dinitrotolueno (4ADNT). (Smets, et al. 2007)

Dioxigenasas.

El TNT es facilmente reducido a una mezcla de isémeros de 2-amino-4,6-
dinitrotolueno (2ADNT) y 4-ADNT bajo condiciones ambientales (Spain, J. et al 2000).
Diferentes estudios se han enfocado en el posible ataque oxigenolitica del isémero

aminodinitrotolueno (ADNT). Estos son oxidados por dioxigenasas para formar
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Figura No 1. Via 1. Reduccion de TNT mediante enzimas Nitroreductasas
(Tomado de: (Smets, et al. 2007; Villegas., P. S. (2009).)
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Aminometilnitrocatecol con liberacion de nitrito o son hidroxilatados en el grupo metil
para formar alcohol aminodinitrobencil. Figura No 2. En la Tabla No 2, se plasma la

accion de las dioxigenasas y los microorganismos en las que se han localizado.

CH, 3
O,N o, t O,N OH
+ NO,
OH
NH, NH,
4-Amino- 2,6-Dinitrotoluenc 4-Amino-Meti-6-nitro-catecol
H: Hidroxilacion CHIQ'l
o,né/m—i, \ O,N NH,
NO, NO,
2-Amino-4,6-Dinitrololueno Alcohol 2- Amino-4,6-Dinitrobencil
r Dioxigenasa
CH,
O,N NH,
+ NO,
OH
OH
2-Amino-Metil-6-Nitro Catecol

Figura No 2. Oxidacién e hidroxilacién de los isémeros Aminodinitrotoluenos

Tomado de(Smets, et al. 2007)
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Tabla No 2. Accién de las dioxigenasas sobre el TNT.

Microorganismo Enzima Modo de accion
Dioxigenasas

Capacidad de oxidar 2ADNT en la
posicion 3,4 liberando nitrito para
formar 3-amino-4-metil-5-nitrocatecol,

Escherichia coli 2.,4-dinitrotolueno . e 1. .
) . mientras también hidroxilatando el
recombinante (DNT) dioxigenasa . :
grupo metil forman el alcohol 2-amino-
4,6-dinitrobencil
. Puede oxidar 4ADNT en la posicion 2,3
Comamonas sp Nitrobenceno liberando nitrito y generando 3-amino-6-
Cepa JS765 dioxigenasas (NBDO) ye

metil-5-nitrocatecol

Reordenamiento Bemberger-like de hidroxilaminos. (Liberacion de amonios)

Las bacterias transforman el TNT a través de reducciones parciales de los grupos
nitro llevandolos a ADNT (Amino Dinitrotolueno), pero ocasionalmente, también a
través de la reduccién completa a triaminotolueno (TAT) cuando el potencial redox es
bajo y en condiciones anaerobias (Smets,et al. 2007). Ademads, es conocido que el
anilloaromdtico de TNT puede ser microbiolégicamente reducido al complejo hibrido

Meisenheimer (Park, H. S.,& Kim, H.S. 2000)

Actualmente, el uso de TNT como fuente de nitrégeno ha sido documentado en
cultivos mixtos y puros (Popesku, J. T., Singh, A., Zhao, J.S., Hawari, J., & Ward, O.P.
2003). Pseudomonas putida JLRI1 uso TNT como tnica fuente de nitrégeno, con
liberacién de nitrito o amonio, y con participacion de la sintesis de glutamina via
glutamato sintetasa. (Caballero, R, y Antonio Fernando., 2005). Mientras que la
liberacién de nitritos estd dado por una o dos vias de denitrasas, la liberacién de amonio
estd dada después de la reduccion de uno de los grupos nitro a hidroxilamino mediado
por la enzima PnrA, seguido por el reacomodamiento de Bamberger-like, donde el
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grupo hidroxilamino funcional es redirigido para producir amino e hidroxilamino

sustituyentes (Smets, et al. 2007)Figura No 3.

Subproductos de las nitroreducciones del TNT

Hidroxilamino dinitrotoluencs Hidroxilamino mononitrotolueno

o,n\@;:, o,u@m o,uﬁg":m
N/

.

NH, =+ 7

Ruta de absorcién a través de GS - GOGAT

Figura No 3. Reordenamiento Bamberger-like de hidroxilaminos con liberacion de
amonios y la subsecuente absorcion a través de la ruta sintetasa-
glutamato.Tomado de (Smets, et al. 2007)

Formacion de azoxytetranitrotoluenos

Esta ruta se presenta en las tecnologias de remediaciéon, como son, el
compostaje, procesos con lodos activados y Fitorremediacion. El compostaje y los lodos

activados estdn basados en el nitro-reduccion co-metabdlico del TNT por
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microorganismos no definidos (TThorn, K. A., Pennington, K.C. & Hayes, C.A. 2002)
cuyo resultado final de este proceso es que los grupos hidroxilamina y amina del anillo
nitro-areno reaccionan con los grupos funcionales quinonas y carbonil de la fraccién
himica del suelo, dando lugar a la inmovilizacién covalente de los derivados de TNT
que no son biodisponibles y asi exhiben un decrecimiento en la toxicidad. (Lewis, et al.
2004). Por lo tanto, este enfoque se basa en el hecho que las reacciones intermedias
durante la nitroreduccién tienen una alta reactividad quimica, el balance de masas indica
frecuentemente un alto grado de inmovilizaciéon o dimerizacién durante la

transformacion del TNT (Figura No 4).

H, H,
O,N NO, ON NO
Nitroso-dinitrotolueno
NO NO,
o
| *
] Y
CH, CH,
O,N 0,
O,N HOH
Hidroxilamino-Dinitrotolueno
NHOH NO

Figura No 4. Formacién de dimeros azoxytetranitrotoluenos de la reaccion de
subproductos nitroso e hidroxilamino de la nitroreducciéon del TNT
Tomado de (Smets, et al. 2007)
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Ejemplos de este proceso se han encontrado en Raoultella terrigena cepa HB,
convierte rapidamente el 80 — 90% de TNT soluble (10 a 100 mg/L) por una fraccién de
células agrupadas, principalmente a azoxy-dimeros (Clauss, H.B. et al. 2007). Asi
mismo, Pseudomonas aeruginosa MX, acumula el 71% del TNT en células pellet
(antes que todo en 2,2-azoxytolueno) dejando el 21% (principalmente en 2ADNT) en
los sobrenadantes (Oh, B.-T., Shea, P. J., Drijber, R.A., Vasilyerva, G.K., & Sarath, G.
2003) y Pseudomonas putida JLRI11 convierte el 45% de el TNT inicial en células

agrupadas bajo condiciones anaerobias (Esteve-Nuifiez, et al. 2001).

2.2.2. Via II. Formacion del complejo Meisenheimmer.

Algunas de enzimas, ademds de ser capaz de transformar el TNT por la via de la
nitroreduccion (seccion 2.1), tienen la capacidad de liberar nitrito del TNT por
denitrificacion. La ruta de nitroreduccién es catalizada por todas las enzimas, mientras
la denitracion es solamente catalizada por la PENT reductasas, XenB y NemA via la
formaciéon del complejo hibrido  Meisenheimer (HTNT) y complejo di-hibrido
Meisenheimer (2HTNT), aunque este dltimo ha sido reportado como un complejo
inestable (Park, 2000), también se ha demostrado que puede ser enzimdticamente
transformado por enzimas OYE, con una posterior liberacion de nitritos. (Williams, R.

T., Rathbone, D.A. Scrutton, NS & Bruce, N.C. 2004).

La formaciéon de dicho complejo implica la pérdida de las propiedades
arométicas del benceno, como las oxidativas, debido a la presencia de los grupos nitro
unidos a sus carbonos 2,4 y 6, en consecuencia, el potencial redox del TNT disminuye,
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llevandose a cabo un ataque reductivo que trae consigo la formacién de NO, vy del

complejo en mencidn. (Villegas., P. S. (2009).). Figura No 5.

CH,
O,N o,
NO,
Formacién del complejo Meisenheimer IH'I
HS
O,N NO,
Complejo Hibrido Meisenheimer H
H
NO,
w
H,
O,N O;
Complejo Dihibrido Meisenheimer H
H H
NO;
NO,+7?

Figura No 5. Via 2. Transformacion del complejo Meisenheimer mediante enzimas de la
familia Old Yellow Enzyme.
Tomado de: (Smets,et al. 2007; Villegas., P. S. (2009).)
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Este tipo de metabolismo, es uno de los mas complejos y menos conocidos, no

se ha determinado con seguridad todos los metabolitos producidos, pero se cree que la

etapa final es la mineralizacion total del TNT (Vorbeck, C., Lenke, H., Fischer, P., &

Knackmuss, H-J. 1994). En la Tabla No 3. Se mencionan los microorganismos que

contienen flavoproteinas.

Tabla No 3. Estudios que reportan microorganismos con presencia de enzimas OYE

Microorganismo Enzima Fuente Investigacion
Familia OYE
Escherichia coli N-etilmaleimida Park et al Transformation of 2,4,6-
reductasa (NemA) 2000 Trinitrotoluene by purified
xenobiotic reductase B from
Pseudomonas fluorescenses
Bacillus subtillis YgiM Fitzpatrick  Characterization of YqjM, and old
et al 2003 yellow enzyme homolog from
Bacillus subtillis involved in the
oxidative stress response
Pentaerythritol Khanetal Kinetic and structural basis of
tetranitrate 2002 reactivity of pentaerythritol
(PETN)reductase tetranitrate reductase with NADPH,

Enterobacter cloacae

2-cyclohexenone, nitroesteres, and
nitroaromatic explosives

Morphinone
Pseudomonas putida reductase

Denitracion del complejo Meisenheimer.

Williams et
al 2004

Biotransformation of explosives by
the old yellow enzymes family of
flavoproteins.

Esta via es comun en levaduras y hongos, los cuales presentan una capacidad de

mineralizaciéon del TNT mayor al 20%, esto en gran parte debido a su sistema

ligninolitico (Nyanhongo, G. S., Schroeder, M., Steiner, W. y Gubitz G.M. 2005). En
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este orden de ideas, tenemos que la Saccharomyces sp. reduce TNT a la mezcla de
isomeros de HADNT, con ADNT y H-TNT como productos menores. En el sentido
contrario Candidad sp. transforma TNT casi cuantitativamente a H-TNT o produce una
mezcla equimolar de HADNT y H-TNT (Zaripov, S. A., Naumov, A.V., Nikitina, E.V.,

& Naumova, R.P. 2002)

Esto nos indica que la ruta estd dada en dos pasos, primero la reduccién del
anillo aromatico del TNT, via complejo Meisenheimer y a partir de este complejo por

una secuencia de desnitracion finaliza en 2,4 Dinitrotolueno (2,4-DNT) Figura No 6.

CH, H,

O,N NO, NO,
H > + NO,
H
NO, NO,
Conplejo Hibrido Meisenheimer 24 - Dinitrotolueno

Figura No 6. Desnitracion del complejo Meisenheimer.
Tomado de: (Smets,et al. 2007; Villegas., P. S. (2009).)

2.2.3 ViaIIl. Oxigenolitica.

La transformacién bacteriana del TNT, estd dada por sucesivas reducciones del
grupo nitro, la posibilidad de una via oxigenolitica ha sido recientemente reactivada por
la deteccion de 3-metil-4,6-dinitrocatecol asi como la liberacién significativa de nitritos

durante las transformaciones aerobias de TNT por un cultivo mixto sostenido en una
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mezcla de TNT y 2,4-DNT como fuente de Carbono y Nitr6geno (Tront, J. M. H., J.B.
2005). Patrones de isotopos estables confirman que el catecol es derivado del TNT y es
potencialmente el resultado de una  desnitracién del anillo benzoico por la

dihidroxilacién de TNT. (Figura No 7). (Smets, et al. 2007)

CH, CH,8
O,N NO, O,N OH
j OH
NO, NO,
Complejo hibrido Meisenheimer 3-metil,—4,6-dinitrocatecol

Figura No 7. Ruta oxigenolitica del TNT.
Tomado de: (Smets, et al. 2007; Villegas., P. S. (2009).)

2.3. Microorganismos Degradadores de TNT.

2.3.1. Aislamientos.

Se han reportado que los microorganismo nativos de ambientes con presencia de
explosivos, son los microorganismos que presentan mejor potencial degradador de

compuestos nitrogenados como el TNT. (Villegas., P. S. (2009).)

La busqueda de estos microorganismos implica la localizacion de areas con
presencia permanente de estos compuestos, para poder aislar microorganismos que han

conseguido adaptarse a estos ambientes, y que desarrollan su potencial degradador que
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le permite aprovecharlo en su metabolismos como fuente de nitrégeno o de

carbono.(Villegas., P. S. (2009).)

Para el aislamiento de dichos microorganismos, es necesario utilizar medios de
cultivo que le brinde las condiciones nutricionales para efectuar el respectivo
metabolismo, para el caso del explosivo, ademds de TNT, debe contar con una fuentes
de carbono, bien sea de materia orgdnica presente naturalmente en el suelo o
carbohidratos simples de facil degradacién como glucosa, succinato y acetato,
(Villegas., P. S. (2009).), ademds, ya que varias investigaciones reportan que el
explosivo es tomado como unica fuente de nitrégeno y que las bacterias Gram negativas
son mads resistentes al TNT entre concentraciones de 100 a 200 mg/L y de 15 a 100

mg/L para bacterias Gram positivas.(Zaripov S.A.,et al. 2004)

2.3.2. Crecimiento.

El crecimiento bacteriano de las cepas degradadoras de explosivos, al igual que las
demads bacterias estd influenciado por la naturaleza quimica y fisica de su ambiente. El
conocimiento de estas influencias ambientales permite controlar el crecimiento
microbiano. Los factores que pueden tener influencia sobre el crecimiento bacteriano y

que son de interés para la investigacion, son:

pH: Cada microorganismo posee un intervalo amplio definido pero con tolerancia

limitada y un 6ptimo para su crecimiento. Las variaciones intensas en el pH pueden
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dafiar a los microorganismos alterando la membrana plasmética o inhibiendo la
actividad de las enzimas y proteinas transportadoras. En las bacterias los sistemas de
transporte de sodio y de potasio posiblemente corrigen pequefias variaciones de pH. Si
este se vuelve demasiado acido, se activan otros mecanismos. Cuando el pH baja a
valores de 6,0, algunas bacterias como Salmonella typhimurium y Escherichia coli
sintetizan un grupo de proteinas nuevas como parte de la denominada respuesta de
tolerancia en medio acido. La ATPasa translocadora de proteinas contribuye a esta
respuesta protectora, produciendo mas ATP o bombeando protones fuera de la célula.
Pero si el pH baja a 4.5 o inferior, se sintetizan proteinas de respuesta al shock acido.
Probablemente estas sustancias evitan la desnaturalizacion de las proteinas y facilitan de

nuevo el pliego de las desnaturalizadas (Eduardo, A. J. S. (2007)

Temperatura: Es el factor mas importante de los componentes ambientales que afectan
la viabilidad y el desarrollo microbiano. El factor que mas influye sobre el efecto de la
temperatura en el crecimiento es la sensibilidad de las reacciones catalizadas por
enzimas a determinadas temperaturas. En condiciones de baja temperatura, un aumento
eleva la velocidad de crecimiento, porque la velocidad de una reaccién catalizada por
enzimas, como de cualquier reaccién quimica, casi se duplica por cada incremento de
10°C. Como la velocidad de cada reacciéon aumenta, el metabolismo en general es mas
activo a temperaturas altas y el microorganismo crece mas rapidamente. Pero a partir de
cierto punto un incremento de la temperatura disminuye la velocidad de crecimiento y
temperaturas lo suficientemente altas son letales ya que las enzimas se desnaturalizan al

igual que las proteinas transportadoras entre otras.
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Todos los microorganismos tienen una temperatura minima por debajo de la cual no se
producen un crecimiento prolongado, asi como una temperatura éptima en el cual el
crecimiento es mucho mds rdpido y una temperatura maxima por encima de la cual el

crecimiento no es posible.(Eduardo,et al. 2007)

Nutrientes.

Nitrégeno: Otro factor es el nitrégeno. Los microbios, como flora viviente requieren
sustratos especificos y otros nutrientes para su actividad. Los sustratos son
normalmente una fuente de carbono y nutrientes como nitrégeno y fésforo que deben
provenir de mismo sustrato o de una fuente externa. Si el nitrégeno estd presente en
poca cantidad en el medio de cultivo, la bacteria no produce las enzimas necesarias para
usar el carbon, y en el caso contrario, mucha cantidad de nitrégeno, particularmente en
forma de amonio, puede inhibir el crecimiento de la bacteria, la concentracién 6ptima

de nitrégeno asegura el metabolismo bacteriano.(Boopathy, et al. 1997)

Trinitrotolueno como sustrato: Cuando se usa TNT como sustrato, se ha afirmado que
las altas concentraciones de explosivo son toxicas para muchos microorganismos
(Spain, J. C. 1995), pero existen reportes de bacterias que tiene la capacidad de crecer
en medio solido con exceso de TNT adicionado en forma de cristales en el medio de
cultivo, es el caso de la Pseudomonas spC1S1 reportado por Duque en 1993, que crecié
a concentraciones de 1 a 10g/L de TNT y alcanz6 densidades celulares similares a las

observadas cuando se usa la concentracion de saturacion de TNT (100 mg/L). es
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necesario aclarar, que esto se logré por la aplicacién de una fuente adicional de Carbono

diferente al explosivo como fue el acido acético (Duque, et al. 1993).

Otras investigaciones reportan el crecimiento de bacterias en presencia de 200 a 500
mg/L. de TNT, como es el caso de la Klebsiella sp cepa C1, aislada por Chang en 2002,
a partir de muestras de lodo en sitios contaminado con explosivo en la planta de
Chuncheon, Korea. Asi mismo las cepas aisladas en esta investigacion, tuvieron la
capacidad para crecer medio sélido a las mismas concentraciones de TNT (en un rango
de 100 a 500 mg/L), planteadas en la investigacion anterior, dichas bacterias fueron
identificadas mediante secuenciacion molecular y corresponde a Pseudomonas
oleovorans y Shinella kummerowiae. En el Anexo 1, se encuentra el protocolo de

identificacién de los microorganismos en estudio.

2.3.3. Tolerancia a la toxicidad de sustancias quimicas.

La tolerancia de los microorganismos a sustratos quimicos se presenta mediante
complejos rasgos multigénicos que son afectados por pardmetros como: pH,
temperatura, presion osmdética, tamafilo molecular y presidon. La tolerancia puede ser
controlada desde el interior de la célula por un solo gen o por varios genes. El fenotipo
tolerante es el resultado de diferentes mecanismos simultineos de accion, que incluye,
bombas moleculares, cambios en las propiedades de la membrana, cambios en la
composicion de la pared celular, alteracion de le energia metabdlica y cambios celulares

en términos morfolégicos. Estos mecanismos son independientes del uno al otro e
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involucra genes o grupos de genes dispersos en cromosomas o en plasmidos

localizados. (Bernal, P., Segura, A. y Ramos, J.L. (2007)).

Estudios han demostrado que los compuestos quimicos afectan a las células de dos

formas (Ramos, J. L., Duque, E., Godoy, P., & Segura, A. 1998):

= Mediante el deterioro y desnaturalizacion biolégica de las moléculas incluyendo
el desdoblamiento de proteinas; dafios en el DNA y lipidos por mecanismos
oxidativos; desdoblamiento y degradacién del RNA, que ocasiona la muerte

celular.

= Cambios fisiolégicos en la membrana celular, afectando sus procesos de

generacion de energia y transporte.

Las células responden a estos efectos pleiotropicamente, mediante:

»= La estimulacién a los componentes principales del sistema general y especifico

de respuesta al estrés celular (choque-térmico (HSP) y de proteinas relacionadas.

* Induccién metabdlica al transporte, basada en mecanismos de desintoxicacion

incluyendo procesos para metabolizar el compuesto téxico a un subproducto
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menos toxico. La activacién y el empleo de bombas de transporte moleculares
que expulsan los productos quimicos toxicos. Alteraciones en programas
biosintéticos para producir metabolitos, como ciertos aminodcidos y azicares

que contrarrestan los efectos toxicos.

= La obtencién de respuestas a largo plazo de adaptacién para superar la toxicidad
del sustrato mediante la alteracion en los programas de diferenciacion
biosintéticas y morfogenética para contrarrestar la toxicidad del compuesto e

incluye alteraciones en la composicion de la membrana y de la pared celular.

= Y por dltimo la induccién de cambios complejos en el nivel de transcripcional
de proteinas (Nicolaou, S. A., Gaida, s. M., y Papoutsakis, E.T. 2010).En la

Figura No 8 se proporciona un resumen visual de estas respuestas celulares.

2.4. Consorcios.

En los ecosistemas, no existen organismos individuales sino poblaciones
microbianas con diferentes adaptaciones para sobrevivir en diversos ambientes, donde
cada poblaciéon de microorganismos desempefia un papel funcional (nicho) que permite
su supervivencia. Dentro de esta poblacidn, lo microorganismos cooperan cuando las
densidades celulares son bajas, pero compiten cuando son altas. Estas interacciones
pueden ser benéficas (sinergia) o competitivas (antagénicas), las primeras tienden a
optimizar la utilizacién de recursos disponibles y las segundas actian como controles de
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Figura No 8. Respuesta celular a compuestos toxicos que pueden producir tolerancias.

A. Cambios en la composicidn de la membrana celular y biofisicos para contrarrestar los efectos
fluidizantes de los compuestos toxicos, incluyendo las cortas isomerizaciones cis a trans de
fosfolipidos y los grandes cambios en los 4cidos grasos insaturados a saturados.

B. Bombas moleculares de eflujo (se muestra la expansion del periplasma de una célula Gram-
negativa) expulsando la sustancia toxica del citoplasma dentro del espacio extracelular con el
fin de desintoxicar el citoplasma.

C. Proceso de membrana interrumpido, tal como la fuerza motriz de protones asociada a la
produccién de energia, cambios provocados en el metabolismo celular para aumentar la
produccién de ATP necesaria para sobrevivir y reparar procesos celulares.

D. Proteinas de estrés HSP para ayudar en el plegamiento y re-plegamiento de proteinas para
evitar la agregacion bajo estrés quimico.

E. Desintoxicacién catabdlica para remover compuestos téxicos convirtiéndolos en menos
quimicos menos perjudiciales.

F. Otras respuestas transcripcionales y traslacionales que pueden mejorar la viabilidad bajo
estrés que conduce a la produccién de trealosas , o por regulacién del sistema especializado del
estrés, tal como el sistema proteico de shock.

Tomado de Nicolaou, et al. 2010.

retroalimentacioén, ya que impiden el agotamiento de los recursos y la consiguiente

desaparicion de la poblacion. (Atlas, R., y Bartha, R. (2002))
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Por lo tanto, estas comunidades microbiolégicas poseen una increible
versatilidad fisiolégica y potencial catabdlico para la ruptura de una gran cantidad de
moléculas orgdnicas. La mayoria de los productos naturales o sintéticos,
independientemente de su peso molecular o complejidad estructural, es degrado por uno
0 mas especies microbianas (Atlas, R., y Bartha, R. (2002)), en esta degradacién la
biomasa y las actividades catabdlicas aumentan por un proceso autocatalitico hasta un
nutriente esencial, por ejemplo, cuando las fuentes de carbono y energia se convierten

en limitantes (Knackmuss, H.-J. 1996).

La tasa de transformaciéon de un compuesto xenobidtico y el nimero de células
viables en la poblacién permanecerd constante si la degradacién es incompleta y no
produce energia para el crecimiento, bajo estas condiciones la degradacién total de los
compuestos xenobidticos esta esencialmente determinado por procesos que se

denominan cometabolismo (Knackmuss, 1996).

Es asi, como el TNT es cometabolizado por bacterias del suelo a productos de
reduccion, sin un aparente rompimiento del anillo aromatico. Los grupos nitro son
reducidos de forma escalonada a través de los grupos hidroxilamino al grupo amino. La
susceptibilidad de los grupos nitro en la molécula de TNT para reduccion, son las
posiciones para y orto, la reducciéon de estos grupos nitro estin dados por bacterias
aerobias y por algunos extractos celulares(In B., P. J., Namkoong W., Hwang E. y Kim
J. 2008), pero para reducir el tercer grupo nitro (meta) se requieren condiciones

anaerobias (Vanderberg, L. A., Perry, J.J. & Unkefer, P.J. 1995) por lo que es necesario
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para la degradaciéon completa la combinacién de dos microorganismos aerobios y

anaerobios.

Por eso en esta investigacion, se combind las cepas en estudio para determinar si
interactian de manera positiva entre ellas o no (Prueba de antagonismo) y si lo hacen,
determinar si la degradacion del TNT mejora en términos de tiempo y porcentaje, con

respecto a la degradacion individual.

3. CONTEXTO Y JUSTIFICACION DEL PROBLEMA.

Entre los explosivos utilizados por la industria militar y minera a nivel mundial,
se destaca el uso de los compuestos nitroaromdticos en especial el TNT, debido a
estabilidad térmica, quimica y su alto poder de detonacién (Halasz et al., 2002). Sin
embargo, durante su fabricaciébn y uso se genera un impacto ambiental negativo,
constituyendo un riesgo para la salud humana debido a sus propiedades recalcitrantes,

mutagénicas y carcinogénicas (Rodgers y Bunce, 2001; Kulkarni, et al. 2007).

Se ha reportado un gran numero de sitios contaminados con compuestos
nitroaromaticos. (Rodgers et al 2001; Rosser, French y Bruce, 2001; Zaripov et al
2004), y se han evaluado diferentes tratamientos fisicos, quimicos y biolégicos para
eliminar descontaminar estos sitios (Hannink et al 2003; Kulkarni et al 2007), como es
la excavacién, incineracién o vertimientos en el mar, pero estos métodos son poco

amigables para el medio ambiente ya que los residuos persisten y generan un alto costo
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econdmico. La aplicacién de métodos econdmicos como el compostaje, se evidencian
dos problemas, su implementaciéon es mds limitada que aplicar directamente el

microorganismo y los datos que existen no son fiables (Lewis, et al. 2004).

Actualmente las investigaciones en remediacién se han centrado en el uso de
procesos biolégicos donde se utilizan microorganismos, plantas, otros organismos vivos
o productos obtenidos de ellos, que tienen la propiedad de eliminar compuestos
xenobidticos y sus subproductos de manera eficiente y controlada; durante este proceso
se busca la degradacién completa (mineralizacién) de dichos compuestos a través del
metabolismo microbiano cuyo producto final pueda ser utilizado por la naturaleza
(Eweis et al., 1999; Rodgers et al., 2001; Atlas y Bartha, 2002). Con los compuestos
explosivos como el TNT, la biorremediacién se enfoca actualmente, solo en los residuos
propios de la fabricacion y uso; en relacion con las cargas que no estallan y que
persisten mucho después del tiempo previsto en el suelo, atin no se ha considerado este
tipo de proceso; esta situacion, agrava mas el problema tanto en lo ambiental como en
salud publica, ya que sus residuos se dispersan por grandes distancias sin poderlas

identificar.

Por esta razén, es necesario orientar las investigaciones a encontrar, aislar y
potencializar bacterias aerobias con capacidad degradadora de explosivos, como
alternativa bioldgica en respuesta a la problemética ambiental planteada encontrando de

esta manera métodos y técnicas ambientalmente amigables.
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Hasta el momento, en Colombia solo la Universidad Javeriana en convenio con
la Universidad de la Salle, ha realizado reportes sobre aislamientos, caracterizacién y
estudios de biodegradacion del 2, 4,6 Trinitrotolueno, por parte de microorganismos
aerobios que poseen dicha capacidad y el propdsito de estas investigaciones es el de
implementar alternativas biologicas que den respuesta a la problemética planteada a

través de nuevos métodos y técnicas, ambientalmente amigables.

Este proyecto hace parte de la investigacion mencionada y para aportar nuevos
conocimiento se plantea la siguiente pregunta ;Cudl es el efecto que causa el pH, la
temperatura y la méxima concentracion de TNT sobre la capacidad de degradacién de
las bacterias aisladas y combinadas pensando a futuro en un posible consorcio, que

proceden de ambientes con presencia de explosivos?

Para dar respuesta a este problema, el objetivo de este proyecto fue establecer
los valores de pH y temperatura en los cuales fuera mds eficiente la degradacion
bioldgica del TNT por parte de bacterias aisladas de suelos con explosivos y lograr con
el tiempo alguin nivel de degradacién de explosivos en el tiempo. Con los resultados de
este proyecto se reportan los primeros estudios en Colombia sobre la degradacién

bioldgica en este tipo de compuestos.

La prospectiva de este trabajo es hacer un aporte al conocimiento bésico para el

disefio de un sistema con bacterias endogenas degradadoras de TNT, que pueda ser
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incorporado en explosivo comercial Pentolita® y plantear una solucion eficiente en la

disposicion de los productos, usos y residuos de los explosivos.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Establecer el efecto del pH y la temperatura en la degradacién del 2, 4,6

Trinitrotolueno por bacterias aisladas de sitios con presencia de explosivos

4.2.0bjetivos Especificos.

e Evaluar la capacidad degradadora de las bacterias aisladas, sobre el 2,4,6

Trinitrotolueno.

e Identificar la concentracién maxima de 2, 4,6 Trinitrotolueno a la cual las

bacterias seleccionadas crecen.

e Conocer segin parametros de pH y temperatura, la capacidad degradadora de las

bacterias seleccionadas, mediante la degradacién del 2,4,6, Trinitrotolueno.

e Determinar bajo valores seleccionados de pH y temperatura la capacidad
degradadora de la mezcla de las cepas seleccionadas, mediante la degradacion

del 2, 4,6 Trinitrotolueno.

35



5. TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

Fase 1. Seleccion de cepas con capacidad degradadora de 2, 4,6 Trinitrotolueno.

5.1.Aislamiento de microorganismos.

Los microorganismos en estudio, fueron aislados a partir del screening realizado
por Bravo Carolina y Diana Aldana(2010). Con el dnimo de conocer si los
microorganismos con posible capacidad degradadora de explosivos utilizaban el TNT
como unica fuente de Nitrégeno y de Carbono, se usaron tres diferentes medios de
cultivo, donde el TNT fue el sustrato y solo se agregaban fuentes adicionales de carbono
o de nitrégeno. Estos medios de cultivo fueron llamados “T1 (el cual contenia Nitrato
de amonio como fuente adicional de nitrégeno pero ninguna fuente adicional de
carbono) -T2 (contenia fuentes adicionales de carbono pero no de nitrégeno) y T3 (No
contenia ninguna fuente adicional de nitrégeno ni de carbono)” se encontr6 que el
medio de cultivo T2, presento mayor diversidad de morfotipos. En el Anexo 2, se

plasman los componentes de cada uno de los medios empleados.

El crecimiento bacteriano fue monitoreado por observacion directa de colonias en
placa. Se registré la forma, elevacién textura y pigmentacion de las mismas. La

morfologia de la pared celular se identificé por Tincién de Gram.

5.2.Conservacion de microorganismos.

Los microorganismos recuperados, fueron conservados en medio T2 sélido a 5°C y

en medio T2 liquido con glicerol al 20% a -80°C.
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5.3.Pruebas de degradacion.

5.3.1. Criterios de inclusion.

Para la prueba de degradacién de los microorganismos en estudio, se utilizaron los

siguientes criterios:

= Presentar crecimiento en T2 liquido a una temperatura de 30°C y a 200 rpm.
= Alcanzar una densidad 6ptica minima de 0.125 de absorbancia a 600 nm de

longitud de onda.

5.3.2. Métodos y Técnicas aplicadas.

La capacidad degradadora de los microorganismos fue determinada mediante la
aplicacion del método 8330B, utilizado en el tratamiento de muestras nitroaromaticos y
nitroamidas establecido por la EPA (del inglés, Environmental Proteccion
Agency)(Agency, 2007) el cual incluyé monitoreo del TNT residual por la técnica de

HPLC (del inglés, High Performance Liquid Chromatography)

5.3.3. Obtencion del inoculo.

Para cada uno de los ensayos realizados en esta investigacion, los in6culos de las
cepas en estudio eran obtenidos asi: a partir de cultivos masivos, se preparé un pre
indculo en 5 mL de medio T2 liquido, se incub6 a 30°C y a 200 rpm (Husain L., A. M.,

Alam Z. y Muyibi S.A. 2011) durante 12 horas (overnight); Para la obtencién del
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in6culo, el pre indculo era sembrado en 45 mL de medio T2 liquido, el cual se incubd
sin variar las condiciones, hasta cuando alcanzé6 una absorbancia minima de 0,125 a 600
nm de longitud de onda. Las absorbancias del ensayo fueron tomadas con base en la

curva de calibracién previa realizada por los investigadores.

5.3.4. Ensayo de biodegradabilidad.

Los ensayos de biodegradabilidad se hicieron por triplicado. Para ello, se
sembraron 10 mL del inéculo en 90 mL de medio T2 liquido, se incubaron a 30°C y a
200 rpm por 14 dias (tiempo en el cual los microorganismos tardaron en crecer).
Durante este periodo, se monitoreo la cantidad de TNT residual por medio de HPLC
(En el Anexo 3, se encuentran las condiciones de corrida de las muestras), haciendo
extracciones de muestra segin el método 8330B modificado de la EPA (Anexo 4) en
tres tiempos: tiempo inicial (to=en el momento de inocular las réplicas), tiempo

intermedio (t;= a los 7 dias de incubacion) y tiempo final (t,= a los 14 dias).

Sin variar la condiciones de incubacion, tiempo y de extracciéon de muestra, se
hizo un control abidtico por triplicado con medio T2 liquido. Asi mismo, se realizaron
curvas patrén con soluciones estindares de TNT, 4amDNT y 2,6 DNT, con
concentraciones conocidas (Anexo 5), lo cual, permiti6 trazar un punto de comparaciéon
para determinar la concentracion explosivo y la de sus metabolitos en los diferentes

cultivos a través del tiempo.

La tasa de degradaciéon (%) fue expresada en términos de porcentaje de

degradacion de explosivo aplicando la férmula:
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(TNTo-TNT?)

WINT = (TNTo)

x100(1)

Doénde:

TNT ,= Concentracion inicial del explosivo.

TNT,= Concentracion del explosivo en el tiempo establecido.

Fase II. Crecimiento de las cepas seleccionadas a diferentes concentraciones de 2,

4,6 Trinitrotolueno.

5.4. Ensayos preliminares.

Para observar la interferencia de los solventes en el que se encontraba diluido las
soluciones de TNT, en relaciéon a la curva y tiempo de crecimiento de las cepas en
estudio, se realizaron ensayos preliminares, en los cuales se usaron dos patrones de
20000 mg/L de TNT diluidos en acetonitrilo y acetona respectivamente. Esto con el fin
de conocer si el nitrégeno que posee el acetonitrilo interfiere con el crecimiento de las

cepas.

5.4.1. Acetonitrilo

A 90 mL de T2 liquido sin explosivo, se le adicion6 el volumen necesario de la
solucién patrén diluida en acetonitrilo para obtener una concentracion final de 100 mg/L
de TNT. Al medio de cultivo asi preparado, se le agregd 10 mL de inoculo de la cepa
seleccionada, se incubd a 30°C y a 200 rpmpor 90 horas; se tomaron mediciones de

absorbancia cada cuatro horas durante las primeras 48 horas y después cada 24 horas a

39



una longitud de onda de 600 nm; para los mismos tiempos, se sembraron diluciones de
(10™-10°% segidn el método de conteo de células viables(Madigan T M, y Parker J., B.
2004) en T2 soélido, sin variar la temperatura fueron incubados. El recuento de las

colonias se efectud6 a las 72 horas.

5.4.2. Acetona.

En esta prueba, a tres erlenmeyers estériles vacios, se les agregd el volumen
necesario de la solucion patrén diluida en acetona para obtener una concentracion final
de 100 mg/L de TNT. La solucién se dejé hasta evaporacion total para eliminar el efecto
toxico que el solvente podia causar en el crecimiento. Posteriormente se agregaron 90

ml de T2 liquido sin explosivo.

Aplicando el mismo procedimiento del ensayo anterior (acetonitrilo), el medio
de cultivo asi preparado, fue inoculado con la cepa seleccionada y se monitoreo su

crecimiento.

5.5. Curvas de crecimiento.

5.5.1. Criterios de inclusion.

Con base en los resultados obtenidos durante los procedimientos de recuperacion de
los microorganismos, ensayos de biodegradabilidad y ensayos preliminares de
crecimiento, se establecieron los siguientes criterios para la seleccién de las cepas y para

la realizacién de las curvas de crecimiento a diferentes concentraciones de explosivo:
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Densidad 6ptica minima establecida (0,125) para los inéculos de las cepas,

menor a 7 dias.

= Cepas con capacidad degradadora de TN'T mayor al 80%.

=  Solucién patrén de TNT a 20000 mg/L diluido en el solvente que no presente
influencia en el crecimiento.

= Medicién de absorbancia y conteo en placa en los tiempos establecidos en los

ensayos preliminares.

= Diluciones 10°-10%7107

5.5.2. Preparacion concentraciones de TNT.

A partir de la solucién patrén de 20000 mg/L de TNT diluido en acetona y
aplicando el procedimiento del numeral 2.1.2, se prepararon por triplicado los medios
de cultivo T2 a las siguientes concentraciones de TNT 100 — 200 — 300 - 400 y 500

mg/L

5.5.3. Crecimiento de las cepas a diferentes concentraciones de TNT.

Se sembraron los medios de cultivo T2 a las concentraciones de TNT
establecidas con 10 mL de in6culo de las cepas seleccionadas. Sin variar las condiciones
del ensayo preliminar fueron incubados y monitoreado su crecimiento. Bajo esta
mismas condiciones, se hizo por triplicado un control, que consistié6 en sembrar el

inoculo en medio T2 liquido sin adicion de explosivo (0 mg/L TNT).
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Fase III. Establecerla degradacion del TNT de las cepas seleccionadas, segin

parametros de pH y temperatura.

5.6. Criterios de inclusion.

Los criterios de inclusién para esta actividad fueron:

» Densidad 6ptica minima establecida para los indculos de las cepas, menor a 7
dias.

= Cepas con capacidad degradadora de TN'T mayor al 80%.

= Solucién patrén de TNT a 20000 mg/L diluido en acetona.

= Los valores de pH se establecieron en 6.0 — 7.0- 8.0 a 30°C y a 200 rpm.

= Los valores de temperatura se establecieron a 20-25-30-35 °C en el pH donde se

presentd la mayor degradacion de TNT.

5.6.1. Ensayo de biodegradabilidad segiin valores de pH.

Para los ensayos de biodegradabilidad segtn los pardmetros de pH establecidos,
se conservandolas condiciones de inoculacion, temperatura, agitacion, extraccion y
cuantificacion de muestra enunciadas en el numeral 1.3.3, (ensayo de
biodegradabilidad).En este experimento el tiempo de incubacién para los cultivos fue de
5 dias y se tomaron mediciones de la concentracién de TNT, de metabolitos como
AMDNT-DNT y de acumulacién de nitritos cada 24 horas a partir de la inoculacion

durante las primeras 72 horas y a las 120 horas.

42



Se utilizé un control abidtico por triplicado bajo las mismas condiciones del

ensayo para cada uno de los valores de pH establecidos.

5.6.2. Ensayo de biodegradabilidad segiin valores de temperatura.

Una vez establecido el valor de pH en el cual se presenté mayor porcentaje de
degradacién de TNT por parte de las cepas seleccionadas, se realizaron los ensayos con
las siguientes temperatura 20-25-30 y 35 °C. Para cada una de estas temperaturas se
prepar6 por triplicado 90 mL de medio T2 liquido con pH ajustado segun criterios de
inclusion; se utilizaron las mismas condiciones de inoculacion, agitacion, extraccion y
cuantificaciéon de muestras que en el ensayo anterior. En esta actividad el tiempo de
incubacion para los cultivos fue de 7 dias y se tomaron mediciones de la concentracién
de TNT cada 24 horasdurante las primeras 72 horas a partir de la inoculacién, luego a

las 120 horas y por tltimo a las 168 horas.

Bajo las mismas condiciones del ensayo se usé un control abidtico por triplicado

para cada una de las temperaturas establecidas.

Fase IV. Determinar degradacion del TNT a partir de la combinacion de las

bacterias en estudio.

5.7. Criterios de inclusion.

Para combinar las bacterias en estudio y determinar su capacidad degradadora sobre

el TNT, se tomaron los siguientes criterios de inclusion:
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= Las bacterias en estudio no sean antagoénicas.

= La mezcla de las cepas alcancen una densidad Optica minima de 0.125 de
absorbancia a una longitud de onda de 600 nm.

= Los valores de pH y temperatura seleccionados, son aquellos en los que las
bacterias de forma individual presentaron mayor capacidad de degradadora de

TNT.

5.8. Pruebas de antagonismo.

La prueba de antagonismo se realiz6 aplicando la técnica de Gauze modificada
para evaluar la interaccion bacterias.(Orjuela, P., Sandon, A., franco, M. y Martinez, M.

(2003))

5.8.1. Técnica de Gauze modificada por enfrentamiento dual

Se hizo una siembra masiva de cada una de las cepas a evaluar en medio de
cultivo T2 sélido. Esta siembra se us6 como control de crecimiento. Posteriormente, una
caja con T2 sélido, se dividié en dos segmentos, en cada segmento se sembré una de las
cepas a evaluar, de tal manera que el estriado quedara enfrentado con respecto a la otra.
Y se utilizé un medio de cultivo T2 como control de esterilidad. Ca da uno de las
pruebas aplicadas se realizaron por triplicado. Los cultivos fueron incubados a 30°C, se
monitoreo diariamente el crecimiento de las cepas y se midi6 el didmetro del posible

halo de inhibicién generado por las cepas antagénicas.
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5.9. Mezcla de cepas bacterianas.

Se realiz6 un pre-inoculo con cada una de las cepas evaluadas anteriormente,
Estos pre-indculos fueron mezclados en un inéculo, el cual bajo las condiciones
establecidas en esta investigacién alcanzé la densidad 6ptica esperada (0.125 abs a 600

nm de longitud de onda).

5.9.1. Ensayo de biodegradabilidad.

Para el ensayo de biodegradabilidad, no se variaron las condiciones de
inoculacidn, agitacién, tiempos de extraccion y cuantificacion de muestras enunciadas
en el numeral 3.3. (Ensayos de biodegradabilidad segin pH). El control que se utilizé

fue un abidtico bajo las mismas condiciones fisicoquimicas del experimento.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

Fase 1. Seleccion de las cepas con capacidad degradadora.

6.1.Aislamiento de microorganismos.

Se aislaron 32 cepas bacterianas en medio T2 sélido; la presencia de colonias se
manifesté a las 120 horas de incubacién, y sus caracteristicas macroscOpicas fueron
similares: colonias pequeiias, circulares, traslucidas y de borde liso, “Gotas de agua”

(Figura No 9.).
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Figura No 9. Formacion de morfotipos a través del tiempo.

Después de este periodo de incubacién, las colonias presentaron grandes
diferencias morfoldgicas entre ellas, en las cuales se destac6 la pigmentacién en
diferentes tonalidades rojizas, en la Tabla No 4, se plasman las caracteristicas
macroscopicas y microscopias de dichas colonias. Al parecer este cambio morfolégico,
se debid a la exposicion continua de la cepas a los cristales de TNT (Avinash M. T, K.
J. (2000)), ya que, cuando los microorganismos atacan dichos cristales forman colonias
de color rojo oscuro y viran el color del medio a rojo o amarillo, dependiendo del
metabolito que produzcan (Villegas., P. S. (2009).), esta caracteristica macroscépica fue
utilizada por Nyanhongo y col (2009) para identificar el potencial degradador de
microorganismos como Pseudomonas putida y Bacillus SF (Termoalcalofilicos) en
medio de cultivo sélido. En el caso de esta investigacion, el cambio de pigmentacion de

las colonias no es indicador de degradacién pero si de tolerancia.

Para el aislamiento de microorganismos potencialmente degradadores de

explosivos, se utilizé el TNT como tnica fuente de nitrégeno, mas no como fuente de
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Tabla No 4. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de las cepas aisladas

Cepas

T1

T2

T3

T4

TS

T6

T7

T8

Colonia

. . “/ u.. ..

Caracteristicas

Macroscopicas

Forma: Circular.
Borde: Entero.

Elevacién: Plana
Color: Amarillo

Forma: Circular.
Borde: Entero.
Elevacién: Convexa
Color: Blanco

Forma: Irregular.
Borde: Ondulado.
Elevacion: Plana
Color: Blanco opaco

Forma: Circular.
Borde: Entero.
Elevacién: Pulvinada
Color: Rojo

Forma: Circular.
Borde: Entero.
Elevacién: Convexa
Color: Rojo Claro

Forma: Circular.
Borde: Entero.
Transparente
Elevacién: Convexa
Color: Centro Rosado
Otra: Brillante

Forma: Circular.
Borde: Entero.
Transparente
Elevacion: Papilada
Color: Centro
amarillo

Forma: Circular.
Borde: Entero.
Transparente
Elevacién: Convexa
Color: Transparente

Microscépicas

Diplococos Gram positivos

Bacilos Gram Positivos
Extremos Redondos

Bacilos cortos Gram Positivos
extremos redondos

Bacilos Gram Positivos
Extremos Redondos

Bacilos Gram Negativos

Bacilos Gram Positivos
Extremos Redondos

Bacilos Gram Negativos
Extremo redondo

Bacilos cortos Gram Negativos
extremos redondos
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Cepas

T9

T10

T11

T12

T13

T14

T15

T16

Caracteristicas

Macroscopicas

Forma: Irregular.
Borde: Ondulado
Elevacién: Convexa
Color: Centro Rojo
Claro.

Forma: Circular.
Borde: Entero.
Transparente
Elevacion: Convexa
Color: Centro
crema.

Forma: Circular.
Borde: Entero.

Elevacion: Convexa
Color: Café Claro

Forma: Circular.
Borde: Entero.
Elevacion: Convexa
Color: Amarillo

Forma: Circular.
Borde: Entero.

Elevacion: Convexa.
Color: Transparente.

Otra: Brillante

Forma:Circular.
Borde: Entero.

Elevacion: Convexa.

Color: Caramelo.
Otra: Brillante

Forma: Circular.
Borde: Entero.
Elevacién: Convexa.
Color: Ocre.
Otra: Brillante

Forma: Circular.
Borde: Entero.
Elevacion: Elevada.
Color: Blanco.

Otra: Brillante

Microscépicas

Bacilos cortos Gram
Negativos. Extremos
redondos

Bacilos cortos Gram
Negativos extremos
redondos

Bacilos Gram Negativos
Largos Extremos redondos

Bacilos Gram Negativos
Largos Extremos redondos

Bacilos Gram Negativos

Bacilos cortos Gram
Negativos extremos
redondos

Cocos bacilos Gram
Negativos

Bacilos Gram  Negativos

Largos Extremos redondos
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T18

T19

T20

T21

T22

T23

T24

Caracteristicas

Macroscopicas

Forma: Irregular.
Borde: Ondulado.

Elevacion: Umbonada.

Color: Amarillo.
Otra: Opaco

Forma: Irregular.
Borde: Entero.
Elevacion: Plana.
Color: Blanco.

Otra: Opaco

Forma: Puntiforme
Borde: Entero.
Elevacién: Convexa.
Color: Transparente
Otra: Brillante

Forma: Circular.
Borde: Entero.
Elevacién: Convexa.
Color: Rosado Claro
Otra: Brillante

Forma: Circular.
Borde: Entero.
Transparente
Elevacion: Plana.
Color: Amarillo
Otra: Opaca
Forma: Circular
Borde: Entero.
Transparente
Elevacion: Papilada
Color: Centro Marrén

Forma: Circular.
Borde: Entero.
Elevacion: Convexa.
Color: Rosado Claro
Otra: Opaca

Forma: Circular.
Borde: Entero.
Elevacion: Elevada.
Color: Amarillo Claro
Otra: Opaca

Microscépicas

Bacilos cortos Gram
Negativos extremos
redondos

Bacilos Gram Negativos
Cortos

Cocos bacilos Gram
Positivos

Estreptococos Gram
Negativos

Estafilococos Gram
Negativos

Bacilos cortos Gram
Negativos extremos
redondos

Cocos bacilos Gram
Negativos

Bacilos cortos Gram
Negativos extremos
redondos
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Cepa

T25

T26

T27

T28

T29

T30

T31

T32

Colonia

Caracteristicas

Macroscopicas

Forma: Circular

Borde: Entero. Transparente

Elevacion: Acuminada
Color: Centro - Rojo

Forma: Circular
Borde: Entero.
Elevacién: Umbonada
Color: Ocre

Forma: Circular
Borde: Entero.
Elevacion: Plana
Color: Transparente

Forma: Irregular
Borde:Erosionado.
Elevacion: Umbonada
Color: Café Claro

Forma: Circular
Borde: Entero.
Elevacién: Elevada
Color: Blanco cremoso

Forma: Circular

Borde: Ondulado Blanco
Elevacion: Elevada
Color: Amarillo

Forma: Puntiforme.
Borde: Entero.
Elevacion: Convexa.
Color: Crema

Otra: Pequeiias-Brillantes

Forma: Circular

Borde: Entero.
Elevacion: Convexa.
Color: Blanco crema
Otra: Pequefias — Opacas

Microscépicas

Bacilos Gram
Negativos Largos
Extremos
redondos

Bacilos cortos
Gram Negativas
extremos
redondos

Cocobacilos Gram
Negativas

Bacilos cortos
Gram Negativos
extremos
redondos

Bacilos cortos
Gram Negativos
extremos
redondos

Cocobacilos Gram
Positivos

Bacilos cortos
Gram Postivos
extremos
redondos

Bacilos Gram
Positivos
Extremos
Redondos

50



carbono, por lo cual se recomienda adicionar una fuente de carbono facilmente
asimilable como la glucosa o el acetato al medio de cultivo, para generar un balance de
nutrientes favorables para la degradacion (Villegas., P. S. (2009).). Esto se comprob6 en
estudios con Pseudomonas sp, donde el tipo de fuente carbono estimul6 el tiempo de
crecimiento de las cepa y la tasa de degradacion del explosivo. (Avinash M. T, K. J.
(2000)). M4s sin embargo, es necesario aclarar, que el uso del explosivo y de las fuentes
de carbono como sustrato en el medio de cultivo, no garantiza la obtencién de

microorganismos potencialmente degradadores de TNT.

Con respecto a la pared celular, la mayoria de las cepas recuperadas fueron Gram
negativas, encontrar microorganismos de estas caracteristicas es una tendencia normal
cuando se utiliza como sustrato un compuesto xenobiotico, esto también fue reportado
por Zaripov y colaboradores (2004), al observar que las bacterias Gram positivas son

mads susceptibles al TNT y por lo tanto menos activas en la transformacién del mismo.

6.2.Evaluacion de la capacidad degradadora de los microorganismos obtenidos,

sobre el 2, 4,6 Trinitrotolueno.

Segln sus cromatogramas, de las curvas de la calibracion del TNT y de los estdndares
4amDNT y 2,6 DNT (Anexo 6) los tiempos de retenciéon para el TNT fue de 7.5
minutos, el 4amDNT fue de 8.0 minutos y el 2,6 DNT fue de 9,5 minutos. En este orden
de ideas, los porcentajes de degradacion del explosivo obtenidos para cada de los

morfotipos aislados se encuentran relacionados en la Tabla No 5.
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Tabla No 5. Porcentajes de degradacion de TNT, por cada morfotipo aislado

Cepa TNT inicial TNT final % degradacion 4amDNT 2,6 DNT
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Tl sk sk sk
T2 74.06 76.09 -2.74
T3 22.00 17.30 19.74
T4 sk sk skk
T5 62.47 51.20 18.05 55.42
T6 30.0 27.30 8.89
T7 46.61 34.09 26.86
T8 50.69 35.56 29.84
T9 46.75 72.00 -54.04
T10 77.84 64.37 17.30 2.63
T11 120.83 18.92 84.34 2.64
T12 42.103 42.797 -1.648
T13 54.26 52.55 3.15 2.65
T14 68.75 66.57 3.17 2.66
T15 128.98 18.92 85.33 41.80 5.61
T16 66.25 70.06 -5.75 2.71
T17 100.78 28.96 71.26 5.67
T19 41.37 29.90 27.73
T20 32.50 26.15 19.53
T21 18.69 18.67 0.11
T22 106.11 0.00 100 45.80
T23 128.49 25.39 80.24 5.34
T24 54.31 41.94 22.76 10.71
T25 61.52 36.77 40.23 2.65
T27 51.78 57.02 1.47
T28 89.89 0.00 100 5.59 35.77
T29 115.26 0.00 100 5.35
T30 61.83 56.57 8.51
T32 54.41 34.05 37.41 5.35

De los morfotipos aislados, se encontré que el 15.63 % (5 colonias) no presentaron
crecimiento en medio liquido T2, lo que indico, que dichas colonias no son tolerantes a
la toxicidad del explosivo y por lo tanto, no poseen la capacidad para producir enzimas

nitroreductasas que permitan la degradacion del TNT (Boopathy, et al. 1997).
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Otro porcentaje igual de morfotipos 15.63% (5 colonias) crecieron en medio
liquido T2, pero no se evidencié ninguna reduccién en la concentracion inicial del
explosivo, por lo que podemos decir, que a pesar de ser tolerantes a la toxicidad del
TNT, no poseen la capacidad de expresar enzimas nitroreductasas que permitan la
degradaciéon del mismo. Segin estudios con Pseudomonas putida, la tolerancia a
lexplosivo estd dada por dos tipos de estrategias: la induccién de genes que codifican
nitroreductasas que estdn relacionadas con la desintoxicacién, como son las enzimas
(PNRA, Xend, ACPD) (Fernandez, et al. 2009); la inducciéon y el empleo de
transportadores / bombas moleculares que expulsan las sustancias quimicas

toxicas.(Nicolaou, et al. 2010).

El 31.25 % (10 colonias) de los morfotipos mostraron degradacién de TNT hasta en
un 24%, este grupo de colonias, exhibe dos caracteristicas importantes, tolerancia al

explosivo y degradacién del mismo.

Otro 15.63% (5 colonias) de las cepas aisladas, presentaron degradacion de
TNT entre el 24 y el 50%, aunque este grupo presenta las mismas caracteristicas del
anterior su porcentaje de degradacion de TNT no supera el 50% y por lo tanto, no
fueron seleccionadas para los estudios de la investigacién, ya que, se establecié como
criterio de inclusion aquellos morfotipos que presenten una capacidad degradadora de

explosivo superior al 50%.
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El 3.13% (1 colonia) lo hizo entre el 51 y el 75% y el 18.75% (6 colonias)
presentaron degradaciéon del explosivo entre el 76 y el 100%, estos dos grupos de
colonias, se encontraron dentro de los criterios de inclusidon establecidos y con dos
caracteristicas especiales: tolerancia al explosivo y alta capacidad de degradacion de
TNT. En la Figura No 10, se encuentran plasmados los grupos de morfotipos con la

capacidad degradadora de TNT correspondiente.
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Figura No 10. Porcentaje de degradacion de los aislamientos obtenidos

Las cepas que presentaron degradacién de explosivo por encima del 50%, fueron
la T11, T15, T17, T22, T23, T28 y T29. Donde las dos ultimas presentaron durante el
proceso de transformaciéon de TNT 2,6 DNT y 4amDNT como metabolitos de
degradacion respectivamente. Por lo tanto, se infiere, que una de las rutas metabdlicas
utilizadas por los microorganismos en estudio, es la reduccion del grupo 4-nitro del
TNT al correspondiente 4-amino-2,6 Dinitrotolueno (4amDNT), como se cité en el
marco referencial, dicha reacciéon es catalizada por reductasas no especificas que
involucran formacion de intermediarios nitrosos e hidroxilaminos. (Spain, P. D. F. a. J.
C. 1997).
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La otra ruta metabdlica de las cepas podria ser, la metabolizacién del nitroaromético por
medio del ataque nucleofilico de dioxigenasas para producir una estructura no aromatica
llamado el complejo Meisenheimer. Este complejo puede ser rearomatizado después de
liberar nitritos, con la formacion final de dinitrotoluenos (DNT). (Esteve-Nuiiez, et al.
2001). De este grupo se seleccionaron la cepa T28 (Pseudomonas oleovorans) y T29

(Shinella Kummerowae) para continuar con los siguientes objetivos de la investigacién.

Fase II. Crecimiento de las cepas seleccionadas a diferentes concentraciones de 2,

4,6 Trinitrotolueno.

6.3. Ensayos preliminares.

Los resultados de los ensayos preliminares establecieron que a pesar que los valores de
absorbancia (D.O) son bajos, y aparentemente existe una relacion proporcional entre la
medida de esta y el recuento en placa (ufc/mL), lo mejor es desconfiar de esta
informacion, ya que, existe muchas variables que interfieren con la medicién O.D, como
es por ejemplo, la produccién de metabolitos, la acumulacién de células no viables, la
fotooxidacion que genera color, entre otras. Mas sin embargo en la Figura No 11A —
11B se presentan las gréficas de crecimiento de biomasa por los dos técnicas de conteo
en cada uno de los tratamientos establecidos. Estas graficas permitieron determinarlos
tiempos de iniciacion, estabilizacion y terminacion de cada fase de crecimiento (Tabla

No 6)
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Figura No 11. A. Curvas de crecimiento de la cepa T28, con recuento en placa (ufc/mL)
y densidad 6ptica (D.O) para cada uno de los tratamientos establecido.
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Figura No 11B. Curvas de crecimiento de la cepa T29, con recuento en placa (ufc/mL) y
densidad 6ptica (D.O) para cada uno de los tratamientos establecidos
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Tabla No 6. Tiempos de crecimiento de las cepas en estudio.

T28 T29
Fase de Acetona Acetonitrilo Acetona Acetonitrilo
crecimiento
(C,H;N) (C2H3N)
Adaptacion 0-10horas  No se evidencid No se 0 — 4 horas
evidencid

Exponencial 10 - 16 horas 0 — 16 horas 0 — 24 horas 4 — 28 horas

Estacionaria 16 — 40 horas 16 — 40 horas 24 — 40 horas 28 — 40 horas

En las curvas de crecimiento obtenidas, se observdé que para la cepa T28no hubo
diferencias en el aumento de ufc/mL, en los tratamientos establecidos (Figura No 12).
Mientras que la cepa T29 presento se observé aumento en el nimero de ufc/ml cuando

se utilizé acetonitrilo como diluyente del explosivo. (Figura No 13)

Para corroborar lo observado en las graficas de crecimiento y determinar si existen
diferenciasentre los tratamientos aplicados para cada una de las cepas en estudio (T28-

T29), se plantearon las siguientes hipdtesis:

a. El crecimiento de las cepas en los dos tratamientos establecidos (Acetona /

Acetonitrilo son similares en términos de ufc/ml.

Ho:pe(C2H3N) = pe(C3HgO)

b. El crecimiento de las cepas en los dos tratamientos establecidos (Acetona /

Acetonitrilo), son diferentes en términos de ufc/ml.

H,. pe(C:H3N)#pc(C3HgO)
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Figura No 12. Crecimiento de la cepa T28 a 100 mg/L de TNT diluido en diferentes
solventes (acetona-acetonitrilo)
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Figura No 13. Crecimiento de la cepa T29 a 100 mg/L de TNT diluido en diferentes
solventes (acetona-acetonitrilo)
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Se realiz6 una prueba t para medias, los resultados se encuentran expresados en el
Anexo 7, e indican que no hay diferencia al 5 % de significancia en el crecimiento de
cada una de las cepas para los dos tratamientos establecidos, ya que, el p-valor para las

dos microorganismos fue mayor del 0.05 (T28 p = 0.65; T29 p = 0,40).

Se puede decir que la aplicacién de una fuente adicional de nitrégeno (como es
el caso de la traza de nitrégeno que aporta el acetonitrilo) no es necesaria para el
crecimiento de los microorganismos, y por lo tanto se infiere, que la cantidad de

nitrégeno que aporta el TNT es suficiente para el desarrollo de la poblacién microbiana.

Esta afirmacion es soportada por la investigacion de Boopathy (1997), quien aseverd
que “si muy poco nitrégeno estd presente en el medio de cultivo, la bacteria no tiene la
capacidad de producir las enzimas necesarias para utilizar el carbén, pero por lo
contrario, si existe un exceso de nitrégeno, particularmente en forma de amonio, este
puede inhibir el crecimiento de las bacterias, por lo tanto, la concentracién 6ptima de

nitrégeno asegura el funcionamiento eficaz de la célula”(Boopathy, et al.1997)

Mis sin embargo, es necesario aclarar, que la aplicacion de una fuente de nitrégeno
diferente al explosivo, como el cloruro de amonio o nitrato de sodio, mejoraria el
crecimiento de los microorganismos, ya que, estos nuevos nutrientes son mds sencillos
para degradar, que el mismo explosivo, esto ha sido demostrado por investigadores de
USBA (Unidad de Saneamiento y Biorremediacion Ambiental) de la PUJ (Pontificia
Universidad Javeriana), quienes ratifican lo reportado por otros autores. ((Esteve-

Nuiiez, et al. 2001); (Chulhwan, et al. 2003)).
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Con relaciéon al uso de los solventes utilizados, los resultados demostraron que no
existe ninguna influencia de los mismos sobre el crecimiento de las cepas, pero se optd
para ensayos posteriores, el uso de la acetona como unico solvente en el cual se debe

diluir el explosivo, esto debido a que su evaporacién rapida.

6.4. Crecimiento de las cepas a diferentes concentraciones de TNT.

Aunque las altas concentraciones de TNT son téxicas para muchos
microorganismos(Chang, C.-S., Kim, H-Y., Kang, Y-M., Bae, K-S y Song, H-G.
(2000), las cepas seleccionadas crecieron en medio solido T2, en presencia de
explosivo en concentraciones de 100, 200, 300, 400 y 500 mg/L, asi mismo, se observé
crecimiento en medio de cultivo T2 sin explosivo, el cual se us6 como control. El
crecimiento a diferentes concentraciones de TNT, coinciden con los resultados
reportados por Chang en el 2002, el cual reporté que una cepa de Klebsiella sp. aislada a
partir de lodos activados obtenidos de la planta de tratamiento de Chuncheon en Korea,
crecié rapidamente en medio de cultivo minimo en presencia de 200 a 500 mg/L de

TNT.

Para conocer si existe diferencias en el numero de celulas viables de las cepas en
estudio para cada una de las concentraciones de TNT establecidas, se utilizaron las

siguientes hipotesis:

a. Es posible que la concentrcaién de TNT en el medio de cultivo no influya en el

numero de celulas viables de las cepas en estudio.

Ho: Mo = M100 = M200... = M500
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b. Es posible que influya la concentracion de TNT en el medio de cultivo en el

namero de celulas viables de las cepas en estudio.

Ha:MizM;

Para comprobar las hipotesis planteadas para cada una de las cepas en estudio, se
aplico la prueba de Duncan y Dunet (tratan un grupo como control y lo comparan con
todos los demds grupos), los resultados para la cepa T28 se encuentran plasmados en el

Anexo 8.

Se encontr6 que se formaron dos subconjuntos de concentraciones donde no
hubo diferencias en el numero de ufc/ml al interior de ellos, (Figura No 14A, 14B), pero
si hubo diferencia entre los dos subconjuntos (Figura No 14C), ademas se establecio
que en el medio control (T2 sin explosivo) se presentd el mayor nimero de células

viables (14D).

Esta diferencia en el conteo de células viables, pudo ser debido a la
aglomeracion de células o a una reduccion de la division celular de las mismas debido a
la toxicidad del TNT o sus metabolitos (French, et al. 1996). Por lo que se infiere, para
este microorganismos que a pesar que el explosivo puede ser usado como unica fuente
de nitrégeno, la aplicaciéon de una fuente adicional como el Cloruro de Amonio o

Nitrato de Sodio podria mejorar el nimero de ufc/mL.(Boopathy,etal.1997)
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Figura No 14. A. Crecimiento a 100 y 200 mg/L. TNT. B. Crecimiento a 300, 400 y 500
mg/L TNT
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Los resultados de la cepa T29, se encuentran en el Anexo 9, lo cual nos indicé que
entre la concentracion de 0 -100 y 400 mg/L no se presentaron diferencias en el nimero
de ufc/mL, lo mismo sucedié entre las concentraciones de 200 y 300 mg/L de TNT
(Figura No 15A y 15B). Por ultimo, se observo que en la maxima concentracion de
explosivo 500 mg/LL de TNT, se presento el mayor numero de células viables (Figura

No 15C).

Por lo que inferimos para este caso que el TNT es utlizado como unica fuente de
nitrogeno y no es necesario afiadir una fuente adicional. Las concentraciones de fuentes
de carbono utilizadas en el medio de cultivo son viables para el crecimiento de la cepa,
mas la ausencia del TNT reduce su crecimiento. En este orden de ideas, podemos decir,
que a mayor concentracion de explosivo (500 mg/L) se da un aumento en el numero de

celulas viables de la cepa en estudio.

Estos resultados coinciden con los reportados por Duque en 1993, que con un clon
de la familia Pseudomonadaceae a la cual llamaron Pseudomonas sp. C1S1, lograron
un crecimiento eficientemente en el medio minimo basal a una concentracién de
saturacion de TNT en agua (100 mg/L) y alcanzo mayores densidades de celulasviables,
cuando se adicioné al medio de cultivo un exceso del explosivo en forma de cristales (1
a 10 g/L).Encontraron que en concentraciones por debajo de 20 mg/LL. TNTla cepa
inhibio su crecimiento,por lo que infirieron que la absorcion del explosivo ocurrio a
concentraciones mayores de 20 mg/L y utilizé el TNT y sus subproductos de
degradacién como 2,4 — dinitrotolueno, 2,6 — dinitrotolueno y 2 nitrotolueno como

unica fuente de Nitrogeno (Duque, et al. 1993). Indicando de esta manera, que la
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Figura No 15. A. Crecimiento a 100 y 200 mg/L. TNT. B. Crecimiento a 300, 400 y 500
mg/L TNT
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Figura No 15. C. Crecimiento de la cepa T29 a diferentes concentraciones de TNT,

incluida a 0 mg/L TNT

inhibicién en el crecimiento fue por falta de nutriente, la cantidad exacta que el

microorganismo necesita para su creciemitno esta por encima de 20 mg/L de TNT.

Fase III. Biodegradacion del 2,4,6 Trinitrotolueno segin parametros de pH y

temperatura.

6.5. Degradacion de TNT segiin parametros de pH.

Se evidencié degradacion de TNT durante las 120 horas de incubacién, a una

temperatura de 30°C y a 200 rpm, por parte de las cepas en estudio para cada uno de los
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pHs establecidos (6,0 (£0,03) -7.0 (£0,04) — 8.0 (+0,03)). Esta degradacién se
cuantifico a partir de tres variables que fueron: reduccion de la concentracion incial del
explosivo (Concentracion incial — Concentracion final de TNT), produccion de
subproductos propios de la degradacion del explosivo (AMDNT-DNT) y acumulacion

de nitritos (NO;").

Los controles abioticos para cada uno de los pHs establecidos presentaron
degradaciones muy bajas (menores al 12%) pero diferentes en terminos de porcentaje
para cada uno de ellos. Asi mismo, se observé que cuando el pH tiende a la alcalinidad
la solubilidad del explosivo aumenta. En la Tabla No 7, se muestra el porcentaje de

degradacion de los controles abioticos para cada uno de los pH establecidos.

Tabla No 7. Porcentaje de degradacién de los controles abioticos a diferentes pHs

pH 6.0 pH7.0 pH 8.0

2.34 11.28 12.12

Esta baja degradacion en los controles abioticos se presentd debido a que el TNT, al
igual que la mayoria de los compuestos nitroaromaticos son resistente a la oxidacion
quimica y a la hidrélisis, esto por su caricter de aceptor de electrones de los grupos
nitro que generan una defciencia de electrones y, por tanto hacen que estos compuestos
sean menos susceptibles a la oxidacion catabolica y los procesos de

fotooxidacion.(Knackmuss, H.-J. 1996; J. Rodgers, . and Bunce, N., 2001)
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Las cepas en estudio, presentaron su menor porcentaje de degradacién a pH 6.0,
dentro de esta variable, la cepa T29 exhibio baja degradacién (36,55%) con respecto a la
concentracion incial de explosivo, mientras que la cepa T28 expreso un porcentaje de
degradacion del 69.69 %. Asi mismo, para cada una de las cepas se observd una

acumulacion de nitritos y produccion de 2,6-2,4 AMDNT. (Figura No 16A — 16 B)

A pH 7,0 las cepas presentaron porcentajes de degradacion altos, T29 (77.26%)
y T28 (74,46%), al igual que a pH 6,0, se presenté acumulacion de nitritos y produccion

de 2-4, 2-6 AMDNT a través del tiempo (Figura Nol17A — 17B).

Asi mismo para el pH 8.0, las cepas manifestaron durante el proceso de
biodegradacion del TNT, acumulacién de nitritos y produccion de 2,4-2,6 AMDNT,
tambien se presentaron los mas altos porcentaje de degradacién de TNT 76,56% para

T28 y 80,92 para T29, con respecto a los demas pHs (Figura No 18A — 18B).

Con base en los resultados obtenidos el pH 8,0, se puede considerar como
recomendablepara la degradacion de TNT, sin embargo, es necesario saber si existe
diferencias entre cada uno de los pHs para cada una de las cepas en estudio, por tal

razon se plantearon las siguientes hipétesis:

a. El porcentaje de degradacion del explosivo en cada uno de los pHs establecidos
es constante.
Ho: Meo= H7.0=Mso
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Figura No 16A. Degradacién de TNT por las cepas T28 y produccién de metabolitos a

pH 6.0.
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Figura No 16B. Degradacion de TNT por las cepas T29 y produccién de
metabolitos a pH 6.0.
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Figura No 17A. Degradacion de TNT por las cepa T28 y produccion de metabolitos a
pH 7.0.
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Figura No 18A. Degradacion de TNT por las cepa T28 y produccién de metabolitos a pH 8.0
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Figura No 18B. Degradacién de TNT por las cepa T28 y produccién de metabolitos a pH 8.0
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b. EIl porcentaje de degradacion del explosvo es diferente por lo menos en uno de

los pHs establecidos:

Ha:u; # W;

Para comprobar las hipotesis se aplicé la prueba de Duncan, la cual se realizé de dos
maneras, en la primera se cuantificé la cantidad de TNT residual que se obtuvo después
de 120 horas de incubacién y en la segunda, se cuantificé la cantidad de TNT residual
en cada uno de los tiempos donde se realizé la extraccion de muestra ( 0 horas — 24

horas - 48 horas - 72 horas y 120 horas)

Los resultados estadisticos obtenidos para la cepa T28 se encuentran plasmados
en el Anexo 10, e indica que por el primer método no existe diferencia significativa en
el porcentaje de degradacion de TNT para cada uno de los pHs establecidos, pero por el
segundo método se observé que a partir de las 72 horas el porcentaje de degradacién en
los pHs 7,0 y 8,0 no son diferentes pero si lo son con respecto al pH 6.0, esta tendencia
se sostuvo hasta las 120 horas. A pesar de que no existe diferencia significativa entre los
pHs 7.0 y 8.0, lo que si cierto es que en este ultimo el porcentaje de degradacion es

mayor con respecto a los otros dos.

Para la cepa T29, los resultados se encuentran en el Anexo 11, e indican que por el
primer metodo, el porcentaje de degradaciéon en el pH 8.0 es totalmente diferente y

mayor con respecto a los otros dos pHs planteados; por el segundo método se
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observoque a partir de las 24 horas el porcentaje de degradacién a pH 8,0 es diferente y
mayor con respecto a pH 6,0 y 7,0; esta tendencia se sostiene hasta las 72 horas, donde
el pH 8,0 y 7,0 no tienen diferencias entre ellos, pero si con repecto al pH 6.0 y esta
tendencia se sostiene hasta las 120 horas. Al igual que en la cepa T28, en el pH 8.0 es

donde se presenta un mayor porcentaje de degradacion.

Estos resultados coinciden con los reportados por Clauss, quien confirma que
para una cepa de Raoultella terrigenacepa HB, aislada a partir de muestras de agua y
suelo de una planta de produccién de TNT en Alemania y que degrada el explosivo por
medio de la reduccién del grupo nitro, encontraron que el pH 8,0 fue 6ptimo con
respecto a la velocidad de transformacion del compuesto. Similares condiciones fueron
encontradas para la biodegradacién de TNT por Pseudomonas putida(Clauss, H.B. et

al. 2007).

Para cada uno de los pHs establecidos, las cepas en estudio evidenciaron la presencia
de AMDNT como subproducto de degradacion, ademds de la acumulacién de nitritos.
Con base en el tiempo en que se presentd el metabolito, 24 horas para los pHs 7.0 y 8.0,
y 48 horas para el pH 6.0, podemos decir, dentro de los parametros de la investigacion,
que la alcalinidad reduce el tiempo de inicio del proceso de degradacion del explosivo e
incita a la produccion de AMDNT, estos resultados coinciden con los reportados por
Clauss en 2007, con la cepa de R. terrigena HB, la cual presento produccion AMDNT
en el rango de pH de 5.0 a 8.0, pero esta fue mayor a pH alcalino.(Clauss, H.B. et al.

2007
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De la misma manera podemos decir que el mecanismo aerobio que las bacterias en
estudio usan para la degradacién de TNT es la reduccion de los grupos nitro a la amina
correspondiente via intermediarios nitroso e hidroxilaminos, (Fiorella., D. P. S. (1997)el
grupo nitroso es inestable, mientras que el compuesto hidroxilamino puede ser aislado
aunque es muy sensible hacia la oxidaciéon y reduccién, los grupos hidroxilaminos y
nitroso pueden reaccionar el uno con otro y condensarse para formar un azoxi-dimero
((Kroger, 2004), este mecanismo se encuentra mediado por enzimas nitroreductasas que
contiene flavoproteinas que usan el NAD(P)H y/o NADH como donador de electrones
(Smets, et al. 2007), la reduccién del segundo grupo nitro no inicia hasta que el primer
grupo nitro se ha convertido a la amina correspondiente.(Fiorella., D. P. S. (1997))

(Marco tedrico literal 2.1.)

6.6. Degradacion del TNT segin parametros de temperatura.

Se evidenci6 degradacion de TNT durante las 120 horas de incubacién, a pH 8.0
((20,3) y a 200 rpm, por parte de las cepas en estudio para cada uno de las temperaturas
establecidas (20°C (0,5) -25°C (£0,4) — 30°C (0,3) — 35°C (0,4)). Esta degradacion se
cuantifico a partir de tres variables que fueron: reduccién de la concentracién inicial del
explosivo (Concentracién inicial — Concentraciéon final de TNT), produccién de
subproductos propios de la degradacion del explosivo (AMDNT-DNT) y acumulacién

de nitritos (NO5").

Los controles abidticos para cada uno de las temperaturas establecidas

presentaron degradaciones muy bajas (menores al 11.5%) pero diferentes en términos de
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porcentaje para cada uno de ellos. Asi mismo, se observo que cuando el porcentaje de
degradacién es proporcional a la temperatura, cuando esta aumenta es mayor el
porcentaje de degradacion. En la Tabla No 8, se muestra el porcentaje de degradacion
de los controles abidticos para cada uno de las temperaturas establecidos. La baja
degradacion de los controles abidticos se debe a la misma razén expresada en el literal

3.1 de este documento.

Tabla No 8. Porcentajes de degradacion de los controles abidticos a diferentes temperaturas

Temperaturas
20°C 25°C 30°C 35°C
7,09 8,46 10,49 11,42

Las cepas en estudio, presentaron su menor porcentaje de degradacién a 20°C,
dentro de esta variable, la cepa T28 exhibi6 una degradacion del 40,15% con respecto a
la concentracién inicial de explosivo, mientras que la cepa T29 expreso un porcentaje
del 33,16 % (Figura No 19A — 19B). Asi mismo, para cada una de las cepas en cada

una de las temperaturas se observé una produccion de 2,6-2,4 AMDNT.

A 25°C se observo un aumento en el porcentaje de degradacion de las dos cepas
con respecto a la temperatura anterior, no fueron muy altos pero si muy similares entre
las dos cepas para la T29 se reporté un porcentaje del 59,20% y para la T28 del 30,37

%, también hubo produccién de subproductos de degradacién (Figura No 20A — 20B)

79



T28 - 202C
140 -~

120

§\°\§\$

60 -

40

mg/L de explosivo

20 -

-20 T T T T T T T T T 1
o 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Tiempo (hora)

—e@— Abiotico
—Oo— TNT
—w— 2 amDNT
—4— 4 amDNT

4

TIEMPO| TNT |Abidtico|2 amDNT |amDNT
0 90,37 | 100,80 1,356 0
24 79,52 | 107,15 1,89 0

48 72,10 | 100,74 | 1,8447 | 1,9435
72 67,48 | 90,02 1,4713 2,912
120 64,26 | 99,95 1,495 20,15
168 54,09 | 93,65 1,4593 | 21,164

Figura No 19A. Degradacion de TNT por la cepa T28 y produccién de metabolitos a la
temperatura de 20°C.

80




T29-20°C
140 -
120 -
o
=
% 80 \
K=
S =
>
O 60 -
=
_l =
> 40
1S
20
0 - H_M s .
—20 T T T T T T T T T 1
o] 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Tiempo (horas)
—e&— Abiotico
—Oo— TNT
—w— 2 amDNT
—4— 4 amDNT

TIEMPO| TNT [Abidtico|amDNT | amDNT
0 96,07 | 100,80 0 0,755
24 88,48 | 107,15 0 0,384
48 80,86 | 100,74 | 3,323 1,08
72 72,96 | 90,02 | 1,478 | 0,837
120 | 71,18 | 99,95 | 0,9687 | 0,66
168 | 64,22 | 93,65 0,466

Figura No 19B. Degradacion de TNT por la cepa T29 y produccién de metabolitos a la
temperatura de 20°C.
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0 86,96 | 91,252 0,809 0,436
24 72,93 | 89,086 1,107 0,4225

48 69,99 | 87,259 1,621 0,169
72 66,34 | 85,097 | 1,2995 0,416
120 | 62,13 | 84,300 | 1,3533 0,26

168 | 60,54 | 83,533 | 1,9767 0,6725

Figura No 20A. Degradacion de TNT por la cepa T28 y produccion de metabolitos a la
temperatura de 25°C.
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24 65,55 | 89,09 17,28 0,99
48 64,92 | 87,26 15,51 0,65
72 65,74 | 85,10 30,29 0,82
120 59,68 | 84,30 24,12 0,62
168 4998 | 83,53 14,79 0,46

Figura No 20B. Degradacion de TNT por la cepa T29 y produccién de metabolitos a la
temperatura de 25°C.
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Asi mismo a 30°C se observé un aumento mayor con respecto a los dos temperaturas
anteriores, se destaca la cepa T29 con un porcentaje del 70,97%, mientras que la cepa
T28, solo report6 el 49,58%, lo que comprueba que la cepa T29 posee mayor capacidad
degradadora a través del tiempo que la cepa T28, mas sin embargo, los porcentajes son
altos, durante la degradacion se manifest6 la presencia de subproductos (Figura No 21A

-21B)

A 35°C se observo los mas altos porcentajes de degradacion de todas las temperaturas
establecidas, la cepa T29 reporto un porcentaje del 84,82%, mientras que la cepa T28 lo
hizo en un 54,61%. También se manifesto la produccion de subproductos propios de la
degradacion del TNT. (Figura No 22A — 22B). Para confirmar si la temperatura de 35°C
es donde ocurre la mayor degradacion del TNT, por parte de las cepas en estudio, se

plantearon las siguientes hipétesis:

a. El porcentaje de degradacion del explosivo para cada una de las temperaturas

establecidas es constante.

Ho: M20°c = M2soc = M3oec= M3sec

». El porcentaje de degradacion del explosivo es diferente por lo menos en una de

las temperaturas establecidas:

Ha:u; # W;
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0 92,14| 113,84 0,00 0,34
24 74,19 110,91 0,00 0,18
48 63,84| 110,29 0,98 0,19
72 52,98 | 108,43 1,71 1,30
120 51,22 107,66 0,90 1,92
168 46,46| 101,90 0,00 0,15

Figura No 21A. Degradacién de TNT por la T28 y produccién de metabolitos a la
temperatura de 30°C.
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Figura No 21B. Degradacion de TNT por la T28 y produccién de metabolitos a la
temperatura de 30°C.
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48 79,22 109,57 46,68 1,42
72 73,70 98,93 63,26 1,73
120 63,22 95,22 84,36 2,31
168 44,42 90,34 116,04 1,73

Figura No 22A. Degradacién de TNT por la cepa T28 y produccién de metabolitos a la
temperatura de 35°C
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Figura No 22B. Degradaciéon de TNT por la cepa T29 y produccién de metabolitos a la
temperatura de 35°C
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Para comprobar las hipétesis se aplicé la prueba de Duncan, la cual se realiz6 mediante
la cuantificacion de la cantidad de TNT residual que se obtuvo después de 168 horas de
incubacion. Los resultados estadisticos obtenidos para la cepa T28 se encuentran
plasmados en el Anexo 12. Los cuales demostraron que, entre los valores de 20 y 25°C
no existe diferencia significativa en la degradacién del explosivo durante las 168 horas
de incubacidn, pero si con respecto a las temperaturas de 30 y 35°C, siendo la de 35°C
donde se presentd la mds alta degradacién. Para la cepa T29, los resultados se
encuentran plasmados en el Anexo 13, los cual demostraron que existe diferencia
significativa entre todas las temperatura establecidas, pero donde se presentd la mayor

degradacion del explosivo fue a 35°C.

Estos resultados, donde a altas temperaturas mayor degradaciéon de TNT coinciden con
los reportados por Herald Clauss, quien afirmé que la maxima tasa de transformacion de
la cepa R. terrigena HB, es a 37 °C, y que esta favorece la produccion de subproductos
de degradacion (Clauss, H.B. et al. 2007). Para este caso, la temperatura ptima para la
degradacion del TNT coincidié en las dos cepas en estudio, pero por lo general, dicho
factor depende del microorganismo, ya que es la portadora de la enzima que cataliza la

reaccion de degradacion y esta posee un a temperatura especifica para su activacion.

Con respecto a la ruta metabdlica, se observd la presencia de subproductos
aminos e hidroxilaminos, similares a los identificados en los subproductos identificados
con el ensayo de pHs, por lo que se infiere que estas cepas poseen enzimas
nitroreductasas, que reducen los grupos nitro de la molécula de TNT a metabolitos

hidroxilaminos y aminos.
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6.7. Degradacion del 2,4,6 Trinitrotolueno por la combinacion de las cepas en

estudio

6.7.1. Combinacion de las cepas.

Al realizar el confrontamiento dual, se observd que las bacterias en estudio, no
producen sustancias toxicas para competir entre ellas ya que no se evidencio ningtn tipo
de inhibicién, demostrando que no son antagénicas y por lo tanto son susceptibles a ser
combinadas (Figura No 23). Esta prueba da una aproximacién a la posible formacién de
consorcios, en donde una puede tomar como sustrato los metabolitos de la degradacién
del primero, para continuar con esta y posiblemente completarla o llevarla a la siguiente
ruta de degradacién. (Antolinez, N., Acero, S., Martinez-Nieto P. y Bernal-Castillo J.

(2001))

6.7.2. Biodegradacion del TNT.

Las condiciones de pH y temperatura a las cuales se realiz6 el ensayo, se
establecieron a 8,0 y a 35°C respectivamente, y a 200 rpm. Se evidencié degradacion de
TNT durante las 120 horas de incubacidn, esta se cuantifico bajo los mismos pardmetros

establecidos en el literal 3.1.
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Figura No 23. Prueba de enfrentamiento dual de las cepas en estudio.

El control abidtico presento una degradacién baja (10,49%), mientras que la
degradacion de TNT fue del 61,70% con respecto a la concentraciéon inicial de
explosivo, Asi mismo, se observé una producciéon de amDNT y acumulacién de NO,”

(Figura No 24).

La mezcla microbiana presento un porcentaje de degradacion de TNT mayor a la
reportada por la cepa T28 a 35°C pero menor a la T29. La combinacién de las cepas no
super6 el 62% de degradacion del TNT pero esta si fue constante en el tiempo. Esta
mezcla presento un promedio del porcentaje de degradacidén de las dos cepas en su

estado individual.
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Figura No 24. Degradacién de TNT por la combinacién de cepas y produccidon de metabolitos

Aunque existen reportes que afirman que la degradacién en consorcios es mejor
en términos de porcentaje de degradacién y reduccién de tiempo (Antolinez, et al.
2001), para este caso, no se evidencid. Esto muy posiblemente se debié a que a pesar
que las cepas se encontraban en el pH y temperatura en la cual los dos microorganismos
presentaron la mayor degradacion del explosivo (pH 8,0), la combinacién de las mismas
hizo que se afectara la capacidad de degradacion de cada una de ellas, aumentando la
capacidad de la T28 y disminuyendo la de la T29. (Figura No 25). Con respecto a la ruta
metabdlica y con base en los metabolitos producidos, se infiere que es la misma
utilizada por las bacterias de forma individual, es una reduccion del grupo nitro de la
molécula de TNT a metabolitos hidroxilaminos y aminos, catalizada por enzimas

reductasas.
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No 25. Comparacion de los porcentajes de degradacidn obtenidos entre las cepas y su

combinacion.

7. CONCLUSIONES

Las bacterias aisladas (32) en presencia de 100 mg/L de TNT, definen sus
morfotipos después de 120 horas de incubacién a 30°C, destacdndose colonias
con tonalidades rojizas. Pero este crecimiento no garantiza que tengan la
capacidad de degradar explosivo, ya que tan solo el 20% de los aislamientos,
lograron degradaciones de TNT  mayores al 50% con respecto a la

concentracion inicial.

Los solventes en los cuales se diluye el explosivo, no influyen en el crecimiento
de las cepas con capacidad degradadora de estos compuestos, pero la
concentracion del TNT si influye en dicho crecimiento y esto depende de la ruta

metabdlica que tome el microorganismo, ya que, si el TNT se encuentra en la
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proporcién necesaria puede ser usado como unica fuente de nitrégeno, de lo

contrario, es necesario la aplicacion de una fuente adicional.

Las bacterias seleccionadas muestran degradacién de TNT en cada uno de los
valores de pH y temperatura establecidos, pero las condiciones que favorecen la
degradacién en términos de porcentaje y de reduccidon de tiempo son pH 8 y
35°C. En este caso, los valores coincidieron para las dos cepas en estudio, pero
pudo no haber sido asi, ya que, las enzimas que cataliza la reaccién de

degradacion poseen valores especificos de pH y temperatura para su activacion.

Las cepas seleccionadas no presentaron antagonismos entre ellas por lo que se
puede conformar un consorcio, mas sin embargo, bajo las mejores condiciones de
pH (8.0) y temperatura (35°C) la combinacién de las bacterias seleccionadas,
mostraron un porcentaje de degradacién de TNT menor con respecto a la
degradacion presentada por la cepa T29 pero mayor con respecto a la cepa T28 y
la degradacion fue constante en el tiempo lo que nos permitird predecir la

reduccion de la molécula de TNT a futuro.
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8. RECOMENDACIONES.

Para poder medir velocidades de degradacion, se sugiere estandarizar una técnica para
obtener el peso seco de los microorganismos degradadores de explosivos en cada uno de
los tiempos de la fase de crecimiento, ya que debido a la poca produccion de biomasa

esta se pierde durante los lavados correspondientes.

Las medidas de Densidad Optica, no es suficiente criterio para cuantificar biomasa, es
necesario estandarizar una técnica que permita relacionarla con ufc/mL o peso seco,

para cada uno de los microorganismos seleccionados.

Para realizar cinéticas de degradacion, se sugiere la extraccidn, purificaciéon e
identificaciéon de las enzimas que producen las cepas seleccionadas o estandarizar
técnicas que permitan cuantificar la biomasa de las bacterias en estudio, ya que, debido

al lento crecimiento y poca biomasa es dificil obtener datos fiables.

Para mediciones de degradacion de TNT en el laboratorio, se deben usar solo
concentraciones que no superen su solubilidad (105 mg/L), ya que el exceso de TNT,
muestra datos no fiables, debido a que los cristales que se precipitan interfieren con la

medicién por HPLC.
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ANEXO 1. Identificacion molecular de las cepas en estudio

Para la identificaciéon molecular se tuvieron en cuenta porcentajes de identidad (PI)

>98% para realizar la afiliacion taxondmica de los microorganismos a nivel de especie,

y >90% para alcanzar una identificacion hasta el nivel de género.

De los microorganismos degradadores de TNT se obtuvieron PI de 98% con microorganismo de

referencia de la base de datos del RDP.

Cepa | Microorganismo | PI | Filum Clase Orden | Familia Genero Especie
Stenotrophomonas | 99 | Proteobacteria Gammaproteobacteria Xantho | Xanthomonadaceae Stenotrophomonas | maltophilia
T15 maltophilia onadal
es
Pseudomonas 99 | Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudo | Pseudomonadaceae Pseudomonas psychrotolerans
T17 psychrotolerans monad
ales
22 Methylopila 97 | Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizob | Methylocystaceae Methylopia capsulata
capsulata iales
Pantoea 98 | Proteobacteria Gammaproteobacteria Entero | Enterobacteriaceae Pantoea agglomerans
T23 agglomerans bacteri
ales
Pseudomonas 99 | Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudo | Pseudomonadaceae Pseudomonas oleovorans
T28 oleovorans monad
ales
Shinella 99 | Proteobacteria Betaproteobacteria Rhodo | Rhodocyclaceae Shinella Kummerowiae
T29 kummerowiae cyclale

S
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ANEXO 2. COMPOSICION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

Composicién de los medios de cultivo

Sustancias

Tipo y Cantidad

Concentracion

Preparacion del medio mineral
para 1L de medio

Sales

HCI (3 ml)

IM

NaCl (12.5 g)

8,5 mM

MgSO, - 7H,0 (5 g)

0,81 mM

CaClz 2H20 (1g)

0,27 mM

Buffer

K,HPO, (17,5 g)

4,02 mM

Solucién de Buffer 10 ml

Solucién de Sales 10 ml
Fuente de carbono 10 ml
Fuente de nitr6geno 10 ml

K2H2PO4 (7,5 g)

2,2 mM

Después de estéril

Vitaminas

Clorhidrato de
piridoxina (0,05 g)

Acido p-aminobenzoico
(0,025 g)

Acido nicotinico
(0,025¢)

Pantotenato de calico
(0,025 g)

Solucién de Hierro 1 ml
Elementos de trazas 1 ml
Solucién de 1 ml
vitaminas
Solucién de 2,5 ml
explosivo

Riboflavina (0,025 g)

Vitamina B, (0,025 g)

Tiamina-HCI (0,025 g)

Biotina (0,01 g)

Acido félico (0,01 g)

Composicioén Fuentes adicionales

Cantidades para la elaboracion de los medios.

a-lipoico (0,01 g)

Trazas

HCI (20 ml)

18 -19%

MHSO4 HzO (0,2 g)

H3;BO; (0,1g)

ZnSO, 7H,0 (0,1 g)

CaS0O,4 5H,0 (0,05 g)

CoCl, H,0 (0,05 g)

FUENTES COMPOSICION Y CANTIDAD
Fuente de Glucosa Citrato Glicerol | Acetato
Carbono 25g 25¢g 2 ml 25¢
Fuente de
Nitrégeno NH,NO; leg

CuSO, 5H,0 (0,01 g)

Na,MoO, 2H,0 (0,01
g

NiSO4 6H,0

Explosivo

TNT (2,5 ml)

Hierro

HCI (3 ml)

1M

FGSO4 7H20 ( 0,3 g)

10, 8 uM

Autores: Bravo Carolina y Diana Aldana (2010)




ANEXO 3. Condiciones de corrida HPLC (del inglés, High
Performance Liquid Chromatography)

Las condiciones cromatografias empleadas fueron:
= Columna (Pinnacle DB C18; Restek) (5 um, 250 x 4.6 mm), 1.2 ml/min,
= Metanol: agua (50:50),
= Detector de arreglo de diodos (longitud de onda: 210 nm).

Coeficientes de determinacion obtenidos en las curvas de calibracién

Estandar Primario = Referencia Tiempo de Coeficientes de
Comercial Retencion (min) Determinacion (R2)
2,4,6-TNT M-8330-11 7.62+0.04 0,9978
am-DNT M-8330-14 7.69+0.02 0,9971
DNT M-8330-03 7.90+0.02 0,9991
PETN M-8330-ADD-2- 13.79+0.07 0,9984
10X

Durante el andlisis cromatogréfico, para cada lote de 20 muestras, se corrieron los siguientes
controles:
1. Blanco reactivos (agua: acetonitrilo, 50:50), con el fin de verificar si existia algtn tipo

de contaminacion.

2. Dos estandares primarios de la curva de calibracién a diferentes concentraciones para

verificar la validez de la curva.

3. Se repitio la lectura de la dltima muestra, con el fin de evaluar la precisién del equipo.

Teniendo en cuenta que en el pais no hay un laboratorio de referencia comercial para el andlisis
de explosivos, no fue posible comparar los resultados obtenidos en este estudio. Por esta razén,
se tuvieron en cuenta los valores de referencia estipulados por la EPA, para determinar la
precision y exactitud. Es asi como, durante el estudio se obtuvo un porcentaje del coeficiente de

variacion <7% y porcentaje de recuperacion entre el 70 -130% (EPA, 2006)
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ANEXO 4. MODIFICACIONES AL METODO 8330B

El método describe diferentes procedimientos para la determinacién de explosivos
por HPLC en muestras de suelo y acuosas; si embargo no describe el método de
extraccion para sedimentos. Es importante destacar que este método reporta que los
valores de precision y exactitud para el andlisis de TNT son < 14% y 70 — 130%,
respectivamente.

Descripcion del método:

El procedimiento descrito en el método para el andlisis de suelo indica que antes de
realizar la extraccion de explosivos se debe someter la muestra a un tratamiento. Este
consiste en secar la muestra a temperatura ambiente en oscuridad (hasta alcanzar pesos
constante), tamizar y realizar un submuestreo aleatorio. Durante el procedimiento de
extraccion se toman 10 g de muestra de la submuestra, se mezclan con 20 mL de
acetonitrilo y se sonica por 18 horas a una temperatura <30°C, se decanta por 30 min y
finalmente, el sobrenadante se filtra para su analisis por HPLC.

En cuanto al andlisis de muestras acuosas el método describe tres procedimientos de
extraccion de explosivos. El primer procedimiento se emplea para muestras con baja
concentracion de explosivos (<1 — 50 mg/L), el segundo (salting-out) se emplea para
muestras con baja concentracion de explosivos (<1 mg/L) y el tercero es un
procedimiento de extraccion en fase sélida para muestras con bajas concentraciones de

explosivos (<1 mg/L).

El método para determinar altas concentraciones de explosivos consiste en tomar 5
mL de la muestra y adicionar 5 mL de acetonitrilo, agitar y filtrar para su cuantificacion
por HPLC. Por otro lado, en el método salting-out se toman mayores volimenes de
muestra (770 mL) y se realizan varias extracciones con cloruro de sodio (NaCl) y
acetonitrilo. El objetivo de adicionar NaCl es desplazar el explosivo de la muestra hacia

la fase de acetonitrilo, aumentando la eficiencia de la extraccion.

Para el desarrollo de la investigaciéon se evalud el procedimiento descrito para el
andlisis de muestras acuosas con altas concentraciones de explosivos realizando algunas
modificaciones, las cuales se describiran mas adelante.

Curvas de calibracion.

El primer paso para poder realizar la puesta a punto de los métodos de extraccion fue

realizar las curvas de calibracion para determinar la concentracién de los explosivos.

111



Inicialmente las curvas de calibracién se realizaron con estandares secundarios (material
comercial) obteniendo coeficientes de determinacion >0.9900. Esto permitié analizar

TNT durante los ensayos preliminares.

Posteriormente  se  adquirieron los  estdndares primarios  certificados
(Accustandar;New Haven, CT), lo cual permitié la determinacién y cuantificacién no
solo de los explosivos sino también de algunos subproductos de la degradacion de TNT.
De estos resultados se resalta el alto coeficiente de determinacion (R2 > 0.9898)
obtenido en las curvas de calibracién indicando correlacién lineal entre el rango de
concentracion y la respuesta obtenida. Se pudo separar claramente TNT, asi como, la
mayoria de los metabolitos de degradacion de TNT. Sin embargo, los isémeros
dinitrotoluenos (2,4-DNT y 2,6-DNT) y aminodinitrotoluenos (2am-DNT y 4am-DNT)
presentaron tiempos de retenciéon muy cercanos, generando un solapamiento de los
picos, lo cual limitaba su identificacién. Por tal razén, se reportan el par de compuestos

como dinitrotolueno y aminodinitrotolueno. (Tabla 1)

Tabla 1. Curvas de calibracion realizadas con estidndares primarios a 100 mg/L

(Accustandar; New Haven, CT) (n=3), utilizando columna C-18

Estandares No Referencia Lote Tiempo de Coeficiente de
evaluados Comercial retencion (min)  determinaciéon
2,4,6-TNT M-8330-11 209091176 7.038 0.9898
4am-DNT M-8330-14 B4020312 7.292 0.9972
2am-DNT M-8330-13 B9040135 7.430 0.9916

2,6-DNT M-8330-03 B3090172 7.942 0.9930
2,4-DNT M-8330-02 B9020221 8.011 0.996
PETN M-8330-ADD-2-10X 209091072 11.923 0.9978

Analisis de explosivos en muestras de suelo.

Los andlisis realizados utilizando el procedimiento de extracciéon en muestras de
suelo mostraron una exactitud (porcentajes de recuperacion) dentro del rango reportado
por el Método 8330B (70-130%) (Tabla 2). Por lo anterior, este método fue empleado
para analizar diferentes muestras de suelo provenientes de la planta FEXAR, asi como

de muestras de laboratorio.
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Tabla 2. Evaluacion del método 8330 para el andlisis de explosivos en muestras de

suelo
Muestra Suelos
TNT (mg/L) PETN (mg/L)
124.71 117.2
122.85 111.0
112.69 105.3
Promedio 120.1 111.2
DS 6.5 6.0
% CV (Precision) 5.4 5.4
% R(Exactitud) 120.1 111.2

-Ds: desviacion estdndar, %C: Porcentaje del coeficiente de variacion y %R: Porcentaje de recuperacién
Analisis de explosivos en muestras de sedimentos y acuosas.

Es importante mencionar que el método 8330B no describe la metodologia para el
andlisis de muestras de sedimentos ni para el andlisis de muestras acuosas con
concentraciones > 50 mg/L. Por esta razon fue necesario realizar modificaciones de los

métodos para el andlisis de muestras en la investigacion.

Para poner a punto la extraccién de explosivos a partir de muestras de sedimentos
(suelo: medio de cultivo 20:80 p/v) y acuosas (medio de cultivo), se adiciono una
concentracion conocida de TNT (20,000 mg/L) para lograr una concentracién final de
100 mg/L. Esta soluciéon de explosivos fue analizada por HPLC para conocer su

concentracion real, valor que fue utilizado para calcular los porcentajes de recuperacion.

Se evaluaron diferentes metodologias con el fin de obtener datos con mayor precision
(CV% < 14%) y exactitud, donde los porcentaje de recuperacion se encontraran en el

rango reportado (70-130%).

Para verificar la precision y exactitud de los métodos modificados se utilizd el
porcentaje de coeficientes de variacion (%CV) y el porcentaje de recuperacion (%R),
respectivamente. Inicialmente, se evalué la distribucién normal de los datos usando
Shapiro Wilk y homogeneidad de varianzas empleando la prueba de Levene. En los
casos donde los datos no presentaban una distribucién normal, se transformaron con

logaritmo natural para emplear pruebas paramétricas. En el que caso que no fuera

113



posible la transformacién se empled estadistica no paramétrica. Para el andlisis se
utilizaron pruebas ANOVA (andlisis de varianza) y Tukey o Kruskal-Wallis. Para todas
las pruebas se emple6 un p<0.05. Se usaron los programas SPSS V. 18 y Statistix V.9.

Es asi, como se utilizaron diferentes volimenes (2,5 10 y 20 mL) de muestra con el fin
de determinar su efecto sobre la precision y exactitud del método. De igual forma se
evalué el efecto de la presencia de microorganismos en el proceso de extraccion. Para

este fin se empled medio de cultivo liquido con un cultivo microbiano.

Se tomo la decision de realizar el proceso de extraccion de explosivos utilizando 2 mL
de muestra porque la precision y exactitud estaban dentro del rango del método de la
EPA (Tabla 3). El menor volumen de muestra facilita los ensayos de biodegradacion a
escala de laboratorio e implica un ahorro en reactivos y tiempo. Asi mismo, no se
observé un efecto significativo de los microorganismos en el medio de cultivo
utilizando diferentes volumenes de muestra. Adicionalmente, la presencia de
microorganismos no afecto la precision ni la exactitud en el volumen (2mL)
seleccionado.

Tabla 3. Evaluacidn del efecto de volumen de muestra en la extraccién de explosivos para muestras de
sedimentos, acuosas y acuosas con microorganismos con altas concentraciones de explosivo (100 mg/1)

(n=3)
TNT mg/L
Volumen 2 mL 5 mL 10 mL 20 mL
Muestra Acuosa Sedimentos Acuo  Acuosa Sedimentos Acuo Acuosa Sedimentos Acuo  Acuosa Sedimentos Acuo
+mic +mic +mic +mic
107.1 83.5 119.2 140.9 84.7 141.0 96.2 44.5 89.1 123.6 117.9 162.7
130.4 81.5 109.9 145.0 68.9 132.5 81.1 50.0 103.9 105.9 99.8 147.6
105.6 80.3 11.7 150.1 76.2 143.1 91.8 433 117.1 118.2 95.3 1544
105.5 79.8 114.5 130.4 76.3 113.5 87.8 51.8 95.9 134.6 124.7 91.3
Promedio 112,2 81.3 113.8 141.6 76.5 132.5 89.2 474 101.5 120.6 109.4 139.0
DS 12.2 1.6 4.1 8.4 6.5 13.5 6.4 4.1 12.0 11.9 14.1 324
% CV 10.9 2.0 3.6 59 8.4 10.2 7.2 8.7 11.9 9.9 12.9 233
(Precision)
%R 118.6 85.9 120.3 149.7 80.9 140.1 94.3 50.1 107.3 127.5 115.7 146.9
(Exactitud)

Acuo+mic: acuosa + microorganismo. DS: Desviacion estdndar. %CV: Porcentaje del coeficiente de variaciéon y %R:
Porcentaje de recuperacion. (p<0.05).

Tomado del Segundo Informe Semestral Proyecto “Disefio de un sistema con

microorganismo degradadores de PETN y TNT incorporado en el explosivo Pentolita”
Enero 25 de 2011. Universidad Javeriana-Universidad de la Salle.
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ANEXO 5. Curvas patron de TNT, 4amDNT y 2,6 DNT

TNT 2,6 DNT 4amDN
Area Area Area
[*10"\6] [*10“7] |_*10"l5]
9.0 o 7.0
8.0 6.0
7.0 0.8
6o 5.0
5.0 0.6 4.0
4-0 0-4 3-0
3.0
2.0
2.0 02
1.0 1.0
0.0 0.0 0.0
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 :7;.0 0.0 0.5 1.0 1.5 20 2.5 3.0 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0
Conc. [*1072] Conc. [¥1072] Conc. [¥10°2]
Rr1=0.9996748 Rr2=0.9993496 Rr1=0.9990523 Rr2=0.9981056 Rr1=0.9997963 Rr2=0.9995926
No | Concentracién Area No_| Concentracién Area No | Concentracién Area
1 5.0000 1503022 1 5.0000 149456.6 1 2.0000 106641.5
2 10.0000 362364.6 2 10.0000 296830.1 2 10.0000 2237523
3 50.0000 16114135 3 50.0000 1670100.1 3 50.0000 1260120.7
4 100.000 3347475.6 4 100.000 3459527.3 4 100.000 2545467.2
5 150.000 51654125 5 150.000 5318154.2 5 150.000 3854505.4
6 200.000 70812612 6 200.000 7612094.2 6 200.000 5280681.9
7 250.000 8652527.6 7 250.000 9460791.3 7 250.000 6664346.0
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ANEXO 6. Cromatogramas de TNT y sus subproductos de

degradacion
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ANEXO 7. Datos estadisticos, para comprobar la influencia de los
solventes (Acetona/Acetonitrilo) en el crecimiento de las cepas en
estudio T28 — T29

Prueba t para medias (cepa T28)

Variable 1 Variable 2
Media 6,152654545 6,075581818
Varianza 0,123701531 0,589426424
Observaciones 11 11
Coeficiente de  0,749940037
correlacion de
Pearson
Diferencia 0
hipotética de
las medias
Grados de 10
libertad
Estadistico t 0,460504681
P(T<=t) una 0,327502717
cola

Valor critico
de t (una cola)

1,812461123

P(T<=t) dos 0,655005434
colas
Valor critico 2,228138852

de t (dos
colas)
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Prueba t para medias (cepa T29)

Variable 1 Variable 2
Media 6,1474182 6,3266
Varianza 0,821063 0,2968646
Observaciones 11 11
Coeficiente de
correlacién de
Pearson 0,6636326
Diferencia
hipotética de
las medias 0
Grados de
libertad 10
Estadistico t -0,873703
P(T<=t) una
cola 0,2013869
Valor critico
de t (una cola) 1,8124611
P(T<=t) dos
colas 0,4027738
Valor critico
de t (dos colas) 2,2281389



ANEXO 8. Prueba Dunnet para el crecimiento a diferentes
concentraciones de la cepa T28

Concentraciéon Subconjunto
(mg/L. TNT) N 2 3 1
400,00 11 4,6458
300,00 6 4,6770

Duncan(a 500,00 11 4,7385

b.c) 100,00 11 5,1175

” 200,00 11 5,2256
,00 11 5,7978
Significacion ,313 ,212 1,000

ANEXO 9. Prueba Dunnet para el crecimiento a diferentes
concentraciones de la cepa T29

Concentraciéon Subconjunto
(mg/1) N 2 3 4 1
100,00 9  6,0152
400,00 9 6,0560 6,0560

Duncan ,00 9 6,0609 6,0609

(a.b) 200,00 9 6,3233  6,3233

’ 300,00 9 6,4806

500,00 9 6,9586
Significacion 747 ,061 ,239 1,000
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ANEXO 10. Prueba Duncan para la cepa T28 en la degradacion de TNT a diferentes valores de pHs

TNT
Duncan®®
Subconjunto para
alfa = 0.05
PH N 1
8,00 30 39,7117
6,00 24 55,5385
7,00 26 55,6139
Sig. 086
A
Tiempo=,00 Tiempo=24,00 Tiempo=48,00 Ta'emP°=72!°° Talemp0=120,00
Duncan®’ Duncan®” Duncan® Duncan Duncan
Subconjunto Subconjunto Subconjunto Subconjunto para Subconjunto para
para alfa = 0.05 para alfa = 0.05 para alfa = 0.05 alfa=0.05 alfa = 0.05
pH N 1 oH N 1 pH N 1 pH N 1 2 pH N 1 2
8,00 6 |29,664 8,00 6| 17,168
6,00 |4| 72153 800 | 6| 45502 800 | 6 32,966
s00 el 73257 600 |2| 73636 6,00 | 6 51,616 7,00 | & |42,797 | 42,790 7,00 6| 23658 | 23,658
’ ’ ’ ’ 600 | 6 56,850 6,00 6 24,254
700 |4| 92,646 7,00 | 4| 80,433 700 | 6 59,152
Sig 509 Sig 140 Sig. ,069 | Sig. 071 | ,055 Sig. ,055| 851
B

Datos estadisticos del porcentaje de degradacion de la cepa T28. A. Prueba de Duncan para el porcentaje de degradacion en 120 horas de incubacion. B. Prueba de Duncan
para el porcentaje de degradacién en cada uno de los tiempos muestreados.



ANEXO 11. Pruebas Duncan para la cepa T29 en la degradacion de TNT a diferentes valores de pHs

TNT
Duncan®’
Subconjunto para
alfa = 0.05
PH N 1 2
8,00 26| 40,356
7,00 28 62,804
6,00 24 70,951
Sig. 1,000 ,319
A
tiempo=,00 tiempo=24,00 tiempo=48,00 tiempo=72,00 tiempo=120,00
Duncan®® Duncan®® Duncan®” Duncan? Duncan®
Subconjunto Subconjunto para Subconjunto para Subconjunto para Subconjunto para
para alfa = 0.05 alfa = 0.05 alfa = 0.05 alfa = 0.05 alfa = 0.05
ph N 1 ph N 1 2 ph N 1 2 pH | N 1 2 pH N 1 2
8,00] 4 84,736 8,00 4 43,124 8,00 | 6 |40,887 8,00 | 6 |[33,103 8,00 6 15,647
6,00 4 95,477 6,00 4 72,492 7,00 | 4 |57,506 57,506 7,00 6 |39,064 7,00 6 25,654
7,00| 6 112,810 7,00 6 77,220 6,00 | 4 69,728 6,00]| 6 64,758 6,00 6 60,580
Sig. ,158 ig 1,000 ,693 Sig. ,197 ,334 ig 516 | 1,000 ig ,208 | 1,000

Datos estadisticos del porcentaje de degradacion de la cepa T29. A. Prueba de Duncan para el porcentaje de degradacién en 120 horas de incubacién. B. Prueba de
Duncan para el porcentaje de degradacion en cada uno de los tiempos muestreados.
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ANEXO 12.Datos estadisticas que describen el comportamiento de la cepa T28 frente al TNT en diferentes

temperaturas (Analisis de varianza univariante)

Pruebas de los efectos inter-sujetos
Variable dependiente: TNT

Temperatura. Subconjuntos homogéneos

Suma de ab INT
cuadrados Media Duncan’ -
Origen tipo 11 gl cuadratica F Sig. Subconjunto
Modelo 20441,600| 23| 1280,070| 40,749 000 temperatura N 1 2 3
corregido a 30,00 36| 63,4698
Interseccién | 700615,31 1| 700615,31 | 22302,8| ,000 25,00 36 69,8144
5 5 65 20,00 36 71,3037
tiempo 24475,048 5| 4895,010| 155,824| ,000 35,00 36 74,4213
temperatura 2292,456 3| 764,152 24,325 000 Sig. 1,000 ,2602 1,000
tiempo * 2674,095 15 178,273 5,675 ,000 Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.
temperatura Basadas en las medias observadas.
Error 3769,643 120 31,414 El término de error es la media cuadrética(Error) = 31,414.
733826,55 144 a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 36,000
Total 7 b. Alfa =0,05.
Total corregida | 33211,243 143
a. R cuadrado = ,886 (R cuadrado corregida = ,865)
Pruebas post hoc
Tiempo
Subconjuntos homogéneos
TINT Factores inter-sujetos
Duncan™® N
Subconjunto tiempo 00 24
tiempo N 1 2 3 4 5 6 24,00 24
168,00 24| 51,3787 48,00 24
120,00 24 60,2067 72,00 24
72,00 24 65,1268 120,00 24
48,00 24 71,2862 168,00 24
24,00 24 78,6813 temperatura 20,00 36
,00 24 91,8342 25,00 36
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 30,00 36
Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos. 35,00 36

Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = 31,414.

a. Usa el tamafio muestral de la media armoénica = 24,000

b. Alfa =0,05.




ANEXO 13. Datos estadisticas que describen el comportamiento de la cepa T29 frente al TNT en diferentes

temperaturas (Analisis de varianza univariante)

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Factores inter-sujetos

Variable dependiente:TNT N
Suma de tiempo ,00 19
cuadrados tipo 24.00 29
Origen Il gl Media cuadratica F Sig.
48,00 24
Modelo corregido 59028,936° 23 2566,475 75,911 ,000 72,00 o4
Interseccién 569289,995 1 569289,995 16838,458 ,000
tiempo 40187,928 5 8037,586 237,736 ,000 120,00 24
temperatura 6637,147 3 2212,382 65,438 ,000 168,00 21
tiempo * temperatura 11137,571 15 742,505 21,962 ,000 temperatura 20,00 34
Error 3685,172 109 33,809 25,00 34
Total 631980,893 133 30,00 36
Total corregida 62714,108 132 35,00 29
a. R cuadrado = ,941 (R cuadrado corregida = ,929)
Temperatura Subconjuntos Homogéneos
Pruebas post hocTiempo Subconjuntos homogéneos
INT TNT
Duncan®®® Duncan®"°
Subconjunto temperatur Subcenjunto
tiempo N 1 2 3 4 5 6 2 ! 2 3 2
168,00 21| 39,5879 35,00 29| 52,8823
120,00 24 52,5009 30,00 36 62,4813
72,00 24 63,5557 25,00 34 66,7038
48,00 24 67,2732 20,00 34 77,9544
24,00 o1 80,0481 Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000
.00 19 94,1591 Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.
ﬂ- 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 Basadas en las medias observadas.

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.

Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = 33,809.

a. Usa el tamafo muestral de la media arménica = 21,989

b. Los tamafos de los grupos son distintos. Se empleara la media arménica de los tamafos

de los grupos. No se garantizan los niveles de error tipo I.

c. Alfa = 0,05.

El término de error es la media cuadratica(Error) = 33,809.

a. Usa el tamafo muestral de la media arménica = 33,035

b. Los tamanos de los grupos son distintos. Se empleara la media

armonica de los tamanos de los grupos. No se garantizan los niveles de

error tipo I.

c. Alfa = 0,05.




