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RESUMEN

El toxafeno es una mezcla de cientos de compuestos policlorados y pertenece al grupo de
contaminantes organicos persistentes (COPs). En Colombia este insecticida se aplicd en
cultivos de algodén ubicados en El Copey, Cesar, al prohibirse su uso en los 90 fue
almacenado inadecuadamente generando contaminacion de suelos y agua subterranea. Por su
alto grado de cloracion, los estudios sobre la biodegradacion se han centrado en condiciones
anaerobias, y no se conoce el alcance de la degradacién e aerobia. El objetivo de esta
investigacion fue estudiar la degradacion aerobia de toxafeno y poder establecer estrategias
para aplicar en campo. Inicialmente, se enriquecieron suelos del Copey y biosdlidos en medio
mineral con camfor como unica fuente de carbono, al observar degradaciéon de camfor (GC-
FID) con estos cultivos se evalué la degradacién de toxafeno por GC-ECD. Se obtuvo
degradacion de toxafeno con los biosélidos junto con camfor, probablemente esto se debi6 a
procesos cometabdlicos. Asimismo, se aislaron 7 cepas degradadoras de camfor, de los géneros
Pandoraea, Sphingomonas, Bacillus, Gordonia, Rhodococcus y Xanthobacter, siendo esté dltimo una
posible nueva especie. La degradaciéon de toxafeno por cepas puras se evalué con los
aislamientos de biosélidos pero no hubo degradacién ni como unica fuente de carbono, con
camfor o con glucosa. Por otro lado, para determinar posibles estrategias en campo se
realizaron ensayos en microcosmos con suelos del Copey y diferentes tratamientos: adicion de
camfor, material vegetal, biosolidos o melaza. Sin embargo, no se degradd el toxafeno en
ninguno de los tratamientos mostrando la importancia de aplicar una fase anaerobia previa
para facilitar la degradaciéon aerobia. Al haber obtenido degradacién de toxafeno con los
cultivos de enriquecimiento, podtia sugerirse la bioaumentacién como posible tratamiento. Por

ultimo, este es el primer estudio que muestra degradacion aerobia de toxafeno usando camfor.

Palabras claves: Toxafeno, camfor, cometabolismo, cultivos enriquecimiento, microcosmos.



ABSTRACT
Toxaphene is a mixture of hundreds of polychlorinated compounds and belongs to the group
of persistent organic pollutants (POPs). In Colombia this insecticide was applied principally in
cotton crops located in El Copey, Cesar, between 1974 and early 90s, after its prohibition it
was stored improperly causing soil and groundwater contamination. Due to its higher
chlorination, studies are principally in anaerobic conditions but aerobic degradation is not well
understood. The objective of this study was to investigate degradation of toxaphene under
aerobic conditions using camphor and to establish possible strategies to apply in-situ for
biorremediation treatments. Initially, two enrichment cultures were done with soil from el
Copey and biosolids in mineral media with camfor as a sole carbon source, until camfor
degradation was achivied (GC-FID), toxaphene degradation was evaluated by GC-ECD.
Degradation was observed only with biosolids with camphor, probably by cometabolic
processes. Also, 7 camphor degraders strains were isolated, which were identified and affiliated
to the genres Pandoraea, Sphingomonas, Bacillus, Gordonia, Rhodococens and Xanthobacter, the last
could be a new species. Toxaphehe degradation by pure strains were evaluated only with
strains from biosolids but no degradation was observed with toxaphene as a sole carbon
source, with camphor or with glucose. On the other hand, the evaluation of possible strategies
for field application was done with soil from el Copey in microcosm with the following
treatments: camphor addition, pine and cypres leaves, biosolids and molasses. However,
microcosms experiments did not show toxaphene degradation suggesting that a previous
anaerobic phase is required to enhance aerobic degradation. Although, degradation was
obtained from enrichment cultures with camphor, suggesting bioaugmentation for field
application. Finally, this is the first report that showed stimulation of toxaphene degradation

under aerobic conditions using camphor.

Key words: Toxaphene, camphor, cometabolism, enrichment cultures, microcosms.



1. INTRODUCCION

El toxafeno era producido por la cloracién del a—pineno o canfeno, mediante el uso de cloro
gaseoso y luz UV. Dicho proceso generaba la adicion no selectiva de cloro dando como
resultado una mezcla técnica muy compleja, la cual se ha evidenciado que puede llegar a tener
alrededor de 1000 compuestos policlorados, compuesta principalmente por compuestos entre
hexa y nonaclorados (1).Fue introducido en 1945 por la empresa Hercules Powder Inc. y se
usé principalmente en cultivos de algodoén, pero también en cultivos de soja, mani, tabaco
yotros. Se estima que el uso global de toxafeno antes de su prohibiciéon mundial fue 1.33 X

10°toneladas (2, 3).

Debido a sus propiedades fisicas, se favorece su persistencia, bioacumulaciéon y transporte en la
atmosfera a grandes distancias, representando un peligro para la vida acuatica y terrestre.
Ademasesta catalogado como potencial carcinégeno en humanos, razén por la cual en 1984 la
Organizacion Mundial de la Salud rechazé el uso de toxafeno a nivel mundial. Sin embargo, se

sigui6 usando en varios lugares por casi una década como el caso de Colombia (3,4).

Desde 1953 en el departamento del Cesar en el municipio de El Copey, en el corregimiento de
Caracolicito y en la ciudad de Codazzi en el departamento del Cesar, inici6 la produccion
algodonera. Se estima que entre 1974 y principios de la década de los 90se di6 el uso intensivo
de toxafeno y otros plaguicidas (5) por la aparicion delgusano bellotero Heliothis virescens,que
empez6 a presentar resistencia conllevando a una crisis en la produccién de algodon y
acumulacién de plaguicidashaciéndose obsoletos (6). Las canecas con residuos de estos
plaguicidas fueron enterradas en Codazzi por la salida al corregimiento de Casacarda y
almacenadas en Caracolicito en bodegas de lo que fue la planta desmotadora de laFederacién
Nacional de Algodoneros, sitio en el cual fueron reenvasados y enviados al exterior para su
incineracion (7). De igual manera, en el Cesar se realizoun estudio sobre la incidencia de 6
tipos de cancer, a partir del cual surge la hipotesis que la incidencia de ciertos tipos de cancer
como: cancer de vejiga en mujeres, en Agustin Codazzi y El Copey; cancer de vejiga en
hombres,sélo en El Copey, y canceres de piel no melanomasen hombres, unicamente en
Agustin Codazzi. Pueden estar relacionados con a la exposicion ambiental a plaguicidas en

desuso (8). Por tales motivos es de gran importancia establecer estrategias que puedan ser



aplicadas en el campo para lograr la disminucién en las concentraciones de toxafeno en suelos

contaminados.

A nivel cientifico lo que se conoce acerca de toxafeno es que esta mezcla contiene compuestos
que se degradan diferencialmente en el ambiente, siendo unos mas persistentes que otros (9)
dependiendo del nimero y posicién de cloros en la molécula (10). En suelo se ha determinado
que los productos mas abundantes se encuentran entre heptaclorados a hexaclorados,
principalmente el Hx-Sed y Hp-Sed, y otros parlar en menor abundancia cémo los 206, 40, 41, 44
y 50 (11), productos generados principalmente encondicionesanaerobias (10) y en condiciones
aerobias se conoce muy poco acerca de los productos que se pueden generar en estas
condiciones. En la literatura se encuentran escasos estudios sobre la biodegradacion de toxafeno
por cepa pura bacteriana, donde hay dos reportes de cepas anaerobias que son Dehalospirillum
multivorans (12) 'y Enterobacter cloacae (13). Mientras que en condiciones aerobias solo uno por
Pseudomonas putida (14). Asi mismo, no se conocen todos los productos de la biodegradacién cuya
informacién es importante para poder determinar toxicidad, movilidad y destino ambiental de
estos (11).Por tanto el aislamiento e identificacién de microorganismos degradadores aportaria

nueva informacion para lograr una mejor comprension en el metabolismo del toxafeno.

Dado el limitado conocimiento de la degradaciéon aerobia de toxafeno, este estudio busca
conocer mas a profundidad la degradacién en estas condiciones en suelos contaminados de El
Copey y de esta forma determinar si es importante incluir una etapa aerobia en estrategias de
biorremediacién de suelos contaminados. También evaluar el uso de un compuesto llamado
camfor (molécula no clorada similar estructuralmente al toxafeno) para el aislamiento de bacterias
posiblemente degradadoras de toxafeno como una estrategia que ya ha sido aplicada como en el
caso de PCB donde utilizaron bifenil (15), y de endrina y dieldrina donde se us6 el 1,2-

epoxiciclohexano (16), encontrando cepas degradadores de estos compuestos.

Esta investigacion hace parte del macroproyecto titulado: “Biorremediaciénde suelos
contaminados con toxafeno: Del laboratorio al campo”. Es importante mencionar que este es un
estudio pionero en el mundo que busca aumentar el conocimiento sobre la degradacion aerobia

de toxafeno, llevado a cabo en la linea de investigacion biorremediaciéon de ambientes



contaminados de la Unidad de Saneamiento y Biotecnologia Ambiental (USBA) en la Pontificia

Universidad Javeriana.



2. MARCO TEORICO

2.1 Compuestos halogenados

2.1.1 Caracteristicas generales

En la naturaleza se pueden encontrar mas de 3800 compuestos halogenados, principalmente
clorados o bromados, producidos por organismos vivos o por procesos geotérmicos (17). Sin
embargo, también hay compuestos halogenados sintetizados por el hombre a nivel industrial,
que fueron usados como herbicidas, plaguicidas y solventes entre otros, siendo muchos de
estos compuestos halogenados liberados al ambiente (18,19). Estos ultimos han llegado a

determinarse en suelos, agua, niebla, nieve, animales y humanos (20-23).

2.1.2 Contaminantes organicos persistentes (COP)

Los contaminantes organicos persistentes, se caracterizan por ser altamente persistentes, viajar
largas distancias a través del aire, del agua y las especies migratorias, bioacumularse en los
tejidos grasos y ser toxicos. Al ser compuestos que contienen enlaces carbono-halégeno, son
muy estables en el ambiente siendo resistentes a la degradacién biolégica y fotolitica, propiedad
que aumenta proporcionalmente con el aumento de halégenos en la molécula (24). Ademis,
son compuestos semi-volatiles que pueden existir en fase de vapor y al ser resistentes a la
degradacion fotolitica pueden ser absorbidas por particulas atmosféricas y transportarse largas
distancias, antes de su deposicién y dada su baja solubilidad en agua y alta afinidad por lipidos
(24) se han llegado a determinar en carne, huevos y humanos, incluso en leche materna (23,25).
Se les atribuyen algunos canceres, defectos de nacimiento, disfuncién en los sistemas inmune y
reproductivo (23,25). A principios de la década de los 70 se restringe su uso y posteriormentees
prohibida su aplicacién en Estados Unidos (26) y en el 2001 la Convencién de Estocolmo la
cual es encargada de proteger el ambiente y la salud humana de COPs, sugiere la eliminacién o
trasformacién de estos compuestos, de tal modo que no exhiban las propiedades ya

mencionadas. El convenio inici6é con 12 compuestos, incluido el toxafeno,llamada la “docena



sucia”,aunque en el 2009 se afnadieron 9 compuestos nuevos y para el 2011 se afiadid

endosulfan teniendo hasta la actualidad un total de 22 compuestos (27,28) (Tabla 1).

Tabla 1. Lista de COPs por la Convencién de Estocolmo. Tomada de 28.

el

item Chemicals CAS no, Type Isomers and homologues

2001 amendment

1 Aldrin 309-00-2 Pesticide Aldrin and isodrin

2 Dieldrin 60-57-1 Pesticide -

3 Endrin 72-20-8 Pesticide -

4 Chlordane 57-74-9 Pesticide oi-and B-isomiers

5 Heptachlor 76-44-8 Pesticide -

] HCB 118-74-1 Pesticide and industrial -

7 Mirex 2385-85-5 Pesticide -

8 Toxaphene BO01-35-2 Pesticide Hundreds of isomers

1] ooT 50-29-3 Pesticide p.p -00T; 0,p-DOT; pp'-DDE; pp-DDD

10 PCBs - Industrial and by-product 209 congeners

11 and 12 PCDDs and - By-product 75 PCDD congeners and 135 PCDF congeners
PCDFs

2009 amendment

13 Chlordecone 143-50-0 Pesticide -
[Kepone)

14 Lindane 58-89-9 Pesticide -
(~-HCH)

15 -HCH 319-84-6 Pesticide and by-product -

16 B-HCH 319-85-7 Pesticide and by-product -

17 Hexabromaobipheny! 36355-01-8 Industrial 42 congeners

18 Tetrz-BDE and - Industrial Ca-exist in commercial Penta-BOE
penta-BDE

19 Hexa-BDE and - Induestrial Co-exist in commercial Octa-BDE
hepta-BDE

20 PFOS and its 1763-23-1 Industrial Side-chain somers
salts
PFOSF 307-35-7

21 Pentachlorobenzene 608-93-5 Pesticide, industrial and by-product -

2011 amendment

22 Endosulfan 115-29-7 Pesticide o~ and P-isomers

2.1.3 Toxafeno

El toxafeno es una mezcla de cientos de compuestos policlorados,su sintesis se basa en la

cloraciéon del a—pineno o canfeno en presencia de luz UV. Este proceso genera cuatro

diferentes estructuras: bornano, borneno, canfeno y dihidrocanfeno, las cuales pueden tener

diferentes grados de cloraciéon (Figura 1), generando una mezcla muy compleja denominada

como componentes de toxafeno técnico (CTTs del inglés “Components of Technical

Toxaphene”) y cada compuesto de esta mezcla se denomina como un congénere (2,3).

Estudios han mostrado diferentes cantidades de estos compuestos dentro de la mezcla técnica

desde 174 (29) 246 (30), hasta alrededor de 1000 congéneres (1) y la exacta composicién de

esta mezcla es ain desconocida, asi como sudestino ambiental y el riesgo que puede tener en la

salud humana de cada uno de estos componentes (11).
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Figura 1. Estructuras que componen la mezcla técnica de toxafeno. 1= Bornano; 2=Borneno;
3= Canfeno y 4= Dihidrocanfeno. Tomado de Kucklick & Helm (3).

Para describir estos cientos de compuestos, varias nomenclaturas fueron ideadas siendo la mas
aceptada la basada en el orden de elucion de los compuestos por cromatografia de gases y sus
tiempos de retenciéon denominada “numeracién patlar” (2, 3).Al no conocerse su composicion,
el analisis de toxafeno se dificulta porque se requiere el aislamiento de congéneres individuales
a partir de la mezcla técnica, o el aislamiento de productos de degradacion en el ambiente o a
partir de muestras biologicas. Asi mismo, la produccién de estandares requiere la cloracién
especifica de sus estructuras basales y no se sabe con exactitud cémo llevar a cabo estos
procesos. Por lo que en la actualidad se encuentran unos pocos compuestos individuales de

toxafeno, exactamente 23 estandares de congéneres se encuentran disponibles comercialmente

(Tabla 2).



Tabla 2. Estandares disponibles de diferentes congéneres de la mezcla técnica de toxafeno.

Tomado de (1).

No. Parlar No. de Nombre IUPAC
sustituciones Cloro

11 6 2.2 3-exo.8.9.10-Hexachlorocamphene

12 [ 2-exo 3-endo 8.8 9 10-Hexachlorocamphene

15 6 2-exo.3-endo.7.8.9.10-Hexachlorocamphene

21 7 2.2.5.5 910 10-Heptachlorobornane

25 7 2.2 3-exo 8.8.9. 10-Heptachlorocamphene

26 8 2-endo 3-exo 5-endo. 6-exvo_8.8.10,10-Octachlorcbornane
31 8 2.2 3-exn 8899 10-Octachlorocamphene

32 7 2.2 5-endo. 6-exo 8.9 10-Heptachlorobomane

38 8 2.2.5.5.9.9.10.10-Octachlorobornane

39 8 2.2 3-axo 5-endo 6-exo 8.9.10-Octachlorobornane

40 8 2-ando 3-exo,5-endo.6-exo.8.9.10,10-Octachlorobornane
41 8 2-ex0.3-endo.5-2x0.8.9.9.10.10-Octachlorobornane

42a 8 2.2 5-endo_6-exo,8.8.9.10-Octachlorobomane

42b 8 2.2 5-endo.6-ex0,8.9.9.10-Octachlorobomane

44 8 2-ex0.5.5,8.9.9.10.10-Octachlorobornane

50 g 2-endo 3-exo.5-endo.6-exo . 8.8.9_10, 10-Nonachlerobomane
51 8 2.2.5.5.8.9.10.10-Octachlerobornane

56 g 2.2 5-endo,6-ex0.8.8.9.10.10-Nonachlorcbomane

58 g 2.2 3-exe,5.5.8.9.10.10- Nonachloroborane

59 9 2.2 5-endo.6-ex0.8.9.9.10.10-Nonachlorobomane

62 9 2.2.5.5.8.9.9.10.10-Nonachlorobomane

&3 9 2-exo_3-endo.5-exo 6-ex0.8.8.9.10.10-Nonachlorobornane
69 10 2.2.5.5.6-ex0.8.9.9.10.10-Decachlorobormane

2.1.4 Destino e impacto ambiental de toxafeno.

Cuando el toxafeno entra al ambiente esta mezcla sufre cambios en su composicion, donde
desaparecen los compuestos octa a nonaclorados, encontrindose dos metabolitos
predominantes denominados HxSed [2-ex0,3-endo,5(0 6)-ex0,8,9,10-hexaclorobornano o 2 (o
3)-endo,5-endo,6-ex0,8¢,9b,10a-hexaclorobornano)] y HpSed (2-endo,3-exo0,5-endo,6-
€x0,8,9,10-heptaclorobornano), los cuales han sido determinados sedimentos de lagos (31), en
lodos(32) y suelos (9,33). Asi mismo, el toxafeno se ha llegado a determinar en sitios donde
nunca ha sido aplicado como en la regién del Artico (42) y dentro de la red tréfica se ha
encontrado en varias especies de peces (43,44,47), cetaceos (45), focas (48; 49), ballenas (50) y
caimanes (51) entre otros. También han sido encontrados en tejidos y leche materna de

poblaciones humanas del Artico dado que su dieta se basa principalmente en animales
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marinos(52) y otros lugares alrededor del mundo (30). Estos estudios, han demostrado que en
la biota se acumulan principalmente 3 congéneres en especifico siendo los parlar 26, 50 y 62,
que dada su hidrofobicidad tienden a acumularse en los tejidos grasos. Eso es preocupante ya
que, estudios con estos 3 congéneres en ratones han mostrado que pueden llegar a afectar el
tamafio de la cabeza, desarrollo del sistema nervioso central, malformaciones y retardo en el
crecimiento de los embriones (53,54).De igual manera, en experimentos in vitro se evidencio
que el parlar 26 y 50 aumentaban la proliferacion de células relacionadas con el cancer de seno
(55), y peor aun, estos dos congéneres también fueron encontrados en plasma sanguineo de
cordén umbilical y en recién nacidos (50), lo que indica la potencial amenaza que el toxafeno

representa en la salud humana y vida animal.

2.2  Biodegradacién de compuestos halogenados

2.2.1 Mecanismos de deshalogenacion

En el ambiente se pueden dar diversos procesos que llevan a la degradacién de compuestos
halogenados y otros compuestos organicos, procesos como: fotdlisis, reacciones con
superficies minerales, hidrélisis con agua, oxidacién por oxigeno molecular y degradacion
microbiolégica. En este ultimo se encuentran procesos de deshalogenacion, donde el
microorganismoelimina o reemplaza el halégeno. Estos procesos pueden dar como resultado
sustancias menos o mas toxicas. Dentro de este mecanismo existen varias vias de

deshalogenacion, que se pueden dar tanto en condiciones aerobias como anaerobias(57,58):

a. Deshalogenaciéon oxidativa: Se da por la accion de mono- o dioxigenasas,
introduciendo en el sustrato 1 o 2 oxigenos, respectivamente.

b. Deshalogenaciéon hidrolitica: Mediante deshalogenasas hidroliticas, el hal6égeno es
reemplazado por un grupo —OH el cual se deriva del agua.

c. Deshalogenacion tiolitica: Por la accion de glutation S-transferasas se da el reemplazo
del halégeno por glutation.

d. Sustitucion intramolecular: Se da la formacion de un epéxido al salir el halégeno, por la

accion de enzimas haloalcohol dehalogenasas.
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e. Dehidrohalogenacion: A partir del sustrato se elimina HCl y se da la formacién de un
doble enlace.

f. Deshalogenacion reductiva: El halégeno es reemplazado por un hidrégeno.

Con esta variedad de procesos, la caracterizaciéon de microorganismos deshalogenadores es
muy importante para el entendimiento de su bioquimica y genética, al igual que su aplicacién
industrial y evaluacion del potencial de degradacién de compuestos xenobibticos (57-59). Los
hal6genos son fuertemente electronegativos y sustraen densidad electronica del atomo de
carbono al que estan unidos, lo que hace qué este atomo tenga una deficiencia de electrones, la
cual aumenta proporcionalmente al incrementar el nimero de halégenos, favoreciéndose los
procesos reductivos, como en el caso de los compuestos polihalogenados. Cuando hay menos
cantidad de hal6genos unidos en la molécula se favorecen los procesos oxidativos y la molécula
queda mas susceptible al ataque por parte de oxigenasas ya que ahi la molécula es menos

electrofilica (60-62).

2.2.2 Biodegradaciéon de COPs

Dada la limitada informacion acerca de la degradacion de toxafeno, es importante revisar lo
que se sabe de otras moléculas estructuralmente similares. En esta parte no se pretende hablar
de todos los COPs, sino tomar como ejemplos algunos para mencionar ciertas caracteristicas

de la biodegradacién de esta clase de compuestos como compuestos con 2 anillos aromaticos

(PCB y DDT), cicloalcanos (Lindano) y ciclodienos (Endrina y dieldrina).

PCB (Bifeniles policlorados): Este compuesto era producido por la cloracién directa del
bifenil, generando una mezcla de 209 congéneres. El primer reporte de cepas degradadoras de
PCB fue en condiciones aerobias, realizado por Ahmed & Focht (15) los cuales aislaron dos
cepas de Achromobactersp., una por enriquecimeinto con bifenil y la otra por enriquecimiento
con 4-clorobifenil, donde observaron que los productos producidos eran distintos entre estas
especies, sugiriendo rutas metabdlicas diferentes. Tiempo después Furukawa&Matsumura(63)
aislaron cepas de Alkaligenessp.también por enriquecimiento con bifenil, capaces de degradar 31

congéneres de PCB. A parte de estos hay diversidad de estudios que reportan cepas gram
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negativas (65-68) y gram positivas (68, 69,70,71) como degradadoras de PCB. Asimismo,
estudios de los cuales se han derivado conceptos generales en la degradacion de este

compuesto en condiciones aerobias (64,72-75) tales como:

1. La biodegradabilidad disminuye a medida que aumenta el nimero de cloros en la molécula.
ii. Las moléculas de PCB con cloros en sélo un anillo del bifenil se degradan mds facilmente
que las que tienen cloros en ambos anillos.

ii. Los congéneres con cloros en las posiciones 2,6- o 2-2’ (posiciones orto) son muy poco
degradadas.

iv. Tanto las tasas de degradaciéon como la forma de ataque al anillo aromatico depende

totalmente de la cepa bacteriana usada.

Al conocerse que el bifenil era atacado por dioxigenasas y metabolizado a acido benzoico, para
una mejor comprensién de la ruta metabdlica implicada en el metabolismo de los PCB,
Furukawa & Miyazaki (76), fueron los primeros en clonar los genes (denominados genes bph)
que codificaban para las primeras tres enzimas involucradas en la ruta de degradacion del
bifenil a partir de Pseusdomonas psendoalcaligenes’kKE707. Igualmente, Mondello (77) realizé lo
mismo a partit de Burkbolderia xenovorans 1.B400, y en la actualidad estd determinada la
estructura por cristalografia de rayos X de los componentes bifenil dioxigenasa y de la 2,3-

dihidroxibifenil dioxigenasa que es la primera enzima en actuar sobre el bifenil y PCB (78-82).

Respecto a degradacién de condiciones anaerobias de PCBs, el primer estudio reportado fue
en sedimentos del Rio Hudson (83) vy en este mismo afio Quensenet al. (84) con
microorganismos de sedimentos estudi6 la decloraciéon de PCB observando una disminucion
en los congéneres con cloros en las posiciones meta y para, asicomo el aumento de mono- y
diclorobifeniles. Por otro lado, Tracey ez /. (85) demostraron la decloracion en posiciones ortoe
identificaron secuencias relacionadas a los grupos de Debalococcoides, posteriormente Bedardet al.
(86) con una poblacion de Debalococcoidesobservé la decloracion de 64 congéneres de PCBs que
contenfan entre 4 y 9 cloros, igualmente Wattsez a/ (87) evidencié por medio de
comparaciones filogenéticas con secuencias del gen 16s en cultivos decloradores de PCB que

habfa microorganismos dentro del grupo de deshalogenadores Chloroflexi diferentes a
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Debalococcoides sp. indicando que puede tratarse de un grupo todavia no descrito implicado en la

deshalogenacion de este compuesto.

DDT [1,1,1-tricloro-2,2-bis(4-clorofenil)etano]: El DDTconsiste principalmente en un 85
% de p,p’-DDT y un 15 %o0,p’-DDT. Bajo condiciones anaerobias con cepas de Escherichia
coltyEnterobacter aerogenes, se evidencié que metabolito principal de degradacion del DDT era el
DDD [1,1-dicloro-2,2-bis(p-clorofenil)etano] (88), resultado también obtenido por Ahuja e7 4.
(89)conAlcaligenes denitrificans y con la bacteria intestinal Eubacterium limosum(90). Por otro lado,
hay otro metabolito que es el DDE [1,1-dicloro-2,2-bis(p-clorofenil)etileno] el cual es
producido bajo condiciones aerobias (91), Quensen ¢/ a/. (92) demostré que puede ser
transformado a DDMU |[l-cloro-2,2-bis(p-clorofenil)etileno] bajo condiciones metanogénicas y

sulfidogénicas.

En condiciones aerobias el primer estudio que mostré degradacion de DDT fue el que realizo
Focht & Alexander (46), quienes aislaron una cepa de Hydrogenomonassp. la cual fue capaz de
degradar DDT en presencia de difenilmetano, también Nadeau ez a/. (93) con Alaligenes
eutrophusA5 en un medio minimo de sales con extracto de levadura mostré la degradacion del
DDT a acido 4-clorobenzéico, mismo metabolito observado por Kamanavalli & Ninnekar (94)
con Psendomonas sp.pero crecida con bifenil. Por otro lado, Hay & Focht (95) con Pseudomnonas
acidovorans M3GY y Aislabie et al. (91) con Terrabactersp. DDE-1 mostraron degradacion de
DDE, el primero encontré nueve metabolitos (1. C,,H,O,C,; 2y 3: C,,H,OCl,; 4. C, H,,0,C;
5. C,,H,0Cl; 6. CH.,CIO,; 7. CH,CIO; 8. CH,CIO y 9. CH,CIO,) y el segundo la
transformacion de este compuesto a 4-clorobenzoato, donde ambas cepas estaban en presencia
de bifenil. Asi mismo, Hay and Focht (96) también reportaron la degradaciéon de DDD por
parte de Ralstonia entropha A5 encontrando 7 metabolitos (1 y 2: C,,H,,OC,; 3. C,;H,0,Cy; 4.
CH.CIO; 5. C,H,CIO; 6. C,H,CIO,; 7. C;H,CIO,) cepa crecida también en presencia de bifenil
como unica fuente de carbono. Estudios que sugieren que la ruta de degradacion del DDT

puede ser similar a la del bifenil.

Lindano:El hexaclorociclohexano (HCH), se produce por la cloracién del benceno en
presencia de luz UV y da como resultado una mezcla de 4 isémeros muy estables que son o

(60-70%), B (5- 12%), Y (10-12%) y 8(6- 10%), donde el Y-isémero conocido como lindano es
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el que tiene propiedades insecticidas. En condiciones anaerobias se encuentran varios
microorganismos capaces de degradar uno o los cuatro isémeros, donde hay reportes de varias
especies de  Clostridinmcomo Clostridium  rectum,  Clostridium  sphenoides,  Clostridium  butyricum,
Clostridinmpastenrianum (97-100),  Desulfovibriogigas, Desulfovibrio africanus,Desulfococcus multivorans
(103) vy Dehalobacter sp. (101). Asi mismo, varios estudios han demostrado que el lindano en
estas condiciones al ser degradado produce clorobenceno (102-106), lo mismo se ha
evidenciado con los otros tres isémeros (101, 107). Ohisaef al.(105) propuso que la degradacion
iniciaba por medio de dos dicloroeliminaciones, la primera daba como resultado el Y-3,4,5,6-
tetracloro-1-ciclohexano (X' -TCCH) y la segunda producia el 5,6-diclorociclohexa-1,2-dieno.
Seguido a esto se daba una dehidroclorinaciéon para producir clorobenceno. De la misma
manera, otros estudios han demostrado que el Y-TCCH es un intermediario en la degradacion
anaerébica del lindano (98,100,102,105) y que también a partir de este se pueden encontrar

productos de bencenos triclorados y benceno en si mismo (100).

En condiciones aerobias ha sido reportada la degradacion en diferentes grados de los isomeros
del HCH (108;109, 110,111,112) y con respecto a microorganismos degradadores la mayoria
pertenecen a la familia Sphingomonadaceae(113), dentro de la cual los estudios se han centrado
principalmente en las tres primeras cepas degradadoras que se aislaron Sphingobium japonicum
UT26 (114), Sphingobinm indicumn BOOA (112) 'y Sphingobinm francense Sp+ (115), dentro de las
cuales se han evidenciado diferencias en la degradacion de los isémeros del HCH (116,117).
Donde, los genes necesarios para la degradacion del lindano (genes lin) se identificaron y
caracterizaron en primer lugar para la cepa Sphingobium japonicum UT26 (118) y posteriormente
en la cepa Sphingobinm indicum BOOA (119), encontrando genes muy similares en otras especies

lo que indica la posibilidad de transferencia horizontal de genes (120,121).

Endrina y dieldrina:Diversos estudios se han llevado a cabo en la degradacién de estos
compuestos bajo condiciones anaerobias, Maule ¢7 a/. (122) reporté la degradacion anaerobia
de dieldrina con poblaciones microbianas provenientes de diferentes matrices, evidenciando
que estas poblaciones podian degradar la dieldrina a productos monoclorados. Estos mismos
autores con Clostridium sp. mostraron la decloraciéon de ambos compuestos usando formato
como substrato para crecimiento. Igualmente, Baczynskies a/. (123) usando lodo metanogénico

granular encontr6 aldrina como producto de degradaciéon de la dieldrina y dos productos
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monoclorados derivados de la aldrina, al igual que, productos mono- y diclorados derivados de
la endrina. Con respecto a la aldrina Chiu ez 2/ (124) la identific6 como producto de

degradacion en sedimentos de un rio contaminado con dieldrina y otros organoclorados.

En condiciones aerobias varios microorganismos han sido reportados como degradadores de
ambos compuestos tales como Pseudomonas sp., Bacillus sp., Trichoderma viride(125), Micrococcus
sp.yArthrobacter sp.(126). Asimismo, se ha identificado el 06,7-trans-dihidroxidihidroaldrina
como producto de degradacion de ambos compuestos y Matsumura ez 2/ (127) identific6 la
cetoendrina como producto de degradacion de la endrina.

Por ultimo, Matsumoto ez a/. (16) descubrieron dos nuevas cepas (Burkholderiasp. Y Cupriavidus
sp.) degradadoras de ambos plaguicidas aisladas de suelos no contaminados, usando un

analogo estructural de ambos compuestos llamado 1,2-epoxiciclohexano.

2.3 Biodegradacion de toxafeno

2.3.1 Degradacion anaer6ébica

El gran potencial que poseen los procesos anaerébicos para la deshalogenacion de moléculas
altamente cloradas es muy importante para la biorremediacién de sitios contaminados con
toxafeno. La mayorfa de estudios se han centrado en condiciones anaerobias a partir de
diferentes matrices. Fingerling et.al (9) analizaron la degradaciéon de una mezcla técnica de
toxafeno y monitorearon la degradaciéon de los parlar 32, 42a, 42b, 56 y 59por un periodo de 6
meses, observando al final del experimento la acumulacién de dos productos principales los
cuales caracterizaron eidentificaron como2-exo,5-endo,6-ex0,8¢,9b,10a- y 2-endo,5-endo,6-
ex0,8¢,9b,10a-hexaclorobornanos  (HxSed), productos que después volvieron a ser
determinados por Fingerling & Parlar (33) como productos de degradacion de los parlar 32 y
42 en suelos que ellos contaminaron con estos dos compuestos al cabo de 18 semanas. Asi
mismo, Lacayo et.al (13) con muestras de suelos contaminados con toxafeno y suelos a los
que se les afiadi6 toxafeno, evalué la degradacion de 17 congéneres por un periédo de 79 dias,
encontrando que la mayoria de congéneres se degradaron mas del 80%. En otras matrices,

Buser et.al (32) a partir de muestras de biosolidos provenientes de una planta de tratamientos
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de aguas residuales mostraron degradacion de toxafeno entre 2-4 dias, observando disminucién
mas rapida de los compuestos nona y octaclorados y un aumento de los compuestos
hexaclorados, experimento en el cual encontraron los dos principales metabolitos de
degradacion de toxafeno (HxSed y HpSed). Por otro lado, Lacayo et. al (10) implementando
dos reactores, uno anaerobio conectado con un reactor aerobio con agua contaminada con
toxafeno, evalué la degradacion de 16 congéneres encontrando degradacion de mas del 90% de

todos los compuestos evaluados principalmente por parte del reactor anaerobio.

Respecto a estudios por cepas puras, se encuentra Enferobacter cloacae cepa D1 aislada a partir de
suelos contaminados con toxafeno en Nicaragua, la cual en 40 dias mostré degradacion de 96
mg/l de toxafeno, observando disminucién de los compuestos decaclorobornanos y
nonaclorobornanos, y el aumento de los compuestos hexaclorocanfenos y heptaclorobornanos
(13). También, Ruppe et. al (34, 35) con la bactetia Debalospirillum multivoransen una primera
patte comprobaron la degradacién de una mezcla técnica de toxafeno (10 pg/ul) en 16 dias de
ensayo, evidenciando acumulacién principalmente del compuesto HxSed. En su segundo
estudio investigaron la degradacion del parlar 40, encontrando que este era transformado en el
otro metabolito principal de degradacion HpSed y seguido a esto estudiaron la degradaciéon de
este producto encontrando como resultado compuestos hexaclorados y pentaclorados, al igual
que evaluaron la degradaciéon del HxSed encontrando 3 pentaclorados como principales
productos de degradacién, siendo uno de estos un metabolito comin (5-exdo,6-ex0,8,9,10-

pentachlorobornano) de degradacion generado a partir de HxSed y también de HpSed.

Todos estos estudios demuestran que el principal mecanismo de degradacion anaerobia de
toxafeno es la deshalogenacion reductiva y también es importante mencionar que el analisis de
la degradaciéon de congéneres especificos ayuda a un mejor entendimiento de como se generan
ciertos metabolitos especificos y de cémo la transformacion de varios congéneres puede llevar
a la generacion de un mismo compuesto, asi como estos estudios son evidencia de que todavia
falta generar mayor conocimiento respecto a los productos de degradacion generados en estas

condiciones y los microorganismos que catalizan estas reacciones.
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2.3.2 Degradacién aerobica

Los estudios bajo estas condiciones son mas limitados que la parte anaerobia, sélo se
encuentran dos estudios por cepas puras. El primero fue realizado por Clark & Matsamura (14)
con Pseudomonas putida, la cual habia sido aislada con camfor como unica fuente de carbono,
esta cepa mostrd degradacion de toxafeno en un periodo de 14 dfas, midiendo radioactividad
de toxafeno radiomarcado (*°Cl y '*C) observando un aumento de esta en la fase acuosa de casi
3,6 veces con "“C y 2,3 veces *Cl mayor que las radioactividades medidas con esta cepa pero
en condiciones anaerobias, indicando la generaciéon de metabolitos de toxafeno mas polares y
liberacion de *Cl. Cabe resaltar que ya se sabe que la primera enzima en actuar en la
degradacion de camfor es una monooxigenasa denominada P-450,,, perteneciente a la familia
del citocromo P-450, enzimas que estan presentes en todas las formas de vida y tienen un
papel muy importante en la transformacion oxidativa de moléculas endégenas y exdgenas (36,
37,38). En el mismo estudio realizaron experimentos de degradaciéon de toxafeno con
sedimentos de lagos en condiciones anaerobias y aerobias, usando tres compuestos A. 2,2,5-
endo,6-€x0,8,9,9,10-octaclorobornano, B.2,2,5-endo, 6-exo, 8,9,10-heptaclorobornanoy C.
2,3,3-endo,5,6-¢x0,8,9,10,10-nonachlorobornano, encontrando degradacién de estos en ambas
condiciones pero con un patron diferente, en condiciones anaerobias el orden fue C, By A,y
en condiciones aerobias fue C, A y B, indicando de nuevo que el metabolismo de toxafeno
también puede ocurrir bajo condiciones aerobias, sin embargo se observé que el compuesto B

es mas recalcitrante en condiciones anaerobias.

El otro estudio fue realizado por Lacayo et. al. (39) con el hongo de pudriciéon blanca
Bjerkandera sp.cepa BOL13, usando melaza de cafa, aserrin y cascara de trigo como cosustratos
y as{ evaluar la degradacion de toxafeno cuando el hongo era inoculado en cada uno de estos
compuestos. El hongo en los tres cosustratos fue capaz de degradar toxafeno, sin embargo la
cascara de trigo alcanzé una degradacion del plaguicida del 85% después de 30 dias al igual que
se observo alta actividad de la enzima lignina peroxidasa. Asi mismo, esta autora en el estudio
que realizé en el 2004 con dos reactores uno anaerobio conectado a uno aerobio, no quedo

muy claro el papel que tuvo el reactor aerobio.
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Otros estudios no relacionados con degradaciéon microbiolégica aerobia pero es importante
mencionarlos ya que muestran evidencia de que se pueden dar compuestos de toxafeno
oxidados, fue el realizado por Boon et, al. (40) en microsomas de diferentes animales, donde
observé que los microsomas de Phoca Vitulina, fueron capaces de transformar los congéneres
32y 62, con la aparicion de 4 nuevos compuestos a partir del primero y 2 a partir del segundo.
Al analizar el espectro de masas de estos metabolitos se pudo evidenciar que habia inserciones
posiblemente hasta de 3 oxigenos en una misma molécula, al igual que hubo actividad del
citocromo P-450, hallazgo que refuerza la teorfa que la enzima P450.,, mencionada
anteriormente podtia estar involucrada en el metabolismo de toxafeno. Por otro lado, en el
estudio de Fingerling & Parlar (33) en suclos en condiciones anaerobias, determinaron un
compuesto que llamaron 75,8¢9¢triclorocanfeno-2-uno cuya férmula empirica es C,(H,,C,;0,
pero dadas las condiciones de sus experimentos la formacion de este producto se debié mads a

una deshalogenacion hidrolitica ya que eran suelos completamente saturados con agua.

Finalmente, Kapp & Veter (41) sintetizaron en laboratorio compuestos de toxafeno
hidroxilados ya que esta clase de compuestos no esta bien descrita y no se conocen a fondo
estos metabolitos que pueden producirse a partir de procesos de degradacién del toxafeno, lo
que sugiere que la sintesis de estos compuestos es muy importante para analisis toxicoldgicos,
al igual que su aislamiento a partir de diferentes matrices y de esta forma ampliar los estandares

de referencia que como se menciond anteriormente son Muy €scasos.

2.4 Métodos de biorremediacion de toxafeno

241 DARAMEND”

El DARAMEND?® es una tecnologfa patentada que se usa para la biorremediacién de suelos
contaminados con plaguicidas organoclorados (OCP del inglés “Organochlorine pesticides”),
usa carbono organico que proviene de plantas ricas en celulosa y hemicelulosa, y hierro zero
valente (ZVI del inglés Zero-valent iron). DARAMEND que es una mezcla nutricional que
aporta fuentes de carbono, y agua para saturar el suelo a un 90% de su capacidad de retencion,

este ultimo es muy importante para evitar la difusiéon de oxigeno y generar condiciones
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anaerébicas.El material vegetal al degradarse hace que se generen acidos grasos volatiles que
sirven como fuente de carbono para los microorganismos deshalogenadores, estimulando su
crecimiento y el ZVI puede declorinar las moléculas por procesos de eliminaciéon e
hidrogendlisis y genera hierro ferroso (Fe*?) el cual es oxidado a hierro férrico (Fe™) para luego
precipitarse. Para evitar la acumulacion de productos menos clorados usa también una fase
aerobia, la cual consiste en labrar el suelo para generar aireacion y de esta forma permitir la
difusién de oxigeno, generalmente los ciclos van de 1-2semanas en una fase reductiva seguida

de 2 semanas de fase aerdbica.

Esta técnica ha sido aplicada en Estados Unidos en sitios como Carolina del Sur y Alabama,
donde se biorremediaron 250 y 4.500 toneladas de suelo respetivamente en 448 dias y 173 dfas
después de la aplicacion de DARAMEND, logrando la degradacién de toxafeno en mas del
95%, con concentraciones iniciales de 239 mg/kg en Carolina del sur y 264 mg/kg en

Alabama, y concentraciones finales de 5 mg/kg y 11 mg/kg respectivamente (128,129).

2.4.2 Harina de sangre

Esta tecnologfa se implementa en condiciones anaerobias y busca la estimulaciéon de la
degradacion de toxafeno en suelo y sedimentos, por medio de la adicién de nutrientes. El
producto usado para llevar a cabo esta estimulacién es sangre animal seca y pulverizada, la cual
es rica en carbono ynitrégeno, tambiénaplica fosfatos que sirven como buffer, y en algunos
casos se aplica almidén. Cuando el suelo se mezcla con el producto, es saturado con agua
teniendo la precaucion que esta quede minimo 30cm por arriba del suelo y cubierto con una
capa de plastico, el lodo que se forma es muestreado periddicamente hasta que se alcancen los
niveles deseados del compuesto. Ha sido aplicada en Arizona y Nuevo México, llegando a
tratar hasta 3.5 toneladas y 8000 yardas cubicas de suelo contaminados con 291 mg/kg y 110
mg/kg de toxafeno en 108 y 180 dias respectivamente, alcanzando concentraciones finales de

71 mg/kg y 20 mg/kg (129).
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2.4.3 Gene Expression Factor

Esta tecnologia se basa en la aplicacion de una proteina la cual restaura las proteinas queposeen
las bacterias en el sitio contaminado. Puede ser aplicada con otros aditamentos al suelo como
cal, materia organica (estiércol, carbon) y fertilizantes. La proteina debe ser aplicada por dos
meses minimo dos veces por dia en dias calidos y una vez en dias frios, el método requiere un
estudio detallado del suelo respecto a su quimica, demanda bioldgica de oxigeno, bacterias
nativas, contaminantes y carbono disponible. Con toxafeno esta tecnologfa fue probada en
Morgan Hill, California, donde se trataron 14,200 yardas cubicas de suelo que tenfan una
concentracion de toxafeno de 6.2mg/kg y en dos meses la concentraciéon final fue de

0.130mg/kg (129, 130).

Es importante mencionar que en la literatura no se encontré evidencia detallada que explicara
de forma rigurosa en qué consiste exactamente esta proteina y de cémo interactia con los

microorganismos para restaurar las enzimas que han sido dafiadas por un contaminante.

2.4.4 Xenorem

Esta es una tecnologfa ex situ que consiste en ciclos anaerobios y aerobios, usa aditamentos
organicos como estiércol y aserrin, los cuales mediante el uso una auto propulsadora son
afiadidos al suelo y mezclados. Al ser incorporados estos nutrientes al suelo se incrementa la
actividad metabélica y el oxigeno es agotado, creando condiciones anaerobias y la duracién de
estas condiciones es determinada por estudios previos en laboratorio. Al acabar esta fase, la
auto propulsadora empieza a mezclar el suelo para generar oxigenacion y crear condiciones
aerobias. Si los objetivos no son alcanzados, vuelven a afiadirse los aditamentos mencionados
para continuar con el tratamiento. Esta tecnologia fue aplicada en suelos contaminados con
toxafeno en Tampa, Florida con dos batch el primero tenfa una concentracion inicial de
toxafeno de 129 mg/kg y al cabo de 24 semanas la concentracion descendi6 a 7,8 mg/kg, el

segundo en un periodo de 12 semanas pas6 de 139 mg/kg a 23 mg/kg de toxafeno (129).
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3. OBJETIVOS

31 Objetivo general

Estudiar la degradacion aerobia de toxafeno en suelos contaminados de El Copey.

3.2 Objetivos especificos

*  Determinar si el camfor puede estimular la degradacion aerobia de toxafeno.
* Aislar e identificar bacterias aerobias degradadoras de toxafeno.

* Evaluar posibles estrategias para la biorremediacion aerobia de toxafeno.

21



4, MATERIALES Y METODOS

4.1 Reactivos quimicos

Para los ensayos de biodegradacion se usé (£)-Camfor (96%) adquirido de Sigma Aldrich, el
cual también fue utilizado como estindar cromatografico. El toxafeno utilizado para los
ensayos de biodegradacién se extrajo de los suelos contaminados de El Copey y para su andlisis
cromatografico se usé un estandar de toxafeno técnico (Dr. Ehrenstorfer), junto con los
surrogates 2,4,5,6-tetracloro-m-xileno(Dr. Ehrenstorfer) y PCB No. 209 (Dr. Ehrenstorfer). El
2,2 4-trimetilpentano (isooctano) grado cromatografico fue el solvente utilizado para realizar

las extracciones (J.T. Baker).

4.2 Origen de las muestras

Los suelos contaminados con toxafeno fueron tomadas del predio de las antiguas bodegas de
CENALGODON ubicadas en el corregimiento de Caracolicito, Municipio de El Copey, al
Noroccidente del Departamento del Cesar, en la margen derecha de la via El Copey
Caracolicito por la antigua carretera nacional. L.a muestras se tomaron de un sitio en cercania al
pozo de monitoreo 2 (Fig 2). En este lugar un mes antes del muestreo se realizé una
excavacion donde se removié el suelo de relleno y se expuso el suelo original del lugar (el suelo
del relleno fue colocado alli después de la remocion de suelo superficial contaminado) El area
expuesta tenfa aproximadamente 6 * 3 metros. Se tomaron 20 muestras en 20 diferentes
puntos a 15 cm de profundidad, cerca al punto de muestreo 2 (PM2) y se formé una muestra
compuesta. Esta muestra fue pasada por un tamiz de 2 mm y fue la utilizada en todos los
ensayos de este estudio. El analisis de las propiedades fisico-quimicas del suelo se realizé en el

IGAG (Instituto Geografico Agustin Codazzi) y los resultados se encuentran en el Anexo 1.
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Figura 2. Esquema antiguas bodegas decCENALGODON. Las muestras fueron tomadas cerca a PM2.

Los biosolidos se originaban en un digestor anaerobio, el cual trataba sélidos sedimentados en
el tratamiento primario de la planta de tratamiento de aguas residuales el Salitre. La idea de usar
estos biosodlidos fue con la intenciéon de aprovechar la poblacién microbiana que estos tienen y

el potencial que representan para la biodegradacién de xenobidticos.

4.3 Aislamientos directos

Los aislamientos directos se hicieron afiadiendo 10 g de suelo en 90 ml de solucién salina
0.85% (p/p), se llevaron a agitacién orbital a 160 rpm por 15 minutos. Seguido a esto se
hicieron diluciones seriadas de 10” a 10°por duplicado y finalmente de cada dilucién se
tomaron 100 ul que fueron colocados encajas de petri con medio mineral solidificado con agar
bacteriolégico (Oxoid) y el camfor se afiadia en la tapa de la caja de petri (10 mg
aproximadamente), las cajas fueron incubadas a 30°C por una semana.Al cabo de la semana se
seleccionaron diferentes morfotipos para evaluar la capacidad de crecimiento con camfor (500

1 ;. . .
mg*L.") como unica fuente de carbono.las cepas se evaluaron en Bioscreen (Bioscreen
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C*Microbilogy Reader- Labsystems Oy, Helsinki, Finland) midiendo la densidad o6ptica

(600nm) durante 1 semana en intervalos de tiempo de 2 horas.

4.4 Cultivos de enriquecimiento con camfor

Se establecieron dos cultivos de enriquecimiento por aparte, uno a partit de suelos
contaminados de El Copey y otro a partir de los biosélidos.Cada muestra (10g) fue afiadida en
100mlde medio mineral (Anexo 2) con camfor(500mg*L.") como unica fuente de carbono y
los cultivos fueron incubados en oscuridad a 30°C y 200rpm. El experimento se llevé a cabo
por triplicado y semanalmente, se realizaron cuatro pases sucesivos por un mes, transfiriendo
10 ml de cultivo a 90ml de medio mineral nuevo con camfor. Para evaluar la degradacion de
camfor se tomaron muestras de 3 ml en los dias 0, 1, 4 y 7(El tiempo 0 corresponde al
momento de inoculo o pase) y se determiné la concentraciéon de camfor por GC-FID (ver

numeral 4.11).

4.5 Degradacion de toxafeno por cultivos de enriquecimiento con camfor

Para evaluar degradacion de toxafeno se usaron los cultivos enriquecidos mencionados en el
numeral anterior. El experimento se realizé por un periodo de 21 difas, en viales de 15ml por
sacrifico, con los siguientes tratamientos (n=3): toxafeno (25mg*L.")como unica fuente de
catbono, toxafeno con camfor (500mg*L"), toxafeno con glucosa (986,75 mg*L") y un
control abidtico con toxafeno y camfor sin inoculo, todo fue incubado a 30°C y 200rpm en
oscuridad. La concentracién de glucosa fue equivalente a 500 mg*L." de camfor teniendo en

cuenta la cantidad de carbonos en cada compuesto.

El toxafeno usado para realizar estos ensayos fue extraido de los suelos de El Copey y se
cuantificaba por GC-ECD (ver numeral 4.11) para conocer su concentracion y a partir de esta
realizar el experimento. El toxafeno y el camfor estaban disueltos en isooctano, por lo que se
colocaban previamente a los viales, y se esperaba aproximadamente media horahasta que el
solvente se evaporara y luego se afladian2.7 ml de medio mineral y 0.3 ml de cultivo, mientras
que el caso de los controles abidticos se utilizaron 3 ml de medio mineral sin inoculo. La

extraccion de toxafeno se realizé los dias 0, 1, 7, 14 y 21, y su concentraciéon fuemonitoreada
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por GC-ECD.Por ultimo, en cada tiempo de muestreo los viales eran abiertos en cabina por

15minutos para permitir su oxigenacion.

4.6 Aislamiento de bacterias a partir de cultivo enriquecido con camfor

Después del enriquecimiento mediante 4 pases sucesivos, se hicieron diluciones seriadas en
solucién salina 0.85% (p/v) por duplicado (10? — 107), transfiriendo 0,1ml de cada dilucién a
una caja de petri con medio mineral solidificado con agar bacteriolégico (Oxoid) y el camfor se
afiadia en la tapa de la caja de petri, las cajas fueron incubadas a 30°C por una semana. Al cabo
de la semana se seleccionaron diferentes morfotipos para evaluar la capacidad degradadora de

camfor como tunica fuente de carbono.

4.7 Identificacion de bacterias aisladas de cultivos de enriquecimiento

Las bacterias degradadoras de camfor fueron caracterizadas micro y macroscopicamente, e

identificadas genotipicamente mediante la secuenciacion del gen 16S ARNT.

4.7.1 Descripcién micro y macroscopica de las cepas

Esta descripcion se realizé por medio de la coloracion Gram vy las caracterfsticas macroscopicas

se realiz6 teniendo en cuenta la pigmentacion, tamafo, textura, forma de borde y elevacion.

4.7.2 Extraccién ADN de las cepas

Se realizé una siembra masiva por cada cepa, la cual fue transferida a 50 ml de caldo nutritivo
(Oxoid), al cabo de 3 dias se transfirieron 15ml del medio a un tubo falcon de 15ml y se
centrifugaron a 10000rpm por 15minutos. Se descartaba el sobrenadante y se adicionaban 15ml
de solucién salina 0,85%(p/v) para lavar y resuspender las células, se centrifugaba de nuevo
10000rpm por 15minutos, proceso que era repetido 3 veces, pero el dltimo lavado se realizaba
en un tubo eppendorf con 1,5ml de la solucién salina con las células. Al descartar el
sobrenadante el pellet se resuspendia en 600 ul de tampén TE (Tris-Cl 10 mM - pH 8.0,
EDTA 1mM - pH 8.0) y 15 pl de lisozima (50 mg/ml), para luego ser colocados en bafio matia
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a 37°C.Después de una hora, se adicionaban 30 ul de SDS al 10% y 3 ul de proteinasa K (20
mg/ml), llevando al bafio matfa a 50°C por una hora. Posteriormente, se agregaban 100 ul de
NaCl (5M) y 80 ul de CTAB/NaCl (CTAB 10% - NaCl 0,7 M), y se incubada 10 minutos a
65°C en bafio maria. Se afiadian 750 ul de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), se mezclaba
en vortex y se centrifugaba 5 minutos a 13000rpm. Se transferfa el sobrenadante a un tubo
eppendorf nuevo y a este se le afiadian 750 ul de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico
(25:24:1), esta mezcla era centrifugada 15 minutos a 13000rpm. Después, se tomaba el
sobrenadante y se transferfa a otro tubo eppendorf para anadirle 450 pl de isopropanol y los
tubos se dejaban durante la noche a -20°C. Al cabo de este tiempo, se centrifugaban por 15
minutos a 13000rpm, se descartaba el sobrenadante, se afiadian 200 pl de etanol al 70% y se
centrifugaba nuevamente 15 minutos a 13000 rpm. Finalmente, el etanol era secado, se
resuspendia el ADN en 60 ul de tampén TE, se afiadfa ARNasa para tener una concentracion
final de esta de 15 pg/ml y se incubaba a 37°C durante 1 hora. Las muestras fueron

mantenidas a -20 °C hasta su uso.

La integridad del DNA fue evaluada mediante electroforesis por 1 hora a 120 voltios, en un gel
de agarosa al 1% (p/v) en TAE (EDTA, Tris-HCl, Acetato) 0,5X, tefiido con 2ul de SYBR"
Safe (Invitrogen), el marcador de peso usado fue Hipper Ladder I (Bioline) y el gel fue

analizado en un transiluminador (GelDoc™ XR+System; Biorad) y luz ultravioleta.

4.7.3 Amplificacién del gen 16S ARNr

Para la amplificacion del gen 16S ARNr se usaron los primers universales 27F (5-
AGAGTTTGATCMTGGTCAG-3) y 1492R (5-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3)
(131).

La reaccién de PCR se llevo a cabo en un volumen final de 70 ul con los siguientes reactivos:
Buffer (1X) (BIOLINE), MgCl, (3 mM), dNTPs (0,2 mM c/u), primers (0,5 mM), Taq
polimerasa (2.5 U) (BIOLASE™ DNA Polymerase; BIOLINE) y 2ul de ADN molde. L.a PCR
se realiz6 en un termociclador (MyCycletTM Thermal Cycler, BioRad) con el siguiente
programa: denaturacion inicial por 3 minutos a 95°C, seguida de 30 ciclos que consistieron de

denaturacion a 95°C por 30 segundos, 55°C por 40 segundos y 72°C por 1 minuto, y la
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extension final a 72°C por 7 minutos. Por ultimo, a los productos obtenidos se les realizé una
electroforesis por 1 hora a 120 voltios, en un gel de agarosa al 1% (p/v) en TAE (EDTA,
Tris-HCI, Acetato) 0,5X, tefiido con 2ul de SYBR" Safe (Invitrogen), el marcador de peso
1

usado fue Hipper Ladder I (Bioline) y el gel fue analizado en un transiluminador (GelDoc™

XR+System; Biorad) y luz ultravioleta.

4.7.4 Secuenciacion y analisis de los productos de PCR

Los productos de PCR fueron purificados y secuenciados por Macrogen (Maryland, Estados
Unidos). Una vez se tenfan las secuencias, estas fueron editadas y ensambladas en el software
CLC Main Worckbench Version 7.5.1° y luego comparadas con la base de datos RDP (del
inglés Rizbosomal Database Project), la cual contiene secuencias de referencia de los genes del 168
ARNr de bacterias junto con el programa BLAST del NCBI (del inglés National Center for
Biotechnology Information). Con las secuencias mas similares de cepas de referencia que se
obtuvieron de la base de datos RDP se realizaron alineamientos multiples con Clustal W y se

construyeron arboles filogenéticos para cada cepa en el programa MEGA Version 6.06".

4.8 Evaluacion de la degradacién de camfor por las cepas

Las diferentes cepas fueron evaluadas para comprobar su capacidad de crecer con camfor
como unica fuente de carbono. Para la preparacion delpreinéculo, se realizaron 5 siembras
masivas las cuales después de una semana fueron colocadas en 50ml de medio mineral con
camfor(500mg*L."), extracto de levadura (100 mg*L.") y se pusieron en agitacién a 30 °C y 200
rpm. Al cabo de 3 dias, los 50ml de medio se transfirieron a un falcon de 50ml, se
centrifugaron a 10000rpm por 15minutos, se descartd el sobrenadante y se realizaron tres
lavados con 50ml de solucién salina 0,85% (p/v), cuando se afiadia la solucién salina se
centrifugaba, se descartaba el sobrenadante y volvian a afnadirse 50ml de la solucion. Al final de
los lavados, las células se resuspendian en medio mineral, por ultimo 10ml de las células se
transferfan 2 90ml de medio mineral con camfor (500mg*L.").La evaluacién de la degradacion
de camfor se realizé por triplicado con un control abidtico que sélo tenfa camfor y medio
mineral.Las extracciones de este se realizaron los dias 0, 1, 7 y 14 y las muestras fueron

analizadas por GC-FID.
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4.9 Degradacion de toxafeno por cepas degradadoras de camfor

Las cepas evaluadas fueron las provenientes de los enriquecimientos microbianos de las
muestras de biosélidos, ya que solo a partir de estos se observé degradacion de toxafeno en los
cultivos de enriquecimiento. Los tratamientos evaluados (n=3) para este ensayo fueron:
toxafeno como tnica fuente de carbono, toxafeno con camfor (500 mg*L"), toxafeno con
glucosa (986,75 mg*L.") y un control abiético con toxafeno y camfor, sin el inoculo. El ensayo

fue realizado por sacrificio, con un volumen de trabajo de 3ml.

Antes de iniciar el experimento, 5 siembras masivas de cada cepa fueron colocadas en 200ml
de medio mineral con camfor (500mg*L.") durante 1 semana, al cabo de este tiempo las células
se lavaron 3 veces con solucién salina 0,85% (p/v) y al final eran resuspendidas en 50ml de
medio mineral para el caso de los tratamientos con toxafeno y toxafeno con camfor, o
resuspendidas en medio mineral con glucosa a una concentracién de 986,75 mg*L.". Seguido a
esto, en viales de 15 ml se colocaba toxafeno y camfor cuando el tratamiento lo requeria
disueltos en isooctano permitiendo la evaporacion del solvente. Finalmente, 3ml de cada medio
con cada microorganismo eran trasferidos a estos viales los cuales fueron incubados a 30°C y
200rpm en oscuridad. La extraccién de toxafeno se realizé los dias 0, 10, 21, 40, 60y la
concentraciéon de toxafeno fue monitoreada por GC-ECD. Cada 10 dfas los viales eran

abiertos en cabina por 15minutos para permitir su oxigenacion

4.10 Evaluacion de posibles estrategias para la biorremediacion aerobia de toxafeno

4.10.1 Determinaciéon del % de humedad y % de capacidad de campo se los suelos de Fl
Copey

Para la determinacion del % de humedad se tomé el peso de 3 cajas de petri vacias y luego se
les afiadieron 10 g de suelo y de nuevo se volvié a tomar el peso. Para la determinacion del %
de capacidad de campo a tres tubos falcon de 50 ml con orificios en la parte inferior se les

afiadieron 10 g de suelo, se saturaron con agua y cuando se evidencié que el agua ya no salia
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del tubo se transfiri6 el suelo a cajas de petri previamente pesadas. Las cajas de ambos ensayos
se colocaron a 105°C durante 24 horas y al cabo de este tiempo el peso de las muestras fue
nuevamente tomado. Con los resultados obtenidos se calculé cuanta agua debia afiadirse a los

microcosmos para tener un 60% de humedad en el suelo (Anexo 3).

4.10.2 Montaje microcosmos

El experimento en microcosmos tuvo una duracion de 240 dias, se realizé por sacrificio con
suelos contaminados de El Copey y por triplicado cada tratamiento. Se usaron frascos de 20ml

con 5 g de suelo y los tratamientos evaluados fueron como se muestra en la Tabla 3:

Tabla 3.Tratamientos evaluados en microcosmos. Todos contenfan 5 g de suelo contaminado con

toxafeno.

Tratamientos

1. Suelo estéril
2. Atenuacion Natural
3. Adicion de fosforo y nitrégeno

4. Adicion de material vegetal

5. Adicién de material vegetal y biosélidos

6. Adicién de material vegetal, biosolidos y cal

7. Adicién de camfor, fésforo y nitrégeno

8. Adicién de melaza, fésforo y nitrégeno

El material vegetal utilizado y los biosélidos se afiadieron en una cantidad correspondiente al
5% respecto a la cantidad de suelo usada. Los biosoélidos fueron obtenidos de la planta de
tratamiento de aguas residuales El Salitre. Las hojas que se afladieron fueron de eucalipto
(Ewucalyptus cinerea) 'y ciprés (Cupressus lusitanica) en una cantidad de 0,125 g de cada planta, las
hojas fueron cortadas en pequefios trozos de aproximadamente 3mm.la composiciéon de cada
tipo de hojas y de la melaza fue determinada en Dr. Calder6n LABS(Anexo 4). La
concentraciéon de melaza de cafia usada fue de 10 mg por cada microcosmos. La concentracién
de nitrégeno y fosforo fue calculado basandose en la cantidad de carbono, nitrégeno y fésforo
que contenfa la melaza para llegar a la relacion 100:10:1 de C:N:P.La descripcion de la

preparacion de las diferentes soluciones de nutrientes se encuentra en el Anexo 5.
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Cada 10 dfas los frascos eran abiertos y agitados manualmente para generar oxigenacién, y cada
40 dias se afiadfan nutrientes o agua destilada estéril en una cantidad de 368 pl para mantener
un 60% de humedad relativa en el suelo. A los tratamientos 1., 2., 4., 5.y 6.(Tabla 3) se les
afiadfa agua destilada estéril y a los tratamientos 3.solucién con solo fésforo y nitrégeno,
7.solucion con camfor, fésforo y nitrégeno y 8.soluciéon con melaza fésforo y

nitrégeno(Anexo 5).

4.11 Cuantificacion de camfor y toxafeno

El monitoreo de las concentraciones de camfor y toxafeno se realiz6 por cromatografia de
gases GC-2014 (Shimadzu), con detector de ionizaciéon de llama (GC-FID, del inglés
gaschromatography with flame ionization detector) para camfor y con detector de captura de electrones

(GC-ECD, del inglés gaschromatography with electron capture detector) para toxafeno.

4.11.1 Extraccién liquido-liquido de camfor y toxafeno

Para los ensayos de degradacién de camfor se preparaba un stock a 20,000 mg*L" en 2,2.4-
trimetilpentano y se afadfan 2.5ml a un erlenmeyer de 250ml, dejando evaporar el solvente por
aproximadamente 3 horas para después anadir 100ml de medio mineral (Anexo 1), teniendo
una concentracién final de camfor de 500mg*L"'. Se tomaban 3ml del medio y eran
transferidos a un vial de 15ml y se afadian 3ml del solvente, esto se colocaba horizontalmente
en shaker a 200rpm durante 24 horas, al cabo de este tiempo se tomaba el solvente y se

transferfa a un vial de cromatografia para su analisis por GC-FID.

Con el toxafeno los ensayos se hicieron a una concentracién de 25mg*L." por sacrifico, con
3ml de medio mineral al cual se le afiadian 3ml del solvente, la extraccion se realizaba como el
camfor pero el solvente era pasado por un filtro de nylon (Agilent, 25mm; 0.22um) y
transferido a otro vial de 15ml con 1 g de sulfato de sodio anhidro granular (J.T Baker), al cual
se le hacfa vortex por 10 segundos y seguido a esto se tomaba de nuevo el solvente y se pasaba

a un vial de cromatografia para ser analizado por GC-ECD.
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4.11.2 Extraccién sélido-liquido de toxafeno

En esta parte experimental se utilizaron dos compuestos como surrogates el 2,4,5,6-tetracloro-
m-xileno y PCB No. 209.La extraccién se realizé en frascos de 20 ml con 5gr de suelos
contaminados de El Copey, a los cuales se les afadia 0.625 ml del stock de 2,4,5,6-tetracloro-
m-xileno (400mg*L."), dejando 20 minutos para permitir la evaporacién del solvente, luego se
afiadfan 5 g de sulfato de sodio anhidro granular, se agitaban para mezclar y se afiadian 10ml
del solvente. Por ultimo, los frascos eran colocados en sonicaciéon por 18horas, al cabo de este
tiempo se tomaba el solvente con jeringa y aguja, se pasaba por un filtro de nylon (Agilent, 25
mm; 0.22 um) a un vial de cromatografia. Finalmente, en otro vial se colocaban 0.925 ml de
solvente al que se le afiadfa 0.050 ml de la muestra previamente filtrada (dilucién 1:20) y 0.025

ml de PCB No. 209, las muestras eran analizadas por GC-ECD.

4.11.3 Cuantificacién de camfor por GC-FID

Los analisis de camfor se realizaron en un cromatografo de gases GC-2014 (Shimadzu) con
una columna SHRX-5 (Shimadzu; 30m x 0.32mm didmetro interno, 0.50um de grosor). El
protocolo de corrida era con helio como gas de arrastre (velocidad lineal 28,2 cm/sec) y
nitrébgeno como gas make up, fue con una temperatura del puerto de inyeccién de 250°C, la
temperatura de la columna fue programada asi: 80°C por cinco minutos, luego un incremento
de 40°C/min hasta 280°C por 5 minutos. Se inyectaba 1 ul de muestra en modo splitless y la

temperatura del detector era de 300 °C.
La curva de calibracién se realizé con ocho concentraciones (10, 20, 60, 100, 250, 500, 700,
1000mg*L.") por duplicado, con dos inyecciones por concentracién y se determiné el

coeficiente de determinacion () y el tiempo de retencién del camfor (Tabla 4, Anexo 6).

4.11.4 Cuantificaciénde toxafeno por GC-ECD

Los analisis de toxafeno y los surrogates se realizaron en un cromatografo de gases GC-2014
(Shimadzu) con una columna DB-XLB (Agilent; 30 m x 0.25 mm diametro interno, 0.25 pm

de grosor). Se usé helio como gas de arrastre (velocidad lineal 32,4 cm/sec) y nitrégeno como
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gas make up, la corrida se realizaba con una temperatura en el puerto de inyeccion de 220°C, la
temperatura de la columna fue programada asi: 200°C por dos minutos, luego un incremento
de 5°C/min hasta 300°C por 6 minutos. Se inyectaban 0,2 ul de muestra con un split 100:1 y la
temperatura del detector era de 320 °C.

Las curvas de calibracién se realizaron para los tres compuestos, siendo la del 2,4,5,6-
tetracloro-m-xileno y el PCB No. 209 a concentraciones de 0.1, 0.5, 1.3, 2.3, 5.2, 7.8
mg*Ll(Anexo 7). La curva de toxafeno se realiz6 con concentraciones de 20, 50, 100, 200, 300
y 400 mg*L'(Anexo 8). Todas las concentraciones fueron realizadas por duplicado, inyectadas
dos veces y se determiné el coeficiente de determinacién (r°) y el tiempo de retencién de los

tres compuestos (Tabla 4).

Tabla 4. Tiempos de retencién y coeficientes de determinacién de las curvas de calibracion

realizadas para cada compuesto.

Compuesto Tiempo de retencion (minutos) 12
Camfor 8,34+0,0076 0,9945
Toxafeno Ventana de 5-16,7 0,9974
2,4,5,6-tetracloro-m-xileno 4,2240,0018 0,9721
PCB No. 209 22,041£0,0024 0,9521

4.11.5Porcentajes de recuperacién de toxafeno, 2.4,5,6-tetracloro-m-xileno, PCB No. 209 y

camfor

Los porcentajes de recuperacion eran calculados segin la ecuacion:

Cexperimental

%R:( ) 100

Ctedrica

Donde: %R es el porcentaje de recuperacion
. ., . 1
Cexperimental es la concentracion experimental de camfor o toxafeno, en mg*LL

;. ., , . 1
Ctedrica es la concentracion teérica de camfor o toxafeno, en mg*L.
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5. RESULTADOS

5.1 Aislamientos directos

A partir de los aislamientos con suelos del Copey, se obtuvieron 14 cepas posiblemente
degradadoras de camfor. Durante 1 semana se monitoreo el crecimiento a 600nm cuando

estaba presente el camfor (500mg*L.") como unica fuente de carbono (Figura 3):
1,0

0.8 4

0.6

DO 600nm

U.U T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Haras

Figura 3. Crecimiento bacteriano por densidad 6ptica. @ Control Abibtico, @ Cepa 1Cp;©
Cepa 2Cp; O Cepa 3Cp.

En la grafica sélo se muestran tres cepas las cuales a comparacién del control abiético no
muestran crecimiento a través del tiempo con camfor como unica fuente de carbono. Este

mismo patrén fue observado con las otras cepas aisladas directamente de los suelos del Copey.
5.2 Cultivos de enriquecimiento con camfor

Durante los 28 dias de duracién del cultivo enriquecido se evidencié en cada pase realizado la
degradacion de camfor durante el enriquecimiento por parte de los suelos y de los biosélidos
(Figura 4). Al cabo de una semana la concentracién de camfor disminuy6 de 500mg*L." hasta
0y 29 mg*L.", en suelos y biosélidos.Asimismo, en todos los pases realizados se observé una

tendencia en la disminucién de este compuesto entre el dia 1 y 4, indicando que la presion
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Figura 4. Degradacion de camfor en cultivos de enriquecimiento A)Pase 1, B) Pase 2, C) Pase 3 y D)

Pase 4. @ntrol abiotico;Sud@®s Copey;Biosoli@s.
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5.3 Evaluacion de la degradacion de toxafeno por cultivos de enriquecimiento

w
o

=
o
1

Concentracion Toxafeno(mg*L ™)
N
(@]

Dias

Figura 5.Degradacién de toxafeno por cultivos entiquecidos con camfor. @Control abiético; OCopey
+ Toxafeno; @Biosdlidos + Toxafeno; OCopey + Toxafeno + Camfor; O Biosolidos+ Toxafeno +
Camfor; @Copey + Toxafeno + Glucosa; @Biosdlidos + Toxafeno + Glucosa.

De todos los tratamientosevaluados,se encontré que solo los biosélidos en presencia de
camfor fueron capaces de degradar toxafeno (25 mg*L")(Figura 5). En este tratamiento la
concentracién final de toxafeno fue de 17,07 * 2,3Orng*L’1, mientras que los otros
tratamientos presentaron una concentracién promedio total de 27,65 + 1,47 mg*L". Sin
embargo, al hacer una prueba de Tukey no hubo diferencias significativas entre los
tratamientos evaluados (IBM SPSS Statistics 19) (Anexo 9). De igual manera, analizando el
perfil de estos cromatogramas mediante la comparacién con el control abidtico (Figura 6) se
observé una disminuciéon en los compuestos de mayor tiempo de retencién entre 15-20
minutos (probablemente los congéneros mas clorados) y un aumento en los compuestos con
menor tiempo de retencién entre 5-10 minutos (probablemente los menos clorados y/o a los

cuales se incorpord grupos de oxigeno) (2), sugiriendo que hay una generacién de productos
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mas oxidados ya que al ser mas polares interactian menos con la columna hidrofébica y de

este modo sus tiempos de retencién disminuyen.
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Figura 6. Cambios en el perfil cromatografico de toxafeno con biosélidos y camfor. A=15-20minutos;
B=10-15minutos; C=5-10minutos. Linea negra= Control abidtico; Lineas rosadas y azul= Biosélidos

con camfor y toxafeno.

Por esta razén se analizan los tratamientos dividiendo los cromatogramas en 3 ventanas de 5-
10minutos, 10-15 minutos y 15-20minutos (Anexo 10), construyendo una curva de calibracion
para cada ventana (Anexo 11) y de esta forma ver mas detalladamentelos cambios
mencionados anteriormente (Figura 7).Este analisis permitié comprobar los cambios que se
observaron en los cromatogramas de toxafeno con el tratamiento de biosélidos y camfor.
Evidenciando la disminucién en los compuestos con mayores tiempos de retencion y
acumulacién de los compuestos con menores tiempos de retencién mayores tiempos de

retencioén. Tendencia que no fue observada en el resto de tratamientos evaluados.
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Figura 7. Analisis por ventanas de la degradacion de toxafeno: A=15-20minutos; B=10-15 minutos;
C=5-10minutos. @ Control abidtico; pey + Toxafeno; B®sdlidos + Toxafeno; Cdey +
Toxafeno + Camfor; OBiosélidos+ Toxafeno + Camfor; @Copey + Toxafeno + Glucosa; @
Biosélidos + Toxafeno + Glucosa.

5.4  Aislamiento eidentificaciéon de cepas aisladas a partir de cultivos de
enriquecimiento.

Al observar que el camfor era degradado por los cultivos de enriquecimiento, se realizaron

aislamientos de bacterias obteniendo 7 cepas en total (4 de biosélidosy3 de suelos).Se les hizo

la caracterizacion macrocoscopica y microcoscopica mediante tincion Gram, encontrandose

microorganismos tanto Gram positivos como Gram negativos (Tabla 5):

Tabla 5. Caracteristicas macro y microscopicas de las cepas.

Caracteristicas
Cepa Macroscopicas Microscépicas

Colonia con centro café, borde
lobulado, convexa, forma de colonia

BS1 . o Bacilo Gram positivo
irregular, con superficie lisa y
cremosa, traslucida
BS 2 Colonia pequefia, puntiforme, borde  Bacilo Gram negativo (Bacilo
redondo, plana, superficie lisa, opaca pequefio)
Color rojo opaco, colonia pequefia .
BS 3 . Jo opaco, Peq ’ Cocos Gram positivos
bordes irregulares, elevada y cremosa
Color caqui, colonia redonda cremosa, . .
BS 4 Bacilos Gram negativos

opaca y elevacién convexa

Colonia con punto café, cremosa,
SC1 plana, translucida, borde entero, Bacilos Gram negativos
forma redonda

Colonia con punto café, forma
redonda, elevacion plana, textura
cremosa, borde entero, y colonia

pequena

SC2 Bacilos Gram negativos

Colonias puntiformes, traslucidas,
SC3 color amarillo palido, borde entero, Bacilos Gram negativos
elevacion plana

BS=Biosélidos; SC= Suelos Copey.
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Para la asignacién taxonémica de los microorganismos, se construyeron arboles filogenéticos
en el programa MEGA Version 6.06” (Figura 8), con la secuencias del gen 16S ARNr de cada
cepa y con las secuencias mas cercanas de cepas de referencia que arrojo6 la base de datos RDP.
Los arboles se realizaron por “neighbor joining”y las secuencias fueron alineadas con el
microorganismo ~ mas  cercano  con  la  herramienta =~ EMBOSS = Matcher

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss matcher/nucleotide.html).

1. Cepas SC 1y SC2

Burkholderia vietnamiensis cepa LMG 10929
Burkholderia latens cepa R-5630T

Burkholderia seminalis cepa DSM 2351

Burkholderia cepacia

Burkholderia arboris cepa R-24201T

Burkholderia metallica cepa R-16017T

Burkholderia diffusa cepa R-15930T

Burkholderia pyrrocinia
Burkholderia stabilis cepa LMG 14254

Burkholderia glumae

Burkholderia oklahomensis cepa C6786 16S
Pandoraea thiooxydans cepa ATSB16 165

Pandoraea pulmonicola

Burkholderia norimbergensis

Pandoraea apista cepa LMG 16407

Pandoraea pnomenusa cepa CCUG 38742

Pandoraea sputorum

Pandoraea oxalativorans cepa TA25
Pandoraea vervacti cepa NS15

SCA1

sCc2

0,005
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2. CepaSC3

Sphingomonas yabuuchiae
ESphingomonas pseudosanguinis cepa G1-2T
Sphingomonas parapaucimobilis

Sphingomanas paucimaobilis cepa ATCC 29837

Sphingomaonas yunnanensis cepa YIM 003

Sphingomonas desiccabilis cepa CP1DT
Sphingomonas panni cepa C52
Sphingomonas sp. cepa J35-26 165

4|7—Sphingumnnas dokdonensis cepa DS-4
Sphingomonas mucosissima cepa CP173-2

Sphingomonas sanxanigenens cepa NX02

Sphingomonas indica cepa Dd16

Sphingobium ummariense cepa RL-3

Sphingobium quisquiliarum cepa P25

Sphingobium jiangsuense cepa BA-3

_|

Sphingomonas fennica cepa K101T

Sphingomonas formosensis cepa CC-Nfb-2

0.005

3. CepaBS1

Sphingomonas haloaromaticamans cepa A175T

Sphingomonas wittichii cepa DSM 6014
ESphingumDnas histidinilytica cepa UM2
SC3

Bacillus indicus cepa Sd/3T
I: Bacillus cibi cepa JG-30

Bacillus idriensis cepa SMC 4352-2

Bacillus humi cepa LMG 22167

Bacillus smithii

Bacillus sp. cepa S5L213
Bacterium LMG 18435

Bacillus acidicola cepa 105-2

_|7 Bacillus sporothermodurans
Bacillus oleronius cepa ATCC 700005

Bacillus lentus

Bacillus kribbensis cepa BT080

Bacillus niacini gene
Bacillus subterraneus cepa DSM13966T

Bacillus sp. cepa WCC 4585

{ Bacillus infantis cepa SMC 43521
Bacillus firmus cepa |AM 12464

Bacillus fordii cepa R-7190

Jeotgalibacillus sp. cepa WS 4628
— Bacillus badius cepa ATCC 14574

0.005

LBs1



4. CepaBS2
Gordonia sihwaniensis cepa DSM 44576
Gordonia chaolesteralivorans cepa Chal-3

Gordonia neofelifaecis NRRL B-59395 cepa AD-6

Gordonia hydrophobica
Gordonia humi cepa CC-12301T
Gordonia effusa cepa IFM 10200
“_{ Gordonia amarae cepa DSM43392T
Gordonia defluvii cepa J4

Gordonia terrae cepa DSM 43249

r Gordonia desulfuricans cepa 213E
L_Bs2

Gordonia amicalis
Gordonia alkalivorans
4’—_Gordonia westfalica cepa Kb1/Kb2
Gordonia namibiensis cepa NAM-BNOG3A
gdonia rubripertincta cepa DSM 43248
Gordonia soli cepa CC-ABO7

— Gordonia bronchialis cepa DSM 43247
Gordonia otitidis cepa IFM 10032

I:Gurdunia aichiensis cepa DSM43978T
Gordonia sputi cepa DSM43896T

0,005

5. CepaBS3
4|7—R’hudncuccus pyridinovorans
Rhodococcus gordoniae cepa W4937

Rhodococcus rhodochrous cepa DSM 43241

Rhodococcus coprophilus cepa JCM 3200
Rhodococcus rhodnii cepa DSM43336T

Rhodococcus aetherovorans cepa 10bc312

~| Rhodococcus ruber cepa DSM43338T
Bs 3

4|:Rhuducnccus phenolicus
Rhodococcus zopfi
Mocardia amamiensis

Mocardia niwae cepa W3241 165
Mocardia arthritidis

Mocardia araoensis
[Strep’[umyces gardneri cepa NBRC 3385
Mocardia beijingensis
| Rhodococcus equi cepa DSM 20307T

| Rhodococcus nanhaiensis cepa SCSIO 10187
Rhodococcus triatomae cepa IMMIB RIV-085

— Mocardia corynebacterioides cepa DSM 20151

| Rhodococcus kroppenstedtii cepa KOT-23

0.005



6. CepaBS4
Aguabacter spintensis cepa DSM3035T
4|:Xanthobacter tagetidis
,— Kanthobacter viscosus
Kanthobacter autotrophicus cepa Tc
Xanthobacter agilis
[— Kanthobacter aminooxidans
KXanthobacter flavus cepa 301
Azorhizobium caulinodans cepa ORS 571
—|:Aznrhiznbium sp. cepa DSM 18749

Bs 4

Ancylobacter oerskovii cepa DSM 187467
Angulomicrobium tetraedrale cepa DSM 5895T
—LAngulomicrobium amanitiformis cepa NCIMB 1785T
Starkeya koreensis
—|—— Starkeya novella cepa 1AM 12100

Ancylobacter sp. cepa AS1.1761
Ancylobacter dichloromethanicus cepa DM16 165

Ancylobacter polymorphus cepa DSM 2457
Ancylobacter vacuolatus cepa DSM 1277
Ancylobacter aquaticus cepa ATCC 25396

—
0.005

Figura 8. Arboles filogenéticos de con cepas de referencia. 1) SC 1y SC 2; 2) SC 3; 3) BS 1; 4)
BS 2;5) BS 3y 6) BS 4.

De los microorganismos aislados se encontraron 4 clases distintas: 2 Alphaproteobacteria, 2
Betaproteobacteria, 2 Actinobacteria y 1 Bacilli. Al alinear cada cepa con el pariente mas
cercano segun los arboles, 6 de estas obtuvieron porcentajes de identidad mayores al 99%

indicando una alta probabilidad de que sean una misma especie (Tabla 6).
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Tabla 6.Cepas de referencia mas cercanas a los microorganismos degradadores de camfor.

Nombre del microorganismo No. %

Cepa mas cercano Acceso  Identidad Filum Clase

Bs1 Bacillus badius cepa ATCC 14574 X77790 99.4 Firmicutes Bacilli

Bs2 Gordonia desulfuricans cepa 213E AF101416 99.9 Actinobactetia Actinobacteria
Bs3 Rhodococcus ruber cepa DSM43338T  X80625 99.9 Actinobactetia Actinobacteria
Bs 4 Xanthobacter antotrophicus cepa 7c X94201 97.0 Proteobacteria  Alphaproteobacteria
SC1 Pandoraea vervacti cepa NS15 AB510956 99.9 Proteobacteria ~ Betaproteobactetia
SC2 Pandoraea vervacti cepa NS15 AB510956 100.0  Proteobacteria  Betaproteobactetia

SC3 Sphingomonas bistidinilytica cepa UM2  EF530202 99.9 Proteobacteria  Alphaproteobacteria

La cepa BS 4 no fue agrupada con ningin microorganismo especifico, por lo que su secuencia
fue alineada con cada microorganismos del grupo a la cual fue asociada (parte superior del
arbol), donde el mayor porcentaje de identidad (97%) fue obtenido con Xanthobacter
antotrophicus cepa 7c lo que puede indicar que se trata de una nueva especie, probablemente del
genero Xanthobacter. Asi mismo, este arbol contiene otros géneros, tendencia que ya ha sido
observada al construir arboles filogenéticos con secuencias del 16S ARNr de este género, en
especial las cepas Aquabacter spiritensis y Azorhizobinm canlinodansque aparecen entremezcladas
dentro del cluster de Xanthobacter (132). Con respecto a la cepa BS 2 la cual es una
actinobacteria, pero la tincion Gram di6 Gram negativa, se conoce que este género puede ser

Gram variable (133).

5.5 Evaluacion de la degradacion de camfor por cepas puras

Las cepas aisladas fueron evaluadas para comprobar su capacidad de degradar el camfor como
unica fuente de carbono, observando que todas fueron capaces de degradar y de crecer con
este compuesto (Figura 9). La disminucién de la concentracién de camfor en el control
abidtico se debe a que este compuesto es volatil, sin embargo cuando la cepa es capaz de
degradarlo se observa en un menor tiempo y de mayor magnitud una disminucién de esta
concentracion, ya que la concentracion final de camfor cuando hay microorganismo presente
es alrededor de 30 mg*L." mientras que el control abiético al final del experimento estaba en
una concentracion de 400 mg*L." aproximadamente. Las cepas Bacillus badins cepa BS 1y
Rhodococcus ruber cepa BS 3 fueron las que presentaron mayor crecimiento en comparacion con
las demas, alcanzando la maxima densidad 6ptica en el dia 7, dia en el cual se observa también

el mayor descenso en la concentracién de camfor. Con respecto a las cepas Xanthobacter spcepa
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BS 4, Pandoraea vervacti cepa SC 2y Sphingomonas histidinilytica cepa SC 3, crecieron un poco
menos pero también se observé la tendencia de llegar al crecimiento maximo en el dia 7. La
cepa Pandoraea vervacti cepa SC 1 al dfa 7 habfa degradado menos el camfor a comparacion de
las demas lo que también se vi6 reflejado en su crecimiento, pero entre el dia 7 y 14 degrado en
igual magnitud el camfor como las otras cepas y alcanzoé su crecimiento maximo. Por ultimo, la
cepa Gordonia desulfuricans cepa BS 2 fue la que presenté menor crecimiento al final del
experimento, sin embargo mostré degradacion casi total de camfor en el dia 7 al igual que las

dos cepas de mayor crecimiento.
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Figura 9. Degradacion de camfor (A) y densidad 6ptica a 600nm (B) de las cepas aisladas a partir de
cultivo de enriquecimiento @ Control abidtico; O Bacillus badins cepa BS 1; @ Gordonia desulfuricans cepa
BS 2; @ Rhodococcus ruber cepa BS 3;Q Xanthobactersp cepa BS 4.; @ Pandoraca vervacti cepa SC 1; @
Pandoraea vervacti cepa SC 2; © Sphingomonas histidinilytica cepa SC 3.

Al observar los cromatogramas del camfor de las diferentes cepas entre los dias 7 y 14 (Anexo
12), se observaron picos comunes entre 8,4 y 10 minutos. Pero hubo metabolitos
predominantes como por ejemplo en las cepas Bacillus badins cepa BS 1 y Sphingomonas
histidinilytica cepa SC 3, en las que se observa un pico con un tiempo de retenciéon de 9 minutos
el cual prevalece entre el dfa 7 y 14. Asi mismo, Rbodococcus ruber cepa BS 3 mostré este mismo
metabolito como el mas dominante pero en el dia 1, el cual al dia 7 (no se muestra) y al dia 14
ya no se encontraba presente. Las cepas Pandoraea vervacti cepa SC 1y Pandoraea vervacti cepa SC
2 al dia 14 no se observo la produccion de ningin metabolito, sin embargo con Pandoraea
vervacti cepa SC 1 al dfa 7 todavia se podia observar mayor cantidad de camfor a comparacion
de Pandoraea vervacti cepa SC 2 la cual ya habia consumido casi todo el camfor. Con respecto a
Xanthobacter sp cepa BS 4 no se evidencié ningun pico predominante, pero entre el dia 7 y 14
hubo disminucién de unos pequefios picos los cuales también estaban presentes en todas las
cepas entre un rango de 8,4 a 10 minutos. El Gnico microorganismo que presenté un

metabolito predominante diferente a las demas fueGordonia desulfuricans cepa BS 2, con un
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tiempo de retencién de 9,8 minutos. De la misma manera, al observar estos picos comunes en

todas las cepas puede sugerirse un mismo mecanismo en la degradacioén del camfor.

5.6 Evaluacion de la degradacion de toxafeno por cepas puras

Como se dijo anteriormente las cepas que se evaluaron con toxafeno fueron las aisladas a partir
de los biosélidos(Figura 10).De las cuatro cepas evaluadas en un periodo de dos meses,
ninguna mostré capacidad de degradar el toxafeno (25 mg*L.") como tnica fuente de carbono,

ni en presencia de camfor o glucosa.
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Figura 10. Degradacion de toxafeno por A) Bacillus badius cepa BS1, B) Gordonia desulfuricans cepa BS 2,
C) Rhodococens ruber cepa BS 3 'y D) Xanthobactersp. BS 4. @ Control Abidtico; O Toxafeno como tnica
fuente de carbono; @ Toxafeno + Camfor; @ Toxafeno + Glucosa.
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5.7 Degradaciéon de toxafeno en microcosmos aerobios

Al determinar los porcentajes de humedad y de capacidad de campo del suelo, se obtuvo que
se requerfan afiadir 368l de agua o de las diferentes soluciones de nutrientes a los
microcosmos para mantener un 60% de humedad (Anexo 2). Durante el periodo evaluado,

ninguno de los tratamientos mostr6 degradaciéon de toxafeno (Figurall).
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Figura 11. Degradacion de toxafeno pormicrocosmos aerobios evaluados por un periodo de 240 dfas.
N=Nitr6geno y P=Fésforo. @ Suelo estéril; O Atenuacién natural;@enuacién natural + N + P, ©
Material vegetal; O Material vegetal +Biosdlidos; @Material vegetal + Biosolidos + CAL; @ amfor +
N + P;OMelaza + N + P.

Se observaron variaciones en el tiempo con respecto a las concentraciones de toxafeno que se
extrajeron, teniendo una mayor variabilidad en los tres primeros tiempos evaluados, sin
embargo esta tendencia se ve disminuida en los tiempos postetiores ya que se evidencia una
mayor uniformidad en la concentracién extraida del plaguicida. Estas variaciones pueden
deberse a errores de tipo instrumental y de operario, como también al trabajar con una muestra
compuesta la distribuciéon de toxafeno en el suelo no es homogénea y esto puede generar

mayor variabilidad en los datos, al igual que existe una heterogeneidad natural del toxafeno en
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el suelo. Igualmente, se hicieron comparaciones de los cromatogramas como lo realizado en el

numeral 5.3, sin evidenciar algiin cambio en estos.

Los porcentajes de recuperacion de los surrogates se presentan en el Anexo 13, estos valores
presentaron mas variacion en el tiempo a comparacion del toxafeno, en especial el 2,4,5,6-
tetracloro-m-xileno el cual fue usado como control de la extraccién y presento porcentajes de
recuperacion entre 30 — 100%. A pesar de esto, este compuesto mostré uniformidad en todos
los tratamientos en los diferentes tiempos en los que se realizaron extracciones. Sin embargo, al
ser mas variable a comparacién de lo que se observé en las concentraciones de toxafeno a
través del tiempo, los datos no se normalizaron respecto a los porcentajes de recuperacion de
este. Asi mismo, el PCB No. 209, el cual se anadia directamente a los viales antes de ser
corridos en el equipo como control de precision de este mostré porcentajes de recuperacion
hasta de casi 200%, igualmente en los diferentes tiempos evaluados las mismas tendencias eran
observadas en todos los tratamientos por lo que estas variaciones se deban mds a cuestiones de

operario.
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6. DISCUSION

Los cultivos que fueron enriquecidos a partir de biosélidos con camfor como unica fuente de
carbono, lograron mostrar degradacién de toxafeno en presencia de camfor, pero no en
presencia de glucosa ni tampoco con toxafeno como tnica fuente de carbono. Esto indica que
la degradacion se deba probablemente por procesos cometabélicos, tal vez por las enzimas
involucradas en el metabolismo del camfor incluyendo el citocromo P450. Por otro lado, no se
observé degradacion de toxafeno con los cultivos de enriquecimientos a partir de los suelos
del Copey, en ninguno de los tratamientos. Eso sugiere que la capacidad de degradacion de
toxafeno de estos es reducida y podria ser estimulada mediante la adicién de los biosélidos a
estos suelos. El cometabolismo es un proceso fortuito en el que se da la transformacién de un
sustrato secundario que no puede ser usado como fuente de energfa o carbono, en presencia de
un sustrato primario que si puede ser usado como fuente de carbono, en este proceso los
microorganismos no van a obtener ninguna ganancia energética por la degradaciéon del

contaminante (139).

El aislamiento de bacterias usando analogos estructurales ha dado resultado para el aislamiento
de bacterias degradadoras de PCB, usando el bifenil (15,140), endrina y dieldrina (16), donde
usaron el 1,2-epoxiciclohexano como analogo estructural para ambos compuestos y DDT
(94,95) usando bifenil. En nuestro caso la molécula que se selecciond fue el camfor debido a su
similaridad estructural con el toxafeno y que Pseudomonas putida es la tnica cepa bacteriana
reportada como degradadora de toxafeno en condiciones aerobias y fue previamente aislada
con este compuesto (14). El camfor pertenece a la gran familia de los terpenos dentro de la
cual hay mas de 15000 compuestos, cuyas caracteristicas estructurales también se asemejan a
una gran variedad de xenobidticos y se ha visto que pueden estimular la degradacion de
variedad de compuestos hechos por el hombre (141). Por otro lado, estudios metagenémicos
han demostrado la riqueza que pueden llegar a tener los lodos activados en genes relacionados
con degradacion de contaminantes organicos siendo de gran abundancia los genes relacionados
con el citocromo P-450 (142), familia dentro de la cual estd la enzima monooxigenasa P450cam
descrita a partir de Pseudomonas putida encargada de darle la capacidad a esta bacteria de crecer

con camfor como unica fuente de carbono, ya que es la primera enzima en actuar sobre este
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substrato (143,144), al igual con otros terpenos como el cineol y la P450cin de Citrobacter

braakii (145), y el linalol y la P450lin de Pseudomonas incognita (146).

Teniendo esto en cuenta, la degradacién de toxafeno por los cultivos enriquecidos a partir de
biésolidos solo cuando el camfor estaba presente puede indicar la induccién de una enzima
perteneciente al citocromo P450. El hecho que la glucosa, fuente de carbono mas facilmente
asimilable por los microorganismos, no estimulé la degradacién de toxafeno indica que la
estimulacion en la degradacion de toxafeno debe llevarse a cabo con moléculas especificas que
enriquezcan las poblaciones microbianas y puedan inducir sus enzimas capaces de degradar

este plaguicida.

La enzima citocromo P450 es una monooxigenasa que introduce una molécula de oxigeno al
sustrato. Si efectivamente esta enzima es la que actia sobre el toxafeno, se esperarfa obtener
productos mas polares y probablemente con menos sustituciones cloro. En el cromatograma
de los cultivos enriquecidos a partir de bidsolidos cuando el camfor estaba presente se observa
un aumento en los compuestos con menores tiempos de retencioén, posiblemente compuestos
a los cuales se incorporaron grupos de oxigeno que podrian ser nuevos metabolitos de
degradacion de toxafeno en condiciones aerobias. Resultado también observado por Clark &
Matsamura (14) donde con Psendomonas putiday sedimentos, en ambos casos evidenciaron la

degradacion de los compuestos mas clorados seguida de la degradacion de los menos clorados.

En este estudio se aislaron nuevas cepas degradadoras de camfor pertenecientes a diversos
géneros Bacillus, Gordonia, Rhodococcus, Sphingomonas, Xanthobacter y Pandoraea pertenecientes a
Firmicutes, Actinobacteria, a-Proteobacteria y [ Proteobacteria. Solo con Rbodococcus hay reportes de
cepas degradadoras de camfor como Rbodococcus ruber T1 y Rhbodococens wratislaviensisD1LC-cam
(147). Desafortunadamente ninguna fue capaz de degradar toxafeno, aunque en degradacion de
COPs los géneros Bacillus, Sphingomonas, Pandoraea y Rhodococens estan reportados en degradacion
de PCB, lindano, DDT, endrina y dieldrina (16, 91,140, 148), mientras que los géneros Gordonia
y Xanthobacter aunque no se encuentran reportados con estos compuestos hay estudios en los

que se demuestra su habilidad para degradar otros compuestos halogenados (133, 134).
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Para profundizar en estudios de la degradacién de camfor dada la diversidad de bacterias
encontradas en este trabajo, se diseflaron unos primers para poder buscar estas enzimas
relacionadas con el citocromo P450 en un microorganismo de interés (Anexo 14), y ensayos
preliminares con las cepas aisladas en este trabajo mostraron amplificaciéon de fragmentos de
DNA con el tamafio esperado. Sin embargo, se necesitarfa mas trabajo para confirmar la
presencia de estas enzimas en las cepas aisladas. Igualmente, en la parte de cromatografia se
observaron metabolitos en comuin en las diferentes cepas y aunque ya se conoce la ruta de
degradacion del camfor (135) podrian ser caracterizados para hacer un nuevo aporte sobre

posibles nuevos metabolitos en la ruta de degradacién de este compuesto.

Por otro lado, las cepas que fueron aisladas a partir de los cultivos con biosélidos, no
degradaron toxafeno en 60 dias de experimento, lo que indica lo dificil que puede llegar a ser la
degradacion de muchos compuesto policlorados por una cepa pura aerobia, asi como también
demuestra que el uso de un consorcio no definido, como fueron los cultivos enriquecidos es
mas efectivo en la degradacion de este plaguicida. Sin embargo, hay que resaltar que tal vez en

el aislamiento de las cepas no se aislaron las involucradas en la degradacion de toxafeno.

Es importante mencionar el hecho de que en este estudio al analizar las secuencias del 168
ARNr, posiblemente se encontré una nueva cepa relacionada con Xanthobacter sp.con la cual

podrian realizarse estudios posteriores para una mejor caracterizacién de esta cepa.

En los 8 meses de duracién de los experimentos en microcosmos no se evidencié degradacion
de toxafeno en ninguno de los tratamientos evaluados. Principalmente, lo que se intentd
probar en este ensayo fue si la degradacion aerobia podtia ser una buena estrategia en procesos
de biorremediacién dada la escasa informaciéon que se encuentra sobre este proceso. Para
investigar lo mencionado, se usé de camfor como analogo estructural y fuente de carbono mas
especifica para microorganismos capaces de degradarlo, melaza como una fuente de carbono
facilmente asimilable y la adicién de hojas de eucalipto y ciprés, las cuales tienen en su
composicion una gran cantidad de terpenos (136,137) que podrian ayudar a estimular la
degradacion de toxafeno y en un estudio realizado por Hernandez ¢ al. (138) demostrd que la
adiciéon de material vegetal al suelo, como hojas de eucalipto, naranja, hiedra y pino

estimularon la degradacion de PCB. Adicionalmente, se probé la adicion de biosélidos como
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un aporte de microorganismos al suelo contaminado, este ultimo también se evalué con la
adicion de hojas de eucalipto y ciprés, y con la adicion de cal con el fin de determinar si el pH
podria afectar el proceso de degradacion, sin embargo la adicion de cal mostré un pequefio
incremento en el pH (Anexo 15) més no se evidencio degradacion de toxafeno.A pesar de que
la degradacion de toxafeno bajo condiciones aerobias es mas limitada pero se puede dar como
lo demostrado en este estudio con los cultivos de enriquecimiento, se puede sugerir que una
fase anaerobia previa es importante para que se generen productos menos clorados y mas
susceptibles a la oxigenaciéon como se ha mencionado anteriormente. Esto por ejemplo es
mostrado por la tecnologia DARAMEND la cual usa ciclos anaerobios-aerobios, logrando
degradacion de toxafeno de mas del 95%, aunque el papel que juega la fase aerobia no ha sido
demostrado (128,129). Por otro lado, al obtener degradacion de toxafeno con los cultivos
enriquecidos ya mencionados se podria pensar en la bioaumentacion como tratamiento para la
descontaminacioén de los suelos del Copey aplicando microorganismos previamente crecidos

con camfor como fuente de carbono.
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7. CONCLUSIONES

Este es el primer estudio que demuestra que el camfor puede estimular la degradacion aerobia
de toxafeno probablemente por procesos cometabdlicos, también los biosélidos mostraron
tener gran potencial para degradar toxafeno a comparacion de los suelos del Copey donde no
hubo degradacién en cultivos de enriquecimiento y en microcosmos. En conjunto, los
biosolidos y el camfor factores pueden presentar una alternativa de biorremediacién mediante
la bioaumentacioén y bioestimulacion de los microorganismos para luego ser aplicados en El

Copey.

Las cepas evaluadas mostraron capacidad para degradar camfor pero no para degradar la
mezcla técnica de toxafeno, sin embargo no quiere decir que no sean capaces de lograr
transformaciones de ciertos congéneres puros. Ademds, se reportaron nuevas cepas
degradadoras de camfor, incluyendo una posible nueva especieXanthobacter sp.BS4, con la cual
es importante llevar a cabo proximos estudios para una mejor caracterizacion de este

microorganismo.

Los ensayos de microcosmos sugieren que una fase anaerobia previa puede ser de gran
relevancia para facilitar la degradacion aerobia de toxafeno como lo que se ha visto con
DARAMEND que a comparacién de tratamientos solo anaerobios como lo es la harina de

sangre, logra mayores porcentajes de degradacion de toxafeno.
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8. RECOMENDACIONES

El ensayo con biosélidos y camfor podria realizarse por un periodo mas largo para ver mas
detalladamente si se segufan aumentando los compuestos con menores tiempos de retencion.
Al cabo de 21 dias el camfor ya estaba en concentraciones de 30mg*L", por lo que si se hace
un ensayo con un mayor tiempo, podria considerarse la idea de afadir camfor al medio

periédicamente para seguir estimulando el crecimiento de los microorganismos.

Las cepas que no mostraron degradaciéon de la mezcla técnica de toxafeno igual podrian
evaluarse con congéneres puros o una pequefla mezcla de estos, como por ejemplo los
compuestos HxSed y Hp Sed, que estain reportados como los principales metabolitos de
degradacion anaerobia de toxafeno que se acumulan en el ambiente. También podria evaluarse
la degradacion de toxafeno pero con las cepas en conjunto y ver si esta uniéon puede generar un
efecto de sinergismo que estimule la degradacién. Ademas, se podrian someter en un principio
a concentraciones bajas de toxafeno e ir aumentando la concentracion de este para generar una

fase de adaptacion al contaminante.

Los microcosmos podrian volverse a realizar pero usando un mayor volumen de material
vegetal y biosélidos, en este estudio la cantidad usada fue equivalente al 5% de los 5 g gramos
de suelo usado, podria manejarse una proporcioén de 50:50 o usar menos cantidad de suelo

contaminado y mas material de aporte.
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10. ANEXOS

Anexo 1. Parametro fisico-quimicos del suelo del Copey.
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Anexo 2. Composicion y preparacion de medio mineral.

Solucién Reactivos Cantidad
Buffer K,HPO, 17.5¢gr
KH,PO, 7.5gr
H,O 250ml
Sales HCI (1M) 3ml
NaCl 12.5gr

MgSO,.7TH,O0  5¢g
CaClL,.2H,0O lgr

H,O 250ml
Fuente de nitrégeno NH,Cl 10gr
H,O 100ml
Hierro HCI (1M) 3ml
FeSO,.7H,O 0.3gr
H,O 100ml
Elementos traza HCI (18-19%)  20ml
MnSO,.H,O 0.2gr
H,BO, 0.1gr
ZnSO,.7H,O 0.1gr
CaSO,.5H,0 0.05gr
CoCl,.H,O 0.05gr
CuSO,.5H,0 0.01gr
Na,MoO,2H,0 0.01gr
NiSO,.6H,O 0.01gr
H,O 1000ml

Todas las soluciones eran preparadas con agua tipo 2 y esterilizadas en
autoclave, a excepcion de la solucion de hierro y elementos traza, las cuales se

esterilizaban por filtracion.

Solucion Cantidad

Buffer 10ml

Sales 10ml
Medio mineral Fuente de nitrégeno  3ml

Hierro 1ml

Elementos traza 1ml

H20 975ml

Composicion medio mineral.
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Anexo 3. Determinacién de los porcentajes de humedad y capacidad de campo del suelo de El

copey.
Después ,
Antes 24 horas de 24 Resta Antes 24 horas Resta }]?Oe:;: ués 24
horas o,
(1}
. . . . Cajade Humedad
Ry Caja petri vacia Caja petri llena . .
Réplica petti Peso mojado Peso seco
) € llena (gr)
40,25 50,27 49,63 10,02 9,38 6,82
41,23 51,24 50,6 10,01 9,37 6,83
33,75 43,76 43,12 10,01 9,37 6,83
Promedio 6,83
Después .
Antes 24 horas de 24 Resta Antes 24 horas Resta Después 24
horas 0
horas 7 o
. . . . Cajade Capacidad
s Caja petti vacia Caja petri llena . . de campo
Réplica () @) petri Peso mojado Peso seco
& llena (gr)
39,57 49,6 47,57 10,03 8 25,38
40,09 50,19 48,19 10,1 8,1 24,69
37,54 47,6 45,52 10,06 7,98 26,07
Promedio 25,38
Para ambos casos el porcentaje fue calculado de la siguiente forma:
. (Pesomojado — Pesoseco)
% Humedado % Capacidaddecampo = x100

Pesoseco

Seguido a esto con el promedio del porcentaje de humedad y teniendo en cuenta que se usaban

5gr de suelo por microcosmos, se determiné la cantidad de agua en dicho suelo de la siguiente

forma:

Cantidaddeagua = 5x

(Promedio % Humedad)

100

El resultado obtenido fue 0,3413 de cantidad de agua, que al ser restado a los 5gr da como

resultado el peso seco del suelo (4,66gr) valor usado para determinar la cantidad de agua o

nutrientes que debfan afiadirse para mantener el suelo con un 60% de humedad, de la siguiente

forma:

4,66

[14 0,6(Promedio% Capacidad de campo)]
*

100

Este resultado fue 5,368gr que al restarlos con los 5gr de suelo que se van a usar, da como

resultado 0,368ml de agua que deben ser afiadidos a cada microcosmos.




Anexo 4. Analisis material de aporte microcosmos.
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1. Melaza
REPORTE EN BASE HUMEDA
METODOS ANALITICOS
N_TOTAL 0,68} %P SUMA DE NITROGENOS
POTASIO TOTAL ap3| 3 PP K20 Total 4.84] % PIP NTC 202 Emision
cALCIOTOTAL | 1,30) % pP| Ca0Toal | 182|%PP| NTC 1369 Absomion Atamica
MAGNESIO TOTAL 055 % P/ | MgO Total 0,811 % P/P| NTC 1369 Absorcion Atdmica
FOSFORO TOTAL 006| % pe| P05Total | 0,13] % PP NTC 234 Colorimetria
AZUFRE u,:;1 5% PR 4 NTC 1154 Turbidimetria
BORO 0,0006| % PP NTC 1860 Colorimetria J
COBRE {1.{100; W PP NTC 1369 Absorcion Atmica
mo B.Dﬂ? W PP EC 'lEErEIIA'hsm:c:ic':n Atdmica
HIERRO 001 % PR "NTC 1368 Absorcion Atomica
— | :
ZINC 0,001 % PR NTC 1369 Absorcion Atdmica
Carbén Orgénico Total | 3240|  %FIP NTC 5167 Walkey Biack
Carban Organico Disuslio 1240 PP Calculo
Cloruros Solubles H2O 1 1,30 PP LBC 42 Volumatria
2. Hojas de eucalipto
REPORTE €N BRASE SECA
METODOS ANALITICOS
N_TOTAL 160| spp SUMA DE NITROGENOS
POTASIO TOTAL 1338 "% pe| K20 Totd 160| % PP NTC 202 Emisién
CALCIO TOTAL 1770] %pP| CeOTotal | 248) %PP| NTC 1369 Absoroion Atémica
MAGNESIO TOTAL 028] % PP | MgO Total 0.46| %PIP|  NTC 1369 Absorcion Atérmica
FOSFORO TOTAL 0.11| %pPP| P205Tolal | 025 %PP|  NTC 234 Colormetria
AZUFRE - 005 % #.*P A NTC 1154 Turbidimetria
BORO 0.004] % PP NTC 1860 Colorimetria
COBRE 0001 %PP ._N:I:C 1359_&50!% Atbmica J
MANGANESQ aid]l wee NTC 1268 Absorcion Atomica
HIERRQ 001 %PP NTC 1369 Absorcién Atbmica
ZING 0002 %PP NTC 1369 Absorcion Atmica
Carbén Orgénico Total 4018  %PP NTC 5167 Walkey Black
Canbin Orgduiivu Disuello g e | I Ciloula
Cloruros Solubles H20 062| %PP LBC 42 Volumetria
Uelulosa 2| weP Calculo
Lignina 001 %PP Cakulo




3. Hojas de pino

REPORTE €N BASE SECA

METODOS ANALITIGOS
N_TOTAL 128] %PP SUMA DE NITROGENOS
POTASIO TOTAL 079] o PP | K20 Total 0.85| % PP NTC 202 Emision
CALCIO TOTAL 2210l PP | CaOTom | 309 %PP| NTC 1369 Absorcion Atomica |
MAGNESIO TOTAL 0171 %pp| Mg Total U28] Y% BH NIU 136Y ADSOIIGN Atomiza
FOSFORO TOTAL 009 %PP| P205Total | 021 %PP NTC 234 Colorimetria
AZUFRE 004l %PP NTC 1158 Turtsidinedi [
BORO 0,003] %PP NTC 1860 Colorimetria
COBRE 00004] %pP NTC 1369 Absorcién Atémica
MANGANESO 0003l %PP NTC 1369 Absorcion Atbmica
HIERRO 0,02] “%PP NTC 1389 Absorcidn Atomica
ZING 0,002| %PP NTC 1369 Absarcidn Atomica
Carbén Orgénico Total B3| %P "~ NTC 5167 Walkey Black
Carbon Oradnico Disueito 9,84 T{:—PF ; Célculo
Cloruros Solubles H20 004] PP LBC 42 Volumetria
Calulesa 13,06 %P/P Calcula
Lignina 21583 PP Calculo
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Anexo 5.Calculos y preparacion de soluciones de nutrientes.

Analisis de melaza:

Carbono Nitrégeno Fésforo
32,4% 0,68% 0,06%

Se van a afiadir 10mg de melaza por

microcosmaos:

0,01grMelaza
5grMicrocosmos

X 100 = 0,2%

mgC en la melaza:

32,40
100

X 9,32mg = 3,0196

mgP en la melaza:

0.06 9 32mg = 0,005592
100 ~ >4 =0

La relaciéon 100:10:1, serfa:

Carbono Nitrégeno Fésforo
3,0196 0,3019 0,03019

Lo que falta de nitrégeno:

0,3019 — 0,0633= 0,2385

La fuente de nitrégeno usada fue NH,CI (PM:53,49):
53,49
mg de N en NH4C! = 4 - 3,820mgN

Lo que falta de N * mgN en NH,Cl= 0,91159mgN

El stock para tener 0,91159mgN en 0,368ml debe ser
preparado a:

0,91159mg_2477 ]
0368m1 24779/

% X 4,669 = 9,32mgMelaza

Peso seco del suelo

mgN en la melaza:

0.68 x 9,32mg = 0,06337
100 ~ 2mMI =

Lo que falta de fésforo:
0,03019 — 0,0055= 0,0246

Las fuentes de fésforo fueron K,HPO, (0,7g/1; PM: 174,1
KH,PO, (0,3g/1; PM: 136,08)

174,18
30,97

mg de P en K2HPO4 = ( ) (0,7) = 3,9369

Lo que falta de P * mgP en K,HPO,= 0,0968mgP

El stock para tener 0,0968mgP en 0,368ml debe ser prepat
a:

0,0968mg
/0,368ml = 0,263g/1

136,08
30,97

mg de P en KH2P04 = ( ) (0,3) =1,3181

Lo que falta de P * mgP en KH,PO,= 0,03242mgP

El stock para tener 0,03242mgP en 0,368ml debe ser
preparado a:

0,03242mg
/0,368ml = 0,0889/1



Anexo 5 (Continuacién). Composicion soluciones de nutrientes de microcosmos.

Reactivos Cantidad

Solucién de nutrientes NH,CI 2,477 or
K,HPO, 0,263 gr
KH,PO, 0,088 gr
H,O 1000ml
Islzlt‘:ifr‘??escamfor y Camfor 1,076gr
NH,Cl 2,477 gr
K,HPO, 0,263 gr
KH,PO, 0,088 gr
H,O 1000ml
iﬁi‘;gg?eznelaza y Melaza 25,33 or
NH,CI 2,477 gt
K,HPO, 0,263 gr
KH,PO, 0,088 gr
H,O 1000ml

Todas las soluciones eran preparadas con agua tipo 2 y esterilizadas en autoclave, a excepcion

de la solucién de nutrientes y camfor la cual se esteriliz6 por filtracion.
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Anexo 6. Curva de calibraciéon para camfor por GC-FID.

Calibration Curve - Analytical Line 2 - Channel 1
[D#1 Name:Camphor

fix)=1.01699834178e-004*x+28.6339476114

R=0997272698601 R 2=0,994552835375

MeanRF:1.44536393071e-004 RFSD:3,82529165712e-005 RFRSD:26.4659410398
CurveType:Linear

ZeroThrough:Not through
WeightedRegression:None
External Standard
#1040 No. Conc. Area
[*1073] 1 10,000 61960
Lok , A 3 20,000 93480
’ 3 60,000 371427
4 100,000 679963
5 250,000 2018606
s} 500,000 4200230
7 700,000 6365856
8 1000,000 9914795
0.0 '
0.0 1.0
[*10°7]
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Anexo 7. Curva de calibracion para el 2,4,5,6-tetracloro-m-xileno y PCB No. 209 .

Calibration Curve - Analytical Line 2 - Channel 1

ID#:1 Name:m-Xyleno

f(x)=53300,0513922%x+50256,9802493
R=0,986000397437 R"2=0,972196783747

MeanRF:110473.695764 RFSD:52332,0819984 RFRSD:47.3706266787

CurveType:Linear
ZeroThrough:Not through
WeightedRegression:None

External Standard

[¥10°5] T No.

4.7

4.0

3.0

1.0

=3

OD 1 1 1 1 1 1 1 1
00 1.0 20 3.0 40 50 6.0 7.0 80
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Cone.

0.130
0.530
1.380
2,630
5.250
7.880

Area

27780
68342
128727
235774
342488
447172



Anexo 7 (continuacion). Curva de calibracion para el 2,4,5,6-tetracloro-m-xileno y PCB No.
209 .

ID#:2 Name:PCB

f(x)=41326,1600187*x+57123,1072365
R=0.,975789754012 R"2=0,952165644034
MeanRF:102027,156966 RFSD:62206,3186133 RFRSD:60,9703538385

CurveType:Linear

ZeroThrough:Not through

WeightedRegression:None

External Standard

*1 0/ No. Conc. Area
[3,13[: 3] 1 0,130 31314
f 2 0,530 67769

3 1.380 122545
4 2,630 209407
5 5,250 289663
6 7,880 357646

=

0.(} 1 1 1 1 1 I 1 1
00 1.0 20 30 40 50 60 70 80
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Anexo 8. Curva de calibracion para toxafeno.

30.000.000,00
25.000.000,00
20.000.000,00

15.000.000,00

bajo la curva

10.000.000,00

Area

5.000.000,00

0,00

Curva calibracion toxafeno

y = 60692x + 65187
R?=0,997

100

200 300

Concentracién(mg*L?)

400

500

La curva de calibracién para el toxafeno fue realizada manualmente en Excel.
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Anexo 9. Prueba de Tukey para la comparacién de medias entre los tratamientos evaluados

con cultivos de enriquecimiento con camfor.

Tratamiento Media Grupos homogéneos

SC +Tox+Cm 29. 126
CA 29. 033
SC + Tox 28. 611
SC+Tox+d u 27.102
BS + Tox 26. 413
BS+Tox+d u 25. 646
BS+Tox+Cm 17.070

>rrrr>r>r

SC= Suelos Copey
BS= Biosolidos

CA= Control abiético
Tox= Toxafeno

Cm= Camfor

Glu = Glucosa
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Anexo 10. Integracion del cromatograma de toxafeno en ventanas.

E Chromatogram

U (1 0,000

Mazx Intensity . 40,045

AChromatogram Time 10312

Imten. 2,716

200 min

[l |«

82



Anexo 11. Curvas de calibracion de cada ventana para el analisis de toxafeno en diferentes

rangos de tiempos de retencion.

Ventana 5-10 minutos

1.200.000,00

1.000.000,00

800.000,00 ®
600.000,00 /
400.000,00

200.000,00

y =2506,x + 76135
R? = 0,994

0,00I T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Ventana 10-15 minutos
14.000.000,00

12.000.000,00

10.000.000,00 /

8.000.000,00 *
6.000.000,00 /

4.000.000,00

2.000.000,00 /

0,00 / : : : : : : : .

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

y = 27580x + 18400
R? = 0,994
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14.000.000,00

12.000.000,00

10.000.000,00

8.000.000,00

6.000.000,00

4.000.000,00

2.000.000,00

0,00

Ventana 15-20 minutos

{2
y =29104x + 11013
R?=0,996
0 100 200 300 400 500
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Anexo 12. Cromatogramas de camfor.

Dia cero para todas las cepas

(010,000

2.0

4.5

JChromatagram

Time

Inten.

1.

25

Bacillus badius cepa BS 1

Dia 7

£ pUx10,000)

4.5
4.0

3.5

3.0

-0.5-]

JChromatogram

Time

Inten.

25

85

125 min

D | «

lo] KR



Dia 14

uy(x10,000)
JChromatogram Time Inten.

a0

25 50 7s 100 125 min
2. Gordonia desulfuricans cepa BS 2

Dia 7

5 DuV(x‘l 0,000)
 JChromatogram Time Inten.

4.5

25 50 75 10.0 125 min
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Dia 14

uh(10,000)
JChromatogram Time Irten. ﬂ

a0

4.5

4.0

lo]IKR

-0.54

25 50 75 10.0 128 i

3. Rhodococcus ruber cepa BS 3
Dia 1

5 lju\-"|(><1 0,000)
- JChromatogram Time: Inten. ﬂ

4.5

4.0

3.5

3.0

2.5 [

2104

1.5

LDl | «

25 50 75 10.0 125 i
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Dia 14

50

W] 0,000)

JChromatogram

Time:

Inten.

4.

Xanthobacter sp cepa BS 4

Dia 7

5.0

4.5

4.0

3.5

3.0

2.5

W (10,000

25

JChromatagram

Time

Irten.

25

88

kDD |«
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Dia 14

U (10,0007

50 JChromatooram Time Irten. ﬂ

Jo] KR

25 50 75 100 125 i

5. Pandoraea vervacti cepa SC 1

Dia 7

U1 0,000)

50 JChromatogram Time Irten. ﬂ

DD |«

25 50 75 10.0 125 min
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Dia 14

a0

U (10,0007

JChromatogram

Time

Inten.

6.

Pandoraea vervacti cepa SC 2

Dia 7

U] 00000

245

125

5.0

JChromatograrm

Time

Irten.

245

90

100

125

lo]/GIKR

lo] ] KR



Dia 14

£ pH¥(x10,000)

JChromstogram Time: Inten.

4.5

4.0

3.5

3.0

254

25 50 75 10.0 125

7. Sphingomonas histidinilytica cepa SC 3.
Dia 7

5 .Du\-“(x'l 00007

min

JChromatagram Time Iritzn.

4.5
4.0

3.5

25 50 75 100 125
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min
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Dia 14

a0

(010,000

4.5

4.0+

3.5

3.0+

2.5+

2.0+

Chromatagram

Time Inten.

25

a0

75

92
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% de recuperacion

Anexo 13. Porcentajes de recuperacion de surrogates.

2,4,5,6-tetracloro-m-xileno

200

150 A

100 A

50

50 100 150 200

Dias

250

% de recuperacion

PCB No. 209

200

150 +

100 -

50 A

50 100 150 200 250

Camfor
Melaza

—#— Suelo estéril
—— Atenuacion natural
—&#— Atenuacion natural + M + P
—a— Material vegetal
—&— Material vegetal + lodos

—&#— Material vegetal + lodos + CAL
—i—

——
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Anexo 14. Diseflo de primers para amplificacion de regiones relacionadas con el citocromo

P450.

El disefio de primers se baso en las secuencias nucleotidicas de la P450cam dePsexdomas putida,

dos enzimas de Novosphingobiumaromaticivorans DSM 12444 (CYP101D1 y CYP101D2) capaces

de hidroxilar el camfor, la P450lin de Pseudomonas incognitay 1a P50terp de Pseudomonas sp.Con

estas secuencias se hizo un alineamiento multiple usando T-Coffee

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/tcoffee/) y de acuerdo al arbol guia se disefiaron los

primers:

Arbol gufa:

CYP10O1D1 0.09667
CYP10O1D2 0.09333
P450cam 0.1025
P450lin 0.115
P450terp 0.105

Los primers se disefiaron para 1) P450cam, CYP101D1 y CYP101D2; 2) P450cam, P450lin y
P50terp; 3) P450lin y P50terp; 4) P450cam y P50terp; 5) P450cam y P450lin.

Primers Primers Tamano
1 Primer F-CN: 5-GGCGGVCACTGGATCGC 17
Primer R-CN: 5- AGCCATTCCTBSAGSRTGAC 20
2 Primer F-LCT: 5-AYYTCSMTSGAYCCGCC 17
Primer R- LCT:5-GCKRRCCVASRCASABATG 19
3 Primer F-LT: 5- GGTTGCGYSRTGAGSARCCG 20
Primer R-LT: 5'- CTGRCCRCSMAYTTCGGTGTC 21
4 Primer F-CT: 5- ACCTCGATGGAYCCGCC 17
Primer R- CT: 5>~ AGRTGCTGGCCRAGGCACA 19
5 Primer F-CL: 5-GATCCGCCYGWKCASMSSCAGTWTCG | 26
Primer R- CL: 5- AGCASSAYYTKGTCMCCTTT 20
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Anexo 15.pH medido en algunos tratamientos de microcosmos en 4 eventos de muestreo.

7
6
5
4 4
T
[}
3 -
2 —e— Atenuacion natural
—O— Material vegetal + Biosolidos
1- —@— Material vegetal + Biosolidos + CAL
—0— Melaza
o T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140

Dias
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