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RESUMEN

Uno de los explosivos nitroaromaticos mas utilizados en el mundo es el 2,4,6-
trinitrotolueno (TNT), el cual puede permanecer en la naturaleza durante largos periodos
de tiempo sin degradarse, debido a la disposicion simétrica de los grupos nitro en su
estructura. Incluso a bajas concentraciones, el TNT tiene un efecto mutagénico en
organismos vivos, desde microorganismos hasta humanos; es cancerigeno y causa
diversas enfermedades; por dicho motivo, la presente investigacion tuvo como objetivo
el aislamiento e identificaciébn molecular de cepas bacterianas, procedentes de un lote
de explosivo con contaminacién bioldgica, con la capacidad de degradar el TNT. Se
aislaron 5 cepas bacterianas pertenecientes a los géneros Microbacterium, Acidovorax
y Diaphorobacter. La cepa S3B perteneciente al género Diaphorobacter, obtuvo un
crecimiento superior a las otras cuatro cepas bacterianas empleando Unicamente TNT
a diferentes concentraciones (20 ppm, 60 ppm y 100 ppm) como fuente de nitrégeno.
Finalmente, en el ensayo de degradacién del TNT, se obtuvo un porcentaje de
degradacion del 77.7% de; asimismo, se detecté la liberacién de nitritos. La presente
investigacion muestra el potencial de la cepa S3B para la biorremediacion de suelos y

aguas contaminadas con TNT.



1.

INTRODUCCION

1.1 Delimitacién del problema.

Los explosivos son compuestos ricos en nitrdgeno y oxigeno usados con
propésitos militares e industriales (mineria, construccion, metalurgia de alta
energia, etc); los cuales, al ser detonados, generan una onda de choque con
alta presién y residuos toxicos en el medio ambiente (Chatterjee et al., 2017).
Asimismo, la manufactura, testeado y uso de explosivos produce gran
contaminacién del suelo y aguas subterrdneas. Los métodos de remediacién
fisicos y quimicos como los procesos de incineracién, adsorcion y oxidacion
avanzada son muy costosos y pueden producir subproductos téxicos (Kao et al.,
2016). Debido a esta problematica, en los ultimos afnos se han generado
métodos de remediacion alternativos como la biorremediacion, la cual permite la
reduccion biolégica de compuestos quimicos empleando microorganismos,

plantas o incluso insectos (Singh et al., 2012).

Uno de los explosivos nitroaromaticos mas utilizado es el 2,4,6-trinitrotolueno
(TNT), que puede permanecer en la naturaleza durante mucho tiempo sin
degradarse debido a la disposicién simétrica de los grupos nitro en su estructura
quimica (Gok et al., 2019). Bajas concentraciones de TNT tienen un efecto
mutagénico en organismos vivos (desde microorganismos hasta humanos); es
cancerigeno y causa diversas enfermedades (Maksimova et al., 2018); por dicho
motivo, la presente investigacion se centra en la evaluacién de la capacidad
degradativa TNT por cepas aisladas e identificadas molecularmente

procedentes de un lote de explosivo contaminado.
1.2 Pregunta del problema.
¢Las cepas bacterianas aisladas a partir de un lote de explosivos con

contaminacién bioldgica presentan una capacidad degradativa frente al 2,4,6-
trinitrotolueno (TNT)?

1.3 Justificacion de la investigacion.

Clasificado por la Agencia de Proteccién Ambiental de los EE. UU., como
carcindégeno de Clase 1, el TNT es toxico para todos los seres vivos, este

xenobidtico se adhiere fuertemente a la materia organica del suelo y es



recalcitrante a la degradacion debido a la presencia de tres grupos nitro que
introducen restricciones estéricas y confieren una alta deficiencia de electrones

al anillo aromatico (Rylott et al., 2011).

En humanos se han reportado numerosos sintomas de intoxicaciéon después de
la inhalaciéon o absorcion dérmica del TNT; dias después de la exposicion se
observan sintomas como: dolor de cabeza, pérdida de apetito, mareos, nauseas,
insomnio, entumecimiento de varias partes de la piel y diarrea (Juhasz y Naidu,
2007; Fahrenfeld et al., 2013). Hay también diversos cambios en el hemograma
como resultado de la exposicion. Un sintoma particularmente llamativo es la
cianosis, que es la coloracion rojo azulada de los labios, las ufas y la piel debido
a la deficiencia de oxigeno (Claus, 2014). Las interacciones de los compuestos
nitroaromaticos con el &cido desoxirribonucleico (ADN) y la mutagenicidad
resultante han sido caracterizados, y se observd que los productos de la
oxidacion y reducciébn de compuestos nitroaromaticos pueden danar
directamente al ADN o causar la formacion de aductos que inducen mutagénesis
por incorporacion incorrecta de nucle6tidos durante la sintesis del ADN (Purohit
y Basu, 2000). Estudios estructurales y espectroscopicos han encontrado que la
posicion del grupo nitro en el anillo aromatico y la presencia de otros grupos
funcionales pueden influir en la mutagenicidad y carcinogenicidad de estos
productos quimicos (Ju y Parales, 2010). Ademas, el TNT es altamente téxico
para las plantas terrestres, afectando la tasa de germinacion, produciendo una
disminuciéon de la biomasa de las plantas y crecimiento anormal; estas
caracteristicas tienen una correlacion positiva con el aumento de la
concentracion de TNT (Vila y Laurent, 2008). Debido a su uso actual en la
construccién y demolicién, el TNT se ha convertido en el explosivo mas
empleado.

Durante la manufactura del TNT, se remueven isémeros no deseados y especies
residuales de dinitrato empleando una solucién acuosa de sulfito de sodio
llamada “sellite”, a la cual se unen los residuos mientras el TNT remanente es
lavado y secado para su empaquetamiento. Los desechos industriales conocidos
como “aguas rojas” y “aguas rosadas” son formadas durante la purificacion con
“sellite” y el lavado post purificacion, respectivamente. Ambos residuos liquidos
presentan una alta toxicidad, tan solo el “agua rosada” tiene una concentracién
de 150 ppm de TNT (Yinon, 1990; Gok et al., 2019).



ElI TNT residual de las etapas de fabricacion, almacenamiento y uso, son fuentes
de contaminacion del agua, el suelo, la atmésfera y la biosfera. Por dicha razén,
la remediacién de los residuos y sitios contaminados con TNT es necesario para
mantener la seguridad y la calidad de los ecosistemas ambientales. Se han
establecido varios procedimientos fisicoquimicos tradicionales como el uso de
reactores ex situ, incineracion del suelo, relleno sanitario, compostaje del suelo
y desorcién térmica para la remediacién de suelos contaminados con TNT;
desafortunadamente, estos procedimientos son muy costosos (Ayoub et al.,
2010). La remediacién de base biolégica se ha considerado como un enfoque
ecolégicamente compatible para desintoxicar areas contaminadas con TNT. Las
tecnologias de biorremediacion se enfocan principalmente en la degradacion
microbiana y la fitorremediacién proporcionando una prometedora perspectiva
de bajo costo para limpiar el suelo contaminado con TNT (Liang et al., 2017).

1.3 Objetivos.

1.3.1 Objetivo General.
Determinar la presencia de bacterias con capacidad de
transformar el TNT, procedentes de un lote de explosivo con

contaminacién biologica.

1.3.2 Objetivos especificos.

1.3.2.1 Aislar e identificar molecularmente las cepas bacterianas
presentes en un lote de explosivo contaminado.

1.3.2.2 Seleccionar la cepa bacteriana con mayor crecimiento
microbiano, utilizando el TNT como Unica fuente de nitrégeno.

1.3.2.3 Determinar el porcentaje de degradacion de TNT y produccién
de nitritos de la cepa bacteriana con mayor crecimiento
empleando el TNT como Unica fuente de nitrégeno.

1.4 HIPOTESIS

1.41 Hi: Alguna de las bacterias aisladas a partir de un lote de
explosivo con contaminacion biolégica posee una actividad

degradativa frente al 2,4,6-trinitrotolueno (TNT).



1.4.2 Ho: Ninguna de las bacterias aisladas bacterianas aisladas a partir
de un lote de explosivo con contaminacion bioldgica posee una

actividad degradativa frente al 2,4,6-trinitrotolueno (TNT).

2. ESTADO DEL CONOCIMIENTO

En la década de 1960, se descubri6 la capacidad de diversos microorganismos
del suelo y la rizosfera de metabolizar compuestos xenobidticos, convirtiendo a
los procesos bioldgicos en una posibilidad viable y aceptable para la degradacién
de compuestos peligrosos (Singh et al., 2012). Los intentos de desarrollar un
sistema biologico tecnoldgico para degradar TNT se remontan a la década de
1970 (Nyanhongo et al., 2005).

Los microorganismos son los habitantes més antiguos de la tierra, son versatiles
y adaptables al entorno cambiante; por lo que, son un componente rentable para
combatir diversas problematicas antropogénicas (Ju y Parales, 2010).
Actualmente, los microorganismos y sus diversas enzimas metabdlicas se
emplean para la eliminacién segura de contaminantes ambientales, ya sea
mediante destruccién directa o indirectamente, mediante la transformacién del
contaminante a un intermediario més seguro (Kivisaar et al., 2011). La limitacion
gue enfrentan las tecnologias de tratamiento fisico y quimico se superaria con la
ayuda de los microorganismos; sin embargo, la biodegradacion completa de
compuestos xenobidticos a menudo requiere de un consorcio de
microorganismos ya que, generalmente, una sola especie de microorganismo no
es capaz de metabolizar todos los productos resultantes de las reacciones
iniciales de la biodegradacion (Singh et al., 2012).

EI TNT es una molécula débilmente polar con un momento dipolar molecular de
1.37 D (Xue et al, 1995) y un valor log Kow (1.86) relativamente alto en
comparacion con otros nitros explosivos. Por lo tanto, el TNT puede unirse a la
materia organica del suelo (MOS) a través de reacciones de particion hidréfobas
inespecificas (Eriksson et al., 2004). Singh et al., (2010) informaron que la
fraccién alifatica (principalmente alquilo) de MOS controla principalmente la
sorcién inespecifica de TNT. En consecuencia, Eriksson et al., (2004)

demostraron que el reparto hidrofébico es el principal mecanismo de adsorcion



de TNT en la materia organica particulada (MOP) que es rica en carbono

alifatico.

Por otro lado, los productos de transformacion de un contaminante definido
pueden mostrar un comportamiento de sorcién, asi como una toxicidad muy
diferente a la del compuesto original, y por lo tanto presentan un riesgo
ecotoxicologico divergente. Los metabolitos reducidos de TNT (p. Ej. Nitroso,
hidroxilamino, diaril azoxi y derivados amino) estan sujetos tanto a la divisién
hidrofébica como a la unién especifica (electrostatica y covalente) con MOS.
Ademas, los metabolitos del TNT reducidos presentan una afinidad preferencial
por la materia organica disuelta (MOD), en lugar de MOP, mediante diferentes
tipos de interacciones especificas con grupos funcionales de la MOD como los
grupos carboxilo y carbonilo (Eriksson et al., 2004, Eriksson y Skyllberg, 2009).

Especificamente, los productos de la degradacién del TNT se unen a la fraccion
de tamafno mas pequeiio de MOD (<3.5 kDa), que tiene una cantidad
sustancialmente mayor de grupos funcionales de oxigeno reactivos a los
sustituyentes amino (Eriksson y Skyllberg, 2009). Esta fraccién no es propensa
a los mecanismos de floculacién por metales importantes en los suelos y puede
liberarse en aguas superficiales y subterraneas mediante la lixiviacién de la MOD
en suelos contaminados. Por otro lado, la fraccion de arcilla coloidal dispersable
en agua y suelo, podria adsorber significativamente los metabolitos del TNT y
favorecer asi el transporte facilitado por coloides de residuos explosivos en los
suelos (Dontsova et al., 2009).

El transporte de TNT por movilizacion coloidal del suelo fue confirmado por
Sharma et al., (2013) pero el mecanismo exacto de las interacciones entre TNT
y coloides aun no estd completamente aclarado (Stenuit y Agathos, 2019).

2.1 Microorganismos degradadores del TNT.

Se han aislado diversos tipos de microorganismos capaces de utilizar TNT,
bacterias aerobias como Pseudomonas sp. Bacillus sp. Acinetobacter sp.
Achromobacter sp Staphylococcus sp. Rhodococcus sp. Enterobacter sp.
Klebsiella sp; y bacterias anaerébicas como Clostridium sp. Desulfovibrio sp.
Methanococcus sp; entre otras. (Kulkarni y Chaudhari, 2007; Solyanikova et al.,
2012; Bernstein y Ronen, 2012; Gumuscu y Tekinay, 2013; Maksimova et al.,



2018). Ademas, algunas especies de hongos los cuales pueden llegar a la
mineralizacién completa del TNT. Entre ellos, los hongos de la podredumbre
blanca como Phanerochaete chrysosporium (Michel y Gottschalk, 1994) y
Stropharia sp. (Scheibner y Hofrichter, 1998), son potenciales degradadores de
TNT en condiciones aerbbicas. Los hongos micromicetos y basidiomicetos
también pueden degradar TNT, por ejemplo, Gymnopilus Iuteofolius,
Kuehneromyces mutabilis y Phanerochaete velutina (Celin et al., 2020). Todos
estos microorganismos emplean diversas rutas metabdlicas para la
transformacién del TNT.

2.2 Mecanismo bacteriano de la captacion del TNT.

Hasta la fecha, la captacion de TNT por un sistema de transporte dependiente
de energia no ha sido reportado, por lo que, la difusién pasiva a través de las
barreras de células microbianas se considera como el mecanismo predominante
de captacién de TNT (figura 1). El flujo de membrana maximo de TNT es de
alrededor de 0.037 cm?2s™ (Bressler y Gray, 2003). Sin embargo, en el caso P.
putida KT2440 se ha reportado la induccién de dos bombas de eflujo de mdltiples
farmacos (MexEF / OprN) en presencia de TNT, lo que sugiere la importancia de
los sistemas de extrusion activos para mantener una concentracion baja de TNT

intracelular para superar su toxicidad (Fernandez et al. 2009).
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Figura 1. Asimilacion co-metabdlica de nitrogeno utilizando 2,4,6-trinitrotolueno
(TNT) como fuente de nitrdgeno. El CH,0 se utiliza como férmula para un
sustrato organico promedio (Stenuit y Agathos, 2010).



2.3 Mecanismos generales de la degradacion microbiana de compuestos

nitroaromaticos.

La degradacion microbiana de nitroaromaticos puede ocurrir por cuatro

mecanismos (Symons y Bruce, 2006; Kulkarni y Chaudhari, 2007).

Reduccién inicial que produce aminas aromaticas, las cuales pueden seguir
metatizandose gracias a la enzima nitroreductasa presente en varios
microorganismos que degrada los compuestos nitroaromaticos, reduciendo
inicialmente el grupo nitro a una amina. La reduccién procede a través de un

grupo nitroso y un grupo hidroxiamino (Marvin-Sikkema y De Bont, 1994).

Reaccion de oxigenacién inicial que produce nitrito, los microorganismos
utilizan compuestos nitroaromaticos como fuente de nitrégeno y los degradan

mediante la eliminacién oxigenolitica del grupo nitro (Singh et al., 2012).

Eliminacion reductiva completa del grupo nitro produciendo nitrito, via que
esta presente en varias bacterias y se caracteriza por la eliminacion reductiva
completa del grupo nitro como nitrito y la formaciéon de un complejo hidruro-
Meisenheimer como uno de los metabolitos. Este complejo hidruro-
Meisenheimer indica que la degradacion comienza con un ataque

nucleofilico en el anillo aromético (Lenke y Knackmuss, 1992).

Reduccién parcial del grupo nitro a una hidroxilamina que, después de un
reemplazo posterior, se metaboliza aun mas. Los grupos de extraccién de
electrones (nitro) activan la molécula para la reduccion del grupo nitro. El
aumento en el numero de grupos nitro en el anillo aumenta la probabilidad
de reduccion y disminuye el ataque electrofilico. La reduccion de grupos nitro
puede proceder facilmente mediante una o dos transferencias de electrones
(Lenke et al., 2000).

2.4 Degradacion bacteriana del TNT.

Las variaciones, los productos resultantes y las reacciones de degradacién de

TNT varian dependiendo de la especie bacteriana y tipo de cultivo. Sin embargo,

la via de desnitrificacion es una de las mas rentables para los microorganismos

debido a la disminucién de la naturaleza electrofilica de TNT, lo que les permite



utilizar dioxigenasas y mononitrotoluenos o dinitrotoluenos como sustratos
(Martin et al., 1997).

Los compuestos explosivos pueden servir como fuente de carbono o nitrégeno
para muchos microorganismos aerdbicos o anaerdbicos. La principal dificultad
en la degradacion microbiana del TNT es la disposicién simétrica de tres grupos
nitro que crean una condicion de un alto déficit de electrones en el anillo
aromatico. El uso del TNT como fuente de carbono y energia es muy dificil para
los microorganismos. La degradacion en presencia de oxigeno resulta en la
transformacién o destruccion del TNT a otras formas, pero solo en condiciones
anaerobicas se da la mineralizacion completa. Los metabolitos iniciales en la
biotransformacién de TNT son: hidroxilamino-di-nitrotoluenos (HADNTSs), amino-
di-nitro-toluenos ~ (ADNTs),  di-amino-mono-nitrotoluenos  (DANTs) vy
tetranitroazoxitoluenos (AZTs). Debido a la deficiencia de electrones del anillo,
la degradacion inicial de TNT por microorganismos se caracteriza por reacciones
reductivas (Vorbeck et al.,1994). Los grupos nitro restantes del TNT (-NO)
pueden reducirse sucesivamente a grupos nitroso (-NO), hidroxilamino (-NHOH)
y finalmente amino (-NH,).

Bacterias anaerobias obligatorias, como Clostridium sp., Desulfovibrio sp; y
arqueas como Methanococcus sp., pueden reducir TNT completamente a 2,4,6-
triaminotolueno (TAT) (Ederer et al.,1997). Dependiendo de las condiciones
redox, estos compuestos pueden convertirse alun mas por mecanismos bibticos

y abioticos en derivados de azo, azoxi, hidrazona y fenol-acetilo (Hawari, 2000).

2.4.1 Degradacion aerobica del TNT.

Las bacterias aerdbicas generalmente transforman la molécula del TNT
mediante dos rutas, la primera es la reduccién consecutiva del TNT e inicia al
reducir uno o dos grupos nitro a 4-hydroxilamino- 2, 6-dinitrotolueno (4-HDNAT)
o 2 hydroxilamino-4,6-dinitrotolueno (2-HDNT) a través de la nitroreductasa no
especifica dependiente de NAD(P)H. La hidroxilamina se reduce a grupos amino
mediante nitroreductasas y la formacion de 2,4-dihidroxilamino-6- dinitrotolueno,
2 amino-4,6-dinitrotolueno (2-ADNT) y 4 amino-2,6-dinitrotoulueno (4-ADNT) a
partir de la hidroxilamina; sin embargo, en algunos casos, las formas
parcialmente reducidas de TNT pueden reaccionar en presencia de oxigeno para
producir azoxitetranitrotoluenos (AZTs) recalcitrantes y con alta toxicidad.



Posteriormente puede formarse 4 amino-2-nitroso-6-nitrotolueno (4A-2NOC-6-
NT) a partir de 4- ADNT y 2,4-dihidroxilamino-6-dinitrotolueno, que es uno de los
compuestos finales resultantes de la via de degradacion aerobica, el cual se ha
detectado en cultivos de Bacillus sp. Staphylococcus sp; y Pseudomonas
aeruginosa tal como se observa en la tabla 1 (Lewis et al., 1997, Serrano-
Gonzalez et al., 2018; Ndibe et al., 2018).

Dado que el TNT se reduce facilmente a 4-ADNT y 2-ADNT, varios estudios se
han centrado en la posible conversion oxidativa de estos isémeros. Un papel
fundamental en este proceso pertenece a las oxigenasas. E. coli recombinante
que expresa 2,4-dinitrotolueno dioxigenasa de Burkholderia sp., es capaz de
oxidar a 2-ADNT en la tercera y cuarta posiciones con la liberacion de nitrito, la
formacion de 3-amino-4-metil-5-nitrocatecol y el grupo hidroxilato metilo para
formar 2-amino-4,6-dinitro-alcohol bencilico. El nitrobenceno dioxigenasa
recombinante de Comamonas sp. JS765 puede oxidar 4- ADNT en la segunda
y tercera posiciones, con la liberacién de nitrito y la formacién de 3-amino-6-
metil-5-nitrocatecol (Johnson et al., 2001; Smets et al., 2007). La combinacion
de oxigenasas terminales (2,4-dinitrotolueno dioxigenasa y nitrobenceno
dioxigenasa) condujo a la oxidacion simultanea de los correspondientes
derivados del TNT con la formacion de catecoles y alcohol bencilico (Keenan y
Wood, 2006). A pesar de que existe esta ruta oxigenolitica de escision del anillo
aromatico, la actividad de estas dioxigenasas parece ser bastante baja
(generalmente menos de 0,5 nmol de producto / mg de proteina), especialmente
para el 4-ADNT, que es el mas recalcitrante, y ademas adn no se sabe si los
aminometilnitrocatecoles formados pueden ser transformados enzimaticamente

o siguen siendo productos finales (Maksimova et al., 2018).

Como se indic6 anteriormente, los tres grupos nitro dispuestos simétricamente
en el TNT inducen una alta deficiencia de electrones en el anillo aromatico
(Esteve-Nunez et al.,, 2001). Debido a que es necesario un entorno de alta
reduccion electronegativa para transformar el TNT, la adicién de oxigeno
combinado con el flujo de electrones del metabolismo del biocatalizador puede
facilitar la tasa de reduccién del TNT. En esta ruta, la reduccién del tercer grupo
nitro requiere bacterias anaerobias, ya que las bacterias aerébicas solo pueden
reducir 2 de los 3 grupos nitro del TNT (Mc Farland y Sara, 2016).



Tabla 1. Microorganismos y el metabolismo que emplean para la transformacién de TNT en condiciones aerdbicas. Adaptado de Serrano-

Gonzalez et al (2018)

Microorganismo

Metabolismo

Bacillus sp. Libera nitrito a partir del TNT y de la conversién a 2- amino — 4 nitrotolueno
Enterobacter cloacae PB2 Reduccion del TNT a complejos de Meisenheimer y liberacion de nitrito
Enterobacter sp. Transformacion del TNT a compuestos polares no identificados, mineralizacion y asimilacion del 50% del TNT en

lipidos

Klebsiella sp. Cl

Metaboliza el TNT

Acinobacter sp. VT11

Conversion completa del TNT

Mycobacterium sp. Cepa HL4NT-1

Transmuta el TNT a complejos hidruros y dihidruros de Meisenheimer

Methylobacterium sp.

Degrada el TNT

Pseudomonas aeruginosa

Libera nitrito a partir del TNT y de la conversién a 2- amino — 4 nitrotolueno

Pseudomonas aeruginosa MA101

Convierte el TNT y ADNT en compuestos muy polares a través de procesos aerdbicos

Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas fluorescens B3468

Una flavoproteina NADPH cataliza mdltiples transformaciones y genera H- TNT y Hz- TNT

Pseudomonas fluorescens

Transformacion del TNT en ADNT, DANT y 4-acetamida-2-amino-6-nitrotolueno

Pseudomonas pseudoalcaligenes

Reduccion de grupos nitro y nitrito liberados a partir del 2,4-dihidroxilamino-6-nitrotolueno

Pseudomonas savastanoi

Desnitrificacion del TNT para liberar nitrito y reduccién del grupo nitro a grupo amino

Pseudomonas sp. Clon A

Capaz de desnitrificar el TNT

Pseudomonas sp. Cepa CBS3

El TNT es reducido a DANT

Pseudomonas sp. Cepa FR2

El TNT es reducido a DANT

Pseudomonas sp. Cepa iibx

Primera confirmacién de mineralizacion del TNT — [C14]

Pseudomonas sp.

El TNT empleado como Unica fuente de nitrégeno y transformado a 2ADNT y 4ADNT

P. putida JLR11

Degradacion del TNT mediante las enzimas nitroreductasas pnra y pnrb

Rhodococcus erythropolis

El crecimiento en acido picrico cataliza la hidrogenacién del anillo, formando complejos de hidruro y dihidruro
TNT-Meisenheimer

Raoultella terrigena cepa HB

Convierte el TNT en productos amino. Transformé dinitrotolueno y nitrobencenos.

Serratia marcensens

ElI TNT como Unica fuente de carbono y energia en presencia de Tween.

Staphylococcus sp.

Liberacién de nitrito a partir del TNT y transformacion a 2-amino-4-nitrotolueno

Stenotrophomonas maltophilia

ElI TNT empleado como unica fuente de nitrégeno
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La segunda via es la reduccion directa de dos electrones del anillo aromatico
mediante la adicién de un hidruro (figura 2, apartado E), los productos de
esta reaccion incluyen el complejo hidruro de Meisenheimer, el complejo
dihidruro de Meisenheimer y los tautdmeros protonados, varios tautomeros
protonados pueden volverse a aromatizar después de la liberacion de nitrito
con la formacién de DNT’s (Vorbeck et al., 1994; Haidour y Ramos, 1996;
Esteve-Nunez et al.,2001). Para que se produzca esta via es fundamental la
accion de una clase de flavo-reductasas llamada transferasas de hidruro tipo
I, las cuales pertenecen a la familia enzimatica OIld Yellow Enzymes (OYE)
(Serrano-Gonzélez et al., 2018). La familia enzimatica OYE, se encuentra
principalmente en levaduras, pero se han caracterizado varios homélogos
bacterianos como la Pentaeritritol tetranitrato (PETN) reductasa de
Enterobacter cloacae PB2 y NCIMB10101 (French et al., 1999; Williams et
al., 2004), la N-etilmaleimida reductasa de E. coli AB1157, JM109 y EPI300
(Gonzalez-Pérez et al., 2007; Stenuit et al., 2006; Williams et al., 2004), la
reductasa xenobidtica B de P. putida KT2440 (Wittich et al., 2008),
P.aeruginosa PAO1y P. fluorescens IC (Pak et al. 2000), “enzimas amarillas
de Shewanella (SYE1-4)” de Shewanella oneidensis (Brigé et al., 2006). Por
otro lado, existen reportes de esta via en la degradacion de TNT de
Pseudarthrobacter chlorophenolicus (Lamba et al., 2021), Bacillus cereus
(Mercimek et al., 2013) y Mycobacterium sp. cepa HL 4-NT-1 (Vorbeck et
al.,1998); sin embargo, no se han identificado las transferasas de hidruro tipo
[l a cargo de la accion enzimdtica (Lamba et al., 2021). Ademas, el oxigeno
no es necesario para la formacién de esos complejos, por lo tanto, la
degradacién aerobica del TNT es un metabolismo alternativo cuando no es

posible eliminar el oxigeno del medio ambiente (Esteve-Nuriez et al., 2001).
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Figura 2. Mecanismbs de las vias de biodegradacién del TNT. A) Reduccién del
anillo aromatico mediante un complejo de Meisenheimer con liberacién de nitrito.
B) Reduccioén del grupo nitro del TNT a una serie de intermediarios reducidos.
C) Los aminodinitroluenos se oxidan mediante dioxigenasas para formar
aminometilnitrocatecol liberando nitrito o se hidroxilan en el grupo metilo para
formar alcohol aminodinitrobencilico. D) EI complejo hidruro-Meisenheimer (H-
TNT) se desnitrifica posteriormente a 2,4-dinitrotolueno (2,4-DNT). E) Una via
oxigenolitica da como resultado la produccion de 3-metil-4,6-dinitrocatecol
mediante la eliminacién de un grupo nitro. F) El reordenamiento similar al de
Bamberger de los intermediarios hidroxilamino va seguido de la liberacién de
amonio y la absorcion subsiguiente a través de la via de la glutamina sintetasa-
glutamato sintasa (GS-GOGAT). G) Formacion de dimeros de
azoxitetranitrotoluenos a partir de la reaccidbn de intermedios nitroso e

hidroxilamino (Smets et al., 2007).
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2.4.2 Degradacion anaerdébica del TNT.

El TNT se reduce completamente a 2,4,6-triaminotolueno (TAT) por bacterias
estrictamente anaerobias, como Desulfovibrio sp., Clostridium sp; y arqueas
como Methanococcus sp. (Boopathy y Kulpa, 1994). Las especies de
Desulfovibrio pueden metabolizar TNT en condiciones andxicas y usarlo como
fuente exclusiva de nitrégeno (Drzyzga et al., 1998). Especies de Clostridiumy
Desulfovibrio pueden catalizar la reduccion completa del TNT a TAT, que es
uno de los pasos finales de la degradacion. Varias reacciones intermedias
ocurren antes de la transformacién a TAT, como la reduccion de 2,4- diamino-
6-nitrotolueno (DANT) a TAT, que necesita piruvato y H, para ejecutarse (Ndibe
et al., 2018).

Los procesos anaerdbicos microbianos son capaces de generar una rapida
degradacién del TNT a bajo potencial redox y minimizar la reaccion de
polimerizaciéon oxidativa (Lewis et al.,, 1997). Como ocurre durante la
degradacién aerdbica del TNT, los grupos nitro pueden reducirse
consecutivamente a grupo nitroso, luego hidroxilamino y finalmente grupos
amino. En este punto, los compuestos finales son los mismos que los
principales productos de degradacién aerdbica: 2-ADNT y 4-ADNT. Sin
embargo, solo por degradacién anaerdbica como la realizada por Clostridium
acetobutylicum podria transformarse el TNT en 4-hidroxilamino-2,6-
dinitrotolueno y finalmente 2-amino-5-hidroxil-4- hidroxilamino-6-nitrotolueno
(Hughes et al., 1998; Watrous et al., 2003).

Volviendo a la ruta general, 2-ADNT y 4-ADNT se reducen a 2,4-diamino-6-
nitrotolueno (DANT) a través de la nitroreductasa NAD(P)H no especifica.
Ademas, después de que el TAT se produce por la sulfito reductasa
disimilatoria, DANT se transforma en 2,4-diamino-6-hidroxilaminotolueno
(DAHAT) por hidrogenasas, piruvato ferredoxin oxidorreductasa o monéxido de
carbono deshidrogenasa. Cabe mencionar que DANT puede reducirse
directamente a TAT en especies como Clostridium sordelli, C. bifermentans y
C. sporogenes (tabla 2). En el siguiente paso, el TAT puede convertirse
sucesivamente en 2,4,6-trihidroxitolueno y luego en 4-hidroxitolueno (p-cresol).
El p-cresol es uno de los metabolitos intermedios en la degradacién tipica de la
ruta del tolueno, y precede a las transformaciones finales de la ruta para
producir succinil CoA y acetil-CoA (Serrano-Gonzalez et al., 2018).
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Tabla 2. Microorganismos y el metabolismo que emplean para la transformacion
de TNT en condiciones anaerdbicas. Adaptado de Serrano-Gonzalez et al
(2018).

Microorganismo Metabolismo

Clostridium acetobutylicum Reduccion del TNT a TAT

Clostridium bifermentans Degradacion del TNT a compuestos polares alifaticos

cepa CYS-1 via 4ADNT y 2, 4DANT

Clostridium bifermentans Transforma el TNT a TAT y compuestos fendlicos

cepa LJP-1

Clostridium pasterianum Reduccion del TNT a TAT

Clostridium sordelii Reduccién del TNT a TAT

Clostridium sp. Reordenamiento de Bamberger del
dihidroxilaminodinitrotolueno

Desulfovibrio sp. Cepa B Utiliza el TNT como fuente de nitr6geno teniendo al
tolueno como intermediario putativo

Desulfovibrio sp. Utiliza el TNT como Unica fuente de nitr6geno y da
como resultado una reduccién a TAT

Escherichia coli Reduccién del TNT a TAT

Lactobacillus sp. Reduccion del TNT a TAT

Methanococcus sp. Cepa B Reduccion del TNT a DANT

Serratia marcescens Degrada el TNT

Veillonella alkalescens Reduce el TNT a toluendiamina

2.4.3 Degradacion combinada de TNT via aerébica y anaerdbica.

Tanto en condiciones aerdbicas como anaerobicas, el TNT se transforma en
derivados amino a través de nitro-reductasa dependiente de NAD(P)H no
especifica (Kalderis et al., 2011). La mayoria de las bacterias degradadoras del
TNT utilizan solo una via metabdlica inicial para su degradacion; sin embargo,
algunas bacterias pueden usar simultaneamente dos vias diferentes (Haldour y
Ramos, 1996). Una de las vias metabdlicas es una reduccion consecutiva de
dos electrones en los grupos nitro del anillo aromético, lo que produce
intermediarios reducidos como DANT, 4-HDNAT, 2-HDNT, 2-ADNT, 4-ADNT,

isdbmeros y dimeros azo y azoxi (Lewis et al., 1997).

La segunda via, es mediante la reduccion directa de dos electrones del anillo
aromatico por la adiciéon de un hidruro, los productos de esta reaccion incluyen
el complejo hidruro de Meisenheimer, el complejo dihidruro de Meisenheimer y
los tautomeros protonados (Vorbeck et al., 1994; Esteve-Nufez et al., 2001).
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Las transformaciones finales de la ruta aerébica conducen a la produccion del 2-
amino-4,6-dinitrotolueno (2-ADNT), 4-amino-2-nitroso-6-nitrotolueno (4A-2NOC-
6-NT) y 2,6-diamino-4-nitrotolueno (DANT). En el caso de bacterias anaerobias,
tras la produccion de 4-ADNT y 2-ADNT, estas se reducen a DANT a través de
nitroreductasa NAD(P)H no especifica. Luego, el DANT se transforma en DAHAT
por hidrogenasa o monoxido de carbono deshidrogenasa, seguido de la
formacion de TAT por la sulfito reductasa disimilatoria (Serrano-Gonzalez et al.,
2018). Alternativamente, el DANT también puede reducirse directamente a TAT
por C. sordelli, C. bifermentans y C. sporogenes (Singh et al., 2013). EI TAT
puede reducirse sucesivamente a 2,4,6-trihidroxitolueno y luego a p-cresol. El p-
cresol es un metabolito intermedio dentro de la via de degradacion del tolueno;
se forma como resultado de la reduccion de dos de los enlaces de hidréxido del
anillo aromético del 2,4,6 trihidroxitolueno. La accién de la 4-cresol
deshidrogenasa, transforma el p-cresol en 4-hidroxibenzaldehido, seguido de la
oxidacién del grupo metilo para formar 4-hidroxibenzoato. El 4-hidroxibenzoato
se puede oxidar sucesivamente a Benzoil-CoA, que sufre una serie de
reacciones: primero se convierte en 2,3 epoxibenzoil-CoA, seguidos de
transformacion en 3,4 dehidroapidil-CoA-semialdehido y luego 3,4 dehidroapidil-
CoA para producir finalmente succinil-CoA y acetil-CoA (Mc Farland y Sara,
2016). Finalmente, el succinil CoA y acetil-CoA se incorporan en el ciclo del

acido citrico (TCA), tal como se observa en la figura 3.

roxymuconic
Hydroquinane  semialdehyde

Figura 3. Via de degradacién aerdbica-anaerébica del TNT. El esquema es
basado en la base de datos de EWAG biocatélisis/biodegradacion (Serrano-
Gonzalez et al., 2018).
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2.5 Enzimas involucradas en la degradacion del TNT.

Las nitroreductasas son un grupo de enzimas que reducen una amplia gama de
compuestos nitroaromaticos tales como nitrofurazonas, nitroarenos, nitrofenoles
y nitrobencenos, incluidos explosivos como el TNT, la ciclotrimetilentrinitramina
(RDX) y la nitroglicerina (GTN). Los miembros de esta familia son flavoproteinas
que usan NADPH / NADH como donantes de electrones. Las nitroreductasas se
distinguen en dos grupos principales en funcion de su capacidad para
metabolizar compuestos sustituidos con grupos nitro en presencia de oxigeno,
las nitroreductasas de importancia para la degradacién aerdbica del TNT son las
de tipo | (Nyahongo et al.,2005; Maksimova et al., 2018).

2.5.1 Nitroreductasas tipo | (insensibles al oxigeno).

Las nitroreductasas insensibles al oxigeno reducen el TNT en una reaccion que
transfiere dos electrones incluso en presencia de oxigeno molecular. Las
nitroreductasas tipo | se han descrito en muchas bacterias, particularmente en
las Enterobacterias donde se les llama nitroreductosa clasica (Bryanty DelL.uca,
1991). La mayoria de las nitroreductasas purificadas de bacterias son
flavoproteinas solubles de tipo 1 que usan NADH o NADPH como donantes de
electrones. Las nitroreductasas tipo | siguen un mecanismo cinético de “ping-
pong” al transformar el TNT, donde los grupos FMN cambian de ciclo entre el
estado neutral oxidado y el estado aniénico reducido. EI FMN de la enzima se
reduce primero por NADPH / NADH, seguido por la reduccién del compuesto
nitro sustituido, regenerando la enzima (figura 4). Estas enzimas no transfieren
facilmente un electrén al oxigeno molecular para formar radicales superoxidos

como lo hacen las nitroreductasas tipo Il (Singh et al., 2013).

NADH / NADPH Enyvzme -FMN ArNQ,

NAD" / NADP' Enzyme-FMNH, ArNH;

Figura 4. Mecanismo cinético de “ping-pong” durante la reduccién de

compuestos nitroaromaticos por nitroreductasas (Nyahongo et al., 2005).
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2.5.2 Transferasas de hidruro de tipo Il.

Es una flavoproteina de la familia de la NAD(P)H deshidrogenasa. La catalisis
enzimatica se puede identificar mediante una reaccibn de doble
desplazamiento (un mecanismo no secuencial temporal), donde una enzima
cambia a una forma intermedia cuando se produce la primera reaccion de
sustrato a producto (Van Dillewijn et al., 2008). Funciona en dos medias
reacciones. Primero, la enzima produce FMNH, unido por reduccién de
NAD(P)H. En segundo lugar, una semirreaccion oxidativa del TNT reoxida el
FMNH, para producir la formacién de complejos de mono y dihidruro-
Meisenheimer, por dos vias posibles en competencia mutua: 1) reduccién del
grupo nitro presente en el TNT y 2) la adicién nucledfila especifica de iones de
hidruro al TNT. La reaccién del grupo nitro se produce mas rapido debido al
diferente potencial redox, y en la mayoria de los casos esta reaccion comienza

en el grupo p-nitro (Riefler y Smets, 2002).

Una transferasa de hidruro de tipo Il es la PETN reductasa (PETNr),
flavoenzima monomérica de 40 kDa encontrada por primera vez en
Enterobacter cloacae PB2 que es capaz de catalizar tanto la nitroreduccion de
TNT como la reducciéon del anillo. PETNr se aislé a través de su capacidad para
conferir resistencia a PETN, un explosivo de éster de nitrato, en la bacteria
(Binks et al., 1996). La PETNr es miembro de la familia de flavoenzimas Old
Yellow Enzyme y fue la primera de una serie de enzimas de esta familia que
desde entonces han demostrado ser capaces de transformar explosivos
(Williams et al., 2004). PETNr es capaz de liberar de forma reductora nitrito no
solo de PETN y nitroglicerina, sino también de explosivos nitroaromaticos como
TNT y acido picrico (figura 5).
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Figura 5. Biotransformacién de 2,4,6-trinitrotolueno catalizada por PETN
reductasa de Enterobacter cloacae PB2 (Symons y Bruce, 2006).

La nitroreducciéon de compuestos aromaticos triples nitrados es mas coman.
Muchas bacterias y enzimas han demostrado ser capaces de la nitroreduccion
oportunista de compuestos nitroaromaticos. Un ejemplo reciente es el de PnrA,
una nitroreductasa dependiente de NADPH, homéloga a nfsA, la nitroreductasa
de Escherichia coli (Caballero et al., 2006); capaz de transformar TNT para
producir 4-hidroxilamino-2,6-DNT a través de un mecanismo bi-ping de ping-
pong. Es capaz de reducir multiples sustratos nitroarométicos, incluidos 2,4-
DNT, 3-nitrotolueno, 3- nitrobenzoato y 4-nitrobenzoato, 3,5-dinitrobenzamida
y 3,5 dinitroanilina, aunque fue mas eficiente con el TNT (Symons y Bruce,
2006).
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2.6 Mecanismos bacterianos para la obtencion de nitrogeno a partir del TNT.

Existen dos rutas para la obtencion de nitrogeno a partir de TNT, la forma mas
conocida es la via de desnitrificacién, demostrada mediante cromatografia liquida
de alta eficacia (Stenuit et al., 2010); en la cual se da la condensacién abibtica de
isomeros de hidroxilamino-di-nitrolueno (HADNT) y de complejos de di-hidruro
protonado de Meisenheimer, tras la condensacidon se producen cantidades
estequiométricas de di-arilaminas y nitrito (Gonzalez-Pérez et al., 2007; Wittich et
al., 2009). El nitrito liberado participa en un proceso en donde participa la nitrito
reductasa y luego se convierte en amonio. Después de esto, se asimila a través de
la GS-GOGAT como ultimo paso (Caballero et al., 2005).

La segunda via es la de desaminacién, en donde la utilizacién asimilatoria del TNT
puede iniciarse mediante la transformacién del TNT en HADNT’s a través de la
actividad del nitro reductasas, que a su vez experimentan un reordenamiento de
Bamberger, isomerizacion catalizada por una mutasa que transforma compuestos
hidroxilamino aroméaticos a intermedios de aminofenol seguida de una reaccion de
desaminacién catalizada por una liasa, terminando con una liberacion de amonio
asimilatorio, este mecanismo fue observado en Escherichia coli iJO1336, P.
pseudoalcaligenes JS45, Mycobacterium sp. 4-NT, Pseudomonas 4-NT, (Nadeau
y Spain, 2003; Stenuit et al., 2006; Gonzalez-Pérez et al., 2007; Iman et al., 2017).

Es importante destacar que, si bien la via de desnitrificacién requiere solo dos
equivalentes reductores para producir iones de amonio asimilables, la reaccién de
condensaciéon con el complejo de dihidruro-Meisenheimer puede desviar los
isdmeros de HADNT hacia una ruta que requiere cinco equivalentes reductores
adicionales para producir un equivalente de nitrdbgeno utilizable, lo que no es
rentable para la célula. Ademas, los isobmeros HADNT pueden conjugarse
facilmente con moléculas bioldgicas para formar residuos macromoleculares como
los nitrosoaminodinitrotoluenos, que son los primeros intermediarios de la oxidacion
de HADNT, los cuales al reaccionar con las proteinas pueden inhibir el crecimiento
de cepas metabolizadoras del TNT (Vorbeck et al., 1998). De manera similar, la
asimilacién microbiana de nitrégeno de los isémeros HADNT puede desviarse en la
produccion de isémeros de tetranitroazoxitolueno limitando la liberaciéon de
nitrégeno para la célula. Sin embargo, algunas de estas interferencias pueden ser
prevenibles con una regulacion correcta del contenido de oxigeno de la atmdsfera
(Claus et al., 2007).
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2.7 Deteccion del 2,4,6-trinitrotolueno (TNT) mediante el método

colorimétrico- espectrofotométrico.

Este método esta basado en la reaccion de compuestos poliaromaticos y un alcali
(figura 6, como lo son el hidroxido de sodio (NaOH) o el hidréxido de potasio (KOH),
ya que dicha reaccidn produce aniones Jackson-Meisenheimer, los cuales generan
un cambio de coloracién visible (Felt et al., 2002). La formacion clasica de aniones
Jackson-Meisenheimer se da rapidamente por la adicion de una base en la posicion
3 del anillo de trinitrotolueno (reaccién 1); sin embargo, los aniones son inestables
termodinamicamente, por ello se adiciona iones sulfito al anillo aromatico lo que

generaria un anién mas estable (reaccion 2).

CH, CH,
O,N NO, O,N NO,
KOH ‘ OH »
H Reaccion 1
NO, NO, K
CH, CH,
ON NO, O,N NO,
HO ‘ SO; Reaccion 2
S0y H
NO, NO,

Figura 6. Formacion de los aniones Jackson-Meisenheimer (Peceros, 2019).

2.8 Deteccion de nitritos mediante la reaccion de Peter Griess.

La liberacién de nitrito procedente del TNT generalmente se detecta mediante un
ensayo colorimétrico simple a través de una reaccién de diazotacion (figura 7). El
nitrito reacciona en condiciones acidas con acido sulfanilico para formar un catién
de diazonio que posteriormente se acopla a 1-naftilamina para producir un
colorante azo soluble en agua de color rojo violeta (Stenuit y Agathos, 2009).
Ademas, Bratton y Marshall (1939) propusieron una variante de la reaccion de
Peter Griess original con el uso de sulfanilamida y N-1-naftiletiiendiamina (NED).
Este ensayo rapido, es muy adecuado para la seleccion de microorganismos de
alto rendimiento de que pueden desnitrificar el TNT; sin embargo, debido a la
variabilidad que pueden existir entre los resultados se considerara como semi
cuantitativo (Stenuit et al., 2004).
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Figura 7. Cuantificacién colorimétrica de iones nitritos liberados por el TNT
mediante la reaccion de Peter Griess y posibles interferencias (Stenuit y
Agathos, 2009).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales.

3.1.1

3.1.2

Muestra: Tetranitrato de pentaeritritol

contaminado.
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Reduction al
nitrite:
by MAD{PH under
acidic conditions

Salulicn:
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HAD[PYH by PMS
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reaction by
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MOPS or PIPES
tutiers

Salution
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Inhiition of
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Material quimico: 2,4,6-trinitrotolueno (TNT) (pureza 99%). Se
disolvi6 100 mg de TNT en 10 mL de acetona (C3HeO) para
obtener una concentracion de 10 000 g/L). Luego de ser

(PETN)



agregado a los medios de cultivo, el solvente se dejé evaporar

por 12 horas a 180 rpm para evitar interferencias en los ensayos.

3.2 Metodologia.

3.2.1

3.2.2

Aislamiento bacteriano y caracterizacion cultural.

Para el aislamiento y descripcion de las caracteristicas culturales
de las colonias, se diluyé 10 g 0 10 mL de la muestra en 90 mL de
agua peptonada (1% Peptona y 0.5% NaCl) y se realizaron
diluciones seriadas en agua peptonada hasta 1073.
Seguidamente, 100 uL de cada dilucion fue diseminado por
triplicado en medio Agar Tripticasa de Soya (TSA) e incubado a
30 °C por 48 horas. Las colonias con morfologia Unica fueron
subsecuentemente aisladas por agotamiento en medio TSA dos
veces, se describidé las caracteristicas culturales y ademas se
realiz6 tincidbn Gram de cada colonia con morfologia unica.

103

Identificacion molecular.

Para la identificacion de las bacterias se realizaron pruebas

moleculares, segun se detalla a continuacion:
3.2.2.1 Extraccion del ADN y amplificacion por la PCR.

Las cepas con caracteristicas culturales diferentes fueron
cultivadas en medio Caldo Tripticasa de Soya (TSB) por 32-48
horas a 30 °C y el protocolo estuvo sujeto a las indicaciones del
kit PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen). Se cuantifico
por flouorometria Qubit® (Invitrogen). Para la amplificacién del
gen 16S rDNA bacteriano se emplearon los cebadores 27F (5’ -
AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’) y 1492R (5-TAC GGY
TAC CTT GTT ACG ACTT-3’), el tamario del producto de la PCR
esperado fue de 1468 pb correspondiente al primer tramo del gen
(Abanto et al., 2013) y se siguié las indicaciones del kit KOD HOT
start DNA-polimerase (Novagen®) para la reaccion de la PCR, la

cual consistié en: desnaturalizacion inicial 94 °C por 2 minutos,
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34 ciclos de desnaturalizacién a 94 °C por 1 minuto, hibridacién
a 55 °C por 1 minuto, amplificacion a 72 °C por 2 minutos y
amplificacion final a 72 °C por 10 minutos.

Para visualizar los productos de la PCR, se utilizé la camara de
electroforesis Biometra® y geles de agarosa. Los geles se
prepararon con agarosa al 1% en tampén TAE al 0.5%. Ademas,
se utiliz6 una solucién de azul de bromofenol (0.25%) y sacarosa
(40%) como buffer de carga, la cual se mezclé6 con los
amplicones. El marcador de tamafno molecular usado fue de 1 kb
DNA Ladder (Promega®) y la tinciébn del ADN se realizd
empleando GelRed. El tiempo de corrida fue de 40 minutos a 70
V. Las bandas se observaron por fluorescencia emitida en un
transiluminador Biometra®de luz UV (320 nm).

3.2.2.2 Secuenciamiento e identificacion molecular.

Los amplificados fueron secuenciados por la empresa
MACROGEN INC (Korea), para lo cual se envi6 50 L de reaccion.
Los productos de secuenciamiento fueron curados usando el
programa Chromas v.2.6.6. En el cual se eliminé los iniciadores y
se desestimo regiones con baja calidad de secuenciamiento. Se
generd las secuencias consenso usando el programa Cap3 y se
realizé un alineamiento contra la base de datos del NCBI, a través
de la herramienta Blast N (Johnson et al., 2008).

3.2.2.3 Analisis filogenético.

Se construy6 un arbol filogenético basado en el gen 16S rDNA
con el programa MEGA X (Kumar et al.,2018). El arbol filogenético
fue reconstruido por el método agrupativo de Neighbor-Joining,
con un boostrap de 1000 réplicas y la distancia evolutiva fue

calculada mediante el modelo Kimura two-parameter.
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3.2.3 Determinacion del crecimiento bacteriano mediante la
medicion de la densidad optica.

Las cepas bacterianas se reactivaron en 10 mL de medio CASO
y se incubd a 30 °C por 18 horas, luego se agreg6 300 uL del
reactivado a 10 mL de medio CASO (inoculo 3%) y se dejé
incubando por 12 horas hasta que alcanzoé la turbidez similar al
tubo 0.5 de la escala de Mc Farland.

Posteriormente se recolecté todo el volumen y se centrifugd a
7500 rpm por 8 minutos empleando un tubo de centrifuga de 15
mL. Se descartdé el sobrenadante y el pellet celular fue
resuspendido en 1.5 mL PBS 1X, se transvasdé a un tubo
centrifuga de 2 mL y se centrifugd a 13000 rpm por 8 minutos,
luego se descarté el sobrenadante y se repiti6 este paso 3
veces. Posteriormente, se inoculé al 3% en 10 mL de medio
CASO y se dispens6 un volumen de 150 pL del medio
previamente inoculado en cada pocillo de la microplaca, este
ultimo paso fue realizado por triplicado, contando con 3 pocillos
de medio inoculado por cada cepa bacteriana y adicionalmente
1 pocillo de medio CASO sin bacteria, considerado como control
negativo. La microplaca se incubé a 30 °C y 180 rpm.
Finalmente, la medicién de la absorbancia se llevé a 600 nm en
intervalos de 1 hora por 60 horas empleando el
espectrofotémetro para microplacas Epoch™ 2. Los datos
fueron analizados empleando el programa GraphPad Prism 8
(Swift, 1997).

3.2.4 Seleccion de cepas bacterianas capaces de utilizar TNT
como fuente de nitrégeno.

Se procedi6 de la misma manera que en el apartado 3.2.3, con
la diferencia que, el medio de cultivo a inocular sera el medio
libre de nitrogeno (MLN) modificado de Duran (2013) constituido
por(g/L): Kz2HPOj4 (3.5); KH2PO4 (1.5); MgSOs4 (0.124); NaCl (10),
acido succinico (10) y glucosa (10) a pH 7.05 +0.2. El medio fue
preparado a concentraciones de TNT de 0 ppm, 20 ppm, 60 ppm
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3.2.5

3.2.6

y 100 ppm, y para cada concentracion se empleé como control
negativo MLN sin inoculo bacteriano. Los matraces se incubaron
en agitacién a 180 rpm a 30 °C por 60 horas.

Paralelamente, se llevé a cabo un ensayo en microplaca, a partir
de los matraces anteriormente inoculados. Brevemente, la
microplaca contaba con 3 pocillos por cada cepa bacteriana
analizada en una determinada concentracion de TNT, por
ejemplo; la cepa bacteriana S3B contaba con 3 pocillos con el
MLN a una concentracion de TNT de 0 mg/L, otros 3 pocillos con
MLN a una concentracion de TNT de 20 mg/L y asi
sucesivamente. De este modo, se enfrent6 cada una de las 5
cepas bacterianas con las 4 concentraciones de TNT. Los
controles negativos fueron 4, uno por cada concentracién de
TNT. Las condiciones de incubacion y tiempos de lectura fueron

los mismos que en el apartado 3.2.3.

Crecimiento de la cepa bacteriana S3B en MLN
suplementado con diversas concentraciones de TNT.

Previa seleccién de la cepa bacteriana con mayor crecimiento en
MNL suplementado con 100 pm de TNT, se siguié la misma
metodologia abarcada en el punto 3.2.4 pero esta vez empleando
concentraciones de TNT de 20 ppm, 40 ppm, 60 ppm, 100 ppm,
200 ppm y 300 ppm.

Determinacion de la Amax de los aniones Jackson-
Meisenheimer.

En el caso de la determinacién de los aniones de Jackson-
Meisenheimer, se prepar6 una solucién de 100 ppm de TNT en
agua destilada. En un tubo de ensayo se anadi6 1 mL de la
solucién, 1 mL de acetona y 0.5 mL de KOH (0.1 N) y 0.8 mL de
0.12 M de Na,S0; anhidro, luego de 5 minutos de incubacion se
realizé un barrido espectrofotométrico en el rango de 300 nm a

700 nm, con intervalo de 1 nm, utilizando el espectrofotémetro
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3.2.7

3.2.8

para microplacas Epoch™ 2. El andlisis de la data se realizé

empleando el programa GraphPad Prism 8 (Swift, 1997).

Determinacion de la Amax del colorante azo (reaccion de
Peter Griess).

Para ello, se preparo6 una solucién de 100 ppm de nitrito de sodio
(NaNO,) en agua destilada. En un tubo de ensayo se anadi6 1
mL de la solucién, 0.4 mL de la solucién de acido sulfanilico y
0.2 mL de la solucién con N-(1-naftil)-etilendiamina, finalmente
al igual que con los aniones, se realizd6 un barrido
espectrofotométrico en el rango de 300 nm a 700 nm, con
intervalo de 1 nm, utilizando el espectrofotdmetro para
microplacas Epoch™ 2. El analisis de la data se realizd

empleando el programa GraphPad Prism 8 (Swift, 1997).

Determinacion de la degradacion del TNT por la cepa
bacteriana S3B.

La cepa seleccionada, se reactivd en 10 mL de medio CASO y
se incub6 a 30 °C por 18 horas, luego se agreg6é 300 uL del
reactivado a 10 mL de medio CASO (inoculo 3%) y se dej6
incubando por 12 horas hasta que alcanzé la turbidez similar al
tubo 0.5 de la escala de Mc Farland. Posteriormente, se
recolect6 todo el volumen y se centrifug6 a 7500 rpm por 8
minutos empleando un tubo de centrifuga de 15 mL. Se descart6é
el sobrenadante y el pellet celular fue resuspendido en 1.5 mL
PBS 1X, se transvasé a un tubo centrifuga de 2 mL y se
centrifugé a 13000 rpm por 8 minutos, luego se descarté el
sobrenadante y se repitié este paso 3 veces. Posteriormente,
se inoculé al 3% en un medio libre de nitrdgeno modificado de
Duran (2013) constituido por (g/L): K,HPO, (3.5), KH,PO, (1.5),
MgS0, (0.124), NaCl (10), acido succinico (10) y glucosa (10) a
pH 7.05 +0.2.
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El medio fue preparado a la concentracién de 100 ppm. Los
matraces se incubaron en agitacion a 180 rpm a 30 °C por 5
dias, se tomd 1 punto por dia.

3.2.8.1 Determinacion del TNT residual.

Para la determinacion de TNT se mezclé 1 mL de muestra, previa
agitacion, 1mL de acetona, 0.5mL de KOH (0.1 N) y 0.8mL de
0.12 M de Na,SO; anhidro, para estabilizar el producto de
reaccion (Jenkins, 1990); luego, se incub6é por 5 minutos a
temperatura ambiente y se realiz6 la lectura por triplicado a 463
nm. El porcentaje de degradacién de TNT (Rynt) Se calculd
segun la siguiente ecuacion:

TNT, — TNT,
RTNT = TTOX 100

Ry~ porcentaje de degradacion de TNT.
TNTo. Absorbancia del TNT en el tiempo 0.
TNT+. Absorbancia del TNT en el tiempo 1.

Los datos fueron analizados empleando el programa GraphPad
Prism 8 (Swift, 1997).

3.2.8.2 Deteccion de nitritos.

El ensayo se realiz6 mediante la reacciéon de Peter Griess. Con
esta finalidad, primero se prepard la solucion con N-(1-naftil)-
etilendiamina (NED), 0.13 g de NED fue diluido en 100 mL de
acido acético al 15% (v/v); luego, para la solucién con acido
sulfanilico se diluy6é 0.33 g de sulfanilamida en 100 mL de &cido
acético al 15% (v/v). Para la determinacién de la concentracién
de nitritos, se mezclé 1 mL del sobrenadante de cada muestra,
0.4 mL de la solucién de acido sulfanilico y 0.2 mL de la solucién
NED, y se midié la absorbancia por triplicado a 361 nm.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacion cultural de las colonias aisladas.

Como resultado del aislamiento, se obtuvieron 5 colonias diferenciadas
principalmente por su forma, borde y coloracion en agar TSA, tras 48 horas de
incubacién a 30 °C. Las caracteristicas culturales, son descritas en la tabla 3 y
se observan en la figura 8.

A)

Q)

Figura 8. Cepas bacterianas aisladas en agar TSA tras 48 horas de incubacion
a 30 °C. A) Cepa SM2, B) Cepa S2, C) Cepa SM4, D) Cepa S3By E) Cepa SM6.
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Tabla 3. Caracterizacién macroscopica y coloracion Gram de los 5 aislados.

Caracteristica Cadigo
SM6 S2 SM2 S3B SM4
Forma Circular Circular Puntiforme Circular-Ovoide Circular
Borde Entero Entero Entero Entero Entero
Elevacion Elevada Umbonada Elevada Plana Elevada
Superficie Lisa Lisa Lisa Lisa Lisa
Color Amarillo Beige Blanco Beige Blanco - Amarillento
Consistencia Cremosa Cremosa Cremosa Cremosa Cremosa

Coloracion Gram

Gram positiva

Gram positiva

Gram negativa

Gram negativa

Gram positiva

Morfologia Celular

Bacilos

Bacilos

Bacilos

Bacilos

Bacilos
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4.2 Identificacion molecular.

Se realiz6 una identificacion molecular mediante el método de la Reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR), el objetivo fue amplificar el gen 16S ADNI,
ampliamente utilizado en filogenia bacteriana, para ello se emplearon los primers
universales 27F y 1492R cuyo producto de amplificacion es cercano a los 1500
pb.

Los productos de amplificacion de las 5 cepas estudiadas, coinciden con un valor
cercano 1500 pb segun el estandar de pesos moleculares que contiene
fragmentos de ADN desde 250 pb hasta los 10 000 pb (Figura 9).

1..2- 3 4 5 6 7

1500pb
1000pb

Figura 9. Electroforesis en gel de Agarosa al 1% de los productos de
amplificacion correspondientes al gen 16S DNAr. Carril 1) control negativo, carril
2) cepa SM4, carril 3) cepa SM2, carril 4) cepa S2, carril 5) cepa SM6, carril 6)
cepa S3B y carril 7) Marcador de 1Kb de Promega®.

Los productos de secuenciamiento fueron curados usando el programa Chromas
v.2.6.6 en el cual se elimin6 los iniciadores y se desestimé regiones con baja
calidad de secuenciamiento, luego de la generacion de secuencias consenso
usando el programa Cap3, se realizd un alineamiento contra la base de datos
del NCBI, a través de la herramienta BlastN; obteniendo los resultados
observados en la tabla 4. De las 5 cepas aisladas, 3 de ellas pertenecen al
género Microbacterium, mientras SM2 pertenece al género Acidovoraxy la cepa
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S3B pertenece al género Diaphorobacter. Sin embargo, en ninguna de las cepas
se llegd a determinar la especie bacteriana (tabla 4).

La identidad de las bacterias, tuvo correlacion con la tincion Gram, las 3
bacterias clasificadas como Gram positivas pertenecian al género
Microbacterium, y las 2 bacterias Gram negativas pertenecian a los géneros

Acidovoraxy Diaphorobacter.

Tabla 4. Especies y porcentaje de identidad a nivel molecular de las 5 cepas

bacterianas aisladas.

Cepa Especie identificada Puntaje Puntaje Cobertura E- Identidad
y codigo de acceso maximo total (%) value (%)

SM4 Microbacterium sp. 2555 2555 100 0.0 99.64
(MG228460.1)

SM2 Acidovorax sp. T1 2542 10168 100 0.0 100.00
(KX162718.1)

S2 Microbacterium sp. 2246 2246 100 0.0 99.35
(KR906337.1)

SM6 Microbacterium sp. 2444 2444 100 0.0 100.00
(MN810190.1)

S3B Diaphorobacter sp. 2551 2551 100 0.0 100.00

(MT361874.1)

4.3 Analisis filogenético.

Se realizd un andlisis filogenético empleando 24 secuencias nucleotidicas
diferentes del gen 16S rDNA de especies bacterianas estrechamente
relacionadas a las cinco cepas del estudio segun Blast N, los c6digos de acceso
pueden observarse al lado del nombre de cada especie en el arbol (figura 10).
Como grupo externo se emple6 a E. coli[MN900682.1].

La topologia del arbol confirma que la cepa S2, se encuentra dentro del mismo
clado que otras especies del género Microbacterium, como lo son M. oleivorans,
M. hydrocarbonoxydansy M. flavum; presentando una relacion més cercana con
los dos ultimos géneros. Por otro lado, la cepa SM6, se encuentra dentro del
mismo clado con bacterias pertenecientes a la especie M. marinum, la robustez

de dicho clado es de 98% lo que se considera significativo. En el caso de SM4,
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se encuentra en un clado junto a bacterias de la especie M. paludicola, dicho
clado obtuvo una robustez del 100% lo que confirma su relacion filogenética.
Cabe mencionar que tanto S2, SM6 y SM4 pertenecen al género bacteriano
Microbacterium, lo que queda confirmado en el arbol ya que las cepas parten de
un mismo nodo, conformado un clado con una robustez del 100%. También se
pudo demostrar que la cepa S3B se encuentra estrechamente relacionada con
especies del género bacteriano Diaphorobacter, perteneciendo al mismo clado
con una robustez del 100%. Asimismo, la cepa SM2 pertenece a un clado
bacteriano junto con especies del género Acidovorax, la robustez de este arbol
es del 100% lo que confirma su relacion filogenética.

Adicionalmente, se puede destacar que las cepas S3B y SM2 parten de un
mismo nodo ancestral perteneciendo ambas a un mismo clado con una robustez
del 100% (figura 10).

33 | Microbacterium oleivorans strain 985 ([EUT14381.1]
Microbacterium cleiverans strain pJE4 [MW433868.1]
Microbacterium cleiverans strain AT1[MG016448.1]
Microbacterium flavum strain S5MK192020.1]
@ 32
Microbacterium hydrocarbonoxydans strain HIM58-2[KX809654.1]
Microbacterium hominis strain SJTG 1{MH180761.1]
@ SM6

1, Microbacterium marinum isolate Bil-C1 [LT548974.1]
oo 1 Microbacterium marinum strain W142[MF554620.1]

53|, Microbacterium marinum sirain MM [MF373495 1]

100" Microbacterium sp. strain BIS1048MNE10190 1]
Microbacterium paludicola strain S3-124[JQ660113 1]
Microbacterium paludicola strain US15{NR_114939 1]
[
Microbacterium paludicola strain PYLOS (KP125974.1]
Microbacterium sp. strain PGPR3[MG226450. 1]
Microbacterium paludicola strain P1012[MW175676.1]
Escherichia coli strain E. coli [MN900662.1]

100

Diaphorobacter polyhydroxybutyrativorans sirain cfp312(MF083139.1]
Diaphorobacter sp. strain ED-3[MW453096.1]
Diaphorobacter nitroreducens strain R9MK027365.1]
100 Acidovorax sp. Sy22HNO[FJ007892.1]

i @ SM2
1004 b Acidovorax sp. T1[KX182718.1]
Acidovorax sp. sirain JGS[MT108253.1]

41 ' Acidovorax sp. 5351 [KR048280 1]
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96{“: Diaphorobacter sp. strain Phe15MT361874.1]
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Figura 10. Arbol filogenético Neighbor-Joining de las 5 cepas bacterianas
aisladas, en base a la secuencia nucleotidica del gen 16S DNAr. Los valores de
bootstrap son mostrados en el punto de ramificacién como porcentaje de 1000
réplicas. Las cepas del estudio cuentan con un punto morado al lado del nombre,

mientras el cuadrado verde indica el grupo externo.
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4.4 Determinacion del crecimiento bacteriano mediante la medicion de D.O.

La determinacion del crecimiento se llevd a cabo por el método de
espectrofotometria a una D.O. 600 nm y el ensayo tuvo una duracion de 60
horas, el medio empleado fue TSB, los resultados se pueden observar en la
figura 11. Se determind que el tiempo medio de la fase exponencial de la cepa
SM4 fue a las 12 horas con una absorbancia de 0.69, para la cepa SM2 fue a
las 10 horas con una absorbancia de 0.58, en el caso de la cepa S2 fue a las 20
horas con una absorbancia de 0.43, para la cepa SM6 fue a las 15 horas con
una absorbancia de 0.52 y finalmente para la cepa S3B fue a las 9 horas con
una absorbancia de 0.44. La cepa que demord mas para llegar al tiempo medio
de la fase exponencial, fue la cepa S2 seguida de SM6, mientras que la cepa
gue demord menos en alcanzar dicha fase fue la cepa S3B en tan solo 9 horas.
El tiempo medio de la fase exponencial es un dato relevante a tomar en cuenta

para los ensayos posteriores.

E 1.4 — SM4
c  1.24 e SM2
£ 08- SM6
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g o /,
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Tiempo (horas)
Figura 11. Determinacién del crecimiento de las cepas SM4, SM2, S2, SM6 y
S3B en medio TSA, los datos fueron obtenidos mediante densidad dptica.

4.5 Seleccion de cepas bacterianas capaces de utilizar TNT como fuente de

nitrégeno.

Para determinar el uso de TNT como fuente de nitrdgeno por parte de las
bacterias se midi6 el crecimiento mediante el método espectrofotométrico por 60
horas, empleando concentraciones de 20 ppm, 60 ppm y 100 ppm. Para
descartar la presencia de bacterias fijadoras de nitrégeno se realizé un ensayo
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en las mismas condiciones anteriormente mencionadas, pero empleando el

medio sin TNT (0 ppm de TNT), y sin ninguna fuente de nitrégeno adicional.

El resultado del crecimiento bacteriano sin ninguna fuente de nitrégeno puede
observarse en la figura 12. Estos resultados indican que ningun aislado fue
capaz de crecer en ausencia de este elemento en un lapso de 60 horas, por lo
que se descarta la presencia de bacterias fijadoras de nitrégeno, lo que podria

interferir en préximos ensayos experimentales.
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Figura 12. Determinacién del crecimiento de las cepas SM4, SM2, S2, SM6 y
S3B en medio libre de nitrégeno, los datos fueron obtenidos mediante densidad

Optica.

La determinacion del crecimiento en medio libre de nitrogeno (MLN)
suplementado con TNT a la concentracién de 20 ppm brindd los resultados
observados en la figura 13. Las cepas bacterianas que lograron obtener un
crecimiento significativo fueron S3B y SM6. La densidad éptica alcanzada al
término de la incubacion (60 horas) fue 0.24 para S3B y 0.06 para SM6. La cepa
S3B obtuvo cerca del cuadruple de la absorbancia (600 nm) obtenida por SM6.
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Figura 13. Determinacién del crecimiento de las cepas SM4, SM2, S2, SM6 y
S3B en MLN suplementado con 20 ppm de TNT, los datos fueron obtenidos

mediante densidad Optica.

En el crecimiento bacteriano en MLN suplementado con 60 ppm de TNT como
unica fuente de nitrégeno, la cepa S3B volvi6 a tener la mayor D.O., llegando al
valor de 0.31 al término de las 60 horas, las cepas S2 y SM4 alcanzaron las
absorbancias a 600 nm de 0.11 y 0.07 respectivamente. Las deméas cepas no

obtuvieron un crecimiento significativo, tal como se observa en la figura 14.
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Figura 14. Determinacién del crecimiento de las cepas SM4, SM2, S2, SM6 y
S3B en MLN suplementado con 60 ppm de TNT, los datos fueron obtenidos

mediante densidad 6ptica.
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Finalmente, el crecimiento bacteriano en MLN con 100 ppm de TNT tuvo un claro
resultado, la Unica cepa bacteriana capaz de tolerar dicha concentracion y crecer
en estas condiciones fue S3B. El valor maximo de D.O., alcanzado fue de 0.60

al término de las 60 horas (Figura 15).
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Figura 15. Determinacién del crecimiento de las cepas SM4, SM2, S2, SM6 y
S3B en MLN suplementado con 100 ppm de TNT, los datos fueron obtenidos

mediante densidad oéptica.

El crecimiento de la cepa S3B también fue evidenciado, al cambio de color del
MLN, el cual pasé de un tono transparente translicido a un tono rojizo-
anaranjado, la fotografia fue tomada a las 38 horas (figura 16).

Figura 16. Tubos con MLN suplementado con 100 ppm de TNT a las 38 horas.
1) Control negativo, 2) SM2, 3) SM4, 4) S2, 5) SM6 y 6) S3B.
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4.6 Crecimiento de la cepa bacteriana S3B en MLN suplementado con diversas
concentraciones del TNT.

En ensayos anteriores se emplearon concentraciones de 20 ppm, 60 ppm y 100
ppm de TNT; por lo que en este ensayo se enfrentd Unicamente a la cepa S3B
con concentraciones mayores de 200 ppm y 300 ppm, adicional a las
concentraciones anteriormente ensayadas; sin embargo, la medicién de la D.O.,
a 600 nm fue infructifera debido a la interferencia del TNT en estado coloidal. De
igual manera se incubaron los matraces y se tomaron fotografias a diferente
tiempo para observar la variacion de color del MLN a diferentes concentraciones
de TNT.

Como se observa en la figura 17 (A-E) existe un cambio de coloracién del medio
notable en los matraces con concentraciones de 40 ppm, 60 ppm y 100 ppm,
especialmente en las dos ultimas se puede observar en el Gltimo punto un color
anaranjado-rojizo intenso. Sin embargo, en las concentraciones 200 ppm y 300
ppm no se llegd a observar un cambio significativo, solo un ligero viraje de
blanquecino a rosa palo, lo que puede indicar que a esta concentracion el

xenobidtico impidié el crecimiento del microorganismo (figura 17).
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E)

Figura 17. Crecimiento de la cepa S3B en MLN a diferentes concentraciones
de TNT (de 20 ppm a 300 ppm) y en diferentes tiempos. A) 0 horas, B) 24 horas,
C) 48 horas, D) 72 horas y E) 96 horas.

38



4.7 Determinacion de la Amax de los aniones Jackson-Meisenheimer.

Se hall6 la longitud de onda con maxima absorbancia para la deteccién de los
aniones de Jackson-Meisenheimer, empleando una concentracion de 100 ppm
de TNT. Se determiné que el Amax es de 483 nm. El barrido espectrofotométrico

comprendié desde 300 nm a 700 nm, con un intervalo de 1 nm (figura 18).
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Figura 18. Obtencién del Amax de los aniones de Jackson-Meisenheimer.

4.8 Determinacion de la Amax del colorante azoico (reaccion de Peter

Griess).

Se determind la longitud de onda con maxima absorbancia para la deteccién de
los aniones del colorante azoico producto de la reacciéon de Peter Griess
empleando una concentracién de 100 ppm de nitrito de sodio (NaNO,). La Amax
fue de 361 nm, el barrido espectrofotométrico comprendié desde 300 nm a 700

nm, con un intervalo de 1 nm (figura 19).
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Figura 19. Obtencién del Amax del colorante azoico (Reaccién de Peter Griess).
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4.9 Determinacion de la degradacion del TNT.

La determinacion de la degradacién del TNT de la cepa S3B en MLN
suplementado con TNT a concentracién de 100 ppm como Unica fuente de
nitrégeno tuvo una duraciéon de 72 horas y el porcentaje de degradacion en el
ultimo punto fue de 77.7% (figura 20).
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Figura 20. Determinacién de la degradacion del TNT de la cepa bacteriana S3B

en MLN suplementado con 100 ppm de TNT en 72 horas.

Conjuntamente con la detecciéon indirecta de TNT, se realizé la medicidén
indirecta de los nitritos a 361 nm, los resultados fueron los observados en la
figura 25. El valor maximo alcanzado fue de 0.354 nm. Se puede apreciar el

incremento de esta sal sédica con el paso de las horas (figura 21).
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Figura 21. Deteccion indirecta de NO2 mediante la reaccion de Peter Griess,
empleando espectrofotometria.
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

El compuesto nitroaromatico mas utilizado es el 2,4,6-trinitrotolueno (TNT). Es bien
sabido que el TNT tiene efectos toxicos, mutagénicos y carcinogénicos en diversos
organismos. Actualmente, la incineracion es la alternativa de remediacion mas
efectiva, pero su uso con suelos contaminados es costoso debido a los costos de
excavacion del suelo, transporte y energia para la incineracion (Esteve-Nunez et al.,
2001). La biodegradacion natural del TNT por bacterias, puede contribuir al
desarrollo de estrategias de biorremediacién mas ecoldgicas y rentables (Chatterjee
etal. 2017). Sin embargo, el TNT es mas recalcitrante que los mononitrotoluenos y
dinitrotoluenos debido a la ubicacion simétrica de los grupos nitro en el anillo
aromatico, una disposicion que limita el ataque de las enzimas dioxigenasas clasicas
involucradas en el metabolismo microbiano de compuestos aromaticos (Riger et al.,
1999) por lo que solo una cantidad limitada de bacterias son capaces de
biotransformar el TNT generando compuestos secundarios menos toxicos o
asimilables por otros microorganismos, por ejemplo, Pseudomonas sp.,
Desulfovibrio sp., Bacillus sp., y Staphylococcus sp; tienen la capacidad de
transformar TNT en condiciones aerébicas y anaerdbicas a través de vias reductoras
(McFarlany Yao, 2016).

5.1 Identificacion molecular y caracterizacion cultural de las bacterias
aisladas.

Las bacterias aisladas fueron procedentes de muestras de explosivo PETN en
estado sélido, los cuales poseian una coloracién amarillenta diferente a la
coloracién blanca habitual, por lo que después de diversos analisis se sospechd
de contaminacién biolégica, lo que se corrobor6 con el aislamiento de 5 cepas
bacterianas con diferencias morfoldgicas, tres de ellas fueron Gram positivas y
dos Gram negativas. Si bien existen reportes de aislamientos bacterianos en
sitios contaminados con TNT, como es el caso de Stenotrophomonas maltophilia
(SU K2), Klebsiella pneumoniae (SU K3) y Raoultella planticola (SU K4) aisladas
de aguas rosadas generadas durante los lavados de purificacién de TNT (Gok
et al., 2019) y de diferentes géneros bacterianos como Rhizobium, Burkholderia,
Enterobacter, Pseudomonas, Sphingomonas, Raoultella), aislados de suelo
cercano a las cuencas de aguas residuales del TNT (Thijs et al., 2018) y de suelo
de zonas militarizadas con alta contaminacion de explosivos (Thijs et al.,2014).
El presente experimento seria el primer reporte de bacterias aisladas
directamente de un explosivo en estado sélido (PETN). Los aislados se
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diferenciaron entre si principalmente por su coloracion, forma y bordes, ademas
fueron identificados molecularmente mediante el gen 16S rDNA, determinando
que 3 de las 5 cepas pertenecian al género Microbacterium, sin embargo, capa
cepa estaba estaban relacionada a especies diferentes. De las 2 cepas
restantes, una pertenecia al género Acidovorax y la otra al género

Diaphorobacter.

El género Microbacterium ha sido anteriormente hallado en suelos contaminados
con TNT, junto con otras especies del filo Actinobacteria al que pertenece; por
otro lado, las cepas SM2 y S3B identificadas como Acidovorax sp., y
Diaphorobacter sp., respectivamente, no han sido previamente reportadas en
suelos contaminados con explosivos, pero si se ha reportado al género
Burkholderia, miembro del orden Burkholderiales, al que también pertenecen los
géneros Acidovorax y Diaphorobacter (Thijs et al., 2014; Thijs et al., 2018). Las
cepas bacterianas aisladas estan relacionadas principalmente a bacterias que
pertenecen al microbiota de la rizosfera o en general del suelo, por lo que se
infiere que la contaminacion de los explosivos fue debido a un contacto directo

con el suelo o con superficies que tuvieron contacto previo con el mismo.

5.2 Analisis filogenético.

En el arbol filogenético se pudieron observar 3 ramificaciones principales, en una
de ellas se encontraban las cepas pertenecientes al género Microbacterium (S2,
SM6 y SM4), las cuales se analizaron junto con otras cepas bacterianas del
mismo género mediante el uso de la herramienta Blast N. En el caso de la cepa
S2, se relaciona estrechamente con M. flavum y M. hydrocarbonoxydans, sin
embargo, contrastando con sus caracteristicas en el manual de Bergey
(Takeuchi y Hatano, 1998), no logra tener un parecido cultural a ninguna de las
dos especies, por lo que se necesitarian mayores analisis a nivel de otros genes.
Asimismo, una caracterizacion bioquimica para definir la especie. En el caso de
la cepa SM6, se encuentra en el mismo clado que la especie M. marinum, con
la cual comparte un comportamiento cultural muy semejante ya que ambas
poseen un pigmento amarillo muy intenso caracteristico, bordes, forma y
consistencia similar (Zhang et al., 2012); ademas, M. marinum se encuentra
también relacionada a M. hominis, al igual que la cepa SM6 (Figura 11); si bien
no se puede afirmar completamente la pertenencia del aislado SM6 a la especie
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M. marinum, existe una elevada posibilidad de que su identidad sea la sugerida.
La cepa SM4, se encuentra en el mismo clado que M. paludicola con una
robustez del 100%, con la cual comparte caracteristicas a nivel filogenético y
cultural, ya que ambas son descritas como colonias circulares de color
amarillento de bordes enteros (Park et al., 2006); sin embargo, al igual que en el
caso anterior, no se puede afirmar totalmente la pertenencia a la especie

mencionada por lo que solo se sugiere.

En la segunda ramificacién se encuentra el grupo externo empleado, y
finalmente en la tercera ramificacion se encuentran las cepas SM2 y S3B. La
cepa SM2 se encuentra en el mismo clado junto con especies no clasificadas
del género Acidovorax, por lo que no fue posible relacionarla a ninguna especie.
Por otro lado, la cepa S3B fue posicionada en un clado conjuntamente con
especies del género Diaphorobacter como D. nitroreducens y D.
polyhydroxybutyrativorans, ambas especies se encuentran altamente
relacionadas, no solo comparten la actividad nitrificante y denitrificante,
caracteristica del género, sino también un comportamiento cultural y bioquimico
muy similar (Qiu et al., 2015), por lo que la cepa S3B podria pertenecer a
cualquiera de las dos especies mencionadas.

Cabe mencionar que las cepas SM2 y S3B, parten de un mismo nodo ancestral
y conforman un clado con un boostrap del 100%, lo que puede ser relacionado
con la taxonomia de dichas cepas, ya que ambas pertenecen al orden
Burkholderiales y a la familia Comamonadaceae. Por otro lado, las cepas S3B y
SM2 presentan una lejania filogenética con las cepas SM4, S2 y SM6, ya que
relacionando una vez mas con la taxonomia bacteriana, el primer grupo
pertenece al filo Proteobacteria mientras que el segundo grupo pertenece al filo
Actinobacteria.

5.3 Seleccion de cepas bacterianas capaces de utilizar TNT como fuente de

nitrégeno.

Las cepas del género Microbacterium (SM4, SM6 y S2) no lograron tener un
crecimiento considerable y rapido en las 60 horas en las diversas
concentraciones del TNT. En el estudio realizado por Thijs y colaboradores
(2018), reportaron que el género Microbacterium no habia presentado un

43



crecimiento en presencia del TNT o que no ocurrié una transformacion efectiva
del TNT, este comportamiento también fue observado en otros géneros
bacterianos perecientes al filo Actinobacteria como lo son Streptomyces,
Arthobacter y Rhodococcus, resultados similares presentaron los géneros del
filo Firmicutes (Thijs et al.,2014; Thijs et al., 2018). Fuller y Manning (1997) han
sugerido posibles explicaciones para explicar la sensibilidad de las bacterias
Gram positivas al TNT como resultado de concentraciones y toxicidad mas altas
del TNT intracelular. Estos incluyen la hipétesis de que: la pared celular de las
bacterias Gram-positivas puede ser mas permeable al TNT. Las bacterias Gram-
positivas pueden poseer menos sistemas de transporte de extrusion activos y
también que bacterias Gram-positivas pueden poseer menos enzimas que
desintoxican el TNT. Mas prometedoras han demostrado ser las bacterias Gram-
negativas, incluidos los géneros bacterianos Pseudomonas, Stenotrophomonas,
Cupriavidus, Methylobacterium, Variovorax, Methylobacterium, Enterobacter,
entre otras, pueden transformar el TNT (Esteve-Nunez et al., 2000; French et al.,
1998; Fuller y Manning 1997; Haidour y Ramos, 1996; Ramos et al., 1997,
Ramos et al. 2005; Rylott et al., 2011; Van Aken et al., 2004; Van Dillewijn et al.,
2008; Wittich et al., 2008).

La cepa S3B perteneciente al género Diaphorobacter, presenta la capacidad de
emplear el TNT como Unica fuente de nitrégeno, algunos informes muestran que
el TNT puede ser utilizado como fuente de nitrégeno y también como aceptor
externo de electrones por muchos microorganismos (Boopathy y Kulpa, 1994;
Duque et al., 1993). Uno de estos microorganismos es Pseudomonas sp. JLR
11, que libera nitrito del anillo aromatico antes de reducirlo a amonio. A través
de este mecanismo, aproximadamente el 85% del nitrogeno presente en TNT se
integra como nitrégeno organico en las células (Esteve-Nurez et al., 2001).

En la obtencion de nitrogeno a partir de la via de desnitrificacion y de
desaminacién se requiere la participacion indispensable de las enzimas nitro
reductasas, especialmente las nitro reductasas de tipo I, insensibles al oxigeno,
las cuales son capaces de catalizar, mediante incrementos de dos electrones, la
reduccion de grupos nitro aromaticos a grupos amino, esta clase de enzimas
esta presente en bacterias Gram negativas (Serrano-Gonzalez et al., 2018). La
cepa bacteriana Gram negativa S3B es ideal para el uso de nitrégeno a partir
del TNT, ya que pertenece al género Diaphorobacter, el cual se caracteriza por
tener actividad nitrificante y desnitrificante de manera simultdnea, es capaz de

44



formar amonio a partir de nitrito, e incluso cuando existe una muy alta
concentracion de amonio se promueve la desnitrificacion con el fin de mantener
un balance de nitrégeno en condiciones aerdbicas (Wong-Chong y Loehr, 1978;
Gibbs et al., 2004; Khardenavis et al., 2007). Debido a la anteriormente
mencionado, es completamente viable la utilizacién de nitrdgeno procedente del
TNT por la cepa S3B, mediante la via de desnitrificacion, por otro lado, debido a
que no se conoce la especie de la cepa S3B y por ende la totalidad de los
componentes de su maquinaria enzimatica no es posible asegurar la viabilidad
de la asimilacion de nitrdgeno mediante la via de desaminacién ya que esta via
depende de la accién de diversas enzimas adicionales a la nitro reductasa
(Nadeau y Spain, 2003; Stenuit et al., 2006; Gonzalez-Pérez et al., 2007;lman et
al., 2017), pero existe dicha posibilidad.

El crecimiento de la cepa S3B se vio directamente influenciado por la
concentracion del TNT en el medio libre de nitrogeno, en términos de densidad
Optica y tiempo, a medida que aumentaba la concentracion del TNT la
absorbancia a 600 nm fue mayor y el tiempo para alcanzar la fase media
exponencial fue menor, se puede inferir que a mayor disponibilidad del TNT y
por ende mayor concentracion de su unica fuente de nitrégeno existe un
crecimiento celular mas rapido. Cabe mencionar que las cepas estuvieron varios
meses en ceparios en medio TSA y no se desarrollé una aclimatacion en medio
con el TNT previo al ensayo, es probable que si se desarrollaba subcultivos
sucesivos en medio con el TNT antes del ensayo y se empleaba dicho cultivo
como inéculo los resultados habrian presentado variaciones a favor del uso de

TNT como fuente de nitrégeno.

5.4 Determinacion de la degradacion del TNT.

El porcentaje de transformacion bacteriana del TNT a otros compuestos en 72
horas fue del 77.7% medido mediante el método espectrofotométrico, tras una
reaccion colorimétrica del TNT y el KOH 0.1N, si bien es una técnica de
deteccidn indirecta que puede brindarnos un monitoreo de la presencia del TNT
en el medio no es la técnica ideal para la deteccion del TNT. La cromatografia
liguida de alto rendimiento (HPLC) brinda una medicién més precisa no solo del
TNT sino también de los compuestos secundarios generados, sin embargo, es
marcadamente mas costosa que el método colorimétrico- espectrofotométrico, y

es por dicha razén que en este ensayo se opté por el tltimo método mencionado.
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En el caso de la cepa S3B, perteneciente al género Diaphorobacter, es
completamente viable la transformacion del TNT mediante la via reduccion
consecutiva de dos electrones ya que el mencionado género bacteriano se
caracteriza por su intensa actividad nitrificante y des nitrificante, caracteristica
otorgada gracias a la actividad de su gran variedad de nitro reductasas (Wong-
Chong y Loehr,1978; Gibbs et al.,2004; Khardenavis et al., 2007). De la misma
manera no se puede asegurar que la cepa S3B haya empleado la via de
reduccion directa de dos electrones del anillo aromatico mediante la adicion de
un hidruro, ya que esta via recae en la accion de un hidruro transferasa de tipo
Il de la familia OYE, y hasta la fecha no se ha anotado o identificado a alguna
reductasa de este familia en el género Diaphorobacter; sin embargo, cabe la
gran posibilidad de que exista enzimas de dicha familia en el género bacteriano,
las cuales pueden no haberse identificado debido a los pocos estudios
realizados en el mencionado sobre este taxdén bacteriano. Un resultado que
apoya el uso de esta via en la cepa S3B, es la variacion de la coloracion del
medio, el MLN que en un inicio no tenia coloracién alguna, se torné en un color
rosaceo- anaranjado al cabo de 24 horas, oscureciéndose cada vez mas a
medida que el TNT se iba degradando, hasta llegar a un color rojizo- anaranjado-
marrén a las 72 horas tal como se ve en la figura 17. El complejo hidruro-
Meisenheimer de TNT formado por bacterias aerébicas ha sido ampliamente
referenciado por tener un color rojo/anaranjado-marron (Pak et al., 2000;
Nyanhongo et al., 2009; Mercimek et al., 2013; Gok et al., 2019; Lamba et al.,
2021) lo que concuerda con los resultados observados en el crecimiento de la
cepa S3B en medio TNT. Por lo que existe la probabilidad que ambas rutan estén
siendo ejecutadas al mismo tiempo, lo que respaldaria la rapida transformacién
de TNT por parte de la bacteria.

Durante la determinacién de la degradacion del TNT se detecté un aumento de
la concentracién de NO,. El compuesto mencionado es un producto de la
condensacion de isémeros de hidroxilamino-di-nitrolueno (HADNT) y de
complejos de di-hidruro protonado de Meisenheimer (Gonzalez-Pérez et al.,
2007; Wittich et al., 2009), lo que reforzaria la hipétesis de que la cepa S3B
presente alguna reductasa perteneciente a la familia OYE. Cabe mencionar que
la ruta oxigenolitica, también tiene como producto secundario la liberacién de
NO,, lo que podria aumentar en muy pequefia proporcién la concentracion de

NO, en el medio, ya que las enzimas oxigenoliticas tienen una actividad
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sumamente baja (Maksimova et al., 2018). Finalmente, existe la posibilidad de
que el NO, detectado proceda de la accion nitrificante de Diaphorobacter, a partir
del amonio liberado mediante la via de reordenamientos de Bamberger, sin
embargo, es una opcidn poco plausible debido a la rapida asimilacion del amonio
mediante la via de la glutamina sintetasa-glutamato sintasa (Caballero et
al.,2005; Smets et al., 2007).

6. CONCLUSIONES

e Se logré aislar cinco cepas bacterianas a partir de un lote de explosivo
con contaminacion biolégica. Las cepas SM4, SM6 y S2 fueron
identificadas como miembro del género Microbacterium, la cepa SM2 fue
identificada como parte del género Acidovorax y la cepa S3B fue
identificada como miembro del género Diaphorobacter.

e La bacteria del género Diaphorobacter fue seleccionada debido a su
capacidad de utilizar el TNT a concentraciones de 20 ppm, 60 ppmy 100

ppm como unica fuente de nitrégeno.
e El porcentaje de degradacién del TNT de Diaphorobacter sp. S3B en 72

horas fue del 77.7%, demostrando su potencial en el tratamiento de
aguas y suelos contaminados con TNT.
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