PONTIFICIA UNIVERSIDAD JAVERIANA
FACULTAD DE CIENCIAS
MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS

(‘-n

'IT“

Pont1ﬁc1a Umvemdad

JAVERIANA

Colombia

EVALUACION DE LA TRANSFORMACION DE PENTOLITA SOLIDA POR
BACTERIAS DEGRADADORAS DE TNT Y PETN

Trabajo de grado
Presentado por
GUSTAVO ANDRES PINILLA MEZA
Presentado como requisito parcial para optar el titulo de
MAGISTER EN CIENCIAS BIOLOGICAS

F0a”)

e ——
Fabio Roldan, Ph.D. Hernan Avellaneda, Ph.D (c)
Director Co-director

Bogotéa, D.C., Colombia
2020



NOTA DE ADVERTENCIA

La Universidad no se hace responsable por los conceptos emitidos por sus alumnos en
sus trabajos de tesis. Solo velara porque no se publique nada contrario al dogma y a la
moral catdlica y porque las tesis no contengan ataques personales contra persona
alguna, antes bien se vean en ellas el anhelo de buscar la verdad y la justicia

Articulo 23 de laresolucion N° 13 de Julio de 194



EVALUACION DE LA TRANSFORMACION DE PENTOLITA SOLIDA POR
BACTERIAS DEGRADADORAS DE TNTY PETN

GUSTAVO ANDRES PINILLA MEZA

APROBADO:
Fabio Roldan, Ph.D. Hernan Avellaneda, Ph.D (c)
Director Co-director
L&‘f)\
José Salvador Montana Ph.D. Johanna Husserl, Ph.D
Jurado Jurado

iy Fods

Pedro Fili i ao,

Jurado



EVALUACION DE LA TRANSFORMACION DE PENTOLITA SOLIDA POR
BACTERIAS DEGRADADORAS DE TNT Y PETN

GUSTAVO ANDRES PINILLA MEZA

APROBADO:

Qo ) b o SO

Jhon Jairo Sutachan Rubio, Ph.D. Alba Alicia Trespalacios Rangel, Ph.D
Director de Posgrado Decana
Facultad de Ciencias Facultad de Ciencias

Bogota, Julio de 2021



TABLA DE CONTENIDO

1. INTRODUGCCION......ciiiiiite ettt ettt e et s s et e s e aesaeeaeeae e 13
2. MARCO TEORICO.......oiieiiceecieeeeee ettt ete et eteeteeteete st eeaestesaeeaesae e 15
pZ0 I b o [0 1S 1Y 0 1 S 15
2.1. Uso y producCion de eXPlOSIVOS. .......ccoiiiiiiiiiiiiieee et e e 15
2.2. Impacto ambiental de 10S EXPIOSIVOS ............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiees 16

G T T o1 (][ = S 17
I I B =TT o3 o3 T | o RO PP 17
4. 2,4,6-TRINITROTOLUENO (TNT)..uuitiiiiiiieeeeeeeeiiiiiiee e e e e e s ssiinrreee e e e e e e e sssnrneeeeeee s 17
2 O D 1= 1Tl ] o Tox o ] o U 17
4.2. Impacto ambiental de contaminacion por TNT .......ccooiiiiiiiiiiii e, 18
4.3. Impacto en la salud por eXposiCion al TNT ......ccoiiiiiiiiiiieie e 18

5. PENTAERITRITOL TETRANITRATO (PETN) .iioiiiiiiiiiie et 19
ST B =TTl o o3 o | o PSRRI 19
5.2. Impacto ambiental de contaminacion por PETN.........ccccoooiiiiiiiiiiiieniiiii 19
5.3. Impacto en la salud por exposicion al PETN ..........cccooiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 19

6. Transformacion biologica del TNT y PETN por bacterias.........ccccccoovviiiiiiiiieiiiieennnns 21
6.1. Transformacion bacteriana de TNT ...........uuuiiiiiiiiiiiii 21
6.2. Transformacion bacteriana del PETN ... 23
7. Transformacién de explosivos por consorcios bacterianos............cccceeeveeeeeivveeiinnnnn. 23
8. Explosivos biodegradables..............ooooiiiiiii s 24
O, ODJEEIVOS ... 26
10. MaterialeS Y MEBLOUOS .........uueiiiiiiieeeee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e ennneees 27
10.1. MEtOdOS ANAIITICOS ...uuieeeeeeeeeeiiiie e e et e e e e e e et s e e e e e e e e eeeeaan e e e e eeeeeeenees 28

10.1.2 Quimicos y reactivos empleados para la extraccion de explosivos (TNT,
PETN, subproductos de la transformacion) y elaboracion de curvas de calibracion.

................................................................................................................................ 28
10.1.3 Extraccion de TNT Y PETN ....coooiiiiieeeee 29
10.1.4. Cuantificacibn de TNT Y PETN .....ouiiiiii e 29
10.1.4.3 Calculo de la transformacion de pentolita sélida en microcosmos............... 30
10.1.5 Control de calidad. ..........coouiuiiiiii e 31

\Y



10.2. Obtencion y seleccion de bacterias transformadoras de TNT y PETN ............. 31

10.2.1. Toma de muestras en sitio contaminado con explosiVos................cccceeee. 31
10.2.2. Obtencién de bacterias transformadoras de TNTy PETN...............ceeee. 32
10.3. Ensayo de transformacion de TNT y PETN disueltos en medio liquido............. 34
10.3.1. Evaluacion de la transformacion de TNT y PETN bajo condiciones aerobias
................................................................................................................................ 34
10.3.2. Evaluacion de la transformacion de TNT y PETN en condiciones anaerobias
................................................................................................................................ 35
10.4. identificacion de Bacterias y cultivos mixtos transformadoras de TNT y PETN 35
10.4.1. EXtracCion de ADN ....coooiiiiiiiiiii 35
10.4.2. Secuenciacion del 16S TARN .......coooiiiiiii i 36
10.5. Evaluacion de la transformacion de pentolita sélida por bacterias y cultivos
mixtos transformadores de TNT Y PETN .......uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 38
10.5.1. Establecimiento de consorcios definidos ..........ccoovveiiiiiiiiiiiiiiee e, 38
10.6. DiSeN0 eXPeriMeENtal. .............uuuuiuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii bbb 40
10.6.1 Montaje de 10S MICIOCOSMOS .......ccvuuuiiieieeeeieeeiiiie e e e e e e e e e e e e e 40
10.7. Monitoreo de la transformacion de Pentolita solida .................evvvviiiiiiiiiiiiinnnnnn. 41

10.7.1. Monitoreo de la transformacién de pentolita solida en los microcosmos.... 41

10.7.2. Monitoreo del crecimiento bacteriano ............cccceeeeeeei 41
10.8. Identificacion de cepas a@iSIadas ..........ccuuveiiiiiee i 42
10.8.1. Identificacion mediante 16S rARN .......ccoooeiiiii i 43
O Y o T LS RS =TS = Lo L1531 1 43
I3 I LT ] = T [0 1RSI 44
11.1. Control de Calidad ..........coovreiiiiiiiie e eeaee 44
I OA T V7= Lo (=R o= 1] o] =Tt (o ] o 45
11.3. Obtencién y seleccidn de bacterias transformadoras de explosivos disueltos en
[ T=To [T TN 1 To (U] [ TP 45
11.4. Establecimiento de consorcios definidos ..........ccoovviiiiiiiiiiiieiieeee e 46
11.5. Monitoreo de transformacién de pentolita solida.................ccoeeviiiiiiiiiiieeeieeennn, 48
11.5.1. MiCroCOSMOS SiN INOCUIO ...cciiiiiiiiiie e e e 50
11.5.1.1 Transformacion de pentolita por microcosmos sin inoculo ....................... 50
11.5.2. Bacterias y CUlItiVOS MIXTOS....cooooiiiieieieeeeeeeeeeeeeeeeee e 51
11.5.3. CoNSOrcios defiNidOS ....iiieee i e 52

Vi



2 IS CUSION. e 56

12.1. Bacterias transformadoras de explosivos disueltos en medio liquido ............... 56
12.2. Establecimiento de consorcios definidos ..........cooovveiiiiiiiiiiieeeeiecii e 56
12.3. Monitoreo de la transformacion de pentolita solida..............cccovvvvvviiiiiiieeeeeennns 56
12.4. Monitoreo de la transformacion de pentolita sélida por microcosmos sin inoculo
................................................................................................................................... 58
12.5. Monitoreo de la transformacion de pentolita solida por bacterias y cultivos
TYUIXEOS, vttt 58
L12.5. 1 CIMP 23 ettt ettt e e e et e e e e e e e e et e e e e e e e e e eaeae s 59
L12.5.2 CIMT228 ..ottt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e s s s ssbaaeeeeeaens 60
L12.5.3 CIMP 227 ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e e e aae s 60
L12.5.4 CMTEZ2 Y T2 ettt e e e e e e e eaaans 60
12.6. Monitoreo de la transformacion de pentolita sélida por consorcios definidos ... 61
D2 Tt O L 31 N ISP 61
02 T PRSP 62
R I O o Tod U1 1= 1S PP 63
14, RECOMENUACIONES. ....ceiiiiiiiiiiiiiiiiie ettt ettt ettt ettt et e et ettt et e e e e e e ee e e e e e e e e e eeeeeeeeees 63
14, BIBLIOGRAFIA ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e s s nnnneeees 64
T N N @ 1 T 73

vii



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas del TNT Y PETN ... 20
Tabla 2. Trabajos de grado y articulos publicados durante el proyecto....................... 27
Tabla 3 Lugares de muestreo en la fabrica de INDUMIL ..............cccoeeeeiiiiiiee, 32
Tabla 4 Identificacion de bacterias y cultivos mixtos transformadoras de TNT y PETN.
...................................................................................................................................... 37
Tabla 5. Parametros para el establecimiento de consorcios definidos ......................... 39
Tabla 6. Control de calidad de la precision y exactitud durante el trabajo de grado (n =
10 ) PSRRI 45
Tabla 7. Ultima curva de calibracion realizada en el trabajo de grado.......................... 45
Tabla 8. Orden de bacterias transformadoras de TNT Y PETN .....cccoooiiiiiiiiiiiiiiiineeeenn, 46
Tabla 9. Cepas utilizadas en cada CONSOICIO.............uuuiiiiieeeeeiiieiiee e a7
Tabla 10. Transformacién y recuentos alcanzados por las bacterias, cultivos mixtos,
consorcios definidos y microcosmo sin inoculo seleccionados. ..........cccooeveeeeevvieiiinnnnnn. 50
Tabla 11. Identificacion de cepas aisladas ............cccuueeeiiiiiiiiiiiiii e 55

viii



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Estructura del TNT Y €l PETN .. ..o r e e e e e e e e e e e e 20
Figura 2. Transformacién de TNT, PETN obtenida en todos los eventos de muestreo por las
bacterias, cultivos mixtos (circulos) y consorcios definidos (triAngulos). La linea representa la

transformacion de PETN y la linea punteada la transformacién de TNT.................oo oo 49
Figura 3. Transformacion de TNT, PETN en el Gltimo evento de muestreo por los diferentes
bacterias, cultivos mixtos y consorcios definidos. ... 50

Figura 4. Transformacion de TNT, PETN y recuento bacteriano de las bacterias, cultivos mixtos
y consorcios definidos seleccionados en el estudio de transformacion de pentolita sélida. Las

|l 2neas verticales corresponden a desviaci - -n
punteadas i ndi can recuento en | og (UFC/mL). 2z t
o I N TSRS 54

est8n
ransfo



INDICE DE ANEXOS

ANEXO 1. Preparacion de medios MT2, MT2M ... 73
ANEXO 2. Transformacion y recuentos de consorcios definidos............ceeveeeviiiiiiieenee i 75
ANEXO 3. Transformacion y recuentos de bacterias y cultivos mixtos ................cooeeeeeeicinnnnnnnns 78
ANEXO 4. Transformacion y recuentos de microcoSmos Sin iNOCUIO ............ccccvveireeeriiiiininneeenn. 83
ANEXO 5. Resultados de ensay0s eStadiStiCOS .......cocuuiieiiiiiieiiiee et 84



RESUMEN

La pentolita es un explosivo sélido ampliamente utilizado en la industria civil y militar
como componente de cargas de detonacion, esta formado por una mezcla 1:1 de TNT
:PETN que puede llegar a contaminar ambientes como suelos y aguas debido a residuos
del proceso de fabricacion y de su posterior uso (p.ej., cargas sin detonar). La exposicion
prolongada a la pentolita puede provocar alteraciones a la salud humana ya que el TNT
puede producir cancer y dafo hepatico, mientras que el PETN puede producir
afectaciones a las vias respiratorias y problemas cardiacos.

En estudios de laboratorio se ha demostrado que la presencia de TNT inhibe la
biodegradacion de PETN en cultivos de enriquecimiento. En muchos ensayos de
transformacion de explosivos se utilizan los compuestos disueltos en medio liquido a
bajas concentraciones (~ 100 mg/L) y no hay estudios en la literatura con la pentolita
solida. Por tanto, en la Unidad de Saneamiento y Biotecnologia Ambiental (USBA) de la
Pontificia Universidad Javeriana, como parte del estudi o Adisef
microorganismos degradadores de PETN y TNT incorporado en el explosivo pentolita 0
desarrollado en conjunto con la Universidad de la Salle e INDUMIL, se buscé obtener
bacterias capaces de transformar TNT y PETN, a partir de muestras de suelo
contaminado con explosivos provenientes de la planta INDUMIL, la cual sintetiza PETN
y realiza la mezcla de TNT y PETN. La obtencién de bacterias transformadores de
explosivos se realizd6 en condiciones aerobias con cultivos de enriquecimiento y
biocebos, y en condiciones anaerobias con cultivos de enriquecimiento. En estos se
ensayos se utilizé un medio minimo mineral (MT2) con explosivo (TNT 6 PETN) como
Unica fuente de nitrégeno (50 mg/L). Se encontraron bacterias (cepas puras) y cultivos
mixtos de bacterias a las que se les evaluo6 la habilidad de transformar TNT y PETN (100
mg/L) disuelto en medio MT2 liquido y se seleccionaron aquellas que fueron capaces de
transformar el explosivo (>50%). En esta fase del proyecto se obtuvieron en total 9
bacterias y 11 cultivos mixtos (31 bacterias) capaces de transformar TNT, 1 bacteria y
12 cultivos mixtos (30 bacterias) capaces de transformar PETN y 3 bacterias capaces de
transformar pentolita en condiciones anaerdébicas, para un total de 74 bacterias las cuales
fueron identificadas mediante secuenciacion del 16S rARN. Con el fin de encontrar la
mejor combinacion posible de bacterias y cultivos mixtos, se establecieron 19 consorcios
definidos, con base en los resultados de la caracterizacion de la transformacion por parte
de las bacterias seleccionadas. Se realizo un estudio de transformacion de pentolita
sélida por parte de estas bacterias, cultivos mixtos, consorcios definidos y microcosmos
sin inoculo utilizando microcosmos con MT2 enriquecido con una fuente de carbono y
nitrogeno (MT2M). A los microcosmos se le agregaron dos granallas de pentolita
(explosivo s6lido), los microcosmos se incubaron a temperatura ambiente (~ 21° C) en
oscuridad sin agitacion. La transformacion de pentolita se evalu6 en el tiempo (~ 2500
dias) realizando 6 muestreos por sacrificio (n=3) midiendo la concentraciéon de TNT y
PETN por HPLC, y un recuento microbiano mediante microgota en agar nutritivo. Las
bacterias aisladas de los recuentos en el Gltimo evento de muestreo se conservaron a -
80°C en MT2 con glicerol y skim milk. Las bacterias, cultivos mixtos y consorcios
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definidos capaces de transformar pentolita sélida se seleccionaron con base en la
transformacion obtenida al final del estudio y la transformacién acumulativa de los
explosivos en el tiempo. En el estudio se observé una transformacion més alta del PETN
(21%) que del TNT (18%). Durante el estudio se obtuvieron 3 cultivos mixtos (CMP231,
CMP227 y CMT228), una bacteria (T21) y dos consorcios definidos (C1 y C4) capaces
de transformar pentolita sélida. Se observo una mayor transformacion de los explosivos
(19 % TNT, 23 % PETN) en las bacterias y cultivos mixtos que en los consorcios definidos
(17% TNT, 20% PETN), lo cual indica que son mejores a la hora de transformar explosivo
sélido. Se observaron altos recuentos (5 log UFC/mL) de bacterias en los microcosmos,
lo que indica que son capaces de crecer en presencia de pentolita sélida. Los resultados
de la secuenciacion del gen 16S rARN de las bacterias encontradas al final del estudio
en estos microcosmos encontraron que pertenecian a los géneros Stenotrophomonas
sp., Citrobacter sp., Pseudomonas sp. y Serratia sp. que en su mayoria no coincidian
con las bacterias inoculadas, lo que podria indicar que las bacterias recuperadas en el
ultimo evento de muestreo corresponden a las que se encuentran en las granallas. La
transformacion de explosivos sdlidos por parte de los cultivos mixtos seleccionados y las
bacterias encontradas al final del estudio debe ser estudiado en mas detalle, sin
embargo, bajo las condiciones de este ensayo logramos determinar la transformacion de
pentolita sélida.
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1. INTRODUCCION

La pentolita es una mezcla 1: 1 de TNT y PETN, ampliamente utilizada en la industria

ci vil como parte de cargas de detonaci -n
componente de las municiones (Agrawal y Hodgson, 2007). En Colombia, la Industria

Militar INDUMIL es la Unica empresa encargada de la produccion, importacion y
comercializacion de explosivos para la industria militar y civil. En el afio 2019 las
ventas netas de la empresa crecieron un 15% respecto al afio anterior y un 77% de

las ventas registradas provino de la venta de explosivos y emulsiones, con un
crecimiento del 10% con respecto al afio anterior (Indumil, 2019).

La fabricacion de TNT y PETN requiere acidos fuertes como mezclas de &cido nitrico
y sulftrrico, y como subproducto indeseado de esta reaccion se producen "aguas
rojas" que contienen una alta concentracion de sulfitos e isomeros de TNT (Meyer et
al., 2015). Los residuos de la fabricacion de explosivos representan un riesgo
significativo para el ambiente debido a su impacto en el sitio inmediato de la
contaminacioén, donde pueden afectar la poblacion microbiana del suelo y se llegan a
acumular en la fase acuéatica del sitio contaminado (Meyers et al., 2007; Amaral et al.,
2009). Ya que son compuestos xenobioticos (no se encuentran comunmente en la
naturaleza) por lo que son resistentes a la degradacion microbiana (Amaral et al.,
2009; Meyers et al.,, 2007) por tanto, las bacterias no pueden asimilarlos en su
metabolismo y se acumulan en el ambiente (Lima et al., 2011; Stenuit y Agathos,
2019). La detonacion de los explosivos libera fragmentos "chunks" de municiones sin
detonar y rocia pequefias particulas de explosivos en amplias areas. (Pennington
et al., 2006). Debido a la acumulacién y toxicidad de estos explosivos, los suelos
impactados sufren una pérdida de integridad (Lima et al., 2011). Los residuos del uso
de explosivos en las operaciones mineras pueden cambiar la composicion de los
lixiviados de las minas o llegar a aguas subterraneas, en donde se han detectado
subproductos de las cargas no detonadas en aguas subterrdneas corriente abajo de
una mina activa (Bailey etal.,, 2013; Degnan et al., 2016). Las municiones no
detonadas en el suelo se convierten en puntos persistentes de contaminacién, debido
a que con el tiempo la cubierta metalica externa de la carga explosiva se corroe por
el contacto con el agua, que se filtra adentro de la municién y pequefias cantidades
del explosivo permean en el agua, contaminando el subsuelo. El contacto con TNT
y PETN representa un riesgo para la salud humana ya que el TNT es un carcind6geno
conocido, que también puede causar erupciones cutaneas, problemas respiratorios,
(EPA, 2017; PubChem, 2020). El PETN es un compuesto que se utiliza como
componente de medicamentos para el tratamiento de anginas, pero la exposicion
prolongada puede causar dafio tisular debido a su efecto vasodilatador (NCI, 2020;
PubChem, 2020). Se ha reportado mas sobre la transformacion del TNT que del
PETN, y se han aislado bacterias capaces de transformar TNT a partir de suelos
contaminados con explosivos (Juhasz y Naidu, 2007; Stenuit y Agathos, 2011; Yu et
al., 2005). La transformacion del TNT se puede dar en condiciones aerobias y
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anaerobias, donde intervienen enzimas nitroreductasas tipo 1y 2 y OYE (old yellow
enzymes) (Esteve-Nufiez et al.,, 2001; Nyahongo et al., 2005). Donde se da una
biotransformacion reductiva de la molécula con produccién y acumulacién de
diferentes subproductos de reduccién parcial del TNT como los hidroxilamino-
dinitrotoluenos que son téxicos para la bacteria (Stenuit y Agathos, 2019) también se
ha reportado que la transformacion del TNT inhibe la transformacion de otros
explosivos como el RDX y el HMX (Moshe et al., 2009) y especificamente del PETN
(Arbeli etal., 2016) probablemente debido a la produccion de metabolitos
secundarios. En la transformacion del PETN por bacterias se da una desnitracion
secuencial de la molécula con produccién de pentraeritritol dinitrato (Kalderis et al.,
2011) o la completa reduccién a pentaeritritol (Zhuang et al., 2012). En la
transformacion del PETN intervienen enzimas como la PETN reductasa (Binks et al.,
1996; Meah et al.,, 2001) que también es capaz de transformar TNT (Khan et al.,
2013). Existen explosivos comerciables biodegradables patentados basados en
pentolita (Brearley et al., 2013) que se aprovechan de la habilidad las bacterias de
transformar explosivos. Pero la informacion sobre las bacterias detras de estas
patentes no es de acceso publico. Dada la importancia de encontrar un componente
biol6gico que pueda transformar la pentolita, nos propusimos encontrar bacterias
capaces de crecer en presencia de TNT y PETN. Utilizando cultivos de
enriquecimiento y biocebos con los explosivos (TNT o PETN), se evaluo su capacidad
para degradarlos o transformarlos, utilizando un medio de sales minimo (MT2) con
los explosivos disueltos (100 mg/L). Encontramos y secuenciamos 74 bacterias
capaces de transformar TNT y PETN. La capacidad de degradar TNT de algunas de
estas bacterias y la produccion de surfactante fue explicada en detalle por Avila y
colaboradores (Avila et al., 2017). Con estas bacterias creamos consorcios definidos
y continuamos evaluando la transformacion de estos explosivos utilizando granallas
de pentolita sélida en microcosmos con MT2M. Los resultados fueron prometedores,
ya que algunas de estas bacterias mostraron transformacién de pentolita, aunque en
un largo periodo de tiempo (casi siete afios).
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2. MARCO TEORICO

2.1. Explosivos

Los explosivos son sustancias quimicas altamente energéticas que se pueden encontrar
en estado solido o liquido. Son capaces de sufrir reacciones quimicas rapidas en
respuesta a estimulos externos como la friccion o el choque (Meyer et al., 2015). Estan
compuestos por moléculas de carbono e hidrogeno unido a oxigeno y nitrégeno que al
reaccionar dan paso a una fuerte reaccion redox, en donde la rotura de los enlaces entre
estas moléculas libera energia, y los atomos de nitrdgeno y oxigeno se separan y
reaccionan con el carbono e hidrogeno, produciendo gases como el CO2, H20, N2 ( Lee
et al., 2004; Agrawal y Hodgson, 2007). Los explosivos se pueden clasificar acorde a su
uso y reactividad en tres clases: explosivos primarios, secundarios y terciarios; Los
explosivos primarios como el peroxido de acetona son altamente sensibles (faciles de
detonar) y se usan como iniciadores de explosivos secundarios. Los explosivos
secundarios como el TNT y el PETN son menos sensibles y se utilizan para aumentar la
detonacién de otros explosivos, los explosivos terciarios como el nitrato de amonio son
los menos sensibles y requieren de cargas secundarias para detonar. (Makinen et al.,
2011; Meyer et al., 2015).

Los explosivos se pueden encontrar en formulaciones puras (p.ej., TNT, PETN, RDX) o
como mezcla de diferentes explosivos (p.€j., pentolita) que les otorgan propiedades como
mayor estabilidad, potencia explosiva y maleabilidad (Meyer et al., 2015). Los explosivos
secundarios se pueden dividir en nitroaromaticos, nitraminas y esteres de nitrato. Los
nitroaromaticos, contienen grupos NO:2 unidos a un anillo aromatico (p-ej., TNT). Los
ésteres de nitrato contienen NO2 unido a un atomo de oxigeno, el cual a su vez esta
unido a un carbono alifatico (p-ej., PETN). (Juhasz y Naidu, 2007).

2.1. Uso y produccién de explosivos

La Industria Militar de Colombia (INDUMIL) es la Unica empresa encargada de la
produccién, importacion y comercializacion de explosivos para la industria militar y civil.
Entre el afio 2018 y 2019 la venta de explosivos con fines civiles represento mas de la
mitad de las ventas para INDUMIL (Indumil, 2018, 2019). Los explosivos fueron utilizados
en proyectos de mineria, y en la construccion de infraestructura. Entre los explosivos
comercializados de encuentra el Pentofex®, pentolita utilizada como multiplicador
(booster) y del cual se comercializaron 1.733.684 unidades en el afio 2019(Indumil,
2019).
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2.2. Impacto ambiental de los explosivos

La manufactura de explosivos, su almacenamiento y uso genera residuos que al llegar
al ambiente se acumulan en suelos y aguas, debido a que son compuestos con
estructuras quimicas no encontradas en la naturaleza (xenobi6ticos) lo que resulta en
una dificultad para incorporarlos en las rutas metabdlicas de microorganismos y plantas,
por lo que los explosivos se acumulan una vez liberados al ambiente (Lima et al., 2011;
Singh, 2012; Stenuit y Agathos, 2019). En la producciéon de explosivos se generan
lixiviados que contienen explosivos y compuestos parcialmente nitrados que contaminan
el suelo y agua cercanos a las plantas de manufactura de explosivos (Meyers et al.,
2007). Se ha detectado que los explosivos como el TNT y el RDX, e impurezas de su
manufactura como el DNT, pueden durar en el ambiente hasta por 50 afios sin sufrir
transformacion, lo que evidencia lo recalcitrantes que son estos compuestos (Amaral
et al., 2009; Meyers et al., 2007). El uso de explosivos en poligonos, campos de prueba
y de demolicién también producen residuos que llegan al ambiente, donde el impacto
depende del tipo de explosivo utilizado, en los campos de prueba municiones de artilleria
o cargas de detonacion producen detonaciones grandes y dejan pocos residuos, pero
cargas pequefias como las de las granadas pueden dejar residuos en forma de
fragmentos de explosivo sin detonar (Pennington et al., 2006). El suelo contaminado con
los fragmentos de explosivos es utilizado para rellenar el crater de la explosion, lo cual
puede causar que el explosivo migre al subsuelo y puede llegar a contaminar aguas
subterraneas (Pennington et al., 2006). Las municiones sin detonar se convierten en
focos de contaminacién, en especial aquellas que terminan enterradas en el suelo, ya
gue los empaques de las municiones al estar expuestas a los elementos se oxidan y
abren, lo que permite que los explosivos se filtren y contaminen el suelo circundante
(Taylor et al, 2015). El uso de explosivos en la industria de la mineria también da lugar a
la contaminacion del ambiente, donde la detonacién incompleta de explosivos como el
nitrato de amonio, utilizado en proyectos de infraestructura como la construccion de
carreteras, deja fragmentos del explosivo que pueden ser transformados por procesos
biolégicos, produciendo compuestos como el NO-3 que contamina el agua subterranea y
se moviliza en el ambiente (Degnan et al., 2016). El uso de explosivos libera también
subproductos de la detonacién como NHz, NO2, NO-3, Cl'y ClIO4, los cuales se movilizan
en los lixiviados de las minas (Bailey et al., 2013). La composicion del suelo influye en
el destino ambiental de explosivos como el TNT, RDX y PETN. Factores como la difusion
del el explosivo (TNT) en el suelo juegan un papel importante en la degradacion del
compuesto (Kalderis et al., 2008) ya que son susceptibles a la reduccion de grupos nitro
por bacterias (Yu et al., 2017), asi como una transformacion parcial de estos compuestos
por procesos abidticos como hidrolisis, fotolisis (Kalderis etal.,, 2011) y algunos
explosivos como el TNT son especialmente susceptibles a reacciones de hidrolisis bajo
pH alcalinos (Hwang et al., 2005).

La contaminacion por explosivos esta concentrada alrededor de sitios de prueba de
explosivos, suelos de plantas de manufactura de explosivos, bases militares vy sitios de
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prueba militar (Ju y Parales, 2010; Kalderis et al., 2011; Stenuit et al., 2005). En los suelos
contaminados con explosivos se observa un impacto negativo en la comunidad
microbiana del suelo, lo que ese evidencia en la disminucion de la biomasa y la actividad
deshidrogenasa, lo que a su vez contribuye a la persistencia de los compuestos
explosivos en el ambiente (Meyers et al., 2007). Sin embargo, la capacidad de los
microorganismos de transformar los explosivos esta bien reportada en la literatura
(Juhasz y Naidu, 2007; Kalderis et al., 2011) ya que son capaces de utilizar los explosivos
como fuentes de carbono, nitrbgeno o como parte de procesos co-metabolicos en
condiciones aerobias o anaerobias.

3. Pentolita

3.1. Descripcion

La pentolita es un explosivo comUnmente utilizado como iniciador de cargas menos
sensibles como la del ANFO (de sus siglas en ingles Amonium Nitrate Fuel Oil, una
mezcla de nitrato de amonio y combustible derivado del petréleo) (Primera-Pedrozo et
al, 2008). Esta formado por una mezcla 50:50 (p/p) de TNT y PETN. La pentolita es
utilizado como explosivo militar y como componente en cargas de detonacion (booster,
multiplicadores) y cordon detonante (Agrawal y Hodgson, 2007; Meyer et al., 2015).

4. 2,4,6-TRINITROTOLUENO (TNT)

4.1. Descripcion

El TNT fue descubierto por el quimico aleman Julius Wilbrand en 1863, y fue usado
ampliamente como explosivo militar en ambas guerras mundiales.(Stenuit et al., 2005)
debido a que es un explosivo secundario muy estable y maleable. Es un explosivo sélido
de color amarillo palido, insensible al impacto y la friccién, (Meyer et al., 2015) compuesto
por una molecula de tolueno unido a tres grupos nitro (Figura 1) y se produce nitrando
el tolueno en varios pasos secuenciales, con el fin de disminuir la produccion de
nitraciones indeseadas (Agrawal y Hodgson, 2007). La molécula de tolueno se nitra en
un reactor con altas concentraciones de acido nitrico y sulfurico (Meyer et al., 2015,
PubChem, 2020a) en donde se produce primero mono-nitrotolueno, luego di-nitrotolueno
y finalmente trinitrotolueno. Durante la produccion de TNT se obtienen subproductos
indeseados como isdmeros de TNT, compuestos mononitrados y tetranitrometano
(Meyer et al., 2015)., DNT (2,4- DNT, 2,6 DNT) e is6meros de dinitrotoluenos (Juhasz y
Naidu, 2007) que son removidos mediante un proceso de recristalizacion utilizando
solventes organicos o acido nitrico (Meyer et al., 2015). La manufactura de TNT produce
efluentes (aguas rojas y amarillas) que poseen una gran cantidad de compuestos
aromaticos que son téxicos para el medio ambiente (Singh, 2014).
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4.2. Impacto ambiental de contaminacion por TNT

Durante la produccién, almacenaje y uso (detonacién) del TNT se generan residuos que
pueden llegar a contaminar el medio ambiente, la estructura del TNT influencia su
transporte y degradacion en el ambiente. Cuando el TNT se libera a la atmosfera se
somete a una degradacion fotoquimica donde se producen radicales hidroxilos, por lo
gue es un compuesto sensible a la luz. La posicion simétrica de los grupos nitro en el
anillo aromético del TNT, hace que sea un compuesto polar levemente hidrofébico (Log
Kow 1.8, ver tabla 1) por tanto tiene afinidad por la materia orgéanica del suelo, mediada
por la fraccion alifatica de la materia organica. Los compuestos resultantes de la
reduccion del TNT (nitroso, hidroxilamina, azoxy, aminos) comparten esta afinidad, pero
tienden a unirse a la materia organica disuelta, a través de grupos funcionales carboxilo
y carbonilo, esta fraccidén de la materia organica es mas movil y puede desplazarse a las
aguas subterraneas y superficiales. (Stenuit y Agathos, 2019) En suelos arcillosos con
poco contenido de material organico, la polaridad de los minerales que componen un
suelo arcilloso influye en gran parte en la movilidad del TNT y sus derivados, esto debido
a que en suelos arcillosos el TNT se retiene debido a interacciones entre la molécula y
los distintos minerales, mientras los subproductos reducidos como los aminos tienen una
menor afinidad por lo que migran mas (Stenuit y Agathos, 2019). Debido a su baja
solubilidad (Tabla 1) se libera lentamente en el ambiente, (Juhasz y Naidu, 2007).
Compuestos como el TNT y los metabolitos de la reduccion del TNT se pueden unir a la
materia organica del suelo (Stenuit y Agathos, 2019) donde se encontré, mediante un
andlisis con TNT marcado radiol6gicamente (14° TNT) que es un compuesto susceptible
a procesos de humificacion, donde reacciona con la fraccion humica del suelo
(especialmente los metabolitos de la transformacion del TNT) y queda inmovilizado, lo
que disminuye su movilizacion en el ambiente (Weil3 et al., 2004).

4.3. Impacto en la salud por exposicion al TNT

La exposicion prolongada al TNT puede provocar sintomas como dolores de cabeza,
anemia, hepatitis, dermatitis, conjuntivitis, irritacién del tracto respiratorio, ademas de ser
un compuesto potencialmente carcinégeno (EPA, 2017; PubChem & Structures, 2020).
La principal via de contacto es la oral, aunque el compuesto se puede absorber también
por la piel. (EPA, 2017). Debido a la toxicidad de este compuesto, la EPA maneja niveles
de deteccidon estrictos (baja concentracion) para identificar sitios que requieren ser
evaluados con mas detalle para determinar si existe un riesgo a la salud humana, (EPA,
2020b). Para el TNT, la EPA tiene los siguientes niveles de deteccion: 21 mg/kg para
suelos y 96 mg/kg para suelos industriales. En el agua de grifo y para el agua del grifo
un nivel de 2.5 ug/L (EPA, 2020a).
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5. PENTAERITRITOL TETRANITRATO (PETN)

5.1. Descripcion

El PETN es un éster nitrado de pentaeritritol (Figura 1). Es un compuesto incoloro y de
apariencia cristalina, se encuentra en mezclas explosivas como la pentolita (TNT:PETN)
o el SEMTEX (PETN:RDX) (PubChem, 2020). Se sintetiza introduciendo pentaeritritol
en un reactor con acido nitrico, donde se nitra la molécula y se forman cristales de PETN
gue se purifican diluyéndolos en acido nitrito y recristalizandolo en acetona (Klapotke,
2017) Es un explosivo estable de sensibilidad moderada (no se degrada facilmente) y es
moderadamente resistente a estrés mecanico. (Meyer et al., 2015). Es un explosivo con
una gran potencia rompedora (rapidez con la que desarrolla su maxima presion) y es
utilizado como componente de cordones de detonacion y boosters (Meyer et al., 2015)

5.2. Impacto ambiental de contaminacion por PETN

No existe mucha informacion sobre el impacto ambiental de la contaminacion por PETN
(Zhuang, Gui, Gillham, & Landis, 2014). EI PETN es un compuesto moderadamente
toxico para las bacterias (Sunahara et al, 2009), sin embargo una vez liberado al
ambiente es susceptible a ser transformado por reduccién de sus grupos nitro ( Yu et al,
2017). Es sensible a la luz y una vez liberado al ambiente no se espera que migre en el
suelo debido a su baja solubilidad y baja volatibilidad en el suelo himedo (constante de
Henry, Tabla 1) (NCI, 2020; PubChem, 2020).

5.3. Impacto en la salud por exposicion al PETN

El PETN es un compuesto con propiedades vasodilatadoras, debido a que la reduccion
de este compuesto en la sangre libera NO, que actia sobre los muasculos lisos
vasculares. Por lo que se usa en el tratamiento de anginas, donde se usa para disminuir
la severidad y frecuencia de los ataques. (PubChem, 2020). Es un compuesto que es
menos toxico que el TNT, sin embargo la exposicibn prolongada a este compuesto
puede causar una baja en la presion sanguinea, disnea, dolor de cabeza e
hipoxia.(PubChem, 2020). Para el PETN, se maneja un nivel para suelos residenciales
de 130 mg/kg, suelos industriales 570 mg/kg y en agua del grifo 19 ug/L (EPA, 2020a).

19



Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas del TNT y PETN

Propiedades

Formula quimica

CAS

Peso molecular (g.mol?)

Solubilidad en agua a 25°C (mg. L?)
Constante de particion octanol/agua. (Log Kow)
Densidad (g.cm)

Presion de vapor a 25° C (mm Hg)

Constante de Henry a 20° C (atm-m®.mol?)

apubChem 2020

PEPA, 2017

¢PubChem 2020

Figura 1. Estructura del TNT y el PETN?
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6. Transformacioén biolégica del TNT y PETN por bacterias

6.1. Transformaciéon bacteriana de TNT

El TNT es un compuesto nitroaromatico, y como la mayoria de estos compuestos se
libera al ambiente por actividades antropogénicas. Al igual que otros compuestos
nitroaromaticos el TNT es un compuesto xenobidtico, los microorganismos no han estado
expuestos mucho tiempo a estos contaminantes y por tanto no han desarrollado las rutas
metabdlicas necesarias para incorporarlos en su metabolismo. (Kulkarni y Chaudhari,
2007) por tanto, en lugar de degradar el compuesto a productos inorgénicos y usar el
TNT como fuente de carbono, nitrbgeno y energia (mineralizacion) se da una
transformacion co-metabolica mediante reacciones no especificas, donde el
microorganismo no obtiene energia del TNT y solo es transformado en presencia de otro
sustrato (Kulkarni y Chaudhari, 2007). Por fortuna los microorganismos poseen muchas
rutas metabdlicas y estdn adaptados para aprovecharlas como herramientas en la
degradacion de compuestos extrafios. Son capaces de adaptar rutas metabdlicas de
sustratos comunmente encontrados en la naturaleza para trabajar con compuestos
afines o analogos, como ocurre con nitroarométicos como el TNT (Kulkarni y Chaudhari,
2007).

El TNT esta formado por un anillo aromatico de tolueno, unido a tres grupos nitro en las
posiciones 2,4 y 6 del anillo aromatico (Stenuit & Agathos, 2019). La posicion de los tres
grupos nitro y su propiedad de atraer electrones hace que exista un déficit de electrones
en el anillo aromatico, por lo que hace que la molécula de TNT sea dificil de transformar
por procesos oxidativos y electrofilicos (Stenuit et al, 2005 ; Kulkarni y Chaudhari, 2007).
Por tanto, la transformacion del TNT se da a través de ataques electrofilicos, mediante
un co-metabolismo reductivo, con produccién de aminos. (Kulkarni y Chaudhari, 2007)
con lo que se incrementa la densidad de electrones en el anillo aromético y facilita la
reduccién del otro grupo nitro sin embargo estas reacciones dejan el anillo aromatico
intacto (Stenuit et al., 2005). Existen multiples vias metabdlicas que se dan durante la
transformacion del TNT, por bacterias en cultivos puros y mixtos, y como consecuencia
se obtienen muchos metabolitos que se convierten en callejones sin salida, ya que la
célula no los puede utilizar para su crecimiento y se acumulan en la célula. Lo cual
dificulta la mineralizacion del TNT. (Duque et al., 1993; B. Stenuit et al., 2005; Stenuit y
Agathos, 2010). Ademas, los productos de la reduccion del TNT son mas toxicos que el
TNT (Kulkarni y Chaudhari, 2007).

El TNT se puede transformar bajo condiciones aerobias y anaerobias, la presencia de
los grupos nitro dificulta los ataques por parte de enzimas oxidativas, por lo que
predominan vias reductivas, (Sunahara et al., 2009) donde se reducen uno o dos grupos
nitro en grupos hidroxilamino o amino. Aunque la denitracion de la molécula de TNT,
parece ser un paso importante para su completa mineralizacion, debido a que abre el
paso para que las dioxigenasas usen los di 0 mono nitrotoluenos como sustrato. (Esteve-
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Nufiez etal.,, 2001; Stenuit etal., 2005) reducir la molécula es un proceso mas
energéticamente favorable (Shelley et al. 1996)

En la reduccion del TNT se dan isdmeros de aminonitroaromaticos que se acumulan en
el medio y no se metabolizan.(Esteve-Nufiez et al., 2001). En condiciones anaerobicas
también se da la liberacion de nitrito, con incorporacion del TNT en la biomasa de la
célula, a traves de la formacion de acido 2-nitro-4-hidroxibenzoico y 4-
hidroxibenzaldehido. (Stenuit et al., 2005) EI TNT también puede actuar como aceptor
de electrones final en condiciones anaerobias. (Esteve-Nufiez et al, 2000). La estructura
del TNT lo hace una molécula electrofilica, con una tendencia a ser reducida por enzimas
nitroreductasa tipo 1, que requieren NAD(P)H como donador de electrones y enzimas
transferasas tipo 1y 2 de la familia OYE (old yellow enzyme). Que catalizan la reduccion
de grupos nitro a grupos amino, gracias a dos transferencias de electrones que dan lugar
a subproductos nitrosos, hidroxilamino y amino (Stenuit y Agathos, 2019; Stenuit et al.,
2005). Cuando las enzimas OYE tipo 2 transforman el TNT, en una reaccion dependiente
de NADPH. (Stenuit y Agathos, 2010). Se da una reduccion parcial del anillo aromatico,
a través de la formacion de enlaces covalentes entre los iones hidruro y el anillo
aromatico. (Kulkarni y Chaudhari, 2007; Stenuit y Agathos, 2010) produciendo complejos
meisenheimer hidruro y di-hidruro, con la subsecuente liberacion de nitrito vy
subproductos denitrados del TNT. Esta reaccion también esta catalizada por la enzima
PETN reductasa (Stenuit et al., 2005) que es capaz de reducir el TNT mediante la
creacion de complejos meisenheimer, liberando nitritos, aunque también es capaz de
producir hidroxilaminodinitrotoluenos y aminodinitrotoluenos (Esteve-Nufiez et al., 2001)
gue tienden a acumularse en el medio ya que no pueden usarse como fuente de carbono.
(Stenuit y Agathos, 2019; Stenuit et al., 2005). Bajo condiciones aerobias se da lugar a
reacciones de dimerizacion o condensacién (Stenuit et al., 2005) donde subproductos de
la transformacion del TNT se unen entre si, dando lugar a compuestos recalcitrantes
como los tetranitroazoxytoluenos (Esteve-Nufiez et al., 2001) que se producen cuando
los isdmeros nitroso e hidroxilamino-dinitrotoluenos reaccionan entre si, con la liberacion
de nitritos (Rylott et al, 2011). EI complejo meisenheimer también puede reaccionar con
las hidroxilaminas, con la subsecuente liberacion de nitritos, formando diarilaminas.
(Stenuit et al., 2005; Wittich et al, 2008; Stenuit y Agathos, 2011). Estas reacciones son
catalizadas por las enzimas tipo oye como la pentaeritritol reductasa y la XenB (Wittich
et al., 2008; Rylott et al., 2011).

El nitrégeno liberado puede ser asimilado en la célula por medio de la accion de la nitrito-
reductasa y la glutamina sintetasa - glutamato sintetasa (GS-GOGAT) sin embargo, los
subproductos de la transformacién del TNT no se utilizan como fuente de carbono.
(Stenuit y Agathos, 2019). Los supbproductos de la reduccion parcial del TNT como los
aminodinitrotoluenos (4-amino-2,6- dinitrotolueno y 2-amino-4,6-dinitrotolueno) o los
diaminonitrotoluenos (2,4-diamino-6-nitrotolueno y 2,6-diamino-4-nitrotolueno) son mas
solubles en agua y tienen una mayor toxicidad que el TNT (Stenuit et al., 2005) y bajo
condiciones anaerobias estos compuestos se pueden reducir a intermediarios inestables
como el TAT (2,4,6 triaminotolueno) (Stenuit et al., 2005).
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6.2. Transformacién bacteriana del PETN

La transformacion del PETN por parte de bacterias no esta tan ampliamente reportada
como si ocurre con el TNT, Binks y colaboradores (Binks et al. 1996) reportaron la
transformacion de este explosivo por parte de Enterobacter cloacae PB2, la cual
expresaba una enzima PETN reductasa, enzima que también interviene en la
transformacion del TNT (Stenuit et al., 2005). E. cloacae PB2 transforma el PETN
mediante la accion reductiva de la enzima, removiendo los grupos nitro con liberacion de
nitritos.(Binks et al., 1996; Nivinskas et al., 2008).

Zhuang y colaboradores (Zhuang, Gui, & Gillham, 2008) demostré que la adicién de
hierro granular en un medio acuoso favorece la reduccion del PETN, donde se observa
una desnitracion completa de la molécula, con liberacidén de nitritos en cada paso de la
degradacion, obteniéndose pentaeritritol y amonio como productos finales. En este
estudio se evidencio que la baja solubilidad del PETN disminuye su degradacién, en
especial cuando se encuentra en forma solida (Zhuang et al., 2008). En un estudio
posterior se evalud la transformacion del PETN por parte de bacterias desnitrificantes,
se observo la reduccién secuencial del PETN a pentaeritritol con la formacién de los
intermediarios PEtriN, PEDN, PEMN. Al medio se le adicionaron aceptores de electrones
(nitrato/sulfato) y acetato (300 mg/L) como fuente de carbono. Se observo que bajo estas
condiciones se obtiene una transformacion del PETN por parte de las bacterias
desnitrificantes, debido a que poseen la enzima nitrito reductasa. En el estudio la
concentracion del acetato se mantuvo por encima de 100 mg/L (Zhuang et al., 2012).
Otro estudio en suelos, se obtuvo una remocién del 80% del contaminante encontrado al
cabo de 446 dias, esto gracias a la adicion de una fuente de carbono (DARAMEND) al
suelo. Lo que demuestra que la fuente de carbono es un factor limitante en la
transformacion del PETN (Zhuang et al., 2014). La transformacion del PETN se ve
fuertemente afectada cuando se realiza en presencia de TNT, Arbeli y colaboradores en
un estudio en microcosmos de suelo con pentolita. Observo que la degradaciéon de los
explosivos puede estar influenciada por las caracteristicas del suelo (procesos abidéticos)
y en especial que PETN puede ser mas persistente que el TNT, esto debido a la baja
degradacion observada. Las bacterias anaerobias fueron capaces de mejorar la
degradacion del contaminante, sin embargo, la transformacion de estos explosivos
disminuyo en el tiempo, probablemente debido a la acumulacion de subproductos. Entre
las bacterias encontradas se encontraron bacterias del orden Burkholderia y
Rhodanobacter (Arbeli et al., 2016)

7. Transformacion de explosivos por consorcios bacterianos

La transformacion de explosivos utilizando consorcios de bacterias obtenidas de sitios
contaminados esta ampliamente reportada en la literatura (Boopathy et al, 1998;
Boopathy et al, 1998; Robertson y Jjemba, 2005; Khan et al, 2015; Arbeli et al., 2016;)
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Robertson y Jjemba (Robertson y Jjemba, 2005) en un estudio de transformacién de TNT
con bacterias aisladas de un suelo contaminado por explosivos (Acitenobacter sp,
Enterobacter sp., Pseudomonas sp) encontraron que estas bacterias fueron capaces de
transformar y mineralizar el **C-TNT, lo que se evidencio por la produccién de #CO2
(Robertson & Jjemba, 2005). En condiciones anaerobias, con un consorcio de bacterias
sulfato reductoras se encontrd una alta remocién de TNT, TNB, RDX, HMX, el consorcio
evaluado utilizo los explosivos como fuente de nitrégeno, debido a que se detecto la
presencia de subproductos de la transformacion del TNT como AmMDNT, DNT. Este
consorcio de bacterias fue efectivo en campo, donde bajo condiciones anaerobicas
bacterias sulfato reductoras lograron disminuir la concentracion del TNT y los otros
explosivos (Boopathy et al.,, 1998). La adicion de bacterias y nutrientes a suelos
contaminados con altas concentraciones de TNT (500 mg/kg) contribuye en la
transformacion del explosivo (Muter et al., 2012).

8. Explosivos biodegradables

En la industria existen varias formulaciones patentadas de explosivos biodegradables,
entre las cuales se encuentra la presentada por Dyno Nobel (Brisbane, Australia) sobre
un producto biodegradable compatible con pentolita, RDX y PETN (Badger et al., 2007).
En la patente se hace referencia al uso de consorcios de las siguientes bacterias:
Pseudomonas sp., Escherichia sp., Morganella sp, Rhodococcus sp, Comamonas sp y
microorganismos desnitrificantes. Las bacterias fueron aisladas de muestras de suelo y
agua provenientes de una fabrica productora de explosivos en Cottonwood heights, Utah
(EE. UV). El dispositivo esta ideado para casos en donde tras una detonacion fallida del
explosivo, los microorganismos intervengan en la degradacion y desactivacion del
producto sin detonar. La capacidad de la degradacién del consorcio fue puesta a prueba
con los explosivos (TNT y PETN) en bajas concentraciones (40-48 mg/L) disueltos en
medio liquido y en forma solida (discos de pentolita) en microcosmos con suelo. En los
resultados se observa una alta transformacion del TNT y PETN (80%) al cabo de cinco
semanas y una muy baja transformacion de la pentolita solida (6%) al cabo de 173 dias.
Orica Limited (East Melbourne, Victoria, Australia) posee una patente (Brearley,
Kotsonis, Liu, Smylie, & Goodridge, 2013) para uso con explosivos como nitroglicerina,
TNT, PETN, RDX, HMX y pentolita donde se utilizan nutrientes que estimulan la
produccion de enzimas degradadoras de explosivos por parte de los microorganismos
en el suelo.

No en todas las patentes se valida la efectividad del componente biologico, solo
mencionan los posibles microorganismos y nutrientes que se pueden incorporar a un
explosivo, por mencionar unos ejemplos; La patente de Bohn (BOHN, Uttich, &
Schneider, 2002) solo menciona que consiste en el explosivo (p.ej.,,TNT, PETN, RDX)
acoplado a un contenedor biodegradable con nutrientes y microorganismos (no
especificados), lo mismo con hongos (Riggs, 2006) en donde el explosivo (no
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especificado) posee esporas fungicas encapsuladas en pellets biodegradables. A pesar
de que se comercializan como explosivos biodegradables, la informacion que demuestre
la biodegradabilidad de estos productos comerciales es escasa. La produccién de un
explosivo biodegradable requiere de estudios dirigidos a la obtencién del componente
biolégico (bacterias u hongos) y la evaluacién en condiciones de laboratorio y campo de
la biodegradacion de los explosivos. Debido a que la produccién y uso de explosivos
hace parte de una industria que siempre sera necesaria es de especial urgencia un
estudio detallado donde se obtenga una formulacion biolégica que se pueda aplicar para
la degradacion de explosivos en el ambiente.
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9. Objetivos
Objetivo principal:

Evaluar la transformacion de pentolita solida por bacterias degradadoras de TNT
y PETN

Objetivos especificos:

1. Recopilar la informacion sobre la evaluacion de la degradacion de TNT y PETN
por bacterias aisladas de sitios contaminados, bajo condiciones de laboratorio

(USBA)
2. Monitorear la transformacion de pentolita solida por bacterias en condiciones de

laboratorio.
3. ldentificar las cepas aisladas de los ensayos de transformacion de pentolita

sélida.
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10. Materiales y métodos
Este trabajo de grado se desarroll6 dentro del proyectomacroidi sefo de un si st
mi croorgani smos degradadores de TNT y PETN, i
realizado por la unidad de saneamiento y biotecnologia ambiental USBA e INDUMIL.
Dentro de este proyecto macro tambien se desarrollaron varios trabajos de grado (Tabla
2) con el objetivo de recuperar microorganismos transformadores de TNT y PETN
(Fajardo, 2009; Garcia, 2014; Rojas, 2010; Villegas, 2009) y evaluar la capacidad de
transformar TNT y PETN por parte de estos microorganismos (Avila, 2012; Garcia, 2014).

Posteriormente estas bacterias se utilizaron en un estudio de transformacion de pentolita
sOlida (TNT: PETN 1:1) dentro del cual se encuentra enmarcado mi trabajo de grado.
Este estudio durd 7 afios y contd con la participacion de distintos jovenes investigadores
de Colciencias, asistentes de investigacion, entre otros (operarios). Los resultados de
los trabajos de grado de pregrado y posgrado, asi como las publicaciones obtenidas se
encuentran resumidos en la tabla 2.

En mi trabajo de grado recopilé la informacion del montaje del estudio de transformacion
de pentolita solida (granallas) en microcosmos realizado entre 2012 y 2013 (n= 1098) y
los datos de los primeros eventos de muestreo realizados entre 2012-2016. También
realice los ultimos muestreos de los microcosmos (n=212) y la cuantificacion de
explosivos mediante cromatografia (HPLC) y el recuento microbiano. Con base en los
resultados obtenidos durante el estudio, seleccioné los microcosmos de bacterias,
cultivos mixtos y consorcios definidos que presentaron transformacion significativa de la
pentolita solida. Finalmente se realiz6 la afiliacion filogenética a las bacterias
encontradas en estos microcosmos mediante secuenciacion del ARN16s.

Tabla 2. Trabajos de grado y articulos publicados durante el proyecto

Trabajos de pregrado

Referencia Titulo Aporte al estudio
Aislamiento, evaluacion y
mii?cl)%cr;:r?i sdn? 0s 1 Aislamiento de bacterias
(Fajardo, transformadoras de PETN (134) a

degradadores de

2009) @ pentaeritritol tetranitrato partir .de sitios contaminados con
(PETN) a partir de ambientes explosivos
impactados
Aislamiento de 1 Importancia de la adicion de carbono
microorganismos al medio para degradar TNT,
(Villegas, degradadores de 2,4,6- 1 Aislamiento de bacterias
2009) 2 trinitrotolueno (TNT) a partir transformadoras de TNT (164) a
de ambientes contaminados partir de sitios contaminados con
con explosivos. explosivos
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Evaluacion de biocebos de
carbon activado y explosivo  § Evidencia de crecimiento de

solido, como nueva microorganismos sobre la superficie
(Rojas, metodologia para la de la pentolita
2010) @ recuperacion de 1 Aislamiento de microorganismos
microorganismos transformadores de pentolita
degradadores de pentolita utilizando biocebos (9)

Estudio de la degradacién
aerodbica de 2,4,6-
(Avila, trinitrotolueno y
2012) pentaeritritol tetranitrato por
bacterias aisladas de suelos
contaminados
Determinacion del potencial
de degradacion anaerdbica
(Garcia, de 2,4,6-trinitrotolueno (tnt) y
2014) P tetranitrato de
pentaeritritol (petn) en suelos
impactados con explosivos
Articulos publicados
Referencia Titulo Conclusion
Aislamiento e Identificacion de bacterias
Screening for biosurfactant  transformadoras de TNT, pertenecientes

1 Seleccion de 70 cepas y cultivos
mixtos degradadoras de TNTy PETN

M Adicion de fuente de carbono
necesaria para la degradacion de
TNT y PETN.

1 Condiciones anaerobias favorecen la
transformacion de TNT y PETN

1 Seleccién de 3 cepas
transformadoras de pentolita en
condiciones anaerobias

(Avila-Arias

et al _ _production by 2,4,6- a los géneros  Achromobacter,
2017'5 tr|n|trotoluene-trgnsform|ng Stenotrop_homonas, Psegdomonas,
bacteria Sphingobium, Roultella, Rhizobium y
Methylopila.
(Arbeli Persistence of pentolite Presencia de bacterias anaerobias y la
ot al. (_PETN and TNT) in so!l adicion de carbono y nutr[entes tienen
20165 microcosms and microbial ~ un efecto en la degradacion, destino y
enrichment cultures disipacion del PETN en suelos

2 Trabajos de pregrado. ® Trabajos de maestria

10.1. Métodos analiticos

10.1.2 Quimicos y reactivos empleados para la extraccion de explosivos (TNT, PETN,
subproductos de la transformacion) y elaboracion de curvas de calibracion.

Para cuantificar la concentracién de los explosivos, se utilizé la técnica de cromatografia
liquida de alta eficiencia HPLC (High Performance Liquid Chromatography, por sus siglas
en inglés) y para la curva de calibracion del HPLC se utilizaron estandares analiticos
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(99%) de PETN, TNT y de los subproductos de la transformacion de TNT (2-amino-4,6
dinitrotolueno (2amDNT),4-amino-2,6 dinitrotolueno (4amDNT), 2,4 dinitrotolueno (2,4-
DNT), 2,6 dinitrotolueno (2,6-DNT), 2,6-diamino-4 nitrotolueno (2,6 DANT), 2,4-diamino-
6 nitrotolueno (2,4 DANT) marca AccuStandard (New Haven, CT USA). Los explosivos
TNT, PETN, pentolita (grado comercial) utilizados para los ensayos de transformacion
fueron suministrados por la industria militar de Colombia INDUMIL EIl acetonitrilo grado
HPLC usado en la extraccion de explosivos, preparacion de curvas de calibracion y fase
movil del HPLC se adquirié de Merck (MSD) (Darmstadt, Alemania). Se utilizo agua tipo
1 para la elaboracion de la fase movil y realizar la extraccion de los explosivos.

10.1.3 Extraccion de TNT y PETN

Para los ensayos de transformacion de TNT y PETN disueltos en medio liquido, se utilizd
una version modificada del método EPA 8330B (EPA, 2006), se tomaron 2 mL del medio
de cultivo y se mezclaron con 2 mL de acetonitrilo. La solucion se mezclé por unos
segundos (vortex) y se filtr6 (0.22 um; nylon) (Avila, 2012).

Durante el estudio de la transformacion de pentolita solida por bacterias transformadoras
de TNT y PETN, se realiz6 un muestreo por sacrificio, donde a cada microcosmo se le
adiciono 10 mL de acetonitrilo y se mezclé (vortex) por 1 minuto con el fin de disolver
completamente la pentolita. Se tomaron 50 pL de la muestra y se diluyeron en 2,450 pL
de acetonitrilo y 2,500 pL de agua tipo | en un frasco &mbar de 10 mL. El frasco se agito
10 veces con una jeringa de 5 ml estéril y se filtraron 1.5 mL a través de un filtro de nylon
(0.22 ym) a viales de cromatografia debidamente marcados.

10.1.4. Cuantificacion de TNT y PETN
10.1.4.1. Cuantificacion de explosivos por HPLC

Para realizar la HPLC se utilizé un cromatégrafo Shimadzu (Prominence 20A) acoplado
a un detector de arreglo de diodos (PDA). El volumen de inyeccion de cada vial fue de
10 ¢eL. La | ongi t ufue dk®10om phea PETE y 254 ot para aNT y
para los subproductos de la transformacion de TNT. Se utilizé una columna Pinnacle DB
C18 (Restek; Bellefonte, PA) con las siguientes condiciones de corrida: fase movil
compuesta por acetonitrilo y agua (47:53 v: v) a un flujo constante de 1.5 ml min; la
temperatura del horno fue de 40°C con un tiempo de corrida total de 27 minutos.

10.1.4.2. Curvas de calibracion

Para todos los ensayos de transformacion realizados dentro del proyecto (7 afios) se
realiz6 el mismo procedimiento para elaborar las curvas de calibracion (Avila, 2012;
Fajardo, 2009; Garcia, 2014; Villegas, 2009). En cada evento muestreo las curvas se
realizaron utilizando estandares AccuStandard (New Haven, CT USA) de TNT, PETN
(1000 mg/L ) y subproductos de TNT (2amDNT, 4amDNT, 2,4-DNT, 2,6-DNT, 2,6 ADNT
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y 2,4 DANT 1000 mg/L ) con 5 concentraciones para cada compuesto (1,20,50,100 y 200
mg/L). Para el estudio de transformacion de pentolita solida no se logré separar los
isdmeros de los subproductos de TNT asi que se cuantificaron como AMDNTSs, DNTSs, y
DiamDNTs. Para TNT y PETN se utilizaron 5 concentraciones para cada compuesto
(2,20,50,100 y 200 mg/L). Cada punto de la curva se analizé tres veces y a partir de los
resultados se construyeron las curvas de calibracion acorde al método EPA 8000D (EPA,
2018). Se calculé el coeficiente de correlacion (R?) de cada curva y si fue menor a 0.99
se construyd una nueva. Cada lote de corrida en el HPLC estuvo organizado de la
siguiente manera:

1. Blanco solventes (acetonitrilo: agua 57:43 v/v)

Mix de TNT-PETN-subproductos de TNT (50 mg/L de cada uno)
Blanco solvente (agua)

Blanco solvente (acetonitrilo)

10 muestras

Repeticion de la muestra anterior

7. Mix de TNT-PETN-subproductos de TNT (50 mg/L de cada uno)

oO0hr WD

10.1.4.3 Calculo de la transformacion de pentolita sélida en microcosmos

Con el fin de trabajar en los ensayos de transformacion con una pequefa cantidad del
explosivo (<0.1 g) se hicieron granallas (Anexo 6) de pentolita en INDUMIL. Para esto se
realiz6 un molde utilizando una lamina de silicona a la que se le abrieron orificios. El
molde se llend de pentolita liquida y al solidificarse el explosivo se retiraron las granallas.
En el estudio de transformacion de pentolita solida se utilizaron microcosmos (frascos
ambar de 20 mL, con 5 mL de MT2M). En cada microcosmo se depositaron 2 granallas
de pentolita solida previamente pesadas (0.1 g) utilizando una balanza analitica Hach
(Loveland, Estados Unidos).

Con base en la concentracion inicial de explosivos (ecuacién 1 y 2) se determind la
concentracion final (ecuacién 3 y 4) de los explosivos. Para obtener la concentracion
inicial (mg/L) de TNT y PETN en cada microcosmo se utilizé la masa de las dos granallas
(~0.2 g) y el volumen en mL del medio adicionado. Con base en ensayos previos
realizados en USBA se encontrd que la relacion de TNT: PETN en la pentolita producida
por INDUMIL es de 43.75:56.25 respectivamente. Para calcular la concentracion final de
los explosivos en cada evento de muestreo se utilizaron las ecuaciones 3y 4, donde se
utiliza la concentracién obtenida mediante HPLC de cada explosivo para calcular un
porcentaje de recuperacion y con él, calcular la transformacion total del explosivo.

Ecuacion 1.

1 Peso (mg) de explosivo: Peso de granallas (g) x R x 1000
R= Relacion: 0.4375 para TNT y 0.5625 para PETN

Ecuacion 2.
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Ecuacion 3.
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Donde:
Ci: Concentracion inicial de explosivo (TNT o PETN)
Cf: Concentracion final del explosivo (TNT o PETN)
Ecuacion 4:
P4 OAT O Opb ARER I

10.1.5 Control de calidad.
Debido al extenso tiempo (~7 afios) del ensayo, los eventos de muestreo lo realizaron
distintos operarios. Con el fin de mantener un control de calidad en el estudio, a cada
operario, antes de realizar un muestreo se le verifico la precision y exactitud del proceso
de extraccibn mediante un ensayo de extraccion. Para esto cada operario realizo el
montaje de 10 microcosmos con granallas (numeral 12.2). A cada operario se le calculd
la recuperacion (%R) de cada explosivo (ver numerales 10.1.3 y 10.1.4.3). El rango para

una extraccion aceptable se definié entre 70 y 110% con un coeficiente de variacién
menor al 7 %, con base al método EPA 800D

10.2. Obtencidon y seleccion de bacterias transformadoras de TNT y PETN

10.2.1. Toma de muestras en sitio contaminado con explosivos

Para la obtencién de las bacterias transformadoras de explosivos se utilizaron muestras
de suelo provenientes de la planta de fabricacion de explosivos Antonio Ricaurte
propiedad de INDUMIL (Sibaté, Colombia). En esta fabrica se produce PETN y se realiza
la mezclade TNT y PETN para producir pentolita, por o que es un sitio con una presencia
historia de los explosivos y se esperaba encontrar una mayor presencia de
microorganismos transformadores de TNT y PETN. Arbeli y colaboradores realizaron un
analisis fisicoquimico del sitio de muestreo (Arbeli et al., 2016) y se encontraron altas
concentraciones (30 - 240,000 mg/kg) de TNT y PETN.

Se seleccionaron 12 puntos de muestreo (Tabla 3, Anexo 6) tomando en cuenta las areas
de sintesis, produccién, almacenamiento y prueba de los explosivos. Asi como los sitios
de disposicion y tratamiento de residuos de la fabrica de INDUMIL. Adicionalmente se
tomd una muestra de suelo proveniente del exterior de la planta la cual no habia sido
expuesta a los explosivos (exterior de la fabrica)
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Tabla 3 Lugares de muestreo en la fabrica de INDUMIL

Numero Area muestreada
1 Exterior de la fabrica
2 Canal exterior
3 Trampa taller multiplicador
4 Canal de la trampa
5 Caneca de almacenamiento
6 Tanque de transporte
7 Exterior de la caja de captacion
8 Concentracion tensoactivos
9 Campo de prueba
10 Lodos de planta tratamiento de aguas residuales
11 Fitorremediacién
12 Cario planta de tratamiento de residuos
13 Salida del canal de la planta de cristalizacion

10.2.2. Obtencion de bacterias transformadoras de TNT y PETN

Durante el estudio se aislaron bacterias transformadoras de TNT y PETN a partir de las
muestras del sitio contaminado utilizando tres estrategias:

1. Cultivos de enriquecimiento con TNT y PETN bajo condiciones aerobias (Fajardo,
2009; Villegas, 2009).

2. Microcosmos con suelo contaminado empleando carbdon activado granulado
(biocebos) impregnado con TNT, PETN y pentolita (Rojas, 2010).

3. Cultivos de enriquecimiento con pentolita (TNT y PETN) bajo condiciones anaerobias
(Garcia, 2014).

Las bacterias obtenidas por estos ensayos fueron sometidas a un ensayo de
transformacion de TNT y PETN por avila y colaboradores (Avila-Arias et al., 2017; Avila,
2012).

10.2.2.1. Cultivos de enriquecimiento de microorganismos transformadores de TNT y
PETN bajo condiciones aerobias

A partir de las muestras de suelos, Fajardo y Villegas (Fajardo, 2009; Villegas, 2009)
realizaron un enriquecimiento de microorganismos transformadores de TNT y PETN. Se
evaluaron tres medios de cultivo donde el explosivo (TNT y PETN, por separado) seria
utilizado por las bacterias como fuente de carbono (MT1), fuente de nitrégeno (MT2) y
como fuente de carbono y nitrégeno (MT3). Se utilizaron 5 g de la muestra de suelo o
lodo y se agregaron en 45 mL del medio (MT1, MT2, MT3) con el explosivo (TNT o PETN)
a 50 mg/L. Los cultivos se incubaron en agitacion (115 rpm) durante 10 d a temperatura
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ambiente (~ 21° C). Finalizada la incubacion se realizd la siembra en los tres medios
solidos (MT1, MT2, MT3) a partir de las diluciones seriadas (1027 10°) con el explosivo
(TNT o PETN) a 50 mg/L. Las cajas se incubaron por 2 dias y se observé crecimiento
bacteriano en los tres medios de cultivo. Debido a que se encontré un mayor nimero de
morfotipos en MT2 (Anexo 1) con el explosivo como fuente de nitrégeno, se selecciond
este medio para los ensayos de transformacién de TNT y PETN realizados por Avila
(Avila, 2012). Con el fin de aumentar la presién de seleccién y purificar los cultivos
encontrados, se aumento la concentracion de los explosivos en el MT2 solido a 100 mg/L.
Se encontré6 que en algunas de las bacterias aisladas no fue posible separar los
morfotipos en el MT2 solido con el explosivo, ya que crecian como un cultivo mixto de
bacterias. Las bacterias en estos cultivos mixtos fueron separadas en agar nutritivo, pero
Fajardo y Villegas (Fajardo, 2009; Villegas, 2009) encontraron que las bacterias por
separado perdian la habilidad de crecer en el MT2 con el explosivo, por lo que en los
estudios de transformacion de TNT y PETN Avila (Avila, 2012) continuo su estudio como
cultivo mixto.

En total Fajardo (Fajardo, 2009) obtuvo 143 bacterias capaces de crecer en MT2 con
PETN Yy Villegas (Villegas, 2009) recupero 164 bacterias capaces de crecer en MT2 con
TNT. Las bacterias se conservaron en MT2 solido con el explosivo en el que fueron
aisladas.

10.2.2.2. Aislamiento de microorganismos transformadores de TNT y PETN con
biocebos bajo condiciones aerobias

Rojas (Rojas, 2010) evalué 3 tipos de carbon activado granulado (CAG) de diferente
porosidad (0.53-2.38 mm, 2.3-3 mm, 3.56-4.76 mm), utilizando 2.5 g de CAG
impregnado con TNT, PETN o fragmentos de pentolita (biocebos). Los biocebos se
colocaron en los microcosmos con las muestras de suelos provenientes de INDUMIL (30
g) (n=3). Los microcosmos (n=3) se incubaron por 93 d a temperatura ambiente (~ 21°
C) y en oscuridad. Posteriormente se recuperaron las bacterias de los biocebos mediante
sonicacién y vortex en MT2 liquido. Las bacterias se sembraron en MT2 solido con TNT
o PETN (100 mg/L) incubado a temperatura ambiente (~ 21° C). En total se recuperaron
9 bacterias y fueron conservadas en MT2 sélido para su posterior evaluacion (Rojas,
2010).

10.2.2.3. Cultivos de enriquecimiento de microorganismos transformadores de TNT y
PETN bajo condiciones anaerobias

A partir de las muestras de suelos provenientes de INDUMIL (campo de prueba, salida
del canal de la planta de cristalizacion, fitorremediacién) Garcia (Garcia, 2014) aislé
microorganismos transformadores de pentolita (TNT:PETN) bajo condiciones
anaerobias. Se realiz6 un cultivo de enriquecimiento con suelo (20 g) que se depositd en
MT2 y MT1 (80 ml) con la pentolita a una concentracion de 50 mg/L (Garcia, 2014). Se
realizaron 3 pases en donde se tomaron 20 ml de la unidad de ensayo y se llevaban a
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una nueva unidad de ensayo con 20 ml de medio fresco (segun el tratamiento). Para
evaluar la transformacion de TNT y PETN, se realizaron unidades experimentales a partir
de cada unidad de ensayo, haciendo un pase de 1 ml de la unidad de ensayo a 4ml de
MT2 y MT1, manteniendo la concentracién de pentolita. Las unidades de ensayo y las
unidades experimentales se incubaron en las mismas condiciones, y se realizaron
muestreos por sacrificio cada 40 dias de las unidades experimentales. Finalizada la
incubacion de las unidades de ensayo se realizé una diluciéon seriada (10* 7 10)
siembras en MT2 solido con pentolita (50 mg/L de TNT y PETN). las cajas se incubaron
a una temperatura de 30 £ 1°C. Finalizada la incubacion se tomé una colonia de cada
morfotipo (11 morfotipos) para evaluar la transformacion de pentolita bajo condiciones
anaerobias (numeral 10.3) (Garcia, 2014).

10.3. Ensayo de transformacion de TNT y PETN disueltos en medio liquido
10.3.1. Evaluacion de la transformacion de TNT y PETN bajo condiciones aerobias

En total, se obtuvieron 298 bacterias utilizando cultivos de enriquecimiento con TNT y
PETN (Fajardo, 2009; Villegas, 2009) y 9 bacterias con biocebos (Rojas, 2010). Después
de su aislamiento se evalud la transformacion de estas bacterias en un ensayo de
transformacion de TNT y PETN realizado por Avila y colaboradores (Avila-Arias et al.,
2017; Avila, 2012).Teniendo en cuenta el sitio del que fueron aisladas, se realizaron
grupos de cinco cepas para asi seleccionar de todas las bacterias aquellas que fueran
capaces de transformar TNT y PETN.

Para realizar el inoculo las bacterias se reactivaron en MT2 solido con el explosivo (100
mg/L) por 21 d, para obtener suficiente biomasa. Finalizada la incubacion se tomo la
biomasa de cada caja y se concentrd y lavo en MT2 liquido. La biomasa obtenida se
transfiri6 a MT2 liquido con TNT o PETN (100 mg/L). El cultivo se incubo en agitacién
(200 rpm) durante 24 h a temperatura ambiente (~ 21° C). Tras lo cual se realiz6 un pase
del cultivo a 45 ml de MT2 fresco. Como primer criterio de seleccién se escogieron las
bacterias y cultivos mixtos que lograran alcanzar un crecimiento de D.Osoonm 0.125, en
un tiempo menor a 14 dias. Con las cepas y cultivos mixtos que alcanzaron esta D.O se
realizé el ensayo de transformacion del explosivo en medio liquido (Avila, 2012). Para
esto 5 ml del cultivo se transfirieron a 45 ml de MT2 fresco con el explosivo (100 mg/L).
Las unidades experimentales se incubaron (~ 21° C) en oscuridad a 200 rpm durante 14
dias. A cada bacteria y cultivo mixto se le evaluaria la transformacion de los explosivos
y el crecimiento obtenido. Con estos resultados se les asignaria un puntaje (Tabla 5) con
base en el porcentaje de transformacion del explosivo, tasa de transformacioén, tasa de
crecimiento, crecimiento (Avila, 2012) y produccién de surfactante (Avila-Arias et al.,
2017). Los muestreos se realizaron los dias 0, 7 y 14, y se escogieron las bacterias
capaces de transformar mas de la mitad del explosivo. En total Avila (Avila, 2012)
selecciono 71 bacterias capaces de transformar TNT y PETN (Tabla 4). Con TNT como
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fuente de nitrdgeno se obtuvieron 9 bacterias y 11 cultivos mixtos (31 bacterias). Con
PETN como fuente de nitrégeno se obtuvo 1 bacteria y 12 cultivos mixtos (30 bacterias).

Las bacterias y cultivos mixtos se conservaron a -80°C (crioconservados) en MT2 con
glicerol 15% (v/v) y skim milk (Oxoid, Reino Unido).

10.3.2. Evaluacion de la transformacion de TNT y PETN en condiciones anaerobias

Para evaluar la transformacion de pentolita bajo condiciones anaerobias (Garcia, 2014)
se realiz6 un inoculo a partir de una siembra masiva de las bacterias obtenidas a partir
de los cultivos anaerobios (numeral 10.1.5) en MT2 y MT1 sdlido, suplementado con
pentolita (50 mg/L). Las cajas se incubaron en anaerobiosis por dos semanas. Una vez
cumplido el tiempo de incubacion las bacterias se re-suspendieron en MT2 liquido con
pentolita (50 mg/L). Se realizo un monitoreo de la transformaciéon de los explosivos la
D.Oso0onm Y la concentracion de nitritos (Garcia, 2014) alas0h,6 h,1d, 2d, 5d, 10 d,
14 d. Para seleccionar las bacterias se escogieron los mismos parametros seleccionados
para las bacterias en condiciones aerobias (D.Osoonm 0.125 en menos de 14 d,
transformacion > 50 % de TNT y PETN). En total Garcia (Garcia, 2014) escogio tres
bacterias (Tabla 4) que se conservaron a -80°C ( ver numeral 10.2.6.1.)

10.4. identificacion de Bacterias y cultivos mixtos transformadoras de TNT y
PETN

En total se obtuvieron 74 bacterias transformadoras de explosivos (TNT, PETN), la
identificacion de estas bacterias fue llevada a cabo por Avila (Avila, 2012) mediante
secuenciacion del 16S rARN. La cudl fue llevada a cabo en Macrogen (Corea del Sur).
La identificacion de las bacterias transformadoras de TNT fue publicado por Avila y
colaboradores (Avila-Arias et al., 2017).

10.4.1. Extraccién de ADN

La extraccion de ADN de las bacterias y cultivos mixtos obtenidos bajo condiciones
aerobias y anaerobias fue llevada a cabo por Avila y Garcia (Avila, 2012; Garcia, 2014)
gue utilizaron un método enzimatico para la extraccion. Esta metodologia sera utilizada
para la extraccibn de ADN de las bacterias recuperadas al final del ensayo de
transformacién de pentolita sélida.

Las bacterias se cultivaron en 10 mL de MT2 y se incubaron a temperatura ambiente (~
21° C) en agitacion (170 rpm) por 24 h. La biomasa se concentro centrifugando a 12.000
rpm por 10 min y se realizaron 3 lavados con 10 ml de solucion salina al 0.85% (p/v).
Para los cultivos mixtos Avila (Avila, 2012) separo las bacterias en los cultivos mixtos en
agar nutritivo y siguié la misma metodologia para obtener la biomasa bacteriana.
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Posteriormente, el pellet obtenido se recuperdé en 600 puL de TE. Las células se lisaron
afiadiendo 15 pL de lisozima (Merck) (Darmstadt; Alemania) e incubando a 37°C por 1
h. y posteriormente se adiciono 30 uL de SDS (Promega) (Madison, WI) y 3 pL de
proteinasa K (Bioline) (Londres; Inglaterra). La mezcla fue incubada a 50°C por 1 h. Para
precipitar el ADN se agregd 100 pL de NaCl (Merck) (Darmstadt; Alemania) (5 mol L) y
se agitd en vortex. Para la desnaturalizacion de las proteinas se utiliz6 80 pL de
CTAB/NaCl (Merck) (Darmstadt; Alemania) (concentracion de 10% y 0.7 mol/L) como
detergente la reaccion se incubo a 65°C por 10 min. Para completar la extraccion del
ADN se adicionaron 7 0 0 de tloroformo:alcohol:isoamilico (24:1) (Amresco) (Sélon,
OH), con el fin de realizar una extraccion solvente: solvente. Posteriormente se realizé
una mezcla (vortex) para después centrifugar a 14,000 rpm por 5 minutos. El
sobrenadante se transfirié a un tubo eppendorf nuevo, con cuidado de no romper la fase
intermedia y se adicionaron 7 0 0 de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1). La
mezcla se homogeneizd (vortex) y se centrifugd a 14.000 rpm por 5 minutos. El
sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo, con cuidado de no romper la fase intermedia.
Para precipitar el ADN se le adicionaron 450 pL de isopropanol frio al 99%. La mezcla se
llevd a -20°C toda la noche. Posteriormente los tubos se centrifugaron a 14.000 rpm por
10 min. El sobrenadante se descarto y el pellet se lavd con 200 pL de etanol al 70%. se
centrifugo por 10 minutos a 14000 rpm tras lo cual se descart6 el sobrenadante y se dejo
evaporar los restos de etanol. El ADN se resuspendi6é en 100 yL de tampon TE. Se
adicionaron 10 pL de RNasa (Fermentas) (Waltham; MA) (100 mg/ mL-1). y se incub6 a
37°C por 1 h. Para verificar la extraccion de ADN, se realiz6 una electroforesis en gel de
agarosa (1% p/v). EI ADN extraido se almacené a -20°C.

10.4.2. Secuenciacion del 16s rARN

Para la amplificacion del gen 16S rARN vy la identificacion de las bacterias se siguié la
metodologia previamente descrita por (Avila-Arias et al., 2017) utilizando los primers
universales: 27 F -AEANTTTGATCMTGGCTCAG-3 Nj) y 1492R
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3 NBI producto de la reaccion fue secuenciado por la
empresa Macrogen Inc. (Seul, Corea) usando la técnica de Sanger y se obtuvo la
secuencia consenso usando el programa CLC Main Workbench 6.1 (CLC bio) (Aarhus,
Dinamarca). A los resultados obtenidos se les realizé un BLAST utilizando los datos de
secuencias obtenidas de la base de datos del RDP (Ribosomal Database Project 10;
http://cme.msu.edu/). Se utiliz6 el porcentaje de identidad (>99%) para realizar la
afiliacién taxondmica a nivel de especie (Garcia, 2014; Avila-Arias et al., 2017) (Tabla 4).
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Tabla 4 Identificacion de bacterias y cultivos mixtos transformadoras de TNT y PETN.

Explosivo en la que fue aislada Cdodigo?

Identificacién

Achromobacter spanius

CMT5 Achromobacter spanius
Stenotrophomonas maltophilia
Pseudomonas veronii
CMT7 Pseudomonas koreensis
Stenotrophomonas maltophilia
CMTA41 Sphingobium _scionense
Pseudomonas nitroreducens
CMT43 Pseudomonas_ koreensis
Pseudomonas nitroreducens
Pseudomonas japonica
CMT52 Pseudomonas monteilii
Rhizobium radiobacter
Pseudomonas migulae
Raoutella planticola
CMT62 Pseudomonas nitroreducens
Stenotrophomonas maltophilia
Rhizobium radiobacter
Pseudomonas poae
TNT CMT71 Rhizobium radiobacter
Achromobacter spanius
Achromobacter spanius
Pseudomonas knackmussii
CMT109 Rhizobium radiobacter
Stenotrophomonas maltophilia
CMT160 Pseudomc_)nas monteilii
Methylopila capsulate
Serratia marcescens
CMT228 Stenotrophomonas maltophilia
CMT30 Sphingobium yano_ikuyae
Raoultella planticola
T12 Sphingobium yanoikuyae
T17 Achromobacter spanius
T21 Stenotrophomonas maltophilia
T94 Pseudomonas veronii
T217 Pseudomonas sp.
BT301 Bosea vestrisii
BT302 Agrobacterium sp.
BT303 Stenotrophomonas maltophilia
BT304 Xanthomonas citri
PETN CMP2 Bradyrhizobium pachyrhizi
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Stenotrophomonas maltophilia
Arthrobacter defluvii
Stenotrophomonas chelatiphaga
Bosea minatitlanensis
Brevundimonas bullata
Rhizobium radiobacter
CMP174 Stenotrophomonas maltophilia
Achromobacter spanius
Variovorax boronicumulans
Pseudoxanthomonas mexicana
Serratia liquefaciens
Stenotrophomonas maltophilia
Rhodococcus jialingiae
CMP215 Rhizobium radiobacter
Stenotrophomonas maltophilia
Rhodococcus ruber
CMP227 Mycobacterium fluoranthenivorans
Pseudoxanthomonas mexicana
Methylobacterium goesingense
Leifsonia naganoensis
CMP229 Serratia nematodiphila
Rhizobium radiobacter
Stenotrophomonas maltophilia
Rhodococcus ruber

CMP6

CMP10

CMP208

CMP214

CMP231 Cupriavidus basilensis
Gordonia sputi
CMP233 Stenotrophomonas maltophilia
Stenotrophomonas chelatiphaga
CMP234 Rhizobium radiobacter
BP301 Bosea vestrisii
PT1 Pseudomonas sp.
PENTOLITA PT2 Pseudomonas sp.
PT3 Pseudomonas sp.

a CM: cultivos mixtos, B: biocebos, PT: Cultivo de enriquecimiento anaerobio. T: bacterias
y cultivos mixtos aisladas con TNT, P: bacterias y cultivos mixtos aislados con PETN

10.5. Evaluacion de la transformaciéon de pentolita sélida por bacterias y cultivos
mixtos transformadores de TNTy PETN

10.5.1. Establecimiento de consorcios definidos

Con el objetivo de lograr la transformacién de la pentolita solida (TNT: PETN) se
establecieron consorcios definidos (CD) con las bacterias seleccionadas en el ensayo de
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transformacion de TNT y PETN (Tabla 4). Se busco obtener la mejor combinacion posible
de bacterias y cultivos mixtos con base en 4 parametros (Tabla 5):

1. Key member. Con base en los resultados de la transformacion de cada explosivo

y el crecimiento obtenido por cada bacteria y cultivo mixto seleccionados en el
ensayo de transformacion de explosivos (Numeral 10.2) a cada bacteria y cultivo
mixto se les asigno un puntaje (3-1) (Tabla 5) tomando en cuenta la cantidad de
explosivo transformado, la tasa de transformacion, el crecimiento, la tasa de
crecimiento y la produccion de surfactantes (Avila-Arias et al., 2017)

. Origen. Agrupando las bacterias y cultivos mixtos acorde al lugar donde se
tomaron las muestras de suelos.

. Categorias. Las bacterias y cultivos mixtos se agruparon acorde al explosivo que
transforman (TNT-PETN), la produccion de surfactantes, 7 grupos al azar (A-F)
creador con un generador de nimeros aleatorios (Excel) y un grupo con todas las
bacterias.

. Método de aislamiento. Se agruparon las bacterias obtenidas por biocebos y en
cultivos de enriquecimiento anaerobios debido a que son metodologias no
tradicionales

Tabla 5. ParAmetros para el establecimiento de consorcios definidos

Clasificacion Caracteristica Puntaje
Transformacion >90 3
(%) >80-90 2
>50-79 1
Tasa de TNT PETN
transformacion >8 >40 3
(%/dia) >5-8 >40-30 2
<5 <30 1
TNT PETN
Key member Ta_sa_de >0.025 - 0.02 5002 3
crecimiento
(D.O/dia) > 0.01- 0.02 >0.1-0.2 2
<0.01 <0.1 1
Crecimiento >0.2 3
(D.0) >0.15-0.2 2
' <0.15 1
Produccion de e
surfactantes

Origen

Exterior

Canal exterior

Trampa taller de multiplicadores
Canal trampa

Caneca

Producto comercial

39



Cafio PTAR

Tanque de transporte

Todas las cepas

Cepas transformadoras de TNT y PETN menos las
productoras de surfactantes

Cepas transformadoras de TNT

Categorias Cepas transformadoras de PETN
1 cepade TNT, 1 de PETN,1 de surfactante, 1
anaerobia, 1 que presenta metabolito no identificado
7 paquetes al azar

Método de Anaerobios

aislamiento Biocebos

10.6. Disefio experimental.

Para el estudio de transformacion de pentolita so6lida se fabricaron granallas de pentolita
(~0.1 g) (10.1.4.3) utilizando una placa de silicona a la que se le abrieron orificios que se
llenaron con pentolita liquida la cual posteriormente se solidifico. En el campo la pentolita
gue fallara en su detonacion se encontraria en el subsuelo, donde entraria en contacto
con aguas subterraneas a bajas temperaturas (>21° C). Para simular estas condiciones
se emplearon microcosmos con las granallas de pentolita en medio liquido MT2, el cual
fue suplementado con una fuente de nitrégeno para formar el MT2M (Anexo 1). Los
nutrientes se agregaron con el objetivo de aumentar la biomasa bacteriana y estimular la
transformacion de pentolita solida. El estudio se realizé durante 2500 dias (~7 afios)
llevando a cabo 6 eventos de muestreo. El muestreo se realizd por descarte de los
microcosmos (n=3). Debido a la cantidad de microcosmos (1.098) se dividi6é el montaje
en 13 grupos a lo largo de 7 meses entre junio de 2012 y enero del 2013. Los
microcosmos se incubaron (~ 21° C) en oscuridad sin agitacion imitando las condiciones
gue encontraria en el campo. En cada evento de muestreo se retiraron 3 microcosmos
de cada bacteria, cultivo mixto y consorcio definido para determinar la densidad
bacteriana (recuento) y la transformacion de TNT, PETN y la concentracion de
subproductos de la transformacién de TNT por HPLC. El estudio de transformacién de
pentolita solida se realiz6 con 39 bacterias, cultivos mixtos, 19 consorcios definidos y 3
microcosmos sin inoculo.

10.6.1 Montaje de los microcosmos

Para los microcosmos se utilizaron botellas ambar estériles (25 ml) con MT2M (5 mL) a
los cuales se les adiciono 2 granallas de pentolita y las bacterias, cultivos mixtos y
consorcios definidos.

Para realizar el montaje de los microcosmos con bacterias y cultivos mixtos las bacterias
se cultivaron en 20 ml de MT2M suplementado con pentolita (200 mg/L de TNT: PETN)
y se incubaron a 30°C en agitacion (200 rpm) durante 24h. Posteriormente, 6 mL de cada
bacteria y cultivo mixto se transfirié a 54 mL de MT2M (n=2) y se incubaron por 36h en
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las mismas condiciones. Este cultivo se centrifugo a 8.000 rpm por 15 min. La biomasa
se lavd con solucion salina (0.85%) y se re-suspendiéo en MT2M sin explosivo a una
DOsoonm de 0.6 = 0.025. Se transfirieron 5 mL del inoculo ajustado a cada uno de los
Microcosmos.

Para los consorcios definidos se utilizd un procedimiento similar descrito en el parrafo
anterior, utilizando 50 ml de MT2M para la reactivacion inicial y un Erlenmeyer de 500 ml
al que se le agregaron los diferentes in6culos de bacterias y cultivos mixtos. Para
asegurar que cada microcosmo contara con la misma cantidad de bacterias en el tiempo
inicial, se ajusté la DOsoonm @ 0.6 + 0.025.

Para evaluar la transformacion de pentolita bajo condiciones sin bioaumentacion se
utilizaron 3 microcosmos sin inoculo. El montaje de estos microcosmos se realizé de
forma paralela al estudio, con igual nimero de unidades experimentales (54). Para
evaluar si la adicion de nutrientes en el MT2M tenia un efecto sobre la transformacion de
pentolita, uno de los consorcios definidos se evalud utilizando MT2M (C1) y MT2 (C1T2).
Cada microcosmos se cerré con tapon de caucho y agrafe.

10.7. Monitoreo de la transformacion de Pentolita solida

10.7.1. Monitoreo de la transformacion de pentolita solida en los microcosmos

Los datos de la transformacion de pentolita solida previos a este trabajo de grado
mostracion una gran variacion (5-40% transformacion de TNT y PETN). La poca
solubilidad de los explosivos en el MT2M, los diferentes operarios utilizados y la
presencia de bacterias en los microcosmos sin inoculo son factores que contribuyen a la
alta variabilidad. Para determinar si existe una transformacion de la pentolita se debe
observar una tendencia en la transformacion de TNT y PETN, mas que los datos
puntuales en cada evento de muestreo por lo que el estudio se planeé a largo plazo (800-
2500 dias). Para definir cuales de las bacterias, cultivos mixtos y consorcios definidos
transformaron la pentolita solida se tuvieron en cuenta los siguientes parametros.

1. Transformacion constante en varios eventos de muestreo: La
transformacion entre eventos de muestro debia ser similar o aumentar en
el tiempo, esto debido a que cada microcosmo tiene la misma cantidad de
nutrientes, pentolita y microorganismos y no se espera una alta variacion
entre cada evento de muestreo.

2. Porcentaje de transformacion: Se esperaba un bajo porcentaje de
transformacion de los explosivos, se tomd en cuenta la transformacion
obtenida al final del estudio.

10.7.2. Monitoreo del crecimiento bacteriano
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Para hacerle seguimiento al crecimiento bacteriano de los microcosmos en el tiempo se
utilizé la técnica de recuento en agar nutritivo. Cada microcosmo se agito (vortex) para
desprender la biomasa adherida a las granallas, posteriormente el microcosmo se abrié
en cabina de flujo laminar y se tomaron 1 0 0 cenlel fin de realizar diluciones seriadas
(10-%-10®) en solucién salina estéril (0.85% p/v). Posteriormente se sembraron tres
microgotas (2 0 )&d.cada dilucion en agar nutritivo. De la misma forma se realiz6 una
siembra directa (10°) del microcosmo. Las cajas se incubaron a temperatura ambiente (~
21° C) por 48 h y posteriormente se realizo el recuento de las colonias (Ecuacion 5) En
los casos en donde no se observd crecimiento se dejaron las cajas a temperatura
ambiente por una semana.

Ecuacion 5

Gt Wobaa 1 1" go vm pviw
Donde:
R: Recuento en placa de las 3 gotas

10”x: Diluciéon

10.7.2.1. Conservacion microorganismos

Luego del recuento, se aislaron todas las bacterias mediante siembra por agotamiento
en agar nutritivo, encontradas en el ultimo evento de muestreo de todos los tratamientos.
Cada bacteria aislada se caracteriz6 morfolégicamente y se conservé en crioviales
utilizando glicerol y MT2M en dos lotes a -20°C y 20% glicerol (lote de trabajo) y -80°C
con 40% de glicerol (Cepario)

10.8. Identificacion de cepas aisladas

Una vez seleccionados las bacterias, cultivos mixtos y consorcios definidos capaces de
transformar pentolita solida, las bacterias aisladas a partir de los recuentos de microgota
del ultimo evento de muestreo de estos microcosmos se identificaron mediante
secuenciacion del ARN ribosomal 16s (16S rARN) (ver numeral 10.3.2.) con el fin de
identificar si las bacterias recuperadas al final del estudio corresponden con las
inoculadas, también se enviaron a secuenciar las bacterias recuperadas del recuento del
ultimo evento de muestreo de los microcosmos sin inoculo.
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10.8.1. Identificacibn mediante 16S rARN

Para la extraccion de ADN se utiliz6 un método enzimético similar al empleado para la
extraccion de ADN de bacterias transformadoras de TNT y PETN (ver numeral 10.4.).
Con algunas modificaciones: La biomasa se concentr6 realizando una centrifugacion a
4000 y en la extraccién de los acidos nucleicos se utilizo el cloroformo:alcohol:isoamilico
(24:1). La mezcla se centrifugé a 10000 rpm por 10 minutos. Para verificar la extraccion
de ADN, se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa 2%. Para la amplificacion del
gen 16S rARN vy la identificacién de las bacterias se siguié la misma metodologia,
utilizando una versién mas reciente de CLC Main Workbench. 8.2(CLC bio) (Aarhus,
Dinamarca).

10.9. Anélisis estadisticos

Se realizo un andlisis estadistico a los resultados de transformacion de TNT y PETN del
ultimo evento de muestreo de bacterias, cultivos mixtos, consorcios definidos y
microcosmos sin inoculo. Se analizo la distribucion de los datos con una prueba
estadistica de normalidad (Shapiro-wilk) y se evalud la homogeneidad de varianzas con
una prueba de Levene. Un andlisis de varianza (ANOVA) se utilizé para determinar si
hay diferencias significativas entre los diferentes microcosmos y una prueba post hoc
(Tukey HSD) para realizar multiples comparaciones y encontrar diferencias significativas
entre los resultados. Cuando no se cumplia con los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianza se realizé una transformacion a los resultados (rango) y un
analisis de Kruskal-Wallis sobre rangos. El programa estadistico utilizado fue SPSS 22
(IBM SPSS Statistics, Armonk, Estados Unidos).
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11. Resultados

Disefio de un sistema con microrganismos degradadores de TNT y PETN
incorporado en el explosivo pentolita

Obtencion de bacterias transformadoras de TNT y PETN

Condiciones aerobias Condiciones anaerobias
Cultivos de enriquecimiento Biocebos (Rojas, 2010) Cultivos de enriquecimiento
(Fajardo, 2009; Villegas, 2009) 1  Obtencion de 9 bacterias (Garcia, 2014)
transformadoras de
1 obtencion de 298 bacterias explosivos 1 obtencién y seleccién de 3 cepas
transformadoras de explosivos transformadoras d eexnlosivos

Ensayo de transformacion de TNT y PETN (Avila, 2012; Garcia, 2014)

1 Seleccién de 39 bacterias y cultivos mixtos degradadores de explosivos

Evaluacion de la transformacién de pentolita solida por bacterias degradadoras de
TNTy PETN

11.1. Control de calidad

Durante el estudio cada uno de los operarios, que participaron en el andlisis de los
microcosmos, realizaron un ensayo de extraccion de pentolita solida para verificar la
precision y exactitud del procedimiento (ver numeral 10.1.3). Cuando los resultados de
este ensayo entraron en los limites de recuperacion recomendados (70 -110 %) y con un
coeficiente de variacion (%CV) menor al 10% se autorizd el procesamiento de los
microcosmos. Todos los operarios cumplieron con este requisito antes del procesamiento
de las muestras (resultados no mostrados). Los resultados de este trabajo de grado
cubren el ultimo evento de muestreo de bacterias y cultivos mixtos, y los dos ultimos
eventos de muestreo de los consorcios definidos (Tabla 6). La precision y la exactitud
de los resultados obtenidos estan dentro de los rangos aceptados con lo que se valido la
calidad de la extraccion de estos eventos de muestreo.
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Tabla. Control de calidad de la precision y exactitud de la extraccién de explosivos
de las granallas para el ultimo evento de muestreo (n = 10)

Explosivo Recuperacion (%) %CV
TNT 1054 4
PETN 93+8 8

11.2. Curvas de calibracién

En cada evento de muestreo del estudio de transformacion de pentolita sdlida,se
realizaron las curvas de calibracion para TNT, PETN, y subproductos de la
transformacion de TNT (AmDNT,DiamDNT, DNT). Las curvas fueron aceptadas cuando
todos los compuestos presentaron coeficientes de determinacién (R?) mayores a 0.99
(datos no mostrados). Durante este trabajo de grado se realizaron 7 curvas de calibracién
(datos no mostrados). De igual forma, para cada compuesto se obtuvo un R? de 0.99.
Los resultados de la curva de calibracion del dltimo evento de muestro se encuentran en
la Tabla 7.

Tabla 6. Tiempos de retencién y coeficiente de determinacion de compuestos analizados
por HPLC

Coeficiente de

Tiempo de retencién . .
determinacién

Compuesto

(min) v
DiamDNT 2.5+0.014 0.998
AmMDNT 5.9+ 0.008 0.997
DNT 7.5+ 0.011 0.999
TNT 8.2 £ 0.002 0.990
PETN 18.5 + 0.103 0.990

11.3. Obtencién y seleccién de bacterias transformadoras de explosivos
disueltos en medio liquido.

En los ensayos de transformacion de TNT y PETN, Avila y garcia (Avila, 2012; Garcia,
2014) seleccionaron 74 bacterias capaces de transformar el explosivo (>50%) y que
presentaron crecimiento > 0.125 (D.Osoonm) €n 14 dias. Durante el ensayo se encontrd
gue muchas bacterias crecian vinculadas a una misma colonia, por lo que 59 de estas
bacterias se encontraron agrupadas en 22 cultivos mixtos (Tabla 4). Las bacterias
transformadoras de TNT hacen parte de las evaluadas por Avila y colaboradores (Avila-
Arias et al., 2017), quienes identificaron 6 bacterias y cultivos mixtos (CM) capaces de
producir surfactantes (CMT5, CMT7, CMT43, T17, CMT30y T94).

La identificacion de estas bacterias fue realizada por Avila y colaboradores como parte
del ensayo de transformacion de explosivos (Avila-Arias et al., 2017; Avila, 2012; Garcia,
2014). En la identificacion de estas bacterias se encontré que el mayor grupo de bacterias
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pertenecia al orden de Pseudomonadales (18/73), seguido del orden Xanthomonadales
(17/73) y Rhizobiales (15/73) (Tabla 8).

Tabla 7. Orden de bacterias transformadoras de TNT y PETN

Orden Numero de bacterias
Pseudomonadales 18
Xanthomonadales 17
Rhizobiales 15
Burkholderiales 8
Actinomycetales 7
Enterobacterales 4
Sphingomonadales 2
Caulobacterales 1

11.4. Establecimiento de consorcios definidos

Con base en los parametros de seleccion escogidos (ver numeral 10.4.1) se
establecieron 19 consorcios definidos para el estudio de la degradacion de Pentolita
solida (Tabla 9).

1 Origen de muestreo (3/19): Se seleccionaron las bacterias provenientes de las
muestras: exterior, canal exterior y canal trampa para establecer los consorcios
definidos. La muestra exterior correspondia a suelos no contaminados con
explosivos, lo cual permitia definir que eran bacterias sin exposicion previa a estos
explosivos y por esta razdn eran muy interesantes. Por otro lado, las bacterias y
cultivos mixtos provenientes de las muestras de suelo del canal exterior y el canal
trampa presentaron la mayor diversidad de morfotipos y por esta razén fueron
seleccionadas.

1 Categorias (8/19): En este grupo se generaron 7 grupos al azar (A-F) empleando
el generador de numeros aleatorios de Excel. Se seleccionaron los grupos A, By
F debido a la combinacion de bacterias encontradas. De igual forma se generaron
grupos con todas las bacterias transformadoras de TNT, PETN y un grupo con
todas las bacterias y cultivos mixtos.

1 Key member (6/19): En esta categoria se consideraron diferentes capacidades
metabdlicas y de crecimiento. Se definieron consorcios con diferentes tasas de
transformacion del explosivo y de crecimiento con el objetivo de incluir bacterias
gue transformaran el explosivo de forma réapida y bacterias que lo hicieran de
forma mas lenta.

1 Método de aislamiento (2/19): Finalmente en esta categoria se incluyeron las
bacterias aisladas bajo condiciones anaerobias y empleando biocebos por ser
diferentes al cultivo de enriquecimiento.
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Tabla 8. Cepas utilizadas en cada consorcio

Clasificacion Cédigo Nombre Cepas
C3 Exterior CMT5, CMT7, T12, T17, T21,
CMP6, CMP10, CMP2
Origen de muestreo C4 Canal exterior CMTA1, CMT43, T30, CMP208,
CMP214, CMP215, CMP231
C5 Canal trampa CMT71, CMP227, CMP229,
CMP233
C6 Azar paguete A CP227, CMT43, CMP234, T17,
CMT160, CMP6, CMP215
c7 Azar paquete B CMP214, P215, CMT7, BP301,
PT1, CMP10, CMT109
CMP208, CMP214, CMP215,
c10 Todas las de CMP234, CMP227, CMP231,
PETN CMP233, CP229, CMP2, CMP6,
CMP10, CMP174, BP301
CMT52, T21, T17, CMT109,
CMT7, CMT160, CMT62,
c9 Todas las de CMT5, T12, CMT41, CMT71,
TNT CMT43, CMT30, T94, BT301,
BT302,BT303, BT304, T217,
Categorias CMT228
Uno de cada uno CMT5, CMT41, CMP10, PT1,

Cl1
grupo A T21
C12 Uno de cada uno CMT7, CMT62, CMP208, PT2,
grupo B CMT52
cs Uno de cada uno PT1, CMT109, CMP229, T17,
grupo F CMT5
P208, P214, P215, CP234,
CP227, CP231, CP233, CP229,
P2, CP6, CP10, P174, P301,
C19 Todas las cepas CT52, T21, T17, CT109, CT7,
CT160, CT62, CT5, T12, CT41,
CT71, CT43A, CMT30, T94,
T301, T302, T303, T304, T217,
T228c, PT1, PT2, PT3
Tasa CMT52, CT62, CT71, T94, T17,
C13 transformacion 3 CP233, P208, CT160, CT7,
1 CP234, P6, CP10, P215, P229,
Key member y P301, CP234
P174, CT62, CT71, T12,
c14 Tasa de CP229, P214, P215, P208,

crecimiento 3y 1

CT41, CT43a, CT52, BP301,
CP234,T94
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C15 Puntaje bajo TC160, P214, CP234, CP229

Puntaje alto (4

Cil P174,T17,T94, CT5
cepas)
cp  Puntajealto (5 P174, T17, T94, CT5, P2
cepas)
%
C18 Transformacion 3 CT52, CT41, T94
Y1
Método de aislamiento C16 Anaerobios PT1, PT2, PT3
C17 Biocebos P301, T301, T302, T303, T304

11.5. Monitoreo de transformacién de pentolita solida

El estudio de transformacion de pentolita sélida se realiz6 a lo largo de 7 afios (2012 i
2019). Para este estudio se realiz6 un montaje de 1,098 microcosmos en 13 lotes a lo
largo de 7 meses (julio, 2012 i enero, 2013) y el tiempo total del estudio vario entre 800
y 2600 dias. En este trabajo de grado se recopilaron todos los datos cromatograficos
obtenidos en el estudio de transformacion y se realizaron los ultimos eventos de
muestreo para las bacterias, cultivos mixtos (~ 1600 d) y los consorcios definidos (~ 2500
d). Los resultados de todos los microcosmos de bacterias, cultivos mixtos y consorcios
definidos se encuentran en los Anexos 2 y 3. En el registro fotografico (Anexo 6) se
observd un cambio de color en todos los microcosmos, donde se presentaron
coloraciones amarillas y rojas, presencia de precipitados y ligeros cambios (porosidades)
en la superficie de las granallas, la coloracion no fue uniforme. No se logr6 observar los
subproductos de la transformacion de TNT (AmDNT,DNT, DiamDNT) en ninguna de las
unidades experimentales.Los resultados de transformacion de TNT, PETN y recuento de
las bacterias, cultivos mixtos y consorcios definidos presentaron una gran variacion entre
los eventos de muestreo y a lo largo del estudio. Esta alta variacién pudo ser causada
por la baja solubilidad de los explosivos en el MT2M, la presencia de microorganismos
en las granallas, la participacién de varios operarios, el periodo largo del estudio y la
variabilidad analitica durante la extraccion y analisis cromatografico de los explosivos. Lo
que dificulto identificar los microcosmos con la mayor transformacién de los explosivos.
En los recuentos al final del estudio no se observé una diferencia significativa entre las
bacterias, cultivos mixtos y consorcios definidos.

En los resultados de transformaciéon a lo largo del estudio se observé que la
transformacion del PETN (21%) fue mayor que la transformacion del TNT (18%) (Figura
2). La diferencia es mayor al observar los resultados del ultimo evento de muestreo
(Figura 3) donde se obtuvo una transformacién del 21% del PETN y del 14 % del TNT.
Muy pocos microcosmos transformaron por encima del 20% ambos explosivos, y hay
masen | os que | a tr ansf oEsmamcrocoemos se sele¢tiBnarbn
para realizar un analisis estadistico y se encontré que la transformacion obtenida de
PETN presento una distribuciéon normal (Shapiro-Wilk; p > 0.05) y homogeneidad de
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varianzas (Levene; p > 0.05). Al comparar el promedio de la transformacion de estos
resultados (Anexo 5-D, Tabla 3) (ANOVA; P < 0.05). Se observo que habia diferencias
significativas en la transformacion de PETN entre los diferentes microcosmos. La prueba
de Tukey HSD (Anexo 5-D, Tabla 4) encontré que la diferencia en la transformacion
obtenida por P231 era significativamente mayor (p<0.05) a la obtenida por T21, C1y CA4.
(Anexo 5-D, Tabla 4). Con base en los criterios de seleccion de microcosmos
transformadores de pentolita solida se seleccionaron 1 bacteria, 4 cultivos mixtos, 2
consorcios definidos y 1 microcosmo sin inoculo (Tabla 10).

100 -

Baderias y cultivos mixtos TMT
Baderias y cultivos mixtos PETM
Consorcios definidos TNT
Consorcios definidos PETH

80 4 § o

448

Transformacion (%)

Microcosmos

Figura 2. Transformacion de TNT, PETN obtenida en todos los eventos de muestreo
por las bacterias, cultivos mixtos (circulos) y consorcios definidos (tridngulos). La linea
representa la transformacién de PETN y la linea punteada la transformacion de TNT.
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Figura 3. Transformacion de TNT, PETN en el ultimo evento de muestreo por los
diferentes bacterias, cultivos mixtos y consorcios definidos.

Tabla 9. Transformaciéon de TNT, PETN y recuentos alcanzados por las bacterias,
cultivos mixtos, consorcios definidos y microcosmo sin inoculo seleccionados.

Transformacion (%)

Tiempo* Bacterias y cultivos Recuento
(d) mixtos TNT PETN (log UFC/mL)
1523 CMP231 38+4 69.7+3 12+2
1523 CMP227 36.7+ 10 39.3+9 00
1370 CMT228 35.7+11 423121 4310
939 CMT52 20.3+20 30.7+15 520
939 T21 18.5+ 26 26.5+12 4810
Consorcios definidos

1605 C1T2 22.7+25 29 £ 24 6.3+0
2539 C1l 14 +11 13.5+11 381
2505 C4 18 + 25 16.9+24 511
1704 Microcosmo sin inoculo 1 21 + 23 29.0+14 0

*Corresponde al tiempo final del estudio de transformacion de pentolita solida

11.5.1. Microcosmos sin inoculo

11.5.1.1 Transformacion de pentolita por microcosmos sin inoculo

Los tres microcosmos sin inoculo presentaron transformacion del TNT y de PETN (Anexo
4). Estos resultados son inesperados porque durante el estudio de explosivos en solucion
los microcosmos sin inoculo no presentaban transformacion y generalmente podian ser

50



utilizados como controles abiéticos. Sin embargo, estos estudios de degradacién en
solucién siempre fueron llevados a cabo por periodos de tiempo muy corto (< 30 d). La
transformacion observada en los microcosmos sin inoculo 2 y 3 no fue constante en el
tiempo, observandose una gran variacion (Anexo 4). Se realizo un analisis estadistico
descriptivo y se encontrd que los datos de transformacién del ultimo evento de muestreo
El analisis estadistico Se les realizo un andlisis estadistico a los resultados de
transformacion de ambos explosivos y al cumplirse los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianzas (Anexo 5, A) se realiz6 una ANOVA y no se encontro
diferencias significativas (Anexo 5, a) en la transformacion obtenida de TNT y PETN entre
los 3 microcosmos sin inoculo en el dltimo evento de muestreo. Sin embargo, solo el
microcosmo sin inoculo 1 cumplié con los 2 parametros de seleccion (ver numeral 10.6.1)
ya que se observo una transformacion constante (Figura 4) y una alta transformacién del
TNTy PETN de 21% * 23y 29% + 14 respectivamente. (Tabla 10).

11.5.1.2 Recuento en microcosmos sin inoculo

Los recuentos de los 3 microcosmos sin inoculo son muy heterogéneos (Anexo 4) el
microcosmos sin inoculo 1 no presento recuento en los dos dltimos eventos de muestreo
y al principio del estudio no se conservaron las bacterias encontradas en estos recuentos,
en el microcosmos sin inoculo 3 se observo crecimiento a lo largo del estudio y presento
un recuento de 3.7 (log UFC/mL) en el ultimo evento de muestreo. Las bacterias que se
identificaron (16S rARN) en este microcosmos fueron Pseudomonas veronii,
Stenotrophomonas maltophilia y Citrobacter freundii (Tabla 11).

11.5.2. Bacterias y cultivos mixtos

11.5.2.1. Transformacion de TNT y PETN por bacterias y cultivos mixtos.

La transformacién de pentolita (TNT: PETN) realizada por las bacterias y cultivos mixtos
fue altamente variable. Esta variaciébn ha sido observada a lo largo del proyecto de
degradacion de explosivos (Fajardo, 2009; Villegas, 2009; Avila, 2012). Debido a esta
variacion los datos no presentaron una homogeneidad de varianza y no se pudo utilizar
una prueba paramétrica, por lo que se procedio a realizar un analisis Kruskal-Wallis a las
transformaciones obtenidas en el dltimo evento de muestreo (Anexo 5-B, Tabla 1). La
prueba estadistica demostré6 que existen diferencias significativas (p < 0.05) en las
transformaciones de TNT y PETN por las bacterias y cultivos mixtos.

En los estadisticos descriptivos de las transformaciones de TNT y PETN en el ultimo
evento de muestreo se encontro que se transformo un 9 % + 12 de TNT y 16 % £ 16 de
PETN y en la grafica de medias se observo que 11 de las 39 bacterias y cultivos mixtos
lograron transformar mas del 20 % del PETN. (Anexo 5-B, Tabla 2 y3). Debido a que se
cumplieron los supuestos de homogeneidad de varianzas y normalidad de los dados, Se
realizo un ANOVA y se encontraron diferencias significativas entre los resultados (p <
0.05) La prueba post hoc de Tukey HSD encontr6 (Anexo 5-B, tabla 4) que la
transformacion de TNT y PETN por parte de CMP227, CMT228 y CMP231 respecto a
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las demas bacterias y cultivos mixtos (Tabla 10). Debido a la alta variacion de los
resultados solo 5 cepas y cultivos mixtos CMP231, CMP227 CMT228 CMT52 y T21
cumplieron con los pardmetros de seleccion. Siendo en el cultivo mixto CMP231 donde
se obtuvo una mayor transformacion (38 % £ 4) y PETN (69 % = 3) en el estudio. CMP227
y CMT228 también alcanzaron altas transformaciones de TNT y PETN (Tabla 10). Todas
las cepas y cultivos mixtos seleccionados provienen de cultivos de enriquecimiento
aerobios con TNT y PETN, siendo 4 cultivos mixtos y una sola bacteria (T21).

11.5.2.2. Recuento de bacterias y cultivos mixtos.

El recuento de las cepas y cultivos mixtos fue muy variado, en gran parte de las cepas y
cultivos mixtos evaluados no se obtuvo un recuento en algunos eventos de muestreo y
uno de los cultivos mixtos seleccionados no presento recuento en ninguno de los eventos
de muestreo (CMP227). Para las bacterias y cultivos mixtos seleccionados se obtuvo un
recuento en el dltimo evento de muestreo de 1- 4.8 log UFC/mL. Solo se enviaron a
secuenciar las bacterias encontradas en el ultimo evento de muestreo de CMP231 y
CMT228. Las bacterias identificadas (16S rARN) en CMP231 fueron Stenotrophomonas
maltophilia, Stenotrophomonas rhizophila y Citrobacter freundii (Tabla 11). En CMT228
se identificaron las bacterias Stenotrophomonas maltophilia y Citrobacter freundii (Tabla
11).

11.5.3. Consorcios definidos

11.5.3.1. Transformacion de TNT y PETN por consorcios definidos

La transformacion de los consorcios definidos es menor a la alcanzada por las bacterias
y cultivos mixtos (Figura 2.) con un 20 % PETN, 17 % TNT. Debido a la variacién de los
datos, se realizé un analisis Kruskal-Wallis (Anexo 5-C) a la transformacion obtenida de
TNT y PETN al final del estudio de transformacion. No se encontraron diferencias
significativas entre los resultados (p > 0.05). se seleccionaron 2 consorcios definidos que
cumplieron con los pardmetros de seleccion C1-C1T2 y C4.

La mayor transformacion alcanzada por los consorcios definidos en el ultimo evento de
muestreo se obtuvo en C1 (14% TNT, 13.5 % PETN) y C1T2 (22 % TNT, 29% PETN) y
C4 (18 % TNT, 16% PETN). C1-C1T2 esta conformado por bacterias que tienen altos
porcentajes y tasas de transformacion de TNT y PETN en medio liquido.

11.5.3.2. Recuento de TNT y PETN por consorcios definidos

Se obtuvieron recuentros entre el 6-5 log UFC/mL, mayores y mas constantes que en los
obtenidos por las bacterias y cultivos mixtos. En los consorcios definidos se obtuvo
crecimiento al final del estudio de transformacion, no hay diferencias significativas entre
los resultados de los recuentos. (p > 0.05). Las bacterias identificadas al final del estudio
(16S rARN) corresponden a S. maltophilia, S rhizophila y C. freundii, (Tabla 11). que no
corresponden con las inoculadas en estos consorcios definidos.
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Tabla 10. Identificacion de cepas aisladas

Bacterias tiempo

Nomenclatura Bacterias tiempo inicial final %ID
Stenotrophomonas 99.4
CMP231 R. ruber/C. basilensis rhizophila '
Citrobacter freundii 99,8
Stenotrophomonas 96.4
maltophilia
CMT228 S. marcescens, S. maltophilia Citrobacter freundii 99,2
Stenotropho_monas 96.3
maltophilia
Pseudomgnas 99.4
veronii
Stenotropho_monas 99.6
. . maltophilia
Microcosmo sin .
. No aplica Stenotrophomonas
inoculo . 99,7
maltophilia
Citrobacter freundii 99,2
Citrobacter freundii 99,4
Citrobacter freundii 99,4
Stenotrophomonas 96.5
R. radiobacter,S. maltophilia, rhizophila ’
CiT2/C1 A. spanius, Stenotrophomonas
> o 99,6
P. veronii maltophilia
Serratia marcescens 99,1
P. koreensis,P. nitroreducens,S.  Citrobacter freundii 99,2
yanoikuyae,S. scionense ,V.
ca boronicumulans, P. mexicana ,S.
maltophilia,S. liquefaciens, R. Citrobacter freundii 99,4

jialingiae,R. radiobacter,R.
ruber, C. basilensis
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2. Discusion
12.1. Bacterias transformadoras de explosivos disueltos en medio liquido

A las bacterias transformadoras de TNT y PETN aisladas en el proyecto con la empresa
Indumil se les evalud la capacidad de transformar pentolita solida. La presencia del
explosivo sdlido en altas concentraciones, las condiciones de anaerobiosis, baja
temperatura (~ 21 °C), oscuridad en las que se realiz6 el estudio de los microcosmos
tuvieron un gran impacto en el desempefio de las diferentes bacterias, cultivos mixtos y
consorcios definidos. El amplio repertorio de bacterias transformadoras de TNT y PETN
seleccionadas por Avila y Garcia (Avila, 2012; Garcia, 2014) son bacterias que se
también se han encontrado en otros estudios de transformacion de explosivos como el
TNT y el RDX (Erkelens et al., 2012; Kalsi et al., 2020; Khan et al., 2015; Sheu et al.,
2016). Las bacterias en estos estudios también provienen de sitios contaminados con
explosivos. Lo que indica que los microorganismos en estos suelos son capaces de
transformar estos xenobioticos.

12.2. Establecimiento de consorcios definidos

En este estudio de transformacion de pentolita sélida, se utilizaron consorcios definidos
de bacterias aisladas de un sitio contaminado por explosivos (planta INDUMIL). El
objetivo de trabajar con consorcios definidos fue poder replicar los resultados obtenidos
de forma confiable y eventualmente poder desarrollar un explosivo biodegradable.

En la literatura se ha reportado la efectividad de los consorcios con bacterias aisladas de
sitios contaminados por explosivos ya que son capaces de transformar compuestos
como el HMX, TNT y RDX en concentraciones de entre 5y 100 mg/L, relativamente bajas
en comparacién con las de este estudio con pentolita solida (Boopathy et al., 1998;
Robertson y Jjemba, 2005; Moshe et al., 2009; Pennington et al., 2011; Khan et al.,
2015). Los explosivos comerciales biodegradables también hacen uso de consorcios de
bacterias (Badger et al., 2007). No hay un procedimiento claro que defina los parametros
a seguir a la hora de establecer consorcios definidos, en este estudio de transformacién
de TNT y PETN, los consorcios definidos se establecieron con base en los resultados
obtenidos en el ensayo de transformacion de TNT y PETN soluble para cada bacteria 'y
cultivo mixto. Con esta metodologia se obtuvieron 19 consorcios definidos con bacterias
transformadoras de TNT y PETN.

12.3. Monitoreo de la transformacion de pentolita sélida

Se observo transformacion de pentolita (TNT: PETN) por parte de las bacterias, cultivos
mixtos y consorcios definidos; sin embargo, la alta variacion en los resultados dificultd
establecer si existian diferencias significativas entre los diferentes microcosmos. En el
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ensayo de transformacion de TNT y PETN desarrollado dentro del proyecto marco (Avila-
Arias et al., 2017; Avila, 2012; Garcia, 2014) se observo esta variacion, pero en menor
proporcion. Es posible que la variabilidad analitica, errores del operario, interacciones
con las bacterias presentes en las granallas o el contacto prolongado con los explosivos
sean la causa de esta variabilidad.

En los resultados de transformacidon y recuento se presentaron casos en donde se
observa una transformacioén de TNT, pero no de PETN (y viceversa), transformacion de
alguno de los dos explosivos, sin recuento (0 viceversa) y la ausencia de transformacion
y recuento. En los ensayos de transformacion de TNT y PETN adelantados dentro de
este estudio (Avila-Arias et al., 2017; Avila, 2012; Garcia, 2014) y en ensayos de
transformacion del explosivo solido (TNT) (Erkelens et al., 2012; Nyanhongo et al., 2008)
siempre hay un crecimiento asociado a la transformacion de los explosivos. En estos
ensayos también se observaron precipitados de colores (amarillo-rojo) en el medio
(Erkelens et al., 2012; Nyanhongo et al., 2009) la produccién de estos colores también
se ha observado en la hidrolisis del TNT, aunque en condiciones de pH alcalinos (11-12)
(Hwang et al., 2005). En este estudio se observo un cambio de color (Anexo 6) y
precipitados en los diferentes microcosmos, este cambio no fue uniforme entre las
unidades de ensayo con una misma bacteria, cultivo mixto o consorcio definido. Ademas
se observo que la transformacion de PETN fue mayor a la de TNT a lo largo del estudio,
lo que contrasta con lo observado en la literatura donde la toxicidad del TNT y sus
subproductos, inhiben en la degradacion de otros explosivos (Esteve-Nufiez et al., 2001;
Khan et al., 2013; Stenuit & Agathos, 2019). Tampoco se encontraron subproductos de
la transformacion de TNT (AmDNT,DiamDNT,DNT), a pesar de que en los estudios de
transformacion de Avila y Garcia se logro observar la presencia de Aminos. Lo que es
desconcertante. No existen muchos estudios sobre la transformacion de explosivos en
forma sdlida, Erkelens y colaboradores (Erkelens et al., 2012) obtuvo transformaciones
mucho mas altas (70%) utilizando bacterias provenientes de suelos contaminados con
hidrocarburos, Nyanhongo y colaboradores (Nyanhongo et al., 2008,2009) desarrollaron
un explosivo biodegradable basado en TNT, con bacterias aisladas de un sitio
contaminado por TNT.

En estos estudios los microorganismos fueron capaces de resistir las altas
concentraciones del explosivo sélido y transformarlo, lo cual contrasta con los resultados
observados. Ya que no se observo recuento en los primeros 30-90 d del ensayo (Anexo
2, 3). Factores como la acumulacién de subproductos toxicos de la transformacion de
TNT (p.ej., azoxitoluenos o diarilaminas) (Stenuit y Agathos, 2019), el posible
agotamiento de nutrientes debido a lo extenso del estudio (7 afios) o la exposiciéon
prolongada a altas concentraciones del explosivo pudieron influir en los recuentos (3.7
log UFC/mL £ 2) encontrados en el estudio de transformacion (Bergkessel et al, 2016).
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12.4. Monitoreo de la transformacién de pentolita sélida por microcosmos sin
inoculo

Se esperaba una transformacion baja en los microcosmos sin inoculo, debido a los datos
histéricos observados en el proyecto. Sin embargo, en el ensayo de transformacion se
habian evaluado por cortos periodos de tiempo (<30 d) mientras que en el estudio de
transformacion de pentolita se utiliz6 un periodo més largo de 2500 dias. Ademas, a
pesar de varios intentos no se habia podido aislar bacterias cultivables de la pentolita
solida. No existen diferencias significativas en la transformacion de TNT y PETN por
parte de los tres microcosmos sin inoculo al final del estudio, sin embargo, el
microcosmos sin inéculo 1 presento una transformacion acumulativa del TNT y PETN en
los dos ultimos eventos de muestreo. De forma interesante no se observo recuento en
estos eventos de muestreo. El microcosmos sin inoculo 1 presento recuentos (5 + 3 log
UFC/mL) en los primeros 800 d del estudio, sin embargo, en ese momento no se estaban
conservando las cepas para su identificacion, por lo que se seleccionaron las bacterias
encontradas en el microcosmo sin inoculo 3, ya que fue el inico microcosmos sin inoculo
donde hubo recuento en los ultimos eventos de muestreo. Este microcosmo habia
presentado transformacion de ambos explosivos, sin embargo, no fue acumulativa. En
este microcosmo sin inoculo se encontrd una cepa de Pseudomonas veronii, dos cepas
de Stenotrophomonas maltophilia y 3 cepas de Citrobacter freundii. Cepas de estas tres
especies fueron reportadas por Avila y colaboradores, como bacterias capaces de
transformar TNT, con produccion de surfactantes (Avila-Arias et al., 2017) y dentro de
este estudio se identificaron cepas de S. maltophilia capaces de transformar PETN. Las
bacterias encontradas en los microcosmos sin inoculo son bacterias que se encuentran
comunmente en el ambiente por lo que no se descarta que colonizaran las granallas en
algun punto de la produccién del explosivo o en la placa en la que se realizaron las
granallas No existen estudios donde se aislen bacterias a partir del explosivo sélido, los
resultados de los microcosmos sin inoculo dan un indicio del potencial de las bacterias
en las granallas a la hora de transformar explosivos, que debe ser evaluado en futuros
ensayos.

12.5. Monitoreo de la transformacién de pentolita sélida por bacterias y cultivos
mixtos.

Se observo una mayor transformacion de TNT y PETN por parte de las bacterias y
cultivos mixtos que los consorcios definidos. Los cultivos mixtos son consorcios de
bacterias obtenidos en los cultivos de enriquecimiento aerobios con TNT y PETN
(Fajardo, 2009; Villegas, 2009) y la habilidad de transformar TNT disuelto fue descrita
por Avila y colaboradores (Avila-Arias et al., 2017). En la literatura el uso de consorcios
o cultivos mixtos aislados de suelos contaminados por explosivos han sido capaces de
transformar explosivos como el TNT (Gunnison et al., 1993; Muter et al., 2012)(Gunnison
etal., 1993) , RDX (Khan et al, 2015) 2,4 DNT (Snellinx et al., 2003) y PETN en
condiciones de laboratorio y en campo (Zhuang et al., 2012, 2014). En ensayos de
transformacion de TNT se encontré que los consorcios fueron capaces de mineralizar el
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explosivo, probablemente debido a que trabajan en conjunto transformando el explosivo
como los subproductos toxicos de la transformacion (Gunnison et al., 1993).

12.5.1 CMP231

En el cultivo mixto CMP231 se observé la mayor transformacion de TNT y PETN en el
ultimo evento de muestreo. Este cultivo mixto estd conformado por Rhodococcus ruber
y Cupriavidus basilensis y proviene de la muestra de suelo del canal exterior, donde se
habia encontrado una gran diversidad de morfotipos y presencia de pentolita (Arbel
et al., 2016). Fuera de este estudio de transformacién, no esta reportada en la literatura
la transformacion de TNT y PETN por parte de estas bacterias. Arbeli y colaboradores
(2016) encontraron que la transformacion de TNT ejercia un impacto negativo en la
transformacion del PETN. Lo cual contrasta con los resultados encontrados ya que la
transformacion del PETN (69 % + 3) fue mayor a la del TNT (38 % * 4). Al final del estudio
se observé un recuento de 1.2 £ 2 log UFC/mL, por debajo de la media de los
microcosmos seleccionados (4 £ 1 log UFC/mL). Es probable que el bajo recuento se
deba al agotamiento de nutrientes en estos microcosmos Y la exposicién prolongada a
altas concentraciones de ambos explosivos, lo que pudo dejar las bacterias en un estado
viable pero no cultivable (Bergkessel et al, 2016). Sin embargo, al final del estudio las
bacterias identificadas de los recuentos fueron Stenotrophomonas rhizophila y
Citrobacter freundii. Cepas de estas bacterias fueron encontradas en los microcosmos
sin inoculo, lo que indica que probablemente provengan de las granallas.

Las Stenotrophomonas sp. son capaces de transformar diversos compuestos
xenobidticos como nitroaromaticos, pesticidas, aromaticos como aromaticos y pesticidas
(Ryan et al., 2009; Verma et al., 2010). En especial S. rhizophilia que comparte muchas
rutas metabolicas con S. maltophilia pero al no ser un patégeno es de especial interés
en aplicaciones biotecnoldgicas (Alavi etal., 2014). Dentro de este estudio se
identificaron muchas bacterias y cultivos mixtos con Stenotrophomonas sp. capaces de
transformar TNT y PETN (Avila-Arias et al., 2017; Avila, 2012), por lo que S. rhizophilia
pudo jugar un papel en la transformacion de estos explosivos. En cuanto a C. freundii,
cepas de Citrobacter sp. han sido aisladas de suelos contaminados con TNT y son
capaces de transformar TNT (Kao et al., 2016; Kitts et al., 1994, Liang et al., 2017) Un
analisis del transcriptoma y proteoma de Citrobacter sp. indica que esta especie es
capaz de expresar una reductasa nemA (Liao et al., 2018), enzima que interviene en la
transformacion de TNT por C. youngae (Liang et al., 2017). Liang y colaboradores (Liang
etal., 2017) encontr6 que la adicion de nutrientes (Nitrbgeno) aumentaba la
transformacion de TNT pero también aumentaba la toxicidad en el medio, es probable
gue en CMP231 la combinacion de bacterias inoculadas y las encontradas en las
granallas tuviera un papel a la hora de transformar ambos explosivos, asi como los
subproductos toxicos de la transformacion del TNT (Gunnison et al., 1993) por lo que la
transformacion del PETN no se vio afectada.
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12.5.2 CMT228

Este cultivo mixto fue aislado con TNT como presion de seleccion, y obtuvo
transformaciones de 35 % + 11 del TNT y 42 % + 21 del PETN. Este cultivo mixto esta
conformado por dos cepas: Serratia marcescens y S. maltophilia y al final del estudio se
obtuvo un recuento de 4.3 £ 0. Al finalizar el estudio de transformacion se identificaron
dos cepas, S. maltophilia y Citrobacter freundii. S maltophilia hace parte de este cultivo
mixto, y se encontré también en el microcosmo sin inoculo 3 junto a C. freundii. La
transformacion de TNT y PETN por parte de este cultivo mixto fue mayor a la encontrada
en el microcosmos sin inoculo 3, por lo que las bacterias inoculadas tuvieron un efecto
positivo en la transformacion de los explosivos.

12.5.3 CMP227

Este cultivo mixto provino de una muestra de suelo donde se encontré una gran variedad
de morfotipos (Avila, 2012) al inicio del estudio se inoculo con 3 bacterias: R. ruber,
Mycobacterium fluoranthenivorans y Pseudoxanthomonas mexicana. Las bacterias en
este cultivo mixto son capaces de transformar compuestos xenobibticos como pesticidas
y TNT ( Cy cebalk 2017; Martinkova et al., 2009; Serrano-Gonzalez et al., 2018). Y se
alcanzo una transformacion de 36 % + 10 del TNT y 39 % + 9 20% del PETN, aunque la
transformacion del TNT fue muy erratica, con eventos de muestreo en donde no hubo
transformacion alguna de TNT. No se obtuvo recuentos en ninguno de los eventos de
muestreo, es probable que al igual que en otros microcosmos la exposicion a los
contaminantes contribuyera a la falta de recuento.

12.5.4 CMT52y T21

A pesar de haber sido seleccionados, los resultados de transformacion de TNT y PETN
de esta bacteria y cultivo mixto no son significativos en comparacion con CMP231,
CMP227 y CMT228. En la evaluacién de transformacion de TNT por parte de estas
bacterias, Avila y colaboradores (Avila-Arias et al., 2017) encontraron que CMT52 (P.
japonica, P. monteilii, R. radiobacter) y la bacteria T21 (S. maltophilia) eran capaces de
transformar >90% del TNT y tenian una alta tasa de degradacién (>7 mg/L*.d1). Por lo
gue estos factores jugaron un papel en la transformacion obtenida. Llama la atencion
que T21 proviene de una muestra de suelo no contaminado con explosivos y sin embargo
fue capaz de transformar ambos explosivos. Cepas de esta especie fueron identificadas
por Avila y colaboradores como bacterias capaces de transformar TNT y PETN (Avila-
Arias et al., 2017; Avila, 2012) y S. maltophilia es una bacteria cominmente encontrada
en el suelo (Ryan et al., 2009)
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12.6. Monitoreo de la transformacién de pentolita sélida por consorcios definidos

Los consorcios definidos contenian bacterias y cultivos mixtos capaces de transformar
ambos explosivos y sin embargo obtuvieron una menor transformaciéon (20% PETN, 17
% TNT) en comparacién con los cultivos mixtos al final del estudio. En la literatura el uso
de consorcios definidos para la transformacion de sitios contaminados con compuestos
toxicos como los hidrocarburos ha dado buenos resultados (Poddar et al., 2019; Tahhan
et al ., 2011). Asi que es posible que en estos consorcios definidos factores como la
compatibilidad de las bacterias utilizadas en los consorcios, competicion por sustrato,
intercambio de metabolitos (Jawed et al ., 2019) y el reciclaje de nutrientes entre las
bacterias en cada microcosmo (Sangeetha et al., 2017) influyera en la transformacion
encontrada. En la naturaleza los consorcios son mas robustos a cambios en el ambiente,
pero el comportamiento a largo plazo de las bacterias que componen los consorcios
definidos creados en el laboratorio son muy dificiles de predecir de predecir y es uno de
los grandes desafios que enfrenta el disefio de consorcios (Brenner et al., 2008; Shong
et al., 2012). Es probable que la metodologia utilizada para establecer los consorcios
definidos no sea la ideal para encontrar la mejor combinacibn de bacterias
transformadoras. Un andlisis de las redes metabdlicas que se pueden dar entre las
bacterias puede ser una herramienta til a la hora de predecir el comportamiento de las
bacterias en los consorcios definidos (Shong etal.,, 2012) y otras herramientas
independientes de cultivo como la genémica comparativa para estudiar las posibles
interacciones nutricionales entre las bacterias en un consorcio (Gude y Taga, 2020).

12.6.1 C1-C1T2

Ambos consorcios definidos estaban conformados por bacterias con un alto puntaje (Alta
transformacion y tasa de transformacion) y se diferenciaban en el medio de cultivo, C1
poseia MT2M suplementado con una fuente de nitrégeno y C1T2 tenia MT2 sin fuente
de nitrégeno. No se identificaron diferencias significativas en los resultados obtenidos en
el ultimo evento de muestreo, sin embargo, si se comparan los resultados con una menor
diferencia en el tiempo se aprecia que no hubo ni transformacion ni recuento en el Gltimo
evento de muestreo en comun en C1 (~ 1500 d). Este consorcio definido fue inoculado
por T17 (Achromobacter spanius) productora de surfactantes, T94 (Pseudomonas
veronii) productora de surfactantes y con una alta transformacion de TNT (Avila-Arias
et al., 2017), CMP174 (Rhizobium radiobacter, Stenotrophomonas maltophilia), CMT5
(A. spanius, S. maltophilia) también productora de surfactantes. Se identificaron al final
del estudio a S. rhizophila, S. maltophilia y S. marcescens. Es dificil establecer si la
diferencia en los resultados fue debido a los nutrientes en el medio. Es posible que las
bacterias encontradas, al igual que con las encontradas en CMP231 y CMT228
provengan de las granallas y la heterogeneidad de la poblacién bacteriana diera lugar a
los resultados encontrados.
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12.6.2. C4

En este consorcio definido las bacterias provienen de un mismo origen (suelo del canal
exterior) y no se observé una disminucion considerable en los recuentos al inicio del
ensayo de transformacion y mantuvo un recuento de ~ 5 - 6 log UFC/ml. No hay reportes
en la literatura donde se utilicen estas bacterias en conjunto para la transformacion de
explosivos, sin embargo, las bacterias de este consorcio definido mostraron resultados
prometedores en los ensayos de transformacion de TNT (Avila, 2012) y en este estudio
de transformacion de pentolita sélida. CMT41, CMT43 y CMT30 son cultivos mixtos
transformadores de TNT, productoras de surfactantes (Avila-Arias et al., 2017)). CMT30
también fue evaluada por Avellaneda (Avellaneda, 2019) y fue capaz de transformar TNT
y PETN. los cultivos mixtos restantes: CMP208, CMP214, CMP215 son capaces de
transformar PETN y CMP231 fue la que obtuvo mayor transformacion de TNT y PETN al
finalizar este estudio. Sin embargo, la transformacion obtenida al final del estudio por
este consorcio no fue significativamente diferente a ninguno de los demas consorcios
definidos. Al final del estudio y pese a un alto recuento (5 log UFC/ml) al final del estudio
en estos microcosmos solo se encontrd C. freundii, que probablemente proviene de las
granallas y se encuentro también en los cultivos mixtos CMP231 y CMT228 que
obtuvieron una alta transformacion del explosivo.
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13. Conclusiones
Durante este largo estudio (~2500 d) en bajas temperaturas, sin agitacion, con bajos
nutrientes y una alta concentracion de los explosivos. Se logro determinar la
biotransformacion (~60 %) de pentolita (TNT: PETN) soélida

Durante el estudio, se obtuvieron cultivos mixtos (CMT228, CMP231, CMP227),
bacterias (T21) y consorcios definidos capaces de transformar pentolita solida en
microcosmos

Los cultivos mixtos presentaron una transformacion mayor, pero no significativamente
diferente que las bacterias puras y los consorcios definidos. Esto indica que las bacterias
presentes en una misma colonia (cultivo mixto) son una mejor opcion en la degradacion
de explosivo sélido y debe ser estudiado en més detalle.

En el estudio se observo la transformacion de PETN a pesar de la presencia de TNT en
los microcosmos, a diferencia de lo reportado durante los ensayos con pentolita en
solucion.

Se observo la inesperada presencia de bacterias (C. freundii, S. maltophilia, S.
rhizophila, S. marcescens y P. veronii) en las granallas de pentolita sélida, y la posible
transformacion de pentolita por parte de estas bacterias.

Se encontraron altos recuentos de bacterias en algunos de los microcosmos, indicando
el crecimiento de bacterias en presencia de pentolita solida y bajo las condiciones de
estudio.

14. Recomendaciones
Se requieren mas estudios de transformacion con las bacterias encontradas en los
microcosmos seleccionados, en especial con las encontradas en CMP231.

Ensayos de transformaciéon de TNT y PETN ayudarian a establecer en un tiempo menor
si los consorcios definidos son capaces de transformar explosivos.

Ensayos de sinergismo-antagonismo entre las bacterias provenientes de las granallas y
las bacterias inoculadas ayudaria a encontrar mejores combinaciones de bacterias
transformadoras de explosivos.

Con las bacterias aisladas de los microcosmos seleccionados se pueden establecer
consorcios definidos que tienen el potencial de transformar pentolita solida Establecer
consorcios definidos con las bacterias encontradas en las granallas.

Cultivos de enriquecimiento con el explosivo solido se pueden utilizar para recuperar
bacterias que puedan transformar explosivos.

Realizar ensayos con el explosivo en un medio liquido suplementado con antibioticos
para poder evaluar el efecto de factores fisicoquimicos en la transformacion del
explosivo.
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15. ANEXOS

ANEXO 1. Preparacion de medios MT1, MT2, MT2M, MT3

Las soluciones tampdn, sales y fuente de carbono (Tabla 2) son adicionadas antes de
esterilizar el medio de cultivo, las soluciones hierro y elementos trazas se adicionan al
medio de cultivo estéril y en condiciones de esterilidad utilizando la cabina de flujo
laminar. el pH del medio de cultivo se debe ajustar antes del procedimiento de
esterilizacion (7.2 £0.2) para la preparacion del medio solido se adicionan 15¢g de agar
por cada litro de medio. Para la preparacion de MT2M (Tablal) se le adiciona extracto
de levadura (184 mg/L) y nitrato de amonio (70.8mg/L) como fuente de nitrégeno
(0.026%)

Tabla 1. Volumenes de soluciones stock para la preparacion de 1L del medio T2 (MT2)
y el medio T2 modificado (MT2M)

Solucion MT1 MT2 _ MT2M MT3
Cantidad (ml)
Elementos trazas 1 1 1 1
Fuente de carbono N/A 10 10 N/A
Hierro 1 1 1 1
Sales 10 10 10 10
Tampdn 10 10 10 10
Agua destilada 980 970 960 980
Fuente de
o -
nitrogeno* (Extracto 1 N/A 10 N/A

de levaduray
(NH4)2S04)
* concentracion final en el medio de 184 mg/L

Tabla 2. Soluciones stock usadas para la preparacion de medio MT1, MT2,MT2M,MT3

Solucién Composicion Concentracion
HCI 0.4% (v/Iv)
Mn S04 .08 H 0.2 g/L
H3BOa4 0.1g/L
ZnSOs A FOH 0.1 g/L
Elementos trazas 2 CaSOsA  20H 0.05 g/L
CoClz A > 0.05 g/L
CuSOs+ A HOH 0.01 g/L
NazMo 04 # 2 H 0.01 g/L
Ni SO4 A 6H 0.01 g/L
Hierro P HCI 30 mmol L
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FeS04 - 7H 3g/L
HCI 12 mmol L
NaCl 50 g/L

a
Sales MgSOs A 50H 20 gL
CaCl. 4 g/L
, K2HPOa4 62 g/L

a
Tampon KH2PO4 30 g/L
Glucosa 25 g/L
Glicerol 20 mL
b

Fuente de carbono Citrato 25 gL
Acetato 25 g/L
Fuente de nitrbgeno (NH4)2SO4 2 g/L

aSe esterilizan en autoclave y se almacenan a 4°C. ? Soluciones esterilizadas por

filtracion a través de un filtro de membrana estérilde 0.22e m vy
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ANEXO 2. Transformacion y recuentos de consorcios definidos
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ANEXO 3. Transformacion y recuentos de bacterias y cultivos mixtos
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