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INTRODUCCION

La gran versatilidad que poseen los compuestos nitroarométicos y ésteres de
nitrato permiten que sean ampliamente utilizados en la industria para la sintesis de
pesticidas, colorantes, espumas de poliuretano, explosivos, tratamientos médicos,
entre otros (Russek, 1966; Symons & Bruce, 2006; Muter et al., 2012). El 2, 4, 6
trinitrotolueno (TNT) es el explosivo nitroaromético mas utilizado en la industria
militar desde 1902 ya que brinda un gran numero de aplicaciones como la
fabricacion de bombas, granadas y artefactos explosivos improvisados (IEDs, por
sus siglas en inglés) (Lewis et al., 2004; Nyanhongo et al., 2005; Zhuang et al.,
2012).

El TNT es un explosivo altamente contaminante para el ambiente, y presenta
varios problemas durante la biorremediacion (Rylott et al., 2010). Es producto de la
nitracion secuencial del tolueno por una mezcla de acido nitrico y acido sulfurico
produciendo mono-, di- y finalmente trinitrotoulueno (Lewis et al., 2004). La
Environmental Protection Agency (EPA) clasifica al TNT como un agente
mutagénico y carcinogénico de clase C, que puede generar problemas en la salud
publica como anemia, funcién anormal del higado, catarata e irritacién de la piel
(Won et al., 1976, Honeycutt et al., 1996; Frische, 2002 & 2003). Aunque la
degradacion de este explosivo ha sido muy estudiado, aun no se conocen todas
las rutas metabdlicas para su degradacion (Lewis et al., 2004).

Otro explosivos altamente poderoso y muy empleado es el 2,2-bis [(nitrooxy)metil]-
1,3-propanediol dinitrato (pentaeritritol tetranitrato o PETN), (Zhuang, 2007;
Zhuang et al., 2012). EI PETN también es un explosivo contaminante pero este no
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ha sido tan estudiado en comparacion con otros explosivos (Lewis et al., 2004;
Nyanhongo et al., 2005; Barreto-Rodrigues et al., 2009a & 2009b; Muter et al.,
2012; Zhuang et al., 2012). EI TNT y el PETN (43.75: 56.25) hacen parte de la
composicion del explosivo solido comercial Pentolita y ambos estan clasificados
por la EPA en la lista “K” ya que son compuestos fabricados por un sector
industrial especifico y por el cual se dictan regulaciones para su disposicion,

manejo y almacenamiento (EPA, 2005).

Con el fin de mitigar los impactos generados por la liberacion de estos explosivos
al ambiente, ya sea por la no detonacién o por el vertimiento de los residuos
industriales, se han implementado diferentes estrategias de tratamiento tanto
fisicoquimicas (p.€j., incineracion) como bioldgicas (p.ej. compostaje o biolodos)
(Lewis et al., 2004; Clark & Boopathy, 2007). Teniendo en cuenta que los
tratamientos fisicoquimicos implementados para el tratamiento de explosivos,
presentan grandes desventajas por sus altos costos y su potencial afectacion al
aire, suelo y aguas subterrdneas (Simini et al., 1995), se hace necesario
implementar métodos y sistemas biolégicos, como plantas, hongos o bacterias,
para la remediaciébn de sitios impactados, lo cual permiten degradar estos
compuestos de forma eficiente (Spain, 1995; Atlas & Bartha, 2002; Clark &
Boopathy, 2007; Rylott et al., 2010). Adicionalmente, se ha demostrado que la
biorremediacion en comparacion con los métodos fisicoquimicos es una alternativa
con mayores ventajas no solo en el ambito ambiental sino también en lo social
(EPA, 1993; Atlas & Bartha, 2002; Brar et al., 2006).

En Colombia, el uso de explosivos ha aumentado en gran medida, no solo con
fines militares, sino también para los procesos de exploracién y explotacién minera
y petrolera, asi mismo, en la construccién de obras civiles e industriales. Por esta
razon también aumentaron los problemas sociales y ambientales, debido a que

algunos explosivos utilizados en dichas actividades no detonan y quedan en el
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suelo convirtiéendose potenciales minas para la poblacion civil. Es importante
considerar que este explosivo por ser una mezcla de dos moléculas persistentes
debido a sus propiedades fisicoquimicas pueden permear en el suelo y contaminar

aguas subterraneas (Brar et al., 2006).

Estudios sobre la biodegradacion de Pentolita son pocos, aunque se resalta el
estudio realizado por Georgie (2011), en donde aislo e identificO bacterias
aerobias degradadoras de TNT y PETN y ademas identificé genes involucrados en
los procesos de biodegradacion. En Colombia, se han realizado estudios
relacionados sobre biodegradacion de explosivos en la Unidad de Saneamiento y
Biotecnologia Ambiental (USBA) en la Pontificia Universidad Javeriana y en la
Universidad de la Salle (Avila, 2011; Garcia, 2011; Rozo, 2011; Roldan et al.,
2013).

La Unidad de Saneamiento y Biotecnologia Ambiental (USBA) encontré que el
TNT inhibié la degradacion aerobia de PETN en cultivos de enriquecimiento
(Garcia, 2011; Roldan et al., 2013), los resultados obtenidos fueron similares a los
obtenidos por Moshe et al. (2009) en donde el TNT inhibi6 la degradacion de los
explosivos hexahydro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazina (RDX) y el octahidro-1,3,5,7-
tetranitro-1,3,5,7-tetrazocina (HMX) presentes en la mezcla. Por otro lado, cuando
cada molécula se analizaba por separado se observaba una rapida y marcada
biodegradacion. Finalmente, observaron que la presencia del TNT en la
biodegradacion del RDX y HMX disminuia la biomasa microbiana y la diversidad a
medida que la concentracion del TNT aumentaba en el medio. Moshe et al. (2009)
al final concluye que el mecanismo de inhibicion provocado por el TNT involucra
un efecto citotoxico sobre la poblacién microbiana degradadora de RDX y HMX.
(Nativ & Adar, 2005).
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El presente estudio se enfocd en continuar la evaluacion de la biodegradacion de
explosivo solido Pentolita por 36 cepas bacterianas y 19 consorcios definidos. El
estudio se inicio hace 939 dias. Las cepas y consorcios fueron seleccionadas por
su capacidad para degradar alguno de los explosivos (TNT/PETN) en medio
liquido. Los consorcios definidos fueron establecidos por el origen de las cepas,
método de aislamiento y sus caracteristicas como el porcentaje de transformacion,
tasa de transformacion, tasa de crecimiento, maximo crecimiento y produccion de

surfactantes.

Esta investigacion hace parte del proyecto de investigacion “Disefio de un sistema
con microorganismos degradadores de PENT y TNT incorporado en el explosivo
Pentolita” financiado por la Industria Militar de Colombia, Indumil. EI monitoreo
para la biodegradacion de la pentolita se realizé por medio de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiencia (HPLC del inglés, High Performance Liquid
Chromatography) empleando el método 8330B EPA (2006).
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1. MARCO TEORICO

1.1 EXPLOSIVOS

Segun la EPA (2001), un explosivo se define como una sustancia o mezcla de
sustancias, capaz por reaccion guimica o activacion fisica o quimica, de producir
gas liberando grandes cantidades de energia en forma de calor y presion. Los
explosivos son conocidos como materiales de alta energia, y en general contienen
grandes cantidades de carbono, hidrégeno, oxigeno y nitrégeno (Spain et al.,
2000; Agrawal, 2010; Georgie, 2011). Los explosivos a diferencia de los quimicos,
detonan en vez de quemarse; una detonacion es una reaccion quimica que
sucede a gran velocidad (>1 km/s aproximadamente) (Agrawal & Hodgson, 2007;
Georgie, 2011). Durante la detonacién ocurre una rapida reacciéon de Oxido-
reduccion en la cual los enlaces constituidos entre el oxigeno y el nitrdgeno se
liberan para formar moléculas como el nitrégeno (N2g), hidrégeno (Hzg), agua
(H20), monoxido de carbono (CO) y dioxido de carbono (CO2) (Agrawal &
Hodgson, 2007).

Los explosivos son clasificados con base en sus velocidades de detonacion, como
explosivos primarios, secundarios y terciarios, siendo los primarios los explosivos
mas sensibles para detonar, por tanto se utilizan para activar explosivos tanto
secundarios como terciarios ya que sus sensibilidades para detonar son mas
bajos y son los explosivos que hacen parte principal de la carga (Agrawal &
Hodgson, 2007).
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1.1.1 Pentolita

Segun Indumil (2015), la pentolita es un explosivo constituido por TNT y PETN
(50:50) y utilizado para fines militares y civiles. Es un explosivo de alta potencia,
sensibilidad y seguridad y es destinado a la iniciacion de agentes de voladura ya
que actia como iniciador de columna para explosivos de baja sensibilidad como
ANFO, INDUGEL AV 800 y emulsiones explosivas; con el propésito de que la
voladura alcance la maxima velocidad de detonaciéon (Tabla 1). La Pentolita que

se comercializa en Colombia se vende bajo el nombre Pentofex® (Indumil, 2015).

Tabla 1 Caracteristicas de un Booster Pentolita.

Propiedad Valor
Densidad (g.cm31) 1.62+ 3%
Velocidad (m.s™?) 7,200 + 3%
Presion de detonacion (Kbar) 216
Energia (Kj.Kg ) 5,598
Resistencia al agua Excelente
Volumen de gases (L.Kg?) 692
Potencia relativa al ANFO 1.50 Peso
3.12 Volumen

Tomado de <http://exsa.net/wp-content/fichas-tecnicas/BOOSTER-
PENTOLITA.pdf>.
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1.1.2 Caracteristicas del 2, 4, 6 trinitrotolueno (TNT)

El TNT es el explosivo nitroaromatico mas ampliamente utilizado en el planeta
(Spain et al., 2000; Lewis et al., 2004). EI TNT es el producto final de la nitracion
secuencial del tolueno y su sintesis se realiza de la siguiente manera: la primera
nitracion produce 2-nitrotolueno y 4-nitrotolueno en cantidades casi iguales
(Figura 1). La segunda nitracion produce 76% para el 2,4-dinitrotolueno (2,4-
DNT), 19% para el 2,6-dinitrotolueno (2,6-DNT) y el 5% restante para otro tipo de
isbmeros. La tercera tiene una eficiencia del 95% y al finalizar el TNT se encuentra
mezclado con mas de cuatro isomeros y debe purificarse con sulfito sédico
(NazSO0s) (Parker, 1932).

Figura 1. Produccion del 2, 4, 6 trinitrotolueno por nitracion secuencial del
tolueno. El TNT se forma a partir de los intermediarios 2,4 y 2,6-dinitrotolueno con

un rendimiento >90%.

19%

N02 OzN NOZ
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Tomado de (Spain et al., 2000).
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1.1.3 Caracteristicas del Pentaeritritol tetranitrato (PETN)

El 2,2-bis [(nitrooxi) metil]-1,3-propanodiol dinitrato (tetranitrato de pentaeritritol;
PETN), es un éster nitrato similar a otros ésteres de nitrato derivados de alcoholes
alifdticos como el glicerol trinitrato (GTN), EI PETN, es producto de la nitracién
secuencial del pentaeritritol con acido nitrico (Figura 2) (Gorontzy et al., 1994,
Hess, 1997). Se utiliza como detonador ya que es un explosivo primario por su alta
sensibilidad, sin embargo, para poderlo manipular en muchos casos es necesario
estabilizarlo y por esta razon se utiliza en mezcla con el TNT en el explosivo
Pentolita (Garcia, 2014); ademas, en mezcla con el explosivo hexahidro-1,3,5-
trinitro-1,3,5-triazina (RDX) se produce el explosivo plastico Semtex y se elaboran
también artefactos explosivos improvisados (IEDs) (Ballesteros Rueda et al., 2006;
Lange et al., 2009).

El PETN y sus moléculas precursoras (PETriN, PEDN y PEMN) son utilizadas en
concentraciones muy bajas para tratar enfermedades coronarias, como el control
de la angina (Binks et al., 1996), estos actian como moléculas vasodilatadoras, y
su potencia depende de la cantidad de grupos nitro que el pentaeritritol posea,
siendo el PETN la molécula con mayor capacidad de vasodilatacion (Lange et al.,
2009). La estructura de los enlaces éster nitrato del PETN rara vez se encuentran
en la naturaleza (White et al., 1996), debido a que es una molécula sintetizada
(xenobiodtica), presenta grandes desafios para la biorremediacion, de hecho, segun
el Departamento de Defensa de E.E.U.U. (2004) es considerado una molécula

recalcitrante y de bajo conocimiento sobre su movilidad en el ambiente.
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Figura 2. Sintesis de PETN, PETriN y PEDN a partir del pentaeritritol. Reactivos y
condiciones: i) Acido nitrico (HNO3) al 100% 4-5 horas a 5-10°C; ii) Hidrato de
hidracina (N2H4 « H20), dioxano y etanol 3 horas y destilar; iii) Hidrato de

hidracina, dioxano y etanol 6,5 horas y destilar.

HO O,NO
HO OH > O,N ONO,
OH i ONO,
PETN
l i
O,NO i O,NO
H OH - H ONO,
ONO, ONO,
PEDN PETFIN

Tomado de (Lange et al., 2009).

1.2 BIORREMEDIACION DE SUELOS CONTAMINADOS POR EXPLOSIVOS

El uso indiscriminado y liberacion accidental de quimicos organicos e inorganicos
al ambiente, ha ocasionado la contaminacion de los ecosistemas. Es por tanto,
gue desde hace mas de casi cinco décadas se proponen y se evallan estrategias
para la remocion y degradacion de los residuos producto de la sintesis de
compuestos quimicos de la industria. La biorremediacion emplea sistemas
biolégicos (plantas, hongos y bacterias) para la remocion o degradacion de los

contaminantes, estas tecnologias no requieren grandes inversiones, siendo la
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biorremediacion un tratamiento mas costo-eficiente y socialmente mas amigable
(Spain et al., 2000).

La remediacién microbiana ha sido el proceso biotecnolégico mas estudiado en la
actualidad (Srivastava et al., 2014). Segun Boopathy (2000) la biorremediacion se
define como una estrategia que utiliza microorganismos para destruir, o reducir la
concentracion de residuos peligrosos en un sitio contaminado. Las bacterias y los
hongos debido a su capacidad intrinseca de adaptacion al cambio son capaces de
crecer empleando diferentes compuestos contaminantes como aceptores finales
de electrones o como fuente principal de carbono, nitrogeno o fosforo. Estos
procesos dependen de la condiciones del ambiente y de las caracteristicas de las
bacterias. Estudios metagendmicos soportan esta idea revelando que la ecologia
microbiana como en las bacterias, trabajan de forma eficiente si estas actian en

comunidad (p.e. consorcios) (Srivastava et al., 2014).

En la biorremediacién se aplican los principios biolégicos de las diferentes
especies, para que la cinética y la efectividad de los procesos de biodegradacion
puedan ser mejoradas continuamente. Incluso los compuestos recalcitrantes
pueden ser exitosamente biodegradados utilizando reactores especiales en donde
se controlan los requerimientos nutricionales, oxigeno, temperatura y pH para el
desempeiio 6ptimo de las rutas metabdlicas para el catabolismo de dicho sustrato
(Hooker, 1917; Srivastava et al., 2014). Teniendo en cuenta lo anterior y utilizando
la ley del minimo de Liebig el cual afirma que el crecimiento no es controlado por
la cantidad total de recursos que son disponibles, sino por el recurso mas escaso
(factor limitante), se debe condicionar el ambiente para promover y direccionar el
metabolismo, siendo la biorremediacién una tecnologia que es capaz en teoria de

tratar un amplio rango de contaminantes quimicos (Hooker, 1917).
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1.2.1 Parametros de seguimiento, sustrato

El término sustrato se define como la fuente de alimento que se provee a los
microorganismos para su degradacion (Hooker, 1917); Por lo cual, para la
biorremediacion cualquier compuesto contaminante es definido como sustrato.
Este sustrato debe ser biodegradable para cualquier uso por parte del
microorganismo (Hooker, 1917; Srivastava et al., 2014). Ciertos compuestos
pueden ser extremadamente recalcitrantes y en algunos casos los metabolitos
secundarios obtenidos pueden llegar a ser mas tbxicos. Por esta razon es
necesario monitorear y ajustar las condiciones ambientales, lo cual se hace
inicialmente necesaria una rigurosa revision de la literatura ya que la
biodegradabilidad de un compuesto depende de su estructura quimica,
concentracion, bioresistencia y toxicidad (Hooker, 1917; Srivastava et al., 2014).
La toxicidad de un compuesto quimico debe referirse como una dosis, porque
puede determinar si el compuesto quimico puede representarse como un sustrato
biodegradable o como un veneno para el organismo. Algunas veces la
concentracion toxica del compuesto puede disminuirse con un pre-tratamiento
(dilucién, adicién de carbono, aumento de los sustratos, bioaumentacién) o una
mezcla de ellos (Srivastava et al., 2014). Estas medidas correctivas son faciles de
realizar en condiciones de laboratorio pero en procesos a gran escala o in situ
pueden llegar a ser muy complicadas (Spain, 2000; Spain et al., 2000; Srivastava
et al., 2014).
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1.2.2 Nutrientes

Existen elementos que son necesarios en grandes cantidades para la sintesis
celular como el nitrégeno, carbono y el fosforo. En algunas plantas de tratamiento
de aguas industriales se afiaden acido fosforico y amonio liquido para proveer al
medio de estos elementos esenciales. Ademas, otros elementos aparte del
nitrogeno y fosforo son necesarios pero en menores cantidades, estos son: azufre,
potasio, magnesio, calcio y elementos metéalicos en los que se incluye oro, hierro,
boro y otros elementos traza (Hooker, 1917). Un inadecuado balance adicion de
nutrientes puede llevar a la ralentizacion de las tasas de crecimiento y en la
restriccion del metabolismo de dichos compuestos, llevando a una tasa de
remocion del sustrato significativamente bajas (Spain, 2000). Elementos
esenciales como el calcio, hierro, boro y otros metales pueden encontrarse en la
mayoria de los suelos, pero se recomienda que es mas prudente asumir que
estos micronutrientes no se encuentran en el sitio y afadirlos para garantizar

Optimas condiciones para el crecimiento bacteriano (Srivastava et al., 2014).

1.3 IMPACTO Y TOXICIDAD DEL TNT Y PETN

Diferentes estudios han demostrado los efectos toxicos del TNT para humanos
(Tabla 2), EI TNT causa dafos renales, hepatitis, vomito, dermatitis, anemia,
necrosis hepatica, cirrosis, desarrollo incompleto o defectuoso de las lineas

celulares de la meédula Osea (anemia aplasica), anemia hemolitica y
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metahemoglobinemia (Fernando et al., 1990; Marshall, 1932; Rosenblatt et al.,
1991). Durante la primera guerra mundial, los trabajadores que fueron expuestos
al TNT durante su fabricacion en las plantas de municiones se conocieron como
"canarios" ya que su coloracion en su piel (amarillo) era debido a la intoxicacion
dérmica con TNT (Rosenblatt et al., 1991). EL TNT posee una Dosis Letal media
(DLso) de 0,8 a 1,3g.kg™? en ratones (Johnson et al., 2000). En organismos en
general, como en gusanos, plantas y ratones es un fuerte agente mutagénico. A
diferentes niveles troficos en general, causa efectos toxicos en sus sistemas
reproductivos, sistemas inmunes, reduccion de la biomasa y pérdida de la
equitatividad en las comunidades microbianas. Ademas, el uso del suelo se ve
alterado, perdiendo asi su propdsito agropecuario, industrial, recreativo o0
residencial (Drzyzga et al., 1995; Johnson et al., 2000; Letzel et al., 2003; Best et
al., 2008; Erkelens et al., 2012).

El PETN por sus caracteristicas recalcitrantes, xenobioticas y el riesgo para la
salud del hombre y el ambiente fue agregado al Convenio de Estocolmo sobre
Contaminantes Organicos Persistentes (COP's) (Duran et al., 2013), el contacto
por manipulacion o exposicion a esteres de nitrato causan, nauseas, vomito,
espasmos abdominales y metahemoglobinemia, el cual reduce la capacidad de
transportar el oxigeno por los eritrocitos (Stokinger et al., 1982), EL PETN posee
una Dosis Letal media (DLso) de 1,660g. kg en ratones (Titanobel, 2010). Sin
embargo Quinn et al. (2009) muestra en su estudio con ratones que el PETN no
presenta efectos negativos en el desarrollo embrionario 0 en los sistemas
reproductivos y que solo el tratamiento afecté el consumo de alimentos y el peso
de los roedores, pero concluye que esta afectacion pudo deberse a la gran
variacion en la dosificacion de los alimentos de los ratones. Este estudio ademas

sugiere que es poco probable que el PETN se transporte o se bioacumule en el
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ambiente debido a su baja solubilidad en agua, tasas de degradacién y su

coeficiente Octanol/Agua (Tabla 2).

Tabla 2. Propiedades fisico-quimicas del TNT y PETN.

Propiedad Fisico-quimica TNT PETN

Formula molecular C7HsN3Oe CsHsN4O12

Peso molecular (g.mol?) 227,1 316,17

Punto de fusion (°C) 80-82 141,3-143,3

Densidad (g.cm31) 1,65 1,78

Solubilidad en agua a 25°C (mg.I') | 120-130 43

Constante de Henry (Atm.m3.molt) | 4,57x107 1,2x101%-1,7x10°

Presion de vapor a 25°C (mmHg) 1,99x10+ 1,34x1011-1,035x101°

Coeficiente Octanol/Agua (Log Kow) | 1,6-1,86 1,61-3,71

Apariencia HOJuglas Cristales blancos tetragonales
amarillas

Olor Almendras Inodoro
amargas

Por otro lado, la no detonacién de esta mezcla de explosivos (TNT: PETN) genera
un alto riesgo para la poblacién civil dado que la Pentolita puede permanecer
activa en el suelo y explotar en cualquier momento. Ademas, el explosivo puede
infiltrarse en el suelo y contaminar grandes volumenes de agua subterranea y
movilizarse a zonas donde el explosivo no fue utilizado, extendiéndose asi el
riesgo a poblaciones aledafias y aumentando el riesgo ya que puede ser
consumido por los humanos por la ingesta del agua contaminada (Zhuang, 2007;
Georgie, 2011; Zhuang, 2012).

27



1.4 ESTRATEGIAS PARA LA REMEDIACION DE SUELOS CONTAMINADOS
CON EXPLOSIVOS

Para la seleccion de la estrategia de remediacion debe tenerse en cuenta
diferentes aspectos: caracteristicas fisico-quimicas del compuesto, toxicidad del
compuesto, tipo de suelo, acceso al sitio, nivel de riesgo para los humanos,
costos, infraestructura, entre otros. De esto depende la seleccion del proceso mas
eficiente y especifico para que cada caso, ya que no existe un proceso
tecnolégico generalizado que actué para todos los contaminantes y ambientes
(Georgie, 2011; Garcia, 2014).

Segun Boopathy (2000) las diferentes tecnologias para la biorremediacion pueden
clasificarse en dos grandes clases: Tratamientos ex situ e in situ. En los
tratamientos ex situ es necesaria la remocién del area contaminada y su traslado a
sitios especializados para su remediacion. Caso contrario, con los tratamientos in

situ en donde los procesos son aplicados en el sitio afectado:

e Bioaumentacién, es la adicion de cultivos bacterianos y o fangicos a un medio
contaminado; puede utilizarse ex situ e in situ.

eBioestimulacién, es la adicion o modificacion del factor limitante de la
biodegradacion.

e Bioventing, Adicion de oxigeno por medio de tuberias en el suelo para estimular
la actividad microbiana.

e Biorremediacion intrinseca (proceso que es parte de la atenuacion natural), es

aquella en la que no se interviene el sitio contaminado, permitiendo que los
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procesos de oxido reduccion se lleven a cabo sin manipulacion alguna de la
condiciones del sitio, solo se debe monitorearse.

e Biorreactores, son elementos que reproducen las condiciones nutricionales,
temperatura y pH para que los microorganismos degraden el sustrato
eficientemente.

e Biofiltros, Son filtros microbianos para la reduccion de emisiones contaminantes
al aire.

e Compostaje, Proceso en el que se emplean residuos organicos mezclados con el
contaminante los cuales son susceptibles a reacciones cometabdlicas.

ePump and treat, Es el bombeo de agua que es tratada es de vuelta inyectada al
sistema.

eLand farming, El suelo contaminado se extiende como en los cultivos y se realiza
arado, permitiendo el ingreso de oxigeno al sistema.

eBiopilas, Es una tecnologia de biorremediacion ex situ en la cual el suelo
contaminado es extraido y dispuesto en un area de tratamiento o0 piscina
previamente excavada para su descontaminacidon con microorganismos. Se
utiliza cuando la sustancia contaminante es demasiado volatii como para ser

tratada con la técnica de landfarming.

1.5 BIOTRANSFORMACION DEL TNT

EI TNT puede ser transformado bajo condiciones aerdbicamente como
anaerobicamente teniendo cada proceso sus propias vias metabdlicas de
degradacion. La biodegradacién del TNT principalmente involucra la reduccién o

eliminacién de uno o mas de los grupos nitro, mientras que el anillo aromatico no
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sufre ninguna alteracion en su estructura molecular (Hawari et al., 2000; Zhuang,
2012). Esto se debe a la estabilidad del anillo aromatico, la cual es resultado de
las propiedades de los grupos nitro, quienes por ser fuertes aceptores de
electrones, crean una alta deficiencia de electrones ya que atraen los electrones 1
del anillo, provocando que el anillo tenga una carga positiva y adquiera
caracteristicas electrofilicas mientras, por otro lado, los grupos nitro son
polarizados debido a que el oxigeno es mas electronegativo que el nitrégeno
ocasionando que la carga parcialmente positiva del nitrégeno en combinacién con
la del oxigeno permiten que el grupo nitro y el anillo aromético sean mas
susceptibles a reduccién por nitroreductasas o hidruro transferasas en vez de

reacciones oxidativas (Rieger & Knackmuss 1995; Esteve-Nufiez et al., 2001).

Por lo general, la biotransformacion del TNT es iniciada por la reduccién de los
grupos nitro o el rompimiento del enlace C—NO2 y posterior desnitrificacion como
también pueden ocurrir aerébicamente como anaerObicamente teniendo cada
proceso sus propias vias metabdlicas de degradacion (Stenuit et al. 2005; Stenuit
& Agathos, 2010). A menudo la reduccion del grupo nitro se sugiere que también
puede ocurrir de forma cometabdlica. EI cometabolismo es la degradacion
accidental de la molécula por accidon de enzimas inespecificas durante la
degradacion de un sustrato primario. El cosustrato o cometabolito no aporta
energia, carbono, nitrégeno o algun beneficio, por lo cual es incapaz de mantener
la replicacion celular. El cosustrato no tiene la capacidad de inducir la sintesis de
las enzimas involucradas en su transformacion, es el sustrato quien induce la
sintesis enzimatica para el catabolismo de los compuestos (Hawari et al., 2000;
Stenuit et al. 2005). Sin embargo, Esteve-Nufiez et al. (2000), demuestra que ya
que los microorganismos no pueden beneficiarse energéticamente por esta via
reductiva, pueden utilizar estos cometabolitos como aceptores finales de

electrones en las cadenas respiratorias, asi como lo sustenta con su estudio
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realizado con Pseudomonas sp. cepa JLR11. Stenuit et al. (2005) expone que en
contraste al cometabolismo via reductiva, la desnitrificacién del grupo nitro permite
a los microorganismos beneficiarse utilizando el nitrégeno originario del grupo nitro
y que queda biodisponible para incorporacién por la célula para las reacciones
anabdlicas. En estos procesos normalmente el grupo metil no desempefia un
importante papel en la degradacion, sino los grupos nitro quienes generan el fuerte
caracter electrofilico a la molécula (Hawari et al., 2000; Spain, 2000; Stenuit et al.
2005).

1.5.1 Reduccion anaerébica del grupo nitro

La via metabodlica de transformacién del TNT mas comun es la reduccion
secuencial de sus grupos nitro (Figura 3), atreves de la transferencia por pasos de
pares de electrones para la formacion de derivados mononitroso,
monohidroxilamino y monoamino del TNT (Spain, 2000). La reduccion de los
derivados monoaminos puede posteriormente producir derivados diaminos, por
muchas cepas y un gran grupo de enzimas: nitrorreductasas, aldehido oxidasas,
amida di-hidrofilica deshidrogenasa, diaforasas, hidrogenasas, xantina oxidasa, la
citocromo b5 reductasa y monoxido de carbono deshidrogenasa (Esteve-Nufez et
al., 2000; Hawatri et al., 2000; Stenuit et al. 2005). También, se ha observado una
reduccion del grupo nitro por una via simple de transferencia de un solo electrén,
generando inicialmente radicales nitro-aniones y luego su correspondiente
derivado nitroso; estos son catalizados por enzimas nitroreductasas oxigeno-

sensibles (Spain, 2000; Nyanhongo et al., 2005).
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Las enzimas de este grupo convierten los grupos nitro a hidroxilaminas o aminas
por la adicion de pares de electrones donados por la reduccion de nucledtidos de
pirimidina como NADPH o NADH (Nyanhongo et al., 2005). La alta reactividad de
estos derivados nitroso e hidroxilamino son responsables de la toxicidad atribuida
a los compuestos nitroaromaticos, por que las moléculas derivadas pueden llegar
a ser mas peligrosas que las moléculas parentales (Spain, 2000). Debido a la alta
deficiencia de electrones de los grupos nitro del TNT, su degradacion en su

mayoria se da por procesos reductivos mas que oxidativos (Vorbeck et al., 1998).

El producto resultante de la reduccion de los tres grupos nitro del TNT es el
triaminotolueno (TAT), que exclusivamente se genera en condiciones anaerobias
(Figura 3), donde el potencial redox en inferior a -200mV (Hawari et al. 2000;
Spain et al., 2000). Pocos estudios se han realizado con en el fin de identificar las
subsiguientes transformaciones del TAT, pero cabe destacar el estudio realizado
por Funk et al. (1993), en su estudio identificaron la formacion de para-
hidroxitolueno (p-cresol) y metilfloroglucinol (2, 4, 6-trihidroxitolueno) en cultivos
mixtos sugiriendo que estos productos fueron formados a partir del TAT (figura 3).
Hawari et al., (1998) identifica la transformacion del TAT a derivados azo y tetra
aminos en un lodo anaerobio que posteriormente no se encontraron en la soluciéon
y el que se sospecho que pudo deberse a su polimerizacién (Hawari et al., 1998).
Boopathy & Kulpa (1992), identificaron tolueno como producto de la degradacion
del TNT por Desulfovibrio sp. cepa B, la ruta involucra propuesta fue por via de
eliminacién reductivo de los grupos nitro pero esta ruta nunca fue verificada. Los
derivados amino y principalmente el triaminotolueno presentan una alta sorcién
incluso mas que el TNT mismo, pero posee una menor toxicidad y mutagenicidad
(Drzyzga et al., 1995; Lachance et al., 1999; Spain, 2000; Neuwoehner et al.,
2007).
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Hughes et al. (1998) indica que la reduccién anaerobia del TNT no produce
estrictamente TAT, sino también pueden generarse monohidroxilaminas
parcialmente reducidos a dihidroxilaminas que luego pueden ser transformados a
amino-fenoles por via rearreglo de Bamberger del 2,4-dihidroxilamino-6-
nitrotolueno, esta ruta fue observada en extractos celulares de Clostridium
acetobutylicum (Figura 3). Estos mismos resultados se obtuvieron con la enzima
monoxido deshidrogenasa purificada a partir de Clostridium thermoaceticum
(Huang et al. 2000).

1.5.2 Reduccion aerobia del grupo nitro

Moléculas intermediarias de la degradacion reductiva del TNT también pueden ser
identificadas en condiciones aerobias. Bajo condiciones aerobias los derivados
amino puede sufrir desaminacion y ser transformados a acido benzoico o
derivados N-acetilamino (Naumova et al., 1988; Gilcrease & Murphy, 1995;
Vanderberg et al.,, 1995) aunque los derivados aminoacidos se acumulen en
condiciones aerobias, no pueden interpretarse como metabolitos sin salida o "dead

ends" ya que no son toxicos para el microorganismo (Stenuit & Agathos, 2010).

Esteve-Nufez et al. (2001) indica que bajo estas condiciones no se produce TAT y
los intermediarios mono y diaminonitrotolueno son acumulados en el medio. Sin
embargo, se ha demostrado que en presencia de oxigeno los intermediarios nitros
e hidroxilamino pueden continuar una via de transformacion abiética alternativa
para dar a la formacién de azoxitetranitrotoluenos (Figura 3) (McCormick et al
1976; Haidour y Ramos 1996). George et al., en (2001) determiné, de acuerdo a
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sus bioensayos realizados con Salmonella que dichos compuestos causan una
tasa de mutacion mucho mas alta que el TNT y que ademas pueden segin Moshe
et al. (2009) inhibir la degradacion de los explosivos RDX y HMX quienes pueden

coexistir con el TNT.

Con base en lo anterior, seria altamente riesgoso encontrar en el ambiente estos
derivados azoxi. Sin embargo, se han realizado diferentes experimentos en los
cuales es posible la degradacién de estos derivados, como es el estudio de
Hawari et al. (1999) en el que en experimentos de microcosmos se utilizo el hongo
Phanerochaete chrysosporium o cultivos mixtos (Moshe et al., 2009), observando
que la degradacion del azoxitetranitrotoluenos puede llevarse a cabo en pocas
semanas indicando asi la no-recalcitrancia del compuesto y la formacién de
compuestos de tipo azo como el azotetranitrotolueno que a su vez forma
derivados hidrazo (hidrazotetranitrotolueno), la sorcion de los compuesto azoxi

puede ocurrir pero en cantidades traza (Moshe et al., 2009).

34



Figura 1. Vias reductivas de degradacién del TNT y la posterior formacion de

moléculas derivadas en condiciones aerdbicas y anaerdbicas.
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1.5.3 Desnitrificacién aerobia

Diferentes estudios han indicado que bajo condiciones aerobias la desnitrificacion
del TNT se lleva a cabo via adicion nucleofilica de un i6n hidruro al anillo
aromatico con presencia de NADPH vy la posterior formacion del complejo hidruro-
Meisenheimer que luego puede ser transformado al complejo dihidruro-
Meisenheimer con la subsecuente liberacion de un grupo nitro (Lenke &
Knackmuss, 1992; Vorbeck et al., 1994; Rieger & Knackmuss, 1995; French et al.,
1998; Pak et al., 2000; Williams et al., 2004; Stenuit et al., 2006; Van Dillewijn et
al., 2008; Wittich et al., 2008; Chien et al., 2014). La formacion del complejo
Meisenheimer promueve la desnitrificacion del TNT (Figura 4) y fue reportada por
Vorbeck et al. en 1994 con la cepa Mycobacterium sp. HL 4-NT-1 (Vorbeck et al.,
1994). Muchas de estas enzimas hidruro transferasas de tipo Il son capaces de
realizar la adicion nucleofilica de los iones hidruro (Van Dillewijn et al., 2008) como
la reductasa xenobidtica B (XenB) aislada de Pseudomonas fluorescens I-C (Pak
et al., 2000), N-etilmaleimida (NEM) reductasa de Escherichia coli (Williams et al.,
2004) y la Pentaeritritol tetranitrato reductasa a partir de Enterobacter cloacae PB2
(French et al., 1998).

Rieger & Knackmuss (1995) sugieren que una vez el complejo Meisenheimer es
formado, se pierde la aromaticidad del anillo y solo su aromaticidad es restaurada
una vez se libere el nitrito de la molécula, esta hipotesis fue adoptada por Kim &
Song (2000) para explicar la deteccion de 2,4-dinitrotolueno como producto
derivado del complejo Meisenheimer del TNT durante la incubacién con el hongo
Irpex lacteus. Sin embargo, estudios mas recientes han demostrado que la

liberacion de nitrito del TNT se realiza después de la dimerizacion del complejo
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dihidruro con la coexistencia de HADNTs (Figura 4), para la formacién de
diarilaminas y nitritos (Pak et al., 2000; Stenuit et al., 2006;. Van Dillewijn et al.,
2008; Wittich et al., 2008), la condensacion de los diarilamidas se dan por
reacciones quimicas mas que por reacciones enzimaticas y ademas el nitrito
liberado al medio proviene del complejo dihidruro-Meisenheimer en lugar de los
HADNTs (Wittich et al., 2009).

1.5.4 Desnitrificacién anaerobia

Esteve-Nufiez & Ramos (1998) observaron que en condiciones anaerobias, la
desnitrificacion del TNT se lleva a cabo de forma similar a la desnitrificacion
aerobia, esta desnitrificacion del grupo nitro en el anillo aroméatico puede ocurrir en
ausencia de una fuente alternativa de nitrégeno. Esteve-Nufiez & Ramos
implementaron la cepa Pseudomonas sp. JLR11 para estudiar el metabolismo del
TNT, en el que se utilizO como Unica fuente de nitrdgeno en condiciones de
anaerobiosis, observando que la cepa incorporé en sus células el 85% del
nitrégeno proveniente del TNT degradado, pero esta ruta metabdlica involucrada
en dicha transformacién, aun no ha sido definida (Esteve-Nufiez & Ramos, 1998).
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Figura 2. Liberacion aerébica de nitrito seguido de la dimerizacién del complejo
hidruro con HADNTSs.
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1.5.5 Remocion del grupo metilo

Poco estudios indican la remocion del grupo metilo en las reacciones de
degradacion del TNT, ya que no es normal que esta eliminacion suceda en la
primeras etapas de catabolismo del TNT; Sin embargo, Esteve-Nufiez & Ramos
(1998) en su estudio, diferente de los metabolitos de la degradacion anaerobia de
TNT, identifico ademas 1,3,5-trinitrobenceno y 3,5-dinitroanilina (Figura 5),
concluyendo asi la remocion de grupo metilo puede darse en similares
condiciones como las descritas en el apartado anterior (Esteve-Nufiez & Ramos,
1998).

Figura 5. Eliminacion del grupo metilo del TNT.
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1.6 BIOTRANSFORMACION DEL PETN

1.6.1 Biotransformacion aerobia del PETN

La ruta de degradacion del pentaeritritol tetranitrato (PETN) fue propuesta por
Blinks et al. (1996), en la que en condiciones aerobias la cepa Enterobacter
cloacace PB2 elimina dos de los cuatro grupos nitro de forma secuencial del
pentaeritritol (Figura 6) por la enzima PETN reductasa perteneciente a la familia
de las OYE (Old yellow enzyme), dando asi, lugar al pentaeritritol dinitrato (PEDN),
con enzima ademas, se observl que no solo actia en la degradacion incompleta

del PETN si no también en la reduccion del TNT .

1.6.2 Biotransformacién anaerobia del PETN

La biotransformacién de PETN en condiciones anaerobias es poco conocida,
aunque se destaca el estudio realizado por Zhuang et al. (2012), en el cual se
estudioé el papel que pueden desempefiar las bacterias sulfato reductoras en la
desnitrificacion del PETN. En la evaluacion de la degradacion del PETN se
aislaron bacterias sulfato reductoras presentes en un suelo contaminado con

PETN en Louviers, Colorado, Estados Unidos y se utilizaron nitrito y sulfato como
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Figura 3. Reduccion de dos grupos nitro por PETN nitrato reductasa.

O,NOH,C CH,0NO,
:><i PETN
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NADFH
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O,NOH,C CH,OH
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02N0H2C CHZONOZ
NADPH
NOy NADP*
O,NOH,C CH,0H
PEDN

X

HOH,C CH,ONO,

Modificado de Binks et al. (1996).

aceptores de electrones y acetato como fuente de carbono, los resultados
obtenidos muestran que bajo diferentes aceptores de electrones el PETN fue
secuencialmente degradado a pentaeritritol via formacion de intermediarios tri-, di-
y pentaeritritol mono nitrato (PETriN, PEDN y PEMN respectivamente), el uso del
nitrito como aceptor de electrones fue quien méas estimuld la actividad microbiana,
pero también, se observd que altas concentraciones de nitrito (350 mg.It) pueden
ralentizar e incluso auto-inhibir la degradacién del PETN (Zhuang et al., 2012).
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2 METODOLOGIA

2.1 QUIMICOS Y REACTIVOS

Se utilizaron estandares quimicos marca AccuStandard® para los andlisis
cromatograficos de los compuestos 2,4,6 trinitrotolueno (TNT), 2-amino-4,6
dinitrotolueno (2amDNT), 4-amino-2,6 dinitrotolueno (4amDNT), 2,4 dinitrotolueno
(2,4-DNT), 2,6 dinitrotolueno (2,6-DNT), 2,6-diamino-4 nitrotolueno (2,6 DANT) y
2,4-diamino-6 nitrotolueno (2,4 DANT). El explosivo Pentolita fue proporcionado
por la Industria militar colombiana (INDUMIL), el acetonitrilo fue de grado HPLC y

los demas reactivos fueron de grado quimico.

2.2 MICROCOSMOS

Para la evaluacién de la degradacion de las granallas de Pentolita se utilizaron 36
cepas transformadoras de TNT y PETN obtenidas por Avila (2011) y evaluadas
por Roldan et al. (2011) en la Unidad de Saneamiento y Biotecnologia Ambiental
(USBA) que fueron aislados de varios suelos contaminados de una fabrica de
explosivos y a partir de estos se establecieron 19 consorcios definidos (Anexo A).
El montaje de los microcosmos se realizd de la siguiente manera: Con el fin de
aumentar la biomasa y estimular la degradacion del explosivo sélido, se modifico
el medio T2 propuesto por Villegas (2009) y Fajardo (2009) incrementando la

concentracion de la fuente de carbono (1%) y adicionando extracto de levadura y
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nitrato de amonio como fuente de nitrégeno (184.0 y 70.8 mg/L, respectivamente).
El pre-inoculo se preparo reactivando las cepas en 20 mL de medio T2 modificado
a 30°C, 200 rpm por 48 horas. Posteriormente, se transfirieron 6 mL del pre-
inoculo a 54 mL de medio T2 modificado (n=2) incubando bajo las mismas
condiciones hasta alcanzar un crecimiento abundante (DO >0.6 + 0.025). El cultivo
se centrifugd a 8000 rpm por 15 minutos, se realizé un lavado a las células con
solucién salina (0.85%) y se resuspendid en medio T2 modificado fresco. La
densidad 6ptica (DO) del inoculo se ajust6 (0.6 + 0.025) y se colocaron 5 mL de
este inoculo en frascos de 25 mL con dos granallas de pentolita previamente
pesadas y fueron luego sellados con tapon de caucho y agrafe (n=18 para cada
cepa). Los microcosmos fueron incubados a temperatura ambiente (21+1°C), en
oscuridad y sin agitacién como se observa en la Imagen 1. Para el montaje de los
consorcios se realizd la misma metodologia, pero calculando el volumen del
inoculo necesario de cada cepa que conformaba el consorcio, para un volumen

final de 5 mL en cada frasco (Anexo B).

Imagen 1. Microcosmos empleados para la evaluacion de la degradaciéon de

pentolita.
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Se planteo realizar el monitoreo a la degradacién del explosivo y la concentracion
de microorganismo se durante 14 meses con 5 eventos de muestreo (6, 10y 14
meses, los dos ultimos eventos de muestreo fueron definidos de acuerdo a los
resultados previos y realizados en este trabajo de grado (Anexo C) . Durante el
primer afio de la fase Il del proyecto sélo se alcanzé a realizar la evaluacién de la
degradacion de las granallas para las cepas individuales durante 10 meses (n=2) y

para los consorcios definidos durante 6 meses.

Para determinar la concentracion del explosivo, las granallas fueron solubilizadas
siguiendo el protocolo establecido por USBA. Para la extraccion del explosivo se
adicionaron 10mL de acetonitrilo a cada unidad experimental, se agité con vortex
por 1 minuto hasta disolver completamente el explosivo, posteriormente se
tomaron 50 pL de la muestra y se diluyeron en 2450 pL de acetonitrilo y 2500 pL
de agua tipo I, en un frasco de vidrio estéril (25 mL), luego se agito con la jeringa
(10 veces), y no se emple0 vortex. Se tomaron 2 mL de la muestra y se filtraron
(Filtros de Nylon 0,22 micras) a viales de cromatografia debidamente marcados y
se analizaron finalmente por HPLC. Se establecieron tres controles abioticos por

triplicado para cada evento muestral (n=15 en total para cada control).

También se realiz6 monitoreo al crecimiento bacteriano durante el ensayo, para lo
cual se hicieron diluciones seriadas (101, 102, 10° y 104 de cada unidad
experimental con solucién salina al 0,85% antes de cada extraccion y se
sembraron en agar nutritivo por medio de la técnica de microgota, en la cual por
cada dilucién se tomaron tres gotas, cada una de un volumen de 20uL y se
sembraron de forma equidistante, se incubaron las cajas por 48 horas a 30°C y
posteriormente se realizd el recuento de microorganismos. La formula utilizada

para el célculo de unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL) consistié
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de la siguiente férmula:

#de colonias en las 3 microgotas (20uL cada una
2 gotas (20u ) 50 % £.d

# de microgotas

Donde
f.d = Factor de dilucioén (i.e. 1x10?)

50 = Factor de conversién a ml

2.3 Métodos Analiticos

Se realizé el andlisis de la concentracion de TNT y PENT y sus productos de
degradacion por medio de HPLC con un cromatégrafo Shimadzu (Prominence
20A) equipado con detector PDA de arreglo de diodos y un auto-muestreador. El
volumen de inyeccion fue de 10 pL y se establecié la lectura de la absorbencia a
210 y 254 nm. Se utilizé una columna Pinnacle Il C18 (5 ym, 250 mm x 4.6 mm)
(Restek) y como a fase mévil agua-acetonitrilo 57:43 a un flujo de 1.5 mL.min™.

Se construyeron las curvas de calibracion para cada estandar cromatografico en
concentraciones de 1, 10, 20, 50, 100 y 200 mg.L? y se les determiné sus tiempos
retencion como también el coeficiente de determinacion (R?). En los andlisis en
HPLC se corrieron muestras contenian todos los estandares analiticos para
observar el orden de elucién de los analitos y sus respectivos tiempos de retencién

(Imagen 4), con el fin garantizar una correcta interpretacion de los resultados
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obtenidos para cada microcosmos. Los ADNTs, DNTs y el TNT absorben a 254nm
y los DANTs y el PETN absorben a 210nm y sus 6rdenes de elucion y tiempos de
retencion se muestran en la Imagen 4. Cabe resaltar que durante los analisis de
las muestras, los isomeros 2amDNT, 4amDNT, 2,6 DANT y 2,4 DANT no pudieron
separarse para observar un pico individual para cada isbmero por lo que se
presentan los resultados de los compuestos aminodinitrotoluenos (ADNTS) y
dinitrotoluenos (DNTS), sin hacer énfasis de sus isomeros (Anexo D). Para graficar
los resultados se uso el software SigmaPlot 12.0.
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3 RESULTADOS

3.1 MICROCOSMOS

El tiempo de incubacion para cada microcosmos fue de 180, 300, 420 dias y los
tiempos de los dos ultimos muestreos variaron debido a que los microcosmos
fueron montados en diferentes momentos pero analizados en una misma fecha
(Anexo C). Transcurrido el tiempo, de los 360 microcosmos analizados, un 90%
cambiaron su coloracion amarilla caracteristica del medio T2 modificado a colores
naranja (80%), rojo (9%), y en algunos (<1%) a un color vino tinto, como se puede
observar para las cepas T21, T52 y el consorcio C13 en la Imagen 2.
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Imagen 2. Unidades experimentales: A) Cambio del color de medio; B) Siembra

por microgota.

Previo a la extraccion del explosivo para su analisis por HPLC, se sembraron cada
uno de los microcosmos en agar nutritivo en diluciones de 10%, 102, 103y 10* por
la técnica de microgota (Imagen 2, B) y pasadas las 48 horas se obtuvieron
distintas morfologias en las que se destac6 la cepa T228c (Imagen 3, B), que
inicialmente presentaba una coloracién blanquecina y a medida que pasaba el
tiempo fue irradiando a través del agar cambiando a una coloracion rojiza. La
mayoria de los morfotipos encontrados lucen de la misma manera como el
consorcio C1, color blanco y el mismo patrén de crecimiento. Sin embargo, con el
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Control C (Imagen 3, C) se observaron dos morfotipos distintos, unas colonias
tenian una coloracion blanquecina y las otras presentaban una coloracion rojiza y

las colonias poseian tamafios similares.

Imagen 3. Recuento en placa por técnica de microgota. A) Consorcio C1; B) Cepa
T228c; C) Control C.

Los resultado obtenidos de las UFC son expresados utilizando el logaritmo en
base diez mas uno de cada microcosmos y calculando el promedio de las tres

replicas (Graficas 2 y 4).

El monitoreo del crecimiento bacteriano mostr6 que las cepas y consorcios
disminuyeron de 3 a 4 ordenes durante los primeros 180 dias. Entre los 600 y 700
dias de nuevo hubo una disminucién de los recuentos en 2 y 3 Ordenes de
magnitud mas. Esto pudo deberse a factores como la carencia o desbalance de
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nutrientes, oxigeno, acumulaciéon de subproductos toxicos, entre otros. La
tendencia observada entre los dias 200 y 800 es a la adaptacion por parte de las
cepas y consorcios (i.e. consorcios C1T2 a C8), esto puede deberse a que se
encuentran inmersas en una matriz con una alta presencia de TNT y PETN (43.75
y 56.25% respectivamente) y en los dias iniciales los explosivos pudieron afectar
el crecimiento. Debe tenerse en cuenta que los recuentos graficados no son
suficientemente explicativos ya que no describen el comportamiento de las cepas
y consorcios en el microcosmos sino que solo exponen la cantidad de bacterias en

un momento especifico.

Se observo una disminucién en los recuentos en 14 cepas (P227, P231, T12, T41,
P229, P233, T71, T43a, CFCB, M3C320, M1C241, M1C227, CFCC, CFCI) a
través del tiempo (Grafica 2), este mismo comportamiento se observd también
para los consorcios C10, C11 y C12 (Grafica 4); los controles abidticos 1 y 2 no
presentaron crecimiento, sin embargo con el control C se observo un notorio
crecimiento al pasar de no presentar crecimiento en los dias iniciales a pasar a
ordenes de magnitud de 3 y 4 entre los 600 y 800 dias. Lo que se puede inferir
que esta contaminacion es proveniente del explosivo comercial solido (Grafica 4).
Estos datos observados para el recuento de cepas y consorcios son
indispensables para su correlacion de los andlisis de la concentracion de los
explosivos y sus porcentajes de recuperacion que se analizaran mas adelante. Las
cepas y consorcios que presentaban un crecimiento superior a tres 6rdenes de
magnitud fueron crioconservadas a -80°C utilizando el protocolo establecido en

USBA para posteriores andlisis.
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3.2 ANALISIS CROMATOGRAFICOS

Se calcularon los porcentajes de recuperacion de los explosivos obteniendo
valores superiores al tedrico (100%) calculado gravimétricamente para el dia 180.
Segun la Roldan (2013), el porcentaje de recuperaciéon debe comprender entre el
70 y 130% de porcentaje recuperacion, lo cual implica que los valores obtenidos
se encuentran dentro de este rango y presenten altas desviaciones estandar. Esta
sobreestimacion de los porcentajes de recuperacion de TNT y PETN estan
relacionados por la sumatoria de las variaciones como la técnica de montaje,
extraccion, andlisis y cuantificacion de los explosivos por HPLC. Analisis por
Cromatografia de gases permiten un resultado mas cercano al 100% de
recuperacion, sin embargo, el PETN no puede ser analizado debido a que en
cromatografia de gases implica la utilizacién de altas temperaturas y que afectan

la estructura molecular del PETN.

En general, los porcentajes de recuperacion obtenidos para el TNT y PETN para
las cepas y consorcios se correlacionan con los recuentos (Graficas 1 y 3), ya que
se observa una tendencia a la disminucion de los porcentajes de recuperacion y
un leve aumento en los recuentos de las bacterias (Graficas 2 y 4), esto puede
deberse a que las bacterias pueden estar utilizando el TNT y/o PETN como fuente
de nitrégeno o carbono ya que estos compuestos son limitantes en el medio T2
modificado.
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Imagen 4. Cromatograma con los tiempos de retencién (minutos) de los
estandares analiticos analizados por HPLC por el método 8330B de la EPA
(2006): A) DANTS, 3,5min; B) ADNTSs, 6,5min; C) DNTSs, 8,4min; D) TNT, 8,8miny
E) PETN, 15,5min.
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3.2.1 Porcentaje de recuperaciéon de Cepas

En algunas las cepas T62, CFCB, T21, M1C241, P231, P227, T4l, T12, P234,
M3C320, T160, T71, P229, P2, P233, P174, P10, M2C220 y T109, se observo
TNT y PETN porcentajes de recuperacion cercanos al 100% tanto para el TNT
como para el PETN, concluyendo la no degradaciéon de estos compuestos por
parte de estas bacterias (Grafica 1, b);. Por otro lado, se evidencié una marcada
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disminucién de la recuperacion de los explosivos por parte de las cepas T30 que
alcanz6 valores de recuperacion para el TNT y PETN de 62,1 y 49%
respectivamente a los 678 dias. La cepa T52 cuyo color del medio vird a vino tinto,
se observé una disminucion en las concentraciones de TNT y PETN cercanas al

89.3 y 75% respectivamente.

3.2.2 Porcentaje de recuperacion de Consorcios

En los consorcios se observd una leve disminucion de los porcentajes de
recuperacion tanto del TNT como del PETN (Grafica 3). Sin embargo los
consorcios C15 y C16 presentaron una mayor disminucién en estos porcentajes
(68% TNT, 23% PETN); el consorcio C16, fue conformado por bacterias aisladas
por cultivos anaerobios, siendo las condiciones de los microcosmos similares a las
presentes durante su aislamiento, incentivando la transformacion tanto de TNT vy
PETN. Por otro lado, los consorcios C1T2m, C1T2, C2T2 y C3 no mostraron
transformacion de los explosivos con porcentajes superiores al 90% (Grafica 3, ay
b). Cabe destacar que en los consorcios y teniendo en cuenta los recuentos de
UFC de los mismos, los resultados obtenidos indican una mayor actividad en
cuanto a la degradacion de la pentolita y ademas se puede observar la
disminucién de este porcentaje de recuperacion por el Control C, cuyo indicio de
actividad es debido a la presencia de bacterias inmersas en el explosivo
provenientes de la fabrica y que poseen un historico de permanencia, incentivando
la degradacion de este explosivo mas que el consorcio C19 el cual esta constituido

por todas la cepas.
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Porcentaje de Recuperacion Cepas

Gréfica 1. Porcentaje de recuperacion de TNT (a) y PETN (b) de las cepas: P215, T52, P208, T17, P214,

T217, CFCB, M1C241, T228c, CFCI, M1C227, CFCC y los controles abidticos 1y 2.
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Grafica 1 a. Porcentaje de recuperacion de TNT (c) y PETN (d) de las cepas:
P231, P227,T41,T12, T160, T71, P229, P2y P233.
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Grafica 1 b. Porcentaje de recuperacion de TNT (e) y PETN (f) de las cepas: T43a, P6, P10, P174, T94, M2C220,
M3EXP25y T10.
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Recuentos Cepas UFC/mL

Gréfica 2. Recuento de UFC/mL de las cepas: T52, T21, T17, P208, P214, P215, T109, T160, P234, P227, P231,

T62, T12. T41, P233y P229.
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Grafica 2 a. Recuento de UFC/mL de las cepas: T7, T5, T30, T71, T43a, T94, P174, M3EXP25, M2C220, P2, P6 y
P10.
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Grafica 2 b. Recuento de UFC/mL de las cepas: CFCB, M3C320, M1C241, M1C227, CFCC, T217, T228c, CFCl y
los controles abidticos 1y 2.
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Porcentaje de Recuperacién Consorcios

Gréfica 3. Porcentaje de recuperacion de TNT (a) y PETN (b) por los consorcios: C1T2m, C1T2, C2T2m, C2T2y C3

a Cl13.
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Grafica 3 a. Porcentaje de recuperacion de TNT (c) y PETN (d) por los consorcios: C14 a C19 y Control C.
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Recuentos Consorcios UFC/mL

Grafica 4. Recuento de UFC/mL de los consorcios: C1T2, C1T2m, C2T2, C2T2m, C3 a C18.
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Grafica 4 a. Recuento de UFC/mL de los consorcios: C19 Y Control C.
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3.3 IDENTIFICACION DE ADNTS

En los andlisis por HPLC se pudieron identificar ADNTs aparte de los analitos
principales (TNT y PETN), sin embargo no fue posible su cuantificacion ya que el
area de estos picos estaba fuera del limite de deteccion de la curva (Img/L), sin
embargo son reportadas las siguiente cepas en los cuales se observo la presencia
de ADNTs (Imagen 5): CFCB, CFCI, M2C220, M3C320, M3EXP25, P10, P174,
P208, P214, P215, P229, P231, P2, P6, T109, T160, T17, T21, T228c, T30, T52,
T62, T5, T7 y T94. Mientras que para los consorcios, todos presentaron formacion
de ADNTSs.
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Imagen 5. Identificacién de ADNTs. Absorbencia 254nm.
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4 DISCUSION

El cambio en la coloracion de los microcosmos observada se debe a la formacion
de subproductos de la transformacion de TNT (Vorbeck, 1994; French, 1998,
Nyanhongo et al., 2009). Segun Nyanhongo et al. (2009), los subproductos
formados como el 2 amino, 4,6 dinitrotolueno y el 4 amino 4,6 dinitrotolueno
producen un cambio en la coloracion del medio en presencia de explosivos a una
coloracion rojiza. Estos resultados se reafirman con los porcentajes de
recuperacion obtenidos para cada cepa y consorcio que presentd este cambio en
la coloracion del medio. Ademas, se puede observar la tinciébn de las bacterias
debido a la acumulaciébn de estos subproductos en la biomasa bacteriana
(Nyanhongo et al., 2009). Los resultados obtenidos son consistentes con estudios
realizados por Vorbeck (1994), French (1998) y Nyanhongo et al (2009).

No se pudo determinar cual de los dos isdmeros de ADNT se produjo, sin
embargo, teniendo en cuenta lo propuesto por Spain et al. en (2000), en
condiciones de anaerobiosis, la molécula mas probable que puede ser identificada
es el 2—amino- 4,6-dinitrotolueno ya que esta molécula hace parte del primer paso
de la transformacion via reduccién de grupos nitro del TNT y también esto es
posible ya que los grupos nitro generan una alta deficiencia de electrones al TNT,
la reduccion es la principal ruta de transformacién del TNT mé&s que por vias
oxidativas (Lewis, 1997; Spain, 2000; Srivastava 2014). La formacion de
subproductos puede generar una mayor toxicidad que su molécula parental,
debido a que aumentan su reactividad, sin embargo, Bernstein & Ronen (2012)
indican que los subproductos derivados de la reduccién de los grupos nitro del
TNT que posean grupos amino, presentan una menor toxicidad que otros

compuestos como por ejemplo los azoxy, azo e hidrazo derivados, por lo que se

65



puede inferir que estos subproductos no interfieren en la transformacion del
explosivo, asi este se mantenga presente en el sistema. Se ha observado que los
ADNTs puede llegar a ser altamente recalcitrantes, pero pueden ser
transformados por bacterias aerobias que posean enzimas dioxigenasas (Stenuit
et al., 2006).

Cabe resaltar los resultados obtenidos para el consorcio C16, ya que este
consorcio fue establecido por cepas obtenidas mediante aislamiento en
condiciones anaerobias y fue el que mayor presento una reduccién significativa de
Su porcentaje de recuperacion que los demas consorcios. También es de resaltar
los resultados obtenidos para el Control C, en el cual se observo disminucion de
los explosivos pasados los 180 dias de establecido el microcosmos, esto puede
deberse a bacterias presentes en las granallas presentan un crecimiento muy
lento y/o también como lo sustenta Boopathy (2000), la presencia del explosivo y
en este caso la presencia de una mezcla solida de dos explosivos puede ralentizar
significativamente el crecimiento bacteriano y disminuir la equitatividad de la

comunidad en el caso de los consorcios.

A pesar que el explosivo no se encontraba en dilucion y que esto lo hacia menos
biodisponible para su transformacion, ya que el TNT y PETN presentan una muy
alta insolubilidad en agua (120-130 y 43 mg.'t a 25°C respectivamente)
(Nyanhongo et al.,, 2009) y no estaba en agitacion, pudo observarse una
disminucién de ambos explosivos, sugiriendo que la presencia de TNT y PETN no
provocaron auto inhibicibn de su transformacion. Este resultado difiere a los
resultados obtenidos por Moshe (2009), donde el TNT actué como inhibidor de la

degradacion de los explosivos RDX y HMX.
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Los resultados obtenidos en los recuentos, mostraron una fase de estabilidad, esto
puede deberse a la diminucién de la fuente de carbono, nitrdgeno, azufre o algun
nutriente el cual se convierte en un factor limitante y en la cual las bacterias
afrontan esta limitacion entrando en una fase lag o fase estacionaria donde
ralentiza su metabolismo con el fin de garantizar el mantenimiento de la

comunidad (Bernstein & Ronen, 2012).

Finalmente, la transformacion tanto de TNT y PETN dependen del sinergismo de
diferentes factores, como la concentracion del explosivo, temperatura, oxigeno
disuelto, pH, presencia de cosustratos y de las capacidades degradadoras de las
cepas. Estudios han demostrado que en comunidad una bacteria puede utilizar el
explosivo como fuente de nitrdgeno o carbono si se encuentra en el sistema una
bacteria 0 grupo de bacterias que sinteticen compuestos necesarios para su
metabolismo, como aminoéacidos, sustratos para la estimulacion de las enzimas
inespecificas involucradas en la transformacion cometabdlica del cosustrato,
aceptores finales de electrones, entre otros (Hooker, 1917, Spain et al., 2000;
Stenuit et al., 2005; Stenuit & Agathos, 2010; Srivastava, 2014).

Ademas, podria pensarse que el comportamiento observado en las cepas y
consorcios en los porcentajes de recuperacion y UFC/mL que son inversamente
proporcionales, puede ser realizado por medio de quorum sensing, que es la
induccion en el cambio del fenotipo de las especies involucradas en el catabolismo
de un sustrato y que es regulado por medio de auto-inductores sintetizados por
una o varias especies de microorganismos con el fin de estimular, promover o
ralentizar o inhibir la degradacion de un compuesto de interés y de censar la
densidad celular, el quorum sensing controla la expresidbn de genes en las
actividades que son benéficas cuando son desempefiadas por un grupo de
bacterias que actdan en sincronia (Rutherford & Bassler, 2012), sin embargo la
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metodologia implementada en el presente estudio no permite soportar dicho
comportamiento por parte de la comunidad bacteriana.
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5 CONCLUSIONES

Las condiciones de anaerobiosis permitieron la biotransformacion del TNT y PETN
por las cepas y consorcios utilizados, que se adaptaron a su exposicion ante el
explosivo sdlido, presentando una etapa estacionaria, sin inhibicion del
metabolismo bacteriano.

A pesar de la baja solubilidad y que el explosivo no se encontraba en solucién, fue
posible la transformacion del TNT, PETN y formacién de subproductos de la

transformacion reductiva del TNT.

En la transformacion del TNT por lo consorcios, se observo produccion de ADNTS,
sugiriendo asi, que la ruta metabdlica utilizada por los consorcios fue de la

transformacion reductiva anaerobia de los grupos nitro.

Este es el primer estudio donde se reporta la evaluacion de la transformacion del
explosivo solido pentolita, el cual a futuro se podra implementar para fabricar un
explosivo solido biodegradable y reducir su impacto al ambiente, evitando
detonaciones no controladas.
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6 RECOMENDACIONES

Continuar el monitoreo de los microcosmos, analizando aquellos microcosmos que
no fueron utilizados y asignandoles una nueva fecha para su recuento y

cuantificacion de TNT, PETN y sus subproductos.

A pesar que se observo la transformacion de la pentolita a través del tiempo, es
necesario generar nuevos estudios en donde se establezcan las condiciones
Optimas de anaerobiosis, como también evaluar diferentes aceptores finales de

electrones.

Es necesario evaluar la capacidad de transformacién de pentolita por parte de las
bacterias presentes en el Control C provenientes del explosivo en condiciones

anaerobias.
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ANEXOS
Anexo A. Cepas empleadas en la evaluacién de la degradacion de las granallas.

EXPLOSIVO CcODIGO IDENTIFICACION

TNT T52 Pseudomonas geniculata y Pseudomonas japonica

TNT T21 Pseudomonas antarctica

TNT T17 Achromobacter spanius

TNT T109 Achromobacter spanius y Pseudomonas knackmussii

TNT T7 Pseudomonas veronii y Pseudomonas koreensis

TNT T160 Pseudomonas monteilii y Methylopila capsulata

INT T62 Pseudomonas migulae, Pseudomonas nitrqreglucens,
Pseudomonas fluorescens y Raoultella ornithinolytica

TNT T5 Achromobacter spanius y Stenotrophomonas maltophilia

TNT T12 Sphingobium yanoikuyae

TNT T41 Sphingobium yanoikuyae y Pseudomonas nitroreducens

INT 71 Pseudomonas poae, Rhizobium radiobacter, Achromobacter

spanius

TNT T43A Pseudomonas koreensis y Pseudomonas nitroreducens

TNT T30 Sphingobium yanoikuyae

TNT T94 Pseudomonas veronii

PETN P208 Variovorax paradoxus y Variovorax boronicumulans

PETN P214 Stenotrophomonas maltophilia

PETN P215 Rhodococcus gingshengii

PETN P234 Stenotrophomonas maltophilia y Agrobacterium larrymoorei
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Anexo A. a. Cepas empleadas en la evaluacion de la degradacion de las

granallas.

EXPLOSIVO CcODIGO IDENTIFICACION

PETN P27 Rhodococcus rubery Mycobacterium
fluoranthenivorans

PETN P231 Rhodococcus ruber y Cupriavidus basilensis
PETN P233 Gordonia aichiensis y Stenotrophomonas maltophilia
PETN P229 Methylobacterium adhaesivum y Leifsonia aquatica
PETN P2 Bradyrhizobium pachyrhizi
PETN P6 Arthrobacter defluvii y Pseudomonas hibiscicola
PETN P10 Bosea minatitlanensis y Rhizobium daejeonense
PETN P174 Rhizobium larrymoorei

Biocebos -
PETN M3Exp25-P301 Pseudomonas sp.

Biocebos - TNT

M2C220-T301

Pseudomonas sp.

Biocebos - TNT

M3C320ss-T302

Stenotrophomonas sp.

Biocebos - TNT MIC241-T304 Stenotrophomonas sp.
Biocebos - TNT MIC227-T303 Citrobacter sp.
Anaerobios - CFCB-PT1 Citrobacter freundi
PENTOLITA
Anaerobios - CFCC-PT2 Pseudomonas moravensis
PENTOLITA
Anaerobios - CFCI- PT3 Pseudomonas montrelli
PENTOLITA
Salle - TNT T217 Pseudomonas psychrotolerans
Salle - TNT T228c Pseudomonas oleovorans
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Anexo B. Consorcios definidos seleccionados para evaluar la degradacion de las

granallas.

CLASIFICACION | CODIGO NOMBRE CEPAS
Origen C3 Exterior T5,T7,T12,T17,T21, P2,P6,CP10
Origen C4 Canal exterior T30, T41, T43a, P208, P214, P215, P231
Origen C5 Canal trampa T71, P227, P229, P233
Categorias C6 Azar paquete A P227, T43a, P234, T17, T16, P6, P215
Categorias c7 Azar paquete B P214, P215, T7, P301, T1,P10, T109
Categorias C10 Todas las de P208, P214, P215, P234, P227, P231, P233,
9 PETN P229, P2, P6, P10, P174, P301
Todas las de T52,T21, T17,T109, T7, T160, T62, T5, T12,
Categorias Cco TNT T41, T71, T4A3A, T30, T94, T301, T302, T303,
T304, T217, T228¢
Categorias ci1 | Ynodecadauno T5, T41, P10, T1, T21
grupo A
Categorias cip | Ynodecadauno T7,T62, P208, T2, T52
grupo B
. Uno de cada uno
Categorias C8 T1, T109, P229, T17,T5
grupo F
Tasa
Key member c13 degradacion 3y T52,T62, T71, T94, T17, P233, P208, T160,
1 T7,P234, P6, P10, P215, P229, P301, P234
Kev member C14 Tasa de P174,T62, T71, T12, P229, P214, P215, P208,
y crecimiento 3y 1 T41, T43a, T52, P301, P234, T94
Key member C15 Puntaje bajo T160, P214, P234, P229
Key member c1 Puntaje alto (4 P174, T17, T94, T5
cepas)
Key member c2 Puntaje alto (5 P174, T17, T94, T5, P2
cepas)
5 —
Key member cig | Yo degradacion3 T52, T41, T94

Y1

92




Anexo B. Consorcios definidos seleccionados para evaluar la degradacion de las

granallas.

CLASIFICACION CcODIGO NOMBRE CEPAS
P208, P214, P215, P234, P227,
P231, P233, P229, P2, P6, P10,
Kev member Todas las cepas P174, P301, T52, T21, T17, T109,
y P T7,T160, T62, T5, T12, T41, T71,
T43A, T30, T94, T301, T302, T303,
T304, T217, T228c, PT1, PT2, PT3
C19
Método de PT1, PT2, PT3
aislamiento Ci16 Anaerobios
Método de P301, T301, T302, T303, T304
aislamiento C17 Biocebos
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Anexo C. Cronograma del montaje y de los eventos de muestreo para evaluar la
degradacion de las granallas por 36 cepas y 19 consorcios definidos.

Muestreo | Muestreo
4: 5%
Unidades 30-Oct- | 4-Feb-15
Experimentales Muestreo 1: | Muestreo 2: | Muestreo 3: 14
(dias)
Fecha montaje | 180 dias 300 dias 420 dias (dias)
Cepas: T52, T21, T17, 842 939
P208, P214, P215 28-Jun-12 28-Dic-12 28-Abr-13 28-Ago-13
Cepas: T109, T160, 834 931
P234,P227, P231 6-Jul-12 6-Ene-12 6-May-13 6-Sep-13*
Cepas: 827 924
T62,T12,T41,P233,
P229, Control 1 13-Jul-12 13-Ene-12 | 13-May-13 | 13-Sep-13*
Cepas: T71, T43A, P10, 814 911
P6, P2 26-Jul-12 26-Ene-12 | 26-May-13 | 26-Sep-13*
Cepas: P174,T94 , 808 905
M3Exp25, M2C220 2-Ago-12 2-Feb-13 2-Jun-13 2-Oct-13*
Cepas: M3C320ss, 793 890
MIC241,CFCI, CFCB 17-Ago-12 17-Feb-13 17-Jun-13 | 17-Oct-13*
Cepas: MIC227, CFCC, 773 870
Control 2 7-Ago-12 7-Mar-13 7-Jul-13 7-Nov-13*
Consorcios: Cly C2 en 724 821
medio T2y T2
modificado 26-0Oct-12 26-Abr-13 26-Ago-13 | 26-Dic-13*
Consorcios: C3a C8 29-Nov-12 29-May-13 | 29-Sep-13* | 29-Ene-14* 691 788
Consorcios: C9 a C15 6-Dic-12 6-Jun-13 6-Oct-13* 6-Feb-14* 684 781
Consorcios: C16 a C18, 678 775
Control C, T30, T5, T7,
T217, T228c 12-Dic-12 12-Jun-13 | 12-Oct-13* | 12-Feb-14*
Consorcio: C19 16-Ene-13 16-Jul-13 16-Nov-13* | 16-Mar-14* 644 741

* Andlisis no realizado.
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Anexo D. Curvas de calibracion de los estandares analiticos.

confianza del 95%.
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Anexo D. a. Curvas de calibracion de los estdndares analiticos. Intervalo de

confianza del 95%.
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Anexo D. b. Curvas de calibracion de los estandares analiticos. Intervalo de

confianza del 95%.
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