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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo la obtencion de bacterias capaces de
degradar compuestos organofosforados (OF) de suelos de un barrio de
Cartagena, Bolivar afectado con este tipo de contaminantes. Para lograr este fin,
fueron tomadas muestras de suelo del barrio Ciudadela 2000. EI mismo fue
sometido a extraccion Soxhlet y concentracion por rotaevaporacion. Para
identificar los OF presentes por medio de GC-FID, fue necesaria una identificacion
inicial de tiempos de retencion de patrones de OF en GC-FID. Asimismo, otra
parte del suelo se sometié a 200ppm de Monocrotofds por 30 dias. Luego de ello,
fueron aisladas las bacterias presentes con capacidad de desarrollarse en medio
altamente selectivo con OF como unica fuente de carbono. Las mismas fueron
identificadas bioquimica y molecularmente utilizando el kit BBL Crystal® y
secuenciacion de un fragmento del gen ribosomal 16S. El crecimiento bacteriano
fue confirmado por medio de espectroscopia UV-VIS. Los resultados confirmaron
la presencia de bacterias capaces de degradar pesticidas OF. Las mismas fueron
identificadas como Enterobacter cloacae, Klebsiella oxytoca y Pseudomonas
aerugunosa. Las bacterias obtuvieron el pico maximo de crecimiento en este tipo
de medios a los 120 dias de incubacion aproximadamente pero en el presente
estudio no fue necesario esperar este punto porque se logré la disminucion del

pesticida a las 72 h de incubacion.

Palabras Clave: Contaminacion ambiental, organofosforado, biodegradacion,

metabolismo, bacteria (Fuente: MeSH).
ABSTRACT

The aim of this study was to obtain bacteria capable of degrade
Organophosphorus compounds from soils of a neighborhood from Cartagena,
Bolivar, contaminated with this kind of pollutant agents. To achieve this objective it
was made a process beginning with the collection of soils. It was made in
Ciudadela 2000’s soils. Samples were submitted to Sohxlet extraction and rotary

evaporation. Initial identification of retention times by means of GC-FID to detect
14



OP present in soils was necessary. Furthermore, another part of the sample was
putted to 200ppm of Monocrotophos for 30 days. Thereupon, isolation of bacteria
capable to develop in highly selective media with OP as the only carbon source
was made. Strains were biochemically and molecularly identified by using BBL
Crystal® kit and sequencing of a fragment of ribosomal DNA 16S gene. Bacterial
grown was confirmed through UV-VIS spectroscopy and OP biodegradation was
made by using GC-FID. Results confirmed presence of strains capable to degrade
OP pesticides. The same were identified as Enterobacter cloacae, Klebsiella
oxytoca and Pseudomonas aerugunosa. Growth pick from isolated bacteria is
obtain on the order of 120 days of incubation, but in the present study it was made

on 72h of incubation.

Key words: Environmental pollution, Organophosphorus, biodegradation,

metabolism, bacteria (Source: MeSH).
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1 INTRODUCCION

Los compuestos quimicos organofosforados (OF), fueron desarrollados durante la
década de los afios cincuenta y usados como “gases nerviosos”, durante la
Segunda Guerra Mundial (Gunderson, et al., 1992; Satoh & Hosokawa, 2000; De
Silva, et al., 2006). Actualmente, se les reconoce principalmente por su utilizacion
en la agricultura como fertilizantes e insecticidas, existiendo en el mercado
aproximadamente cincuenta mil tipos de estos compuestos (Carod, 2002; Rozo &
Alvarado, 2004; Eddleston, et al., 2012). También se han buscado otros usos y se
ha explorado su potencial en el area farmacoldgica para el tratamiento de algunas
enfermedades de tipo neuronal como el Alzheimer (Gunderson, et al., 1992), sin
embargo hasta el momento no se han documentado avances importantes en estos

campos de aplicacion.

Debido al uso indiscriminado de los OF en agroindustria (Arbeli, 2009), existe un
alto indice de intoxicaciones agudas caracterizadas por el desarrollo del sindrome
colinérgico y multiples complicaciones crénicas. Este es considerado un problema
de Salud Publica dejando un aproximado de 400.000 fallecimientos por afio a nivel
mundial (Eddleston, 2004; Eddleston, et al., 2012).

Colombia, dada su naturaleza de pais agricola, ocupa el tercer puesto en América
Latina en el consumo de plaguicidas después de Brasil y México. De acuerdo con
la Food and Agricultural Organization (FAO), la agroindustria colombiana
constituye el 40% de la fuerza laboral y representa el 50% de las divisas
nacionales (FAO, 2012). Por lo que, por ejemplo, durante el afio 2002, el consumo
de agroquimicos de tipo plaguicida o fertilizante superd los 28 millones de
kilogramos de los cuales el 97% correspondieron a insecticidas (organofosforados
y carbamatos principalmente) seguidos por los herbicidas y fungicidas (Comunidad
Andina. Secretaria General, 2002; Mojica & Guerrero, 2010).

El uso de compuestos OF en Colombia ha ocasionado la expansion de la
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agroindustria por un lado, pero por el otro el uso indiscriminado y el mal manejo de
los productos o sus residuos esta ocasionando un problema de Salud Publica
importantisimo. Solo por mencionar algunos casos, durante el afio 2003, la
comparfia cementera Holcim Colombia S.A. ubicada en Nobsa (Boyaca) inici6 el
co-procesamiento de cerca de 17 toneladas de pesticidas Metil
Paration y Toxafeno provenientes del corregimiento de Caracolcito (Cesar), los
cuales fueron reprocesados en sus propios hornos de produccién de cemento,
contraviniendo toda la reglamentacion ambiental, legal y de salud publica
(Bustamante, 2009). En los afios 2008 y 2009 la Corporacion Autbnoma Regional
del Sur de Bolivar (CSB) realizé un monitoreo de la zona costera de la region
Caribe, encontrando seis compuestos plaguicidas en las aguas costeras y once en
sedimentos, y ademas se encontraron trazas de otros compuestos, lo cual indica

que pueden estar elevados en determinadas épocas del afio (CSB, 2009).

En el departamento de Bolivar, el uso de plaguicidas es regulado mediante las
resoluciones 1247 y 291 expedidas por el Ministerio de Ambiente, Vivienda y
Desarrollo Territorial (MAVDT, actual Ministerio de Ambiente y Desarrollo
Sostenible), en los afios 2006 y 2007 respectivamente, siendo la resolucion 236
del 08 de febrero del 2005 la medida de control de mas reciente expedicion por
parte del Gobierno central. Sin embargo, y a pesar de existir esta normatividad, el
uso de los compuestos OF no siempre cumple con la reglamentacion y se siguen
reportando problemas asociados al mal manejo de estas sustancias(MAVDT,
2006; MAVDT, 2007). Uno de los casos mas cercanos y graves fue documentado
por el Grupo de Epidemiologia y Salud Poblacional (GESP) en el Barrio Ciudadela
2000, localidad en la que fueron hallados plaguicidas enterrados sobre la margen
derecha de la Troncal de Occidente afectando un megacolegio ubicado a 10
metros del lugar de exposicion (MAVDT, 2006; GESP, 2009), esta situacion
provocé problemas de indole ambiental y socioeconomico para la ciudad de
Cartagena.

Con base en el impacto que causan lo OF en la salud publica, a nivel internacional

se han desarrollado diferentes iniciativas para minimizar el riesgo ambiental y la
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contaminacion causada por estos productos. Uno de los tratamientos probados
con mejores resultados en cuanto a eficiencia por tiempo y bajos costos es la de la
biorremediacion bacteriana, que emplea microorganismos capaces de degradar
compuestos quimicos complejos por medio de diversas rutas metabdlicas bajo

condiciones aerobicas o anaerdbicas (Huber, et al., 2000; Cycon, et al., 2009).

Se realiz6 la confirmacion cualitativa de la presencia de compuestos OF en el
suelo del Barrio Ciudadela 2000 y se realiz6 el aislamiento de cepas bacterianas
autoctonas de la muestra. Posteriormente se determind la capacidad de los
microorganismos encontrados de crecer y desarrollarse en un medio selectivo con
OF como unica fuente de carbono y por ultimo se identificaron mediante pruebas

bioguimicas y moleculares.

El objetivo general del trabajo fue el de obtener cepas bacterianas con capacidad
degradativa de compuestos organofosforados de suelos de un Barrio de
Cartagena, Bolivar afectado con este tipo de contaminantes. Para lograrlo, fue
necesario cumplir con los objetivos especificos: Identificar los tipos de pesticidas
organofosforados presentes en el suelo del barrio Ciudadela 2000 Cartagena de
Indias; Aislar cepas bacterianas puras autdctonas del suelo del barrio Ciudadela
2000 capaces de proliferar en un medio cuya Unica fuente de carbono es un
patréon conocido de OF; Identificar bioquimicamente las cepas bacterianas
aisladas; Comprobar la degradacion de pesticidas organofosforados por parte de
las cepas bacterianas aisladas; Realizar identificacion molecular de género y
especie de las cepas bacterianas aisladas por medio de secuenciacion el gen

ribosomal 16S.

Dentro de los ensayos realizados se comprob6 el crecimiento bacteriano en medio
liquido y se determiné la degradabilidad de OF de cada cepa por medio de analisis
cromatografico. Dentro de los resultados mas significativos se detecto la presencia
de compuestos OF en superficie y se aislaron e identificaron tres especies
bacterianas: Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella oxytoca y Enterobacter cloacae.
Se comprobd que estos organismos fueron capaces de degradar un compuesto
OF, por lo que se abre la puerta a la investigacion local y nacional para buscar
alternativas para la biorremediacidén con bacterias autdctonas, siendo factible el

18



uso de cepas inocuas que degraden in situ o que se logre la produccion masiva
del metabolito responsable de la degradacion de este tipo de sustancias.
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2 MARCO TEORICO

2.1 Generalidades

Los pesticidas son sustancias o mezclas quimicas destinadas a matar, repeler,
atraer, regular o interrumpir el crecimiento de seres vivos considerados plagas
(Baird, 2001). Estos son usados ampliamente para proteccion de cultivos de frutas
y verduras, generando un impacto significativo a la produccion mundial de
alimentos aumentando los rendimientos y minimizando el efecto de las plagas en
los cultivos. Es conocida ademas su contribucién positiva frente a la erradicacion
de enfermedades de importancia epidemiolégica publica por lo tanto los
plaguicidas forman parte integral y esencial de la agricultura y de diferentes

programas de salud publica (Yu, 2002; Varona, et al., 2007; Zacharia, 2010).

Aungue es importante la accion protectora de los pesticidas, también es cierto que
ellos afectan negativamente a los consumidores de los productos agricolas.
Ambientalmente estas sustancias pueden causar la degradacion de los
ecosistemas receptores de los pesticidas, bien sea por aplicacion directa o
transporte por viento o escorrentias (Carmona & Carmona, 2005; Hudson, 2006;
Baird, 2001). Debido a la baja selectividad de los pesticidas, tanto la flora como la
fauna presentan, una vez tienen contacto con estas sustancias, intoxicaciones de
tipo agudo o crénico (Mulbry & Kearney, 1991; Yu, 2002; Varona, et al., 2007,
Zacharia, 2010; Sirotkina, et al., 2012).

2.2 Clasificacion de Pesticidas.

Los plaguicidas pueden ser clasificados de cinco maneras distintas, y en cada una
se han identificado varios tipos. La forma de clasificarlos depende principalmente
de los siguientes aspectos: destino de aplicacion, accién especifica, estado de
presentacion, constitucion quimica y peligrosidad para las personas (Tabla 1)
(Baird, 2001; Carmona & Carmona, 2005; Hudson, 2006).
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Tabla 1. Clasificacion de los pesticidas.

CLASIFICACION

SEGUN DESTINO
DE APLICACION

SEGUN SU
ACCION
ESPECIFICA

SEGUN EL
ESTADO DE
PRESENTACION

TIPOS

De uso
fitosanitario

De uso ganadero

Para industria
alimentaria

De uso ambiental

De uso en higiene
personal

De uso doméstico

Insecticida

Acaricida

Fungicida

Desinfectante y
Bactericida

Herbicida

Rodenticida

Protectores de
maderas

Post cosecha

Gases 0 gases
licuados

DESCRIPCION
Utilizacién en el ambito de la
sanidad vegetal o el control de
vegetales.

Utilizacién en el ambito de la
sanidad animal o el control de
ecto y endoparasitos.
Tratamientos de productos o
dispositivos relacionados con la
industria alimentaria.
Saneamiento de locales o

establecimientos publicos o
privados.

Aplicacion directa sobre el ser
humano.

Aplicacion en hogares por
personas no calificadas

Contra insectos

Contra acaros

Contra hongos

Contra bacterias

Contra malezas

Contra roedores

Protege maderas

Protege almacenaje de
alimentos

Particulas muy diminutas

EJEMPLO

Paraquat

Ivermectina

N,N-dietil-m-
toluamida

Temephos

N, N-dietil-
toluamida-m-
toluamida

Piretroides

Clorpirifos

Triazofos

Pentaclorofenol

Etanol

Terbutilazina

Warfarina

Compuestos de
Cobre

Carbamato

Glifosato
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SEGUN SU
CONSTITUCION
QUIMICA

Fumigantes y
aerosoles

Polvos <50pum

Sélidos

Liquidos

Cebos y Tabletas

Arsenicales

Carbamatos

Derivados de
cumarina

Organoclorados

Organofosforados

Organometalicos

Piretroides

Tiocarbamatos

Triazinas

Particulas diminutas liquidas

Particulas muy diminutas

Las plagas muerden la sustancia

Elimina plagas de suelos

Atrae plagas y las elimina

Tiene arsénico en su estructura
quimica

Derivados del acido
carbamico (NH,COOH)

Anillo bencénico unido a un solo
oxigeno derivado de
fenilpropanoide

Compuesto organico cuya
molécula tiene varios atomos de
cloro en su estructura

Esteres de acido fosforico
generalmente lipofilicos

Enlaces covalentes
(compartimiento de e) entre
atomos moleculares y

un atomo metélico

Mezcla de compuestos
organicos altamente téxicos

Complejos metalicos

Anillo heterociclico, analogo al
anillo de benceno pero con tres
atomos de carbono
reemplazados por atomos de
nitrégeno.

Piretroides

Paraquat

Cloruros
orgénicos

DDT

Fipronil

Arseniato de
cobre

Poliuretano

Warfarina

DDT

Demetén

Dicloro (ciclo-1,5-
octadieno)
platino (I1)

Permetrina

Pirrolidina

Diazina
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SEGUN
PELIGROSIDAD
PARA LAS
PERSONAS

Baja peligrosidad

Toéxicos

Nocivos

Muy téxicos

Por inhalacion, ingestién o
penetracién cutdnea no entrafian
riesgos apreciables.

Por inhalacion, ingestién o
penetracion cutanea puedan
entrafiar riesgos de gravedad
limitada.

Por inhalacion, ingestion o
penetracion cutanea puedan
entrafar riesgos graves, agudos
0 crénicos, e incluso la muerte

Por inhalacion, ingestién o
penetracién cutdnea puedan
entrafar riesgos
extremadamente graves, agudos
0 crénicos, e incluso la muerte

Etanol

Demetdn

Paratiéon

DDT

2.3 Pesticidas organofosforados.

Los compuestos Organofosforados (OF) son derivados del acido fosférico que

dependiendo de la sustitucién de sus radicales en la formula béasica, pueden dar

origen a nuevos grupos de compuestos con capacidad de penetracion, distribucion

y activaciéon del plaguicida, en su sitio de ataque y en su potencia y selectividad

(Emerson, et al., 1999) (Figura 1). Los OF son sustancias generalmente liquidas e

incoloras, aunque las formulaciones técnicas son de color pardo y algunos

presentan un ligero olor afrutado. Se hidrolizan lentamente en agua, siendo dicha

hidrolisis mas rapida al aumentar el pH (Carmona & Carmona, 2005).
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Figura 1. Férmula general de los pesticidas organofosforados.

R: Radical organico.

La toxicidad de los OF depende béasicamente de la hiperestimulacion de los
receptores muscarinicos y nicotinicos del Sistema Nervioso Central (SNC) y
Sistema Nervioso Periférico (SNP), provocando la interrupcién de la transmision
normal de los impulsos nerviosos debido al aumento en la acetilcolina (ACh) al
estar inhabilitada la colinesterasa (AChEasa) sinpética. EI mecanismo de accion
de los OF es la inhibicibn de la enzima acetilcolinesterasa, encargada de la
degradacion del exceso de acetilcolina en la sinapsis entre células nerviosas,
llevando a la sobre-estimulacion e incluso muerte por paro respiratorio (Figura 2)
(Carmona & Carmona, 2005; Carson & Harris, 2008). Lo que les ha dado su

nombre como “gases nerviosos”.

Sefializacion de sinapsis de acetilcolina AChEasa FRENA el proceso de sefializacion Inhibicién de AChEasa por OF
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Figura 2. Mecanismo de accion de OF.
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El tipo de accién de los OF, los convierte en téxicos para animales y seres
humanos(Ramesh, et al.,, 2012) y aunque en paises industrializados las
regulaciones restringen fuertemente su uso, informes internacionales indican que
este tipo de quimicos son exportados irregularmente, a paises de economias
emergentes (como la colombiana) o naciones en via de desarrollo (Africa, Nigeria,
etc.) violando normas legales y de salud publica y ambiental (Arbeli, 2009;
Ramesh, et al., 2012; Banks & Lein, 2012).

Entre las décadas de los 40’s y 50’s, los OF experimentaron un fuerte auge debido
a su capacidad insecticida, accién farmacolégica y principalmente como agente de
la guerra quimica (Gunderson, et al., 1992; Satoh & Hosokawa, 2000; De Silva, et
al., 2006; Rozo & Alvarado, 2004; Eddleston, et al.,, 2012; Carod, 2002). Por
ejemplo, el insecticida BLADAN tenia una accién insecticida frente a pulgones y
acaros, pero mostraba una alta toxicidad en mamiferos (1.2 mg/kg) e inestabilidad
en el agua, por lo que se inici6 un frenético desarrollo de OF mas estables y
menos téxicos marcando el inicio del empleo de los insecticidas organofosforados
(Pose, et al., 2000) sacando al mercado aproximadamente cincuenta mil tipos. Los
cuales actualmente se utilizan en la agroindustria para aumentar el rendimiento de
los cultivos de algodén, maiz, trigo, legumbres y papa, convirtiéndose en
sustancias importantes para el desarrollo econémico mundial (Carmona &
Carmona, 2005; Zacharia, 2010; Murcia & Stashenko, 2008).

Como agentes nerviosos de guerra, se destacan los productos clasificados como
Tipo G (no persistentes) que causan muerte principalmente por inhalacion, y Tipo
V (persistentes) causantes de decesos por inhalacion o absorcion dérmica, por
conjuntivas y por mucosas (Gronseth, 2005; Iversen, et al., 2007; Public Heatlh,
2012), siendo uno de los mas utilizado para fines bélicos (por ejemplo en Irak) el
Tabun (= Sarin o Soméan) caracterizado por una alta toxicidad (Zelicof, 2003;
Gronseth, 2005; Iversen, et al., 2007).
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2.4 Métodos de deteccién de organofosforados.

Para la determinacion de residuos de plaguicidas Organofosforados en cualquier
matriz a analizar, los métodos analiticos utilizados incluyen entre otros:
biosensores hibridos electroquimicos, cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas (GC-MS), cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC) y cromatografia de gases con detector de ionizacién de llama (GC/FID)
(Stoytcheva, et al., 2009; De Zouza & de Andrade, 2009; Rodriguez, et al., 2011,
Zhen, et al., 2012). Los cuales permiten la discriminacion entre los diferentes tipos
de compuestos organofosforados (Shaogin, 2008). Antes de identificar este tipo de
moléculas con los métodos antes mencionados es necesario someter las matrices
a previa extraccion y posteriormente concentracion, para asi asegurar la

confiabilidad de los resultados.

2.5 Métodos de extraccion de OF.

La extraccion con solventes de muestras solidas es comunmente conocida como
extraccion solido liquido segun terminologias fisicoquimicas. Este es un proceso
de lixiviacion utilizado por muchos afos para el pre tratamiento de diversas
muestras. Entre los métodos de extraccion partiendo de matrices sélidas pueden
ser mencionados: extraccién liquida presurizada, extraccién de fluido supercritico

y extraccion Soxhlet, todas muy efectivas (Hawthorne, et al., 2000).

La extraccion Soxhlet se realiza colocando la muestra en un dedal titular el cual
es llenado durante la operacién de condensados con solvente. Cuando el liquido
llega al nivel de desbordamiento, un sifon aspira el soluto del dedal-titular
efectudndose la descarga de nuevo en el matraz de destilacion, llevando consigo
los analitos extraidos en el liquido. Para obtener méas efectividad el proceso se
hace continuo ya que el disolvente es recirculado a través de la muestra (Luque,
1998; Murcia & Stashenko, 2008).

Entre las ventajas que ofrece la extraccion Soxhlet es importante recalcar que la

muestra se pone en contacto permanente con las fracciones nuevas de solvente,
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lo que promueve a desplazar el equilibrio de transferencia. En cuanto a la
temperatura del sistema sigue siendo relativamente alta debido a los calores
aplicados al matraz de destilacion que llega a la cavidad de extraccion, hasta
cierto punto. Una de las ventajas mas importantes del proceso es que no es
necesario filtrar después de la lixiviacion. Si se quieren obtener mayores
rendimientos la presencia de un agitador promueve al mejoramiento de la técnica.
Es una metodologia que tiene la posibilidad de extraer mas masa de la muestra
gue la mayoria de los métodos mas modernos (microondas extraccion de fluidos

supercriticos, entre otras) (Lugue, 1998).

2.6 Técnicas de separaciéon de OF.

La técnica de separacion mas utilizada es la cromatografia puesto que cuenta con
alta eficacia en la disociacion de mezclas complejas. Este proceso consiste en una
muestra que se desplaza por medio de una fase movil (por ejemplo un gas) la cual
se hace pasar a través de una fase estacionaria, esta ultima fijada en una columna
o superficie. Para la escogencia de estas fases hay que tener en cuenta que no
sean miscibles y que los componentes de la muestra se distribuyan de forma
distinta entre estas dos. La interaccion de los compuestos con la fase estacionaria
es un factor decisivo para la separacion, es decir, aquellos que sean mas a fin con
la fase estacionaria van a ser mas retenidos y por ende tardan mas tiempo en ser
detectados (denominado tiempo de retencién), mientras que los de poca atraccion
por esta fase muestran preferencia por la movil, produciéndose asi la elucion
deseada. Tras haber pasado por la columna cromatografica los compuestos segun
el tiempo de interaccion, van llegando a un detector (alta sensibilidad) el cual
responde a la concentracion del soluto y registra su sefal en funcién del tiempo,
formando una especie de gréafico llamado cromatograma, este Ultimo permite

hacer analisis cualitativos y cuantitativos de los analitos (Skoog, 2011).

En cromatografia existen varios métodos que presentan ventajas o desventajas
uno sobre otros dependiendo del tipo de muestra sometida al analisis. La

cromatografia de gases es la técnica mas utilizada en el estudio de pesticidas
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debido a su capacidad alta de resolucion y la disponibilidad de detectores bastante
selectivos. En la préactica de laboratorio comprueba su eficiencia detectando mas
de 300 pesticidas (Chen, 2011).

En este tipo de separacion cromatografica, la fase movil es un gas inerte cuya
Gnica funcién es la de arrastrar al analito por toda la columna, por esta razén los
compuestos solo experimentan interaccion con la fase estacionaria, que por
consiguiente es necesario que cumpla ciertas caracteristicas, entre las que se
pueden mencionar: baja volatilidad, estabilidad térmica y poca reactividad. En
consecuencia la mala aplicacion de la fase estacionaria en el proceso conduce a
la co-elucion (dificultad de separacion) de los compuestos presentes en la
muestra, produciendo dificultades de resolucion de los picos en los
cromatogramas y haciendo de esta manera imposible una buena interpretacion del
estudio deseado. Por el contrario un acierto de fase estacionaria y una adecuada
columna (numero de platos tedricos) contribuye a picos con alta definicion (Skoog,
2011).

2.6.1 Columnas vy Fases Estacionarias.

En cromatografia de gases existen varios tipos de columnas , sin embargo es de
nuestra pertinencia destacar las columnas abiertas o capilares , estas a su vez se
clasifican en WCOT(columna abierta de pared recubierta) y SCOT(columna
abierta recubierta con soporte) las primeras mas eficaces que las ultimas, las
WCOT construidas en 1979 son columnas abiertas de silice fundida, son bastante
flexibles y pueden doblarse en forma helicoidal con un diametro de algunos
centimetros también ofrecen grandes ventajas tales como resistencia fisica, poca

reactividad frente a componentes de la muestra (Skoog, 2011).

2.6.2 Detectores.

Si bien es cierto que la cromatografia ofrece un amplio sistema de detectores es
necesario saber el tipo de analito para emplear el adecuado. Debido a que de

acuerdo a sus caracteristicas van a tener un mejor desempefio en el proceso. A
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continuacion se encuentran las variables a tener en cuenta a la hora de escoger
un detector eficiente: adecuada sensibilidad, buena estabilidad, reproducibilidad,
tiempo de respuesta lo mas corto posible, alta fiabilidad, manejo sencillo, intervalo
de temperatura correcto (Skoog, 2011). La cromatografia ofrece un amplio
sistema de detectores pero es necesario saber el tipo de analito para emplear el
adecuado, puesto que de acuerdo a sus caracteristicas van a tener un mejor
desempeiio en el proceso. El detector FID es el mas extensamente utilizado
debido a que presenta una alta sensibilidad frente a un amplio rango de
compuestos. En este proceso los compuestos se pirolizan en presencia de una
llama de hidrégeno /aire, producen iones y electrones que al ser aplicada una
diferencia de potencial entre el extremo del quemador y un electrodo colector la
corriente resultante se dirige finalmente hacia el amplificador de sefal. Con el fin
de poder obtener datos claros y reproducibles en cuanto al analisis de mezclas
complejas en los ultimos afios se ha optado por establecer combinaciones de la
cromatografia con otras técnicas instrumentales como la espectrometria de
masas, infrarrojo de transformadas de Fourier (CG/TFIR), asi como también se

han establecidos nuevos disefios (Skoog, 2011).

Existe una amplia gama de instrumentos de deteccidn entre los que vale la pena
mencionar los siguientes: lonizacion en llama (FID), Captura de electrones (ECD)
Emision atdmica (AED), conductividad térmica (TCD), detector de

guimioluminiscencia (SCD) especial para compuestos azufrados (Skoog, 2011).

2.7 Presenciade OF a nivel global.

Los pesticidas OF son la base contra las plagas que generan pérdidas a nivel
econémico por afectacion de cultivos de diversa indole, siendo aceptados y
regulados por normas nacionales e internacionales. Estos quimicos reemplazaron
a los temibles organoclorados puesto que su accion toxicolégica es mas aguda y
son menos persistentes en el ecosistema (Castilho, et al., 2000), lo que ha
favorecido su uso recientemente. Solo en Estados Unidos (USA), son aplicadas

aproximadamente cuarenta mil toneladas anuales de diversos productos OF para
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evitar pérdidas en la economia agropecuaria(Pierre & Betancourt, 2007).

A medida que el uso de OF se incrementa por la creciente demanda para mejorar
la calidad y cantidad de produccion agricola, los mismos deben modificarse
constantemente (Jokanovic, 2001; Arbeli, 2009) y evitar la resistencia de las

plagas.

En Latinoamérica, caracterizada por tener muchos paises en via de desarrollo y
normas flexibles o nulas frente al uso de este tipo de sustancias, la situacion es
muy preocupante (Li, et al., 2010). El impacto en la salud publica se refleja en el
indice de intoxicacién aguda por plaguicidas (IAP), el cual se ha estimado en un
3% dentro de los trabajadores agricolas expuestos. La tasa de incidencia para las
IAP en la subregion Centroamericana ha mostrado un progresivo aumento del
riesgo para el periodo, pasando de tasas de 6,3 por 100.000 habitantes en 1992 a
19,5 por 100.000 en el afio 2000 (Grupo Copesa, 2012).

Brasil es el pais que muestra el desarrollo agropecuario mas importante seguido
de Argentina y México (Hurtado & Gutiérrez, 2005; Jacome, 2008; Grupo Copesa,
2012) lo que determina la demanda nacional por el uso de OF y aumento de los
reportes de IAP (Salcedo & Melo, 2005; Hurtado & Gutiérrez, 2005; Fernandez, et
al., 2010; Rovasio, et al., 2011; Kavvalakis & Tsatsakis, 2012; Flaskos, 2012). Las
tasas de mortalidad también registran una tendencia al ascenso, pasando de un
riesgo de muerte de 0,3 por 100.000 habitantes en 1992 a 2,10 por 100.000 en el
afio 2000 (Grupo Copesa, 2012).

En Colombia, la industria agricola ocupa el 40% de la fuerza laboral y representa
el 50% de las divisas, por lo que ha requerido la utilizacion de plaguicidas para
mejorar la produccion y combatir las plagas (Hurtado & Gutiérrez, 2005; Cardenas,
et al., 2005; Feola & Binder, 2010; Olivero, 2011). Por lo que nuestro pais ocupa el
tercer puesto en el consumo de plaguicidas a nivel de Latinoamérica, después de
Brasil y México, superando los 28 millones de kilogramos anuales, de los cuales el
97% corresponden a insecticidas, herbicidas y fungicidas tanto organofosforados
como carbamatos (Comunidad Andina. Secretaria General, 2002; Mojica &
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Guerrero, 2010; FAO, 2012).

El gobierno Colombiano ha establecido normas de control al uso de éstas
sustancias mediante el decreto 1843 de 1991 en el cual se reglamenta los
plaguicidas de uso domeéstico y pecuario, en los aspectos relacionados con uso,
manejo, experimentacion, produccion, registro, almacenamiento, distribucion,
venta, aplicacion, formulacion, manejo de desechos y residuos, vigilancia
epidemiologica, rotulado, etiqguetado y envases (Comunidad Andina. Secretaria
General, 2002; Cardenas, et al., 2005; FAO, 2012), y han sido desarrolladas
actividades relacionadas con algunos compuestos OF como los COPs
(Compuestos organicos persistentes) y fueron elaborados inventarios de su
existencia, pero no hay planes de seguimiento y control de las mismas, por lo
tanto no hay garantias de cumplimiento. Segun el Ministerio de Ambiente,
Vivienda y Desarrollo Territorial en el pais existen cerca de 500 toneladas de
pesticidas obsoletos, ubicados en almacenes y en entierros ilegales en distintos
lugares de Colombia aln sin identificar con exactitud. Dada la afectacion que han
causado y pueden llegar a causar a la poblacibn cercana a sus zonas de
ubicacion, por el riesgo que representan para el medio ambiente, por la oposicion
publica a los intentos de eliminacion dentro del pais y por el desconocimiento
general sobre la magnitud de la problemética, estos materiales merecen especial
interés en el ambito ambiental nacional (Caribello, 2004; Sanchez, et al., 2006).

Solo por nombrar algunos ejemplos, se resalta el incidente relacionado con el co-
procesamiento de paration y toxafeno en en los hornos de la compafiia cementera
Holcim Colombia S.A. ubicada en Nobsa (Boyaca), a finales del afio 2003. Cerca
de 17 toneladas fueron “procesadas” de manera poco confiable para reutilizar en

cultivos de Caracolcito, Cesar.

En los afos 2008 y 2009 fue realizado un monitoreo de la zona costera
encontrando la presencia de seis compuestos plaguicidas en las aguas costeras y
once en sedimentos de la region Caribe, y otros compuestos en trazas, lo cual
indica que pueden estar elevados en otras épocas del afio (CSB, 2009; GESP,

2009). Dadas las condiciones de la Costa Caribe Colombiana, se presenta una
31



alta incidencia de contaminacién por pesticidas, los cuales por escorrentia pueden
llegar a los tributarios que recorren las areas de cultivo, o ser lixiviados hasta los
cuerpos de agua que finalmente drenan a la zona costera (INVEMAR, 2009). Este
problema regional ha sido mas notorio desde la bonanza algodonera en la década
de los ochenta, donde iniciaron el uso de plaguicidas Metil-paration y Toxafeno
(Bustamante, 2010) y, aunque la ley 2472 del 2008 regula este tipo de précticas,
no hay seguimiento y control que permitan monitorear de manera real las mismas.
Comunidades como El Copey, Cesar, estan preocupados por la generacion de
secuelas como enfermedades congénitas (Lascano, et al., 2011) y proliferacion
de tumores (Sierra, et al., 1998) y piden a las autoridades ambientales la solucion
de ésta contaminacién por plaguicidas, ademas de estudios de impacto ambiental,
y la recuperacion de los sitios afectados, pero ésta Ultima peticion asciende a mas
de 370 millones de pesos(INVEMAR, 2009).

El departamento de Bolivar ha seguido utilizando los plaguicidas de una manera
controlada por el gobierno segun el decreto 2472 del 2008, muchos no cumplen
con los ordenamientos establecidos. Las autoridades confirmaron el problema de
mal manejo de estas sustancias, generando con ello una normativa local para
tratar de controlarlo (CSB, 2009; GESP, 2009).

2.8 Organofosforados en Cartagena de Indias

En la ciudad de Cartagena de Indias desde hace aproximadamente una década
fue detectado un problema de manejo inadecuado de pesticidas, el cual sigue
afectando parte de la poblacion. El gobierno nacional generé normas restrictivas y
reguladoras en el uso de muchos pesticidas. Esto llevé a la comunidad algodonera
(caracterizada por el uso excesivo de estos quimicos por la susceptibilidad de
estos cultivos de infestacion de diversos tipos de plagas) a desaparecer los
pesticidas indeseables y residuos. El problema se genero por la mala disposicion
de los mismos. Gran parte de estos fueron enterrados en un lote que afos
después fue convertido en un barrio de interés social llamado Ciudadela 2000,

localizado a la salida de la Ciudad hacia Turbaco, sobre la margen derecha de la
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Troncal de Occidente, aledafio a los barrios San Fernando, Colombiaton, Sierrita y
Villa Corelca y que actualmente limita con un megacolegio: Ciudadela 2000.
Cuando aumentd la densidad poblacional, la generacion de anomalias serias
asociadas a pesticidas alert6 a las autoridades que efectivamente comprobaron la
presencia de estos quimicos (MAVDT, 2006; GESP, 2009).

Los habitantes del barrio Ciudadela 2000 han manifestado quejas desde que se
mudaron al sector, por fuertes olores semejantes a plaguicidas, e incluso tienen
sintomatologia tipica de éste tipo de intoxicaciones como dolor de cabeza, mareos
y ardor en la vista (Aldana, 2006). Estas anomalias fueron mas marcadas en un
lote de 1200m? perteneciente a BANCO DE COLOMBIA SA (MAVDT, 2006). El
Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial mediante la resoluciéon N°©
1247 del 30 de junio de 2006, continué con la investigacidbn administrativa de
caracter ambiental, en contra de BANCOLOMBIA S.A., y ordené como medida
preventiva, la suspension total e inmediata de actividades realizadas en la zona.
Ademas hubo confirmacibn de la presencia de organofosforados vy
organoclorados, y fue determinado un debido proceso de remocién de plaguicidas
de la zona utilizando fitorremediacion(MAVDT, 2006).

Aungque las autoridades estan conscientes del problema de la zona, no hay
estudios serios de control y monitoreo. Hay propuestas de manejo del sector pero
aun no han sido iniciados dichos proyectos, por lo que es un problema latente en
éstos terrenos (GESP, 2009).

Esta poblacion es entonces idénea para iniciar trabajos de recuperacion de suelos
contaminados con OF. El problema de éstos terrenos afecta la comunidad aledafa
del barrio y el ecosistema donde se encuentra. Repercute en la comunidad
convirtiéndose en un problema de salud principalmente en nifios (CSB, 2009),
afecta directamente otras zonas y cuerpos de agua costeros locales por
transporte de OF en aguas de escorrentias y aguas subterraneas. Esto repercute
también en la flora y fauna que en el caso del terreno en estudio porque aunque

estd ubicado en el perimetro urbano cartagenero, internamente cuenta con
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relaciones inter-especies importantes, y tiene ademas cercania con zonas no
construidas que podrian servir, una vez recuperadas, de zonas de comunicacién
para fauna local, ayudado a preservar las mismas (MAVDT, 2006; CSB, 2009). Lo
antes descrito confirma la importancia y la urgencia de iniciar proyectos de

recuperacion medioambiental en la poblacion.

2.9 Problemas generados por pesticidas.

Los procesos agricolas ocupan un 50% del total del suelo en todo el mundo, (FAO,
2012). La contaminacion por pesticidas es entonces un problema global de dificil
control puesto que la globalizacién y el crecimiento poblacional aumentan cada dia
mas (Duran & Colli-Quintal, 2000; Litchinger, et al., 2001; Carod, 2002; Hurtado &
Gutiérrez, 2005; INVEMAR, 2009; Cardenas, et al., 2005; Ghanem & Raushel,
2005; Aldana, 2006; Varona, et al., 2007; Jacome, 2008). Este crecimiento es
directamente proporcional a la demanda de productos agricolas incrementando el
uso del suelo para este fin (Exner & Urquizo, 2009; Mojica & Guerrero, 2010; Hoai,
et al., 2011; Zhao & Pei, 2012; Caballero, et al., 2012). El uso de pesticidas ha
aumentado un 854% desde los afos sesenta hasta la década de los noventa

generando grandes problemas ambientales(FAO, 2012).

El uso de los plaguicidas en la agricultura ocasiona su liberacion al medio
ambiente, hecho que genera contaminacion tanto por los productos basicos como
por los subproductos que en muchas ocasiones son igualmente téxicos. Esta
exposicion ambiental estd presente en diversas matrices entre las cuales se
resalta el agua y el suelo (Motohashi, et al., 1996; Lesueur, et al., 2008; Mojica &
Guerrero, 2010).

Mas del 98% de los insecticidas fumigados y del 95% de los herbicidas llegan a un
destino diferente del buscado, incluyendo la fauna, la flora y los ecosistemas que
los contienen (Invemar, 2005; Fong, et al., 1999; Carod, 2002; Eddleston, et al.,
2012). Las particulas de pesticidas suspendidas en el aire son llevadas por el
viento a otras areas, pudiendo llegar a contaminarlas. Los pesticidas son una de

las causas principales de la contaminacion del aguay ciertos pesticidas
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son contaminantes organicos persistentes que contribuyen a la contaminacion
atmosférica (Motohashi, et al., 1996; Litchinger, et al., 2001; Pierre & Betancourt,
2007; Murcia & Stashenko, 2008).

En adicion, el uso de pesticida reduce la biodiversidad y la fijacion de
nitrdgeno, contribuye al declive de polinizadores (Motohashi, et al., 1996; Mojica &
Guerrero, 2010; Eddleston, et al., 2012), destruye hébitats y amenaza a especies
en peligro de extincion (Mojica & Guerrero, 2010).

Muchas veces algunas especies “plaga” son capaces de adaptarse a los
pesticidas, fendmeno conocido como resistencia a pesticidas, por lo cual
sobreviven a las dosis recomendadas o incluso mas altas. Esta resistencia
conlleva al uso de otros pesticidas o mezclas de los mismos con dosificacion
mayor, causando consecuencias mas preocupantes a nivel de salud publica y
ecologia (Feola & Binder, 2010; Olivero, 2011; Comunidad Andina. Secretaria
General, 2002).

Un aproximado de 100.000 personas mueren al afio solo en USA por el uso de
pesticidas y 200.000 presentan intoxicacién aguda por mal uso en la agricultura y
la ganaderia (Gunderson, et al.,, 1992; Carod, 2002; Rozo & Alvarado, 2004,
Castrejon, et al., 2006; CSB, 2009).

Aunque para la poblacion en general los riesgos de sufrir consecuencias en su
salud por el uso de pesticidas son muy bajos, siempre que las condiciones de
aplicacion y eliminacion de residuos hayan sido cumplidas correctamente, para los
obreros de su manufactura, transporte y aplicacion, asi como para los agricultores,
sobre todo de paises como Colombia el riesgo es muy grande (Carson & Hatrris,
2008; Banks & Lein, 2012). Existe incertidumbre acerca de los efectos de la
exposicion prolongada de dosis bajas de pesticidas. Los sistemas de supervision
actuales son inadecuados para definir los riesgos potenciales relacionados con el
uso de pesticidas y con enfermedades relacionadas a pesticidas. Teniendo en
cuenta estas faltas de datos, es prudente limitar la exposicién a pesticidas y usar

los pesticidas quimicos menos toxicos o recurrir a alternativas no quimicas (Feola,
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et al., 2010).

Entre los pesticidas mas importantes se encuentran los organofosforados (OF) por

su uso indiscriminado y efectos.

2.10 Soluciones alos problemas generados por los organofosforados.

Debido al impacto tanto nacional como internacional que este fenGmeno presenta,
la comunidad cientifica ha realizado diversos ensayos en diferentes lineas
investigativas para tratar de disminuir la huella que produce el problema. Han sido
iniciados estudios que pretenden generar productos naturales que reemplacen a
las peligrosas moléculas sintéticas conocidas como pesticidas. Nerio et al.,
Caballero et al., Cossimi et al., y Yoon et al. han probado la capacidad repelente
de productos conocidos como aceites esenciales extraidos de plantas aromaticas
exodticas cpntra a insectos considerados plaga tanto de almacén de productos
agricolas como de sembrados, entre los que estan Tribolium castaneum Herbst,
Sitophylus zeamays Motschulsky, Cryptolestes ferrugineus (Stephens), Tenebrio
molitor (I.) y Lycoma delicatula Hemiptera:Fulgoridae) (Weber, 1994; Oshiro, et al.,
1996; Tirado & Vasquez, 2005; Caballero, et al., 2012).

Este tipo de estudios son muy buenos puesto que generaran productos que
reemplacen los pesticidas brindando mas selectividad en el organismo a repeler,
disminucién de impactos ambientales negativos, biodegradacion rapida sin

consecuencias en salud publica o medioambiental, etc.

La principal medida tomada para evitar la contaminacién con este tipo de quimicos
es el control sobre el uso de los mismos. Esta medida es positiva para evitar
nuevos casos de contaminacion y educar a las personas que utilizan plaguicidas
pero desafortunadamente no soluciona el problema de OF acumulados de suelos
(Varona, et al., 2007). Muchos autores han puesto sus esfuerzos en controlar este
tipo de contaminacion. Entre los metodos de limpieza de OF estan: la extraccion
Supercritica de Fluidos (SFE) implementando dioxido de carbono supercritico,

ozonificacion, filtracibn con carbén activado, flotacién, precipitacién quimica,
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adsorcion, volatilizacion volatiles

(Tchobaloglus y Burton, 1995) y fotocatalisis (Tchobaloglus, 1995; Yu, 2002;

y arrastre de compuestos organicos
Pefiuela, 2005) . Estos tratamientos son muy eficientes como posibles soluciones
al problema de contaminacion de aguas por OF, pero son mas efectivas en
matrices liquidas (Yu, 2002; Andersen J., 2006). A continuacion son mostrados
diversos tratamientos utilizados para la depuracion de matrices contaminadas
(Oshiro, et al., 1996; Tsutsumi, et al., 2000):

Tabla 2. Comparacion de métodos de tratamiento de residuos toxicos

. L Tiempo Factores :
Tlpo_de Coste por metro cubico necesario adicionales / Cuestlorjes de
tratamiento ($ colombiano) seguridad
(meses) gastos
Incineracion 1,000.000-2,000.000 6-9 Energia Contaminacion
atmosférica
Transporte y
Inertizacion 200.000-300.000 6-9 control a largo Lixiviacion
plazo
Vertedero 800.000-1,000.000 6-9 Contgl’;zao'argo Lixiviacion
. Metabolitos
. o Tiempo : :
Biorremediacion 150.000-300.000 18-60 . intermedios y
dedicado . N
polimerizacién

Entre las soluciones para depurar la contaminacion generada por este tipo de
actividades y evitar los efectos adversos medioambientales y de salud publica esta
la biorremediacion, siendo la misma una rama de la biotecnologia con resultados
optimos, eficaces y aplicables in vivo, trabajando ademas interdisciplinariamente
con miras en el desarrollo en biologia molecular e ingenieria genética (Mulbry &
Kearney, 1991; Cycén, et al., 2009; Cosimi, et al., 2009; Yoon, et al., 2011;
Sirotkina, et al., 2012; Zhao & Pei, 2012)

2.11 Biorremediacion de organofosforados.

La biorremediacion es la herramienta fundamental de la biotecnologia, que emplea

el potencial genético y enzimatico de los microorganismos para el tratamiento de
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suelos y aguas contaminadas (Tirado & Vasquez, 2005). Dentro de los principales
microorganismos utilizados en procesos de biorremediacion se encuentran las
bacterias y hongos, siendo las primeras organismos que requieren menos
esfuerzos para ser estudiadas y empleadas. Si bien es cierto que, dentro de las
especies bacterianas utilizadas en la biodegradacién de compuestos toxicos se
encuentran organismos altamente patdégenos, la modificacidbn genética de estas
puede permitir su uso en procesos de recuperacion de ambientes contaminados
por plaguicidas de la familia quimica de OF (Zhao & Pei, 2012). Por lo que han
sido desarrollados varios métodos de biodegradacion de sustancias téxicas

eficientes y seguros (Levin, 1997).

Usualmente, se asocia la contaminacibn con un proceso negativo para los
organismos, sin embargo, desde el punto de vista bacteriolégico, ésta promueve el
crecimiento de agentes microbiolégicos que emplean los compuestos quimicos
para la nutricibn y crecimiento de las colonias (Cosimi, et al., 2009). Este
aprovechamiento de los recursos es posible gracias al empleo de enzimas
especificas involucradas en el metabolismo de las bacterias generando tasas de
reaccion mas rapidas y mejorando los procesos de degradacion de los agentes
contaminantes (Rona & Rosenmerg, 2002; Ezezika & Singer, 2010; Ezezika &
Singer, 2010).

Este campo ha sido ampliamente estudiado desde la década de los noventas
(Oshiro, et al., 1996; Weber, 1994), donde tuvo una acogida positiva puesto que
fue comprobada la eficiencia de los microorganismos bacterianos para depurar
diversas matrices contaminadas con xenobioticos entre los cuales se destacan los
hidrocarburos aromaticos (Weber, 1994) e iniciaron los primeros estudios de
degradacion bacteriana de pesticidas polinucleares organofosforados.

Bacterias como el Arthrobacter sp. fueron aisladas de suelos contaminados con
pesticidas OF entre los cuales estan diazinon, paration, fenitrotion, isofenfos,
clorpirifés, y etoprofés produciendo degradacion de los mismos en tasas que
variaron de acuerdo a las condiciones de crecimiento del microorganismo (Oshiro,

et al., 1996). Estudios similares han sido desarrollados a medida que las
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tecnologias avanzan y la eficiencia de estos procesos mejoran, aunque los
mismos afirman que estas bacterias deben ser utilizadas con cuidado por ser
generalmente patdégenas, por lo tanto si son utilizadas sin previo tratamiento de
ingenieria genética o controladas por medio de biorreactores, puedes ser
generadoras de desequilibrios ecolégicos y de salud de flora y fauna aledafia
(Tsutsumi, et al., 2000).

Cycon et al. (2009) aislaron tres cepas bacterianas de una muestra compuesta de
suelo utilizado para actividades agricolas, obteniendo tres géneros de la familia
Enterobacteriaceae: Serratia liquefaciens, Serratia maecescens, y Pseudomonas
sp. Estas cepas presentaron un crecimiento aceptable en medio M9 y fue
confirmada la capacidad degradativa de las mismas al cuantificar la degradacion
de un patréon de OF presente en medios de cultivo altamente selectivos. Los
resultados sugieren una fuerte correlacidon entre la actividad microbiana y los
procesos quimicos de degradacion de diazindn. Ademas concluyen que las cepas
bacterianas aisladas pueden tener un potencial para su uso en biorremediacion de
diazinbn y otros OF de suelos contaminados. Por otra parte, Pino y Pafiuela
obtuvieron de suelos altamente contaminados de la ciudad de Medellin, Colombia,
un grupo de cepas bacterianas resistentes a OF, las cuales fueron capaces de
degradar metil parathion y clorpirifos simultdneamente. Este consorcio bacteriano
fue compuesto por Acinetobacter sp., Pseudomonas putida, Bacillus sp.,
Pseudomonas aeruginosa, Citrobacter freundii, Stenotrophomonas sp.,
Flavobacterium sp., Proteus vulgaris, Pseudomonas sp., Klebsiella sp. y
Flavobacterium sp. el consorcio fue capaz de degradar 150ppm en 120h,
reduciéndose los pesticidas hasta en un 98% (Pino & Pefiuela, 2011). El
consorcio  bacteriano conformado por microorganismos del género
Exiguobacterium sp. y Rhodococcus sp. capaz de degradar hasta un 80% del
pesticida con una concentracion inicial de 50ppm a condiciones externas estaticas
(Phugare, et al., 2012). Asi mismo se ha detectado la presencia y actividad
degradadora de Ralstonia eutropha, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter
cloacae, consorcio bacteriano que logro degradar casi 90% del pesticida OF

concentrado en 50ppm en el transcurso de 6 dias, comprobando que
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efectivamente estas bacterias pueden ser utilizadas en procesos de
biorremediacion(Rani & Juwarkar, 2012).

Es importante contar con una buena identificacion de los microorganismos
aislados de matrices estresadas con OF. Siendo las mas trabajadas para
biodegradacion bacteriana el suelo, agua, leche, etc. (Oshiro, et al., 1996; Cycon,
et al.,, 2009; Sirotkina, et al., 2012; Anon., 2012; Zhao & Pei, 2012). La
identificacion de las especies biodegradadoras permitirdn el desarrollo de estudios
a nivel de ingenieria genética y manipulacion del gen que codifica las enzimas que
hidrolizan OF.

Para identificar estas cepas bacterianas lo primero que debe hacerse una vez los
microorganismos han sido aislados y purificados, es una tincion de Gram para
determinar las caracteristicas morfolégicas microscopicas de los mismos. Esta
tincién da las pautas a seguir para el tratamiento del microorganismo (Moaled,],
1986).

Entre las cepas referenciadas como capaces de hidrolizar OF han sido
identificadas especies de Flavobacterium, Enterobacter, Pseudomonas, Bacillus,
Rhizobium,  Agrobacterium, Burkholderia, = Achromobacter, = Microccocus,
Aerobacter, Flavobacterium y Erwinia. En suelos del territorio Colombiano en
general no han sido estudiados los microorganismos autdctonos de zonas con
éste problema, y Cartagena de Indias posee buenas condiciones para procesos de
biorremediacion por la poca altura, alta temperatura y humedad relativa alta
caracteristicas favorables para metabolismo bacteriano (Adams, et al., 1999;
CIOH, 2012).

La microflora de suelos contaminados es uno de los agentes basicos para la
detoxificacion de pesticidas. Algunos investigadores encontraron que los suelos
contaminados con OF podrian ser eficientemente descontaminados con
microorganismos especificamente adaptados. La detoxificacion enzimatica de OF
por parte de algunas especies bacterianas ha recibido gran atencion (Mulbry &
Kearney, 1991; Weber, 1994; Oshiro, et al., 1996; Cycdn, et al., 2009; Zoubulis &
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Moussas, 2011; Sirotkina, et al., 2012; Rani & Juwarkar, 2012). Estas bacterias
logran este proceso por produccion de fosfotriesterasas, y también organofosfato
hidrolasas (OPH) y organofosfato degradadoras (OPDA). Las OPH y OPDA son
capaces de hidrolizar un amplio rango de OP. Las OPDA son codificadas por los
genes opd. Los genes opd tienen secuencias similares en las diferentes cepas

bacterianas relacionadas con estos procesos (Sharaf, et al., 2006).

La expresion de estos genes es llevada a cabo de manera similar. La Figura 3
muestra la expresion del gen opdA para tener una idea del proceso molecular

llevado a cabo por las bacterias(Sharaf, et al., 2006).

Figura 3. Mapa fisico de la expresion del plasmido pQE-opd A.

Las bacterias tanto para la degradacién de pesticidas OF como para cualquier otra
sustancia utilizan enzimas especializadas. (Jokanovic, 2001). A continuacion se

presenta la reaccion llevada a cabo por esta enzima.

Fosfotriesterasa

(C,H;0),P(0)-O-C,H,NO,+H,0 =) (C,H O),P(0)-OH + HO-C;H,-NO,
Paraoxon Acido dietilfosforico p-nitrofenol

La fosfotriesterasa hace parte de las esterasas clasificadas por el International
Union of Biochemistry, 1992. Este grupo de enzimas fueron descritas como

entidades especiales conocidas como triester fosforo hidrolasas (Jokanovic, 2001).
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Las hidrolasas comprenden tres grupos enzimaticos: Monoéster fosférico
hidrolasas, diester fosférico hidrolasas y triester fosférico hidrolasas. Estas ultimas
se dividen en dos subgrupos similares: arildialquilfosfatasas <y
diisopropilfluofosfatasas. Las primeras toman parte en la hidrolisis de
dialkilfosfatos, cuya reaccion produce dialkilfosfato y alcohol arilico. Estas enzimas
reaccionan con OF como el parazén, pero también con fosfonatos y fosfofinatos.
Otros nombres para este grupo de enzimas es el de hidrolasas de OF (Jokanovic,
2001).

Actualmente estd comprobada la proteccion contra la accion de los OF en
organismos capaces de producir este tipo de enzimas, o si los mismos son
“vacunados” con estas, incluso fue comprobada la eficacia de la enzima al actuar
in vivo en el cerebro de mamiferos roedores intoxicados con OF como diclorvés
(Jokanovic, 2001).

Existen dos tipos de enlaces de las moléculas de OF que pueden ser eliminados
por medio de accion enziméatica: el anhidrido (PO, PS, PF) y el alquil-ester. Las
enzimas hidroliticas juegan un papel muy importante, al igual que los mecanismos
de transferencia de ciertos grupos funcionales de una molécula endégena, como
el glutation, al sustrato OF. Todos estos mecanismos conllevan a la detoxificacion
de OF. Este tipo de reacciones pueden ser llevadas a cabo por células eucariotas,

aungque menos eficientes que las procariotas (Jokanovic, 2001).

Las reacciones de hidrélisis enzimatica son las vias metabdlicas bacterianas por
excelencia para degradar este tipo de sustancias. Las bacterias cuentan con
esterasas capaces de hidrolizar los OF. Estas enzimas son conocidas como
hidrolasas fosforo triesterasas y son muy importantes porque su actividad puede
influir significativamente en la toxicidad de los OF(Jokanovic, 2001). Entre las
enzimas utilizadas por las bacterias para el proceso degradativo de OF estan:
orfanofosfato hidrolasa (Arthrobacter sp.), acido organofosfato anhidrasa
(Mycobacterium sp.), arildialquilfosfatasa (Bacillus sp.), etc. (Motohashi, et al.,
1996).
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Aungue existen estos modelos de tratamiento de OF, éste proyecto tendra como
base para recuperar en un futuro éste terreno la biorremediacién por ser una
posible solucidn eficiente, confiable, efectiva, relativamente rapida y economica
(Ronzano & Dapena, 2002; Ghanem & Raushel, 2005; Castrejon, et al., 2006).

2.12 Identificacién de bacterias degradadoras de OF.

2.12.1 Identificacion bioguimica de bacterias degradadoras de OF por BBL Crystal.

Para garantizar la confiabilidad en la identificacion bacteriana hay métodos
bioquimicos comprobados, entre los cuales sobresale el BBL Crystal©, método
basado en la utilizacién y degradacion de sustratos especificos por parte de los
microorganismos detectados por distintos sistemas indicadores. Las reacciones de
fermentacién detectan la capacidad de un aislado para metabolizar los
carbohidratos en ausencia de oxigeno atmosférico, y las reacciones de oxidacion
estdn basadas en la capacidad de un organismo para metabolizar el sustrato
siendo el oxigeno el aceptor final de electrones, ambas reacciones se detectan
normalmente mediante el uso de un indicador de pH en el sustrato de analisis. El
medio contiene sustratos cromégenos que permiten la diferenciacion de los
microorganismos mediante la degradacién de enzimas especificas de cada uno,

cambiando de color al sufrir hidrdlisis (Murray, et al., 1999).

El procedimiento se con la inoculacion de la cepa en micropozos con diversos
medios de cultivos liofilizados, los cuales luego de incubaciéon, muestran cambios
en su presentacion inicial, permitiendo la obtenciéon de un cédigo dependiendo del
comportamiento bioquimico del microorganismo y arrojando un porcentaje de
homologia con géneros y especies bacterianas. Ademas de esto, aumenta la
confiabilidad de los resultados que el kit comercial tiene varias presentaciones

dependiendo del tipo de bacteria que se espera encontrar (Moll, et al., 1996).

Aunque esta prueba es altamente confiable, existe la prueba confirmatoria para
todo método de identificacion, como la secuenciacion del gen ribosomal 16S. Esta
prueba molecular permite la identificacién de 99.9% de las cepas sometidas a la
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misma (Toney, et al., 2010).

2.12.2 Identificacion molecular utilizando secuenciacion del gen ADNr 16s.

La especie bacteriana se define, en taxonomia, como el conjunto de cepas que
comparten una similitud del 70% o mas, en experimentos de reasociacion ADN-
ADN (Rodicio & Mendoza, 2004). Por lo que técnicas moleculares como la
secuenciacion son métodos comunmente empleados en la microbiologia. Aunque
existen marcadores moleculares alternativos al ADN ribosomal del fragmento 16S,
hasta el momento ninguno ha conseguido desplazarle. De hecho, esta
macromolécula se prefiere dada su estructura y funcion en la célula, de modo que
las alteraciones en la secuencia reflejan probablemente cambios aleatorios. Es
una molécula relativamente grande, con una estructura secundaria estable que
aparece en todas las especies, con funciones metabdlicas importantes que ha
permanecido constante. ElI ADNr sufre cambios muy lentos (en términos
evolutivos), como para aportar informacion acerca de todos los procariotas y que
junto con las variaciones en los ADNr 18S pueden resolver filogenias o problemas
de identidades especificas. Estas caracteristicas la han posicionado como una de
las moléculas predilectas por diferentes investigadores de tal manera que se
pueden encontrar bases de datos amplias y en continuo crecimiento con las

secuencias del gen (Stackebrandt, et al., 2001).

El método molecular de identificacion bacteriana mediante secuenciacion del
ADNr 16S incluye tres etapas: amplificacion del gen a partir de la muestra
apropiada; determinacion de la secuencia de nucleétidos del amplicon, y andlisis

de la secuencia.

Una vez determinada la secuencia de nucledtidos y establecidas las
comparaciones, sera el grado de similitud entre las secuencias de los ADNr 16S
de dos bacterias lo que indique su relacién evolutiva. Ademas, el analisis
comparativo de secuencias permite construir arboles filogenéticos, que reflejan

graficamente la genealogia molecular de la bacteria, mostrando su posicion
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evolutiva en el contexto de los organismos comparados (Stackebrandt, et al.,
2001).

Durante la dltima década se han implementado diferentes técnicas moleculares
para complementar los analisis. Por ejemplo, el andlisis de secuencias de ARNr, la
cual aporta ademas, informacién sobre la estructura terciaria de la molécula.
Presenta sin embargo, problemas cuando las cepas con un nivel de relacion
genética es cercano al 97% o més entre sus genes ARNr 16S. Sin embargo,
existen cepas que comparten una similitud inferior al 50% en experimentos de re
asociacion de ADN, y son por tanto clasificadas en especies diferentes, pero
presentan una identidad del 99-100% a nivel de ARNr 16S. Por ello, en taxonomia,
actualmente es recomendada la identificacion polifasica que utiliza criterios
fenotipicos junto con datos de secuenciacion, incluyendo la secuenciacion

completa del genoma (Patel, 2001).

2.12.2.1 Amplificacion:
La amplificacion del ADNr 16S es lograda en un termociclador, gracias a la

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Como sustrato se utiliza normalmente
ADN purificado a partir de un cultivo puro del agente patégeno. Para la extraccion
del ADN bacteriano existen protocolos generales, pero pueden requerirse
modificaciones, dependiendo de la bacteria. Ademas, la amplificacién también
puede conseguirse directamente a partir de una colonia aislada o un cultivo liquido
de la bacteria de interés, o incluso a partir de una muestra clinica, simplificando

significativamente la identificacién (Rodicio & Mendoza, 2004).

2.12.2.2 Oligonucledétidos iniciadores:
Para la amplificacion del ADNr 16S, las regiones conservadas facilitan el disefio

de oligonucledtidos iniciadores. Cuando se pretende amplificar el ADNr 16S
practicamente completo, son utilizados iniciadores diseflados con base en
secuencias conservadas proximas a los extremos 59 y 39 del gen, que originan
amplicones de 1.500 pb, aproximadamente. Ha sido demostrado que una
identificacion precisa no siempre requiere amplificacion y posterior secuenciacion

del ADNr 16S completo. En estas circunstancias son utilizados oligonucledétidos
45



gue permitan la amplificacién de fragmentos de menor tamafo, preferentemente
las 500 pb correspondientes al extremo 5’ del gen. En cualquier caso, antes de
pasar a la siguiente etapa es conveniente comprobar el producto mediante
electroforesis en gel de agarosa, para asegurar la presencia de un unico

fragmento (amplicon) del tamafio adecuado (Patel, 2001).

2.12.2.3 Secuenciacion del amplicon.
En esta etapa son llevadas a cabo las reacciones de secuenciacion y el analisis de

los productos por electroforesis. Actualmente, es empleada la secuenciacion
ciclica, en una reaccion similar a la de amplificacion, que utiliza un Unico iniciador
por reaccion y terminadores marcados con fluorocromos adecuados, que
interrumpen la sintesis de manera aleatoria, y facilitan la deteccién posterior de los
fragmentos interrumpidos. El nUmero de bases generadas por un secuenciador
automatico es de 500 a 900, dependiendo del capilar utilizado en la electroforesis.
(Patel, 2001).

Aunque existen posiciones filogenéticamente informativas a lo largo de todo el
gen, la mayor variabilidad esta en las primeras 500 bases, correspondientes al
extremo 5. Generalmente, esta secuencia de 500 bases sera suficiente para la
correcta identificacion de un aislado, necesitdndose Unicamente 2 iniciadores. En
cualquier caso, la secuenciaciéon de las dos cadenas del ADNr 16S completo sera

necesaria a la hora de identificar nuevos patdgenos.

21224 Andlisis de la secuencia.
La ultima etapa es la comparacion de la secuencia del ADNr 16S con las

depositadas en bases de datos. Actualmente existen distintas bases de datos,
algunas publicas, cuyo acceso es libre a través de internet, como GenBank, NCBI
(National Center for Biotechnology Information), EMBL (European Molecular
Biology Laboratory), RDP (Ribosomal Database Project), RIDOM (Ribosomal
Differentiation of Medical Microorganisms), y otras privadas, como MicroSeq
(Applied Biosystems) y SmartGene IDNS (Integrated Database Network System).

RDP (http://rdp.cme.msu.edu/html/) es la principal base de datos de secuencias de

ADNr (no sélo 16S, sino también 23S de procariotas, y 18S y 28S de eucariotas).
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Permite la comparacion de secuencias online, y ofrece otras muchas
posibilidades. En octubre de 2003 contenia mas de 78.000 secuencias de ADNr
16S, que son alineadas, teniendo en cuenta la estructura secundaria de la
molécula. La base de datos RIDOM (http://www.ridom.de) se limita también a
secuencias de ADNr, centrandose exclusivamente en microorganismos
patbgenos. Como se vera posteriormente, la eleccion de la base de datos es
importante, siendo recomendable la utilizacion de mas de una de ellas, para
comprobar si conducen al mismo resultado. Finalmente, se podra construir un
arbol filogenético, que refleja, de forma esquematica, el grado de parentesco

genético entre las bacterias comparadas.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Tratamiento del Suelo.

3.1.1 Muestreo de suelos.

Un total de 3 muestras fueron colectadas en suelo del barrio Ciudadela 2000 en la
ciudad de Cartagena, Bolivar (Figura 4) el mes de Junio del afio 2012. La toma de
muestra fue realizada de acuerdo con la metodologia propuesta por Hudson
(2006), que recomienda un muestreo en zigzag (Figura 5), a una profundidad de
20cm, con mezcla del suelo y almacenamiento en bolsas limpias y gruesas para
transporte (Figura 6). Una vez colectadas las muestras, cada una con 3Kg, fueron

llevadas al laboratorio y almacenadas a 18°C.

Barrio Sector Medellin A N =

»
Electnficadora cari®gg

Sierrita

Barrio la 4 "\
-

Asentamiento
Urbano no S b -

Barrio la -
Siermita ccion de los Vientos T

Figura 4. Ciudadela 2000, Cartagena de Indias. Cortesia GESP 2009
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Figura 5. Toma de muestra de suelos del estudio

Figura 6. Muestreo de suelos en lote de Ciudadela 2000.

3.1.2 Preparaciéon de las muestras de suelos por medio de extraccion Soxhlet.

Para realizar el analisis cromatografico de las muestras, cada una de ellas fue
sometida a extraccion Soxhlet (Page, 1982) (Figura 7). Para este paso se
tomaron 5 a 10 g de muestra, se adicioné sulfato de sodio anhidro (Na,SO,) hasta
desecar completamente la mezcla. Posteriormente se colocé el preparado en un
cartucho de celulosa impregnado con una solucién de acetona — hexano (1:4) por
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20 horas. Al finalizar, la muestra se concentr6 mediante el uso de un

rotaevaporador hasta llevarla a un volumen final de 5 mL.

Figura 7. Extraccion Sohxlet de suelo — montaje en laboratorio

3.1.3 Estandarizacion de tiempos de retencion de organofosforados.

Se estandarizaron los tiempos de retencién de organofosforados con base en 18
patrones (Linstrom & Mallard, 2011) (Tabla 3), los cuales se sometieron a la
GCI/FID, con el fin de determinar el parametro de identificacion de los pesticidas
OFs presentes en las muestras. Este proceso se realiz6 tomando una pequefia
porcién (0,5 g) de cada patrén, se disolvié en 1mL de acetona — hexano (1:4) y de

esta solucién se inyectaron 5uL en un equipo de cromatografia (Tabla 4).
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Tabla 3. Patrones usados para identificar contaminantes del suelo evaluado

Compuesto Formula Peso Molecular (g/mol)

Sulprofés C12H1002PSs 322,45
Demeton* CsH1505PS;, 262,28
Paration C10H14NOsPS 291,26
Fenclorfés* CsHsCl303PS 321,55
Metil Paration CgH10NOsPS 263,21
Metil - azinfos C1o0H12N303PS>» 317,32
Forato* C7H170,PS3 260,38
Diclorvés C4H7Cl,04P 220,98
Diazinén C12H21N203PS 304,35
Cumafés C14H10CIOsPS 362,77
Fenil sulfotion C11H1704PS; 308,35
Clorpirifés CoH1:CIsNO3PS 350,59
Disulfoton CgH1902PS3 274,42
Fention C10H1503PS; 278,34
Malation C10H1906PS> 330,38
Monocrotofos C7H14NOsP 223,19

Sulfotep CgH2005P2S:2 322,32
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* Pesticidas OF encontrados en las muestras de suelo a analizar

Tabla 4. Especificaciones del equipo cromatografico utilizado en el estudio.

Equipo cromatografico Agilent 48900D

Detector

lonizacién de llama (FID)

Columna

HP-5

Rampa de Temperatura

50°C al inicio hasta 300 °C

Temperatura del horno

Inicio en 70°C por dos minutos hasta 300°C

Fase movil

Hidrégeno (H,)

Volumen de muestra Inyectado

1L en spitless

Tiempo de corrida

30 minutos

Las Figuras 8 a 10 muestran los cromatogramas de tiempos de retencion para los
patrones de los OF: Fenclorfés, Forato y Demeton, encontrados también en las

muestras de suelo y sometidos a GC/FID.
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Figura 8. Cromatograma del patron OF Fenclorfos.
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Figura 9. Cromatograma del patron OF Forato.
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Figura 10. Cromatograma del patron OF Demeton.

3.1.4 Evaluacion de la muestra por GC/FID.

Una vez realizada la extraccion mediante Soxhlet de las muestras de suelo, éstas
se sometieron a GC/FID con el fin de identificar los OFs contenidos en ellas
(Calonge, et al., 2002; Murcia & Stashenko, 2008; Phineiro & Restepo, 2009). Para
ello se diluyeron 20uL del extracto de muestra en una solucion acetona — hexano
(1:4), hasta llevar a volumen final de 1mL. De esta disolucion se tomaron 5 pL y se

inyectaron en el CG/FID para la obtencién de tiempos de retencion para cada
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muestra, identificando de este modo los posibles organofosforados presentes en el
suelo (Murcia & Stashenko, 2008).

3.2 Tratamiento de material microbioldgico.

3.2.1 Activaciéon del metabolismo degradador de OF en las cepas bacterianas

aisladas.

Una parte de las muestras de suelo colectadas en Ciudadela 2000, fue utilizada
para lograr la expresion del metabolismo degradador de OF, de acuerdo con lo
recomendado por Cycén y colaboradores (2009). Primero se realizé una dilucion
de Monocrotofés a 200ppm, de esta dilucion se tomaron 20mL y se impregnaron
300 g de suelo colectado, se dejo secar y se colocaron en oscuridad a 30 °C por
30 dias (Cycon, et al., 2009).

3.2.2 Aislamiento de bacterias de muestras tratadas con OF.

Se tamizaron los 300 g de suelo tratado con Monocrotofés (en el paso anterior)
utilizando una malla de 2mm. Luego fue adicionado 1g del tamizado en 9mL de
agua destilada estéril. Esta dilucion fue la base para la realizacién de soluciones
sucesivas de 10" a 10™ utilizando como solvente medio minimo M9 con

Monocrotofés como Unica fuente de carbono (Fernandez, et al., 2005).

3.2.2.1 Preparacion del medio minimo M9 matriz liquida.

La solucion de medio minimo M9 (con un contenido de Monocrotofés a 200ppm)
fue preparada con Fosfato acido de sodio hidratado (6g), Fosfato acido de potasio
(3g), Cloruro de amonio (4g), Cloruro de sodio (0,5g), Sulfato de manganeso
heptahidratado (0,25g), Cloruro de calcio hidratado (0,0168g), Patrén de
Monocrotofos (0,2g) y se completd a 1 L con Agua destilada y agitacion constante
(Elbing & Brent, 2002). El pH se ajusto a 7-7,2 con &cido clorhidrico 1N e hidréxido

de sodio 5N y se refrigerd hasta su utilizacion.
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3.2.2.2 Preparacion del medio minimo M9 matriz solida.

De la solucion de medio minimo M9 (seccién 3.2.2.1), se prepararon 16 medios de
fase soélida utilizando agar agar y siguiendo las indicaciones dadas por el
fabricante.

3.2.2.3 Aislamiento de bacterias con capacidad de crecimiento en medio

altamente selectivo.

Para el aislamiento de microorganismos bacterianos con capacidad de crecimiento
en medio minimo M9 fue realizada una siembra masiva del suelo diluido (seccién
3.2.2) en agar nutritivo. Luego, el mismo fue llevado a incubacién por 1 semana a
una temperatura de 36°C+1.Una vez se comproboé el crecimiento de las colonias,
fue realizada la siembra de las mas grandes, mejor aisladas y con mejores

cualidades organolépticas en el medio liquido M9.

Transcurrida una semana después de la siembra de las colonias en la matriz
liguida de medio M9, se verificd el crecimiento bacteriano mediante la
espectrofotometria Ultravioleta Visible (UV/VIS) y se realizaron lecturas
consecutivas durante cuatro dias consecutivos. Luego de comprobar el
crecimiento bacteriano en esta matriz liquida, fue tomada una azada (aprox. 50puL)

de cada muestra para realizar la siembra masiva en medio sélido M9.

3.2.3 Identificacién de cepas bacterianas aisladas.

3.2.3.1 Identificacion bioquimica de bacterias aisladas.

Las colonias bacterianas aisladas en medio sélido M9 fueron tomadas y repicadas
en tres oportunidades en agar nutritivo utilizando la técnica por agotamiento para
garantizar asi el aislamiento de cada una. Después del tercer repique, las colonias
fueron sometidas a tincibn de Gram y sembradas en kits de identificacion

bacteriana por métodos bioguimicos BBLCrystal® (Figura 11).
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Figura 11. Aislamiento, purificacion e identificacion bioquimica de colonias

bacterianas con capacidad de crecimiento en medio M9.

A. Cepas aisladas en medio minimo M9. B. Tincién de Gram de colonias aisladas.
C. Kit de identificacion bioquimica BBL Crystal®.

3.2.3.2 Confirmacién molecular de género y especie de las bacterias en estudio.

Las colonias aisladas, purificadas y caracterizadas bioquimicamente, fueron
genotipificadas. Mediante la amplificacion del gen ribosomal 16S por medio de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y la secuenciacion de un fragmento
de 1465pb. Una vez obtenidas las secuencias de los fragmentos se ensamblaron y
compararon con las secuencias depositadas en las bases de datos de NBCI
(National Center For Biotechnology Information) y RDP (Ribsomal Database
Project). Procedimientos realizados comercialmente por CORPOGEN (Bogota-

Colombia).
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3.3 Validacién de la degradacion del pesticida OF por accién bacteriana.

La verificacion de la actividad degradadora de las bacterias aisladas e
identificadas, fue realizada mediante la medicién de la concentracion de OF
usando GC/FID.

Para verificar la disminucién y/o eliminacion del pesticida presente en el medio
liquido fue necesario someter las muestras a GC-FID. Cada 24 horas se hicieron
estas mediciones. La curva de calibracion utilizada en el método es mostrada a

continuacion (Figura 12.)

CURVA DE CALIBRACION MONOCROTOFOS
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Figura 12. Curva de calibracion utilizada en el método de GC-FID

Los medios de cultivo liquidos fueron sometidos a GC-FID para determinacion del
pesticida presente. Ademas de las tres cepas evaluadas, se tuvo un Blanco o
Control Negativo, en el cual se utiliz6 el medio sin sembrar. Este paso fue

importante como control de calidad y garantizar que la degradacion vista en los
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medios inoculados no fuera producto de la temperatura de incubacion (36°C+1). El
limite de deteccion del equipo se tuvo de 40ppm aproximadamente.

Las cepas bacterianas fueron sembradas en la matriz liquida de medio M9
utilizando tubos Eppendorf © e incubadas a 36+1°C por 7 dias y se tom6é como
referencia el valor inicial de concentracion del medio M9 con Monocrotofos a
200ppm y 24 horas mas tarde se realiz6 la primera medicion de concentracion con
el cromatégrafo, con dos mediciones posteriores espaciadas cada una por 24

horas durante 3 dias (Figura 13).
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Figura 13. Verificacion de la degradacién del pesticida por parte de las cepas en
estudio.

3.4 Analisis de los Datos.

Los datos obtenidos del procedimiento de verificacion de degradacion del pesticida
fueron analizados por medio de estadistica descriptiva de variables continuas,
para distribucion normal y homogeneidad de varianzas utilizando los test de

Kolmogorov-Smirnov y Barlett, respectivamente.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Evaluaciéon de la muestra por GC/FID.

La presencia de OFs en las muestras de suelo provenientes del barrio Ciudadela
2000, fue comprobada por medio de la GC/FID (Figuras 17 a 19).

FID1 A, (ORL\FH000004.D)

17.879

14000 -

16.146 - fenclorfos

Figura 14. Cromatograma de Muestra 1 de suelo
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Figura 15. Cromatograma de Muestra 2 de suelo.
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Figura 16. Cromatografia de Muestra 3 de suelo.

Los resultados arrojados por la GC/FID de la muestra analizada, confirman que en
el area de estudio se presentan compuestos organofosforados, cuyos
cromatogramas coinciden con Fenclorfés, Forato y Demeton (Figuras 16 a 18),
siendo los tiempos de retenciéon de los patrones de OF iguales a las moléculas
presentes en el suelo de Ciudadela 2000. Si bien existe esta correspondencia, se
debe tener en cuenta que dado el tiempo de depdsito de los materiales en el lote,
la exposicién a los factores ambientales y la influencia de otros elementos, los
picos detectados pueden tratarse de subproductos de OF mas complejos que han
sido degradados y pueden tener tiempos de retencion similares a los de los

patrones.

Los resultados obtenidos, apoyan la idea que las capsulas almacenadoras de
pesticidas bajo tierra estan dejando escapar parte de su contenido. Si bien es
cierto que la presencia de OFs en tierras bajas puede deberse a la accion de la

escorrentia y depdsito de aguas contaminadas por este tipo de compuestos
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(Bedmar, 2006), también se ha demostrado que altas temperaturas, alta humedad
y evaporacién (condiciones del area de estudio) generarian volatilizacion del
contaminante y presentarian bajos niveles de deteccion en cuerpos de agua (Aran
& Paez, 2005; Vasquez & Tablas, 2009). Ensayos paralelos a este trabajo y
llevados a cabo por el Grupo de Investigaciones Agroquimicas (GIA) confirman los
bajos niveles de presencia en aguas aledafas a los lugares de muestreo (Pertuz y
Fernandez comp. pers. 2012).

Asumiendo que los productos detectados en las muestras de suelo, corresponden
efectivamente a Demeton, Fenclorfos y Forato, se puede suponer que la presencia
de estos elementos en el area de estudio puede generar problemas de salud
importantes para la poblacion expuesta a estas sustancias. Es reconocido que
estos tres compuestos actian directamente sobre el sistema nervioso, los tres se
reconocen por su alto grado de toxicidad, que afecta desde invertebrados
acuaticos y polinizadores hasta aves y mamiferos, incluso el Fenclorfés puede

bioacumularse como metabolitos en peces (Tabla 5).

Es de resaltar que de acuerdo con los registros bibliogréficos, el Demeton,
Fenclorfés y Forato tienen periodos de persistencia maximos de 10 dias.
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Tabla 5. Generalidades de pesticidas OF encontrados en el suelo de Ciudadela

2000.

Caracteristicas

PESTICIDAS OF ENCONTRADOS

Producto Demeton Fenclorfos Forato
Formula
quimica CgH1903PS; CgHgCl03PS C,H;;0,PS;
N° CAS 8065-3 299-84-3 298-02-2
Moléculas
(GNU-Darwing, .
2012) .:
Nivel Il (Vallet, et al., 2008) Il (Lemon, 1967)
Toxicolbgico
Tipo de Insect(lchlgae); alcgagg)lda OF Insecticida ((Lemon, Insecticida, nematicida
plaguicida ger, ' 1967). y Acaricida

Persistencia

Hasta 7 dias (Unger,
1996; Ficha técnica
Demeton).

Hasta 10 dias(Inchem,
2012).

Hasta 10 dias (EPA,
2012).

Efecto en el
Ambiente

Extrema toxicidad para
invertebrados acuaticos,
alta toxicidad en peces,
crustaceos y aves. Téxico
para abejas (Unger,
1996).

Altamente toxico en
organismos acuaticos.
Bioacumulacion de
metabolitos en peces
(Inchem, 2012).

Altamente téxico para
aves, peces, abejas y
mamiferos (EPA, 2012;
Rani & Juwarkar, 2012;
Saquib, et al., 2012).

Efecto en la
salud

Irritativo, neurotoéxico,
teratogénico, disruptor
endocrino, causa
Parkinson. (Shires, 1985).

Convulsiones,
neurotoéxico,
teratogénico (Inchem,
2012).

Neurotéxico, capacidad
de producir necrosis
(EPA, 2012; Rani &

Juwarkar, 2012).

Sinergismo con
otras sustancias

Con organoclorados,
mercurio y sales de
benzalconio: mortalidad y
potenciacion de efectos.
Con barbitaricos:
potenciacion de efectos
(Unger, 1996).
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4.2 Aislamiento e identificacion de bacterias de muestras tratadas con OF.

Las colonias del aislado de la Cepa 1 macroscopicamente son cremosas, lisas,
transparentes, olor sui generis. Microscopicamente son bacilos Gram negativos no
esporulados, relativamente cortos y gruesos. Las colonias de la Cepa 2
macroscopicamente se observan cremosas y lisas sin color o aroma notables.
Microscopicamente son bacilos Gram negativos no esporulados relativamente
cortos y gruesos. La Cepa 3 se presento con colonias cremosas, lisas, de un ligero
color oscuro y olor dulce que recuerda a uvas. Microscépicamente son bacilos

Gram negativos no esporulados, largos y delgados (Konneman, et al., 2001).

Las colonias en estudio fueron sembradas en medio liquido M9 y cada dia de
incubacion fue monitoreado para calcular la densidad Optica de cada muestra y
validar el crecimiento bacteriano. Los resultados obtenidos muestran que el
desarrollo bacteriano en el medio altamente selectivo es el esperado con

referencia a otros trabajos (Acufia, et al., 2010) (Tabla 6).

Tabla 6 Crecimiento bacteriano de las cepas en estudio.

] , ., Densidad
Dias de incubacion 6ptica*
Cepal Cepa 2 Cepa 3
1 0396+0,004 0,291+0,008 0,199+0,019
2 0,399+0,004 0,300+0,008 0,218+0,019
3 0,415+0,004 0,306+0,008 0,266+0,019
4 0,429+0,004 0,319+0,008 0,249+0,019
5 0,434+0,004 0,400+0,008 0,419+0,019
6 0,449+0,004 0,415+0,008 0,525+0,019
7 0,485+0,004 0,430+0,008 0,571+0,019

* Los datos son presentados como densidad 6ptica + error estandar.

63




Los resultados de crecimiento bacteriano en medio liquido fueron analizados y
graficados (Figura 17).
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Figura 17. Crecimiento de colonias aisladas. Datos presentados como densidad

Optica mas o menos error estandar.

Acufa et al. (2010) obtuvieron un crecimiento exponencial similar al del presente
estudio, y ellos hicieron el proceso por 20 dias. Como las bacterias presentaron
comportamiento similar, es posible afirmar que éstas seguiran un crecimiento de

biomasa de hasta 1.6, asi como lo muestra el estudio en mencion.

Una vez aisladas y purificadas las cepas presentes en el medio minimo M9 fue
evidente que las tres colonias son de bacilos Gram negativos no esporulados
sugestivos de Enterobacterias (Konneman, et al., 2001; Joachimisthal, et al.,
2004). Este tipo de bacterias son normalmente encontradas en suelos (Lors, et al.,
2010; Konneman, et al., 2001). Las cepas aisladas presentaron un crecimiento
aceptable en medio liqguido M9, confiirmando asi la afinidad de los

microorganismos en estudio con la fuente de carbono utilizada (Monocrotofos).
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Luego de confirmar el crecimiento de las bacterias en presencia de un patrén de
OF como unica fuente de carbono, estas fueron sometidas a identificacion tanto
bioquimica como molecular para determinar su identidad taxonémica hasta el nivel
mas bajo posible. La prueba bioquimica BBL Crystal® sugiere la presencia de dos
tipos bacterianos de la Familia Enterobacteriaceae, pertenecientes a tres géneros
Klebsiella y Enterobacter, y un tipo de la Familia Pseudomonadaceae
perteneciente al género Pseudomonas (Tabla 7) de acuerdo con sus

caracteristicas bioquimicas (Tabla 8).

Tabla 7. Identificacion bioquimica de las cepas en estudio

Cepas aisladas Identificacién Bioquimica Eg;?iz%tiﬁjga%e
CEPA 1 Klebsiella oxytoca 98%
CEPA 2 Enterobacter cloacae 98%
CEPA 3 Pseudomonas aeruginosa 98%

Tabla 8. Comportamiento bioquimico de cepas aisladas

Bioquimica CEPA1 | CEPA2 | CEPA3
Degradacion de arabinosa + + -
Degradacion de manosa - + -
Degradacion de sacarosa + + -

Degradacion de melibiosa - - -

Degradacion de ramnosa + + -
Degradacion de sorbitol + + -
Produccion de manitol - + -
Degradacion de adonitol + + -
Degradacion de galactosa + + +
Produccion de inositol + - -
Produccion de p-n-p fosfato - + -
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Produccion de p-n-p a-B glucésido:

Produccion de p-n-p B galactosido

Produccién de prolina nitroanilida

Produccion de p-n-p difosfato

Produccién de p-n-p xiloxida

Produccion de p-n-p a- arabinosida

Produccién de p-n-p fosforicolina

Produccién de p-n-p 3 glucurénico

Produccion de p-n-p N acetil glucosaminida

Produccién de y-L glutamil nitroanilida

Produccién de esculina

Produccién de fenilalanina

Degradacion de Urea

Degradacion de glicina

Degradacion de citrato

Degradacion de malonato

Degradacion de tetrazolium:

Degradacion de Arginina

Degradacion de lisina

Los resultados obtenidos con la identificacion bioguimica bacteriana fueron

confirmados mediante la secuenciacién del ADN ribosomal 16S, a partir del

extracto purificado, mediante la técnica de repique de colonias (Figura 18). Cada

colonia fue sembrada en un medio de transporte liquido y enviada para su andlisis

en Corpogen.
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Figura 18. Embalaje de las cepas en estudio para analisis molecular
Los resultados obtenidos son presentados a continuacion:

Classifier :; Hierarchy View

[ start over | assignment detail | help ]

Classifier:  RDP Naive Bayesian rRNA ‘G'ms‘é‘m"ersion 2.4, December 2011
Taxonomical Hierarchy: ~ RDP 165 rRNA training set7;moved Chloroplast, rearranged Firmicutes, Verrucomicrobia and Acidobacteria
Query File:
Query Submit Date:  Tue Apr 17 18:45:49 EDT 2012

Display depth: Confidence threshold: Refresh |

domain % Library
Bacteria 100.0

Hierarchy View (click a node to make it the root -- click the root to see sequence assignment detail):

norank Root (1 sequences) [show assignment detail]  download hierarchy as text file |
» » domain Bacteria (1)

» » » phylum “Protecbacteria” (1)

» » » » class Gammaproteobacteria (1)

»»»»» order “Enterobacteriales’ (1)

= » » » » » family Enterobacteriaceae (1)

» » » » » » » Unclassified_Enterobacteriaceae (1)

Figura 19. Resultado de la comparacion de la secuencia C1 contra la base de
datos RDP.

Cepa 1:

Los resultados del analisis taxondmico indican que la secuencia ensamblada
obtenida de las bacterias cultivadas de la muestra C1, esta conformada por 1475
pb. La comparacion de esta secuencia mediante el clasificador de RDP
(Ribosomal Database Project), la ubica dentro de la Familia Enterobacteriaceae,

junto con otras especies del género Enterobacter incluyendo la especie E.
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cancerogenus, con un grado de similaridad genética entre el 99 y el 100%.

Este resultado difiere con el obtenido por el kit BBL Crystal®. Aunque ambos
andlisis ubica a la especie dentro de la misma familia, el género y especie
obtenidas con ambos métodos son distintos ya que con BBL Crystal la identidad
de la cepa se ubic6 como Klebsiella oxytoca, mientas que molecularmente
muestra una homologia del 100% con Enterobacter sp. Esto pudo deberse a que
la cepa aunque efectivamente hace parte del Ultimo, puede ser una subespecie
que se comporta metabolicamente muy similar a Klebsiella sp. Cabe resaltar que
las mismas hacen parte de la misma familia y comparten muchas similitudes:
morfologia de colonias y microscopia, no son oxidativas, anaerobias facultativas,
no son exigentes, metabolismo muy similar (Denton, 2007; Nordmann, et al., 2012)
e incluso el genoma de las mismas es muy parecido y puede variar debido a la
facultad de intercambio génico (Brunder & Karch, 2000). Al comparar la secuencia
utilizando BLAST, los resultados obtenidos muestran que la misma tuvo un
alineamiento maximo en el puntaje (“score”) de alineamiento (>200), lo cual es
muy bueno puesto que indica que el alineamiento con la secuencia a analizar es

optimo (Figura 19).

El microorganismo que tuvo la identidad maxima con la secuencia segun el
software de BLAST fue Citrobacter murliniae con un 97% de homologia. EI mismo
porcentaje fue encontrado para Enterobacter cloacae y una homologia de 96%
para Klebsiella sp., resultados que confirman que genéticamente estas bacterias
tienen similaridad y por ende comportamiento bioquimico practicamente igual
(Figura 20).
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Figura 20. Alineamiento de secuencia obtenida en el laboratorio CorpoGen con la

encontrada en el BLAST.

©Descripti
Legend for links to other resources: M uniens B ceo B cene B structue [ Map Viewer B Pubchem BioAssay
Sequences producing significant alignments:
Accession | Description | 4 Links
NR 0286831 Citrobacter murliiae strain COC 2970-59 165 ribosomal RNA, £ 2462 6l 94% 00 "%
NR 0288541  Citrobacter freundil strain OSM 30039 165 ribosomal RNA, part 2457 457 9% (] %
NE 0448771 Enterobacter canceragenus strain LMG 2693 165 nbasomal RN 455 245§ 99% 0.0 %
R 0248620  Citrobacter werkmani strain COC 0876-58 165 ribosomal RNA, 1453 2453 9% 00 %
e 02868701  Citrobacter braakii strain 167 165 ribosomal RNA, partial seque dd 2446 99% 00 7%
Ne_ 0248611 Citrobacter farmeni strain COC 2991-81 165 ribosomal RNA, pa1 2405 2405 9% 0o 9%
NE_0416%91  Salmonella bonger strain BR 1859 165 ribosomal RNA, partial s 2403 2403 9% .0 9%
NR 0416971  Citrgbacter gileni strain COC 4693-86 165 ribosomal RN, pant 2400 a1 9% (] 96%
. NE 0443781  Enterobacter cloacae subsp, dissolvens strain LMG 2683 165 ¢ 2338 2398 99% 0.0 96%
NR 0246411  Enterobacter gergoviae strain JCM1234 165 nbosomal RNA, pa 2388 2388 9% 0.0 7% —
NE 416961  Salmonella enterica subsp. anzonae strain ATCC 13314 165 rik 1383 2383 99% 00 6%
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Citrobacter murlinias Strain COC 2070-59 16 ribosomal RNA, £ 2am2 2ae2 Soe 0.0 o
Citrobacter freundii strain DSM 30039 165 ribosomal RNA, part zasz zasy same oo a7
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2388 P oo a7
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Figura 21. Homologia entre cepas de Enterobacteriaceae obtenidas por el BBL
Crystal© y secuencia obtenida en el laboratorio CorpoGen.
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El arbol de distancias construido por el método de Neighbor-Joining con un
bootstrap de 1000 iteraciones (Figura 22), agrupdé a la Secuencia Problema C1
con secuencias de Enterobacter, entre las cuales se encuentra Enterobacter
cancerogenus y Enterobacter hormaechei con un soporte de ramas de mas del
87%. Esto indica que la secuencia problema con una muy alta probabilidad se
trata de Enterobacter sp., sin poder asignar una especie determinada, dando mas

peso a los datos obtenidos en la comparacion de la secuencia con RDP.

HOZATESO-Uncultred organism
HQ?S??SG —LUncultured organism
HG787759-Uncultured organism

EUS45406—Enterobacter sp.
F703636-Uncultured Enterobacteriaceae
F83364-9 Uncultured Entarabarter
F703615-Unzultured Enterobacter

EF179815- Unzultured Bacterium
GG157318-Uncultured bacterium

HMZ218110-Enterobacter hormaechei
GQ157917-Uncultured bacterium

CQ157916-Uncultiured bactarium
CO158200-Uncultured haceerium
& 158201—Untultured bactarium
SO157901-Uneulrured bacterium
GQ157902-Uncultured bacterium
©Q157912-Unculiured bacterium
€Q157906-Uncultured bactarium
7913-Uncultured bacterium
910-Uncultured bacterium

7

§202-Uncultired bacterium
79049-Uncultured bacterium
;905 Uncultured bacterium
7
7

907 -Uncultured bacterium
908 - Uncultured bacterium
811=-Lingultured bactarium
157904 -Uncultured bacterium
157903 -Uncultured bacterium

[a]alalalalalels]
f=Talalalalnlutala)

15
15
15
15
15
15
15
13

E\ﬂ

AB114263 Enterobacter sp
772054 Enterobacter hormaechei
JN236308 -Uncultured bacterium
AY941837=-Entarobacter sp
EUGUBS 15- Bar.terlum DR172
AY 15576 LUmdentifed bacter|um

F179812-Uncultured bacterium
Assembl A CONSensus sequence-
& [N644583-Enterobacter cancerogenus

(3] HM3 62787 -Enterobactar Iudmil
Coo00611-Enterabacter hormaechm
EL93R410-Uncultured bacierium
DQ532176-Uncyltured bacterium
EF121342-Uncultured bacterium
EUB55204-Enterobacter sp.
JFB3367B-Uncultured gamma
AM1E4238-Enterabacter sp.
Ar9a5sol] -Entarnbacier hormagche|
HMEZ25 7 74- Enrerobacrer sp,

EF17983 7-Uncultured bacterium

EU935399-Uncultured bacterium

ﬂcg FPAZ29040-Enterobacter cloacae
HEGE2664=Enterabacter sp.

Figura 22. Arbol de distancias construido a partir de los 50 mejores arreglos con
respecto a la base de datos de NCBI. ® Nodos correspondientes a la secuencia
problema, correspondiente al clado de Enterobacter cancerogenus / Enterobacter
hormaechei. Aunque con los resultados obtenidos es mas probable que la cepa en
estudio sea Enterobacter spp. y no Klebsiella spp., es muy probable que la
secuencia haga parte de una sub-especie de Klebsiella spp. con caracteristicas de

Enterobacter spp.
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Cepa 2:

Los resultados del analisis taxondmico indican que la secuencia ensamblada
obtenida de las bacterias cultivadas de la muestra C2, esta conformada por 1477
pb. La comparacion de esta secuencia mediante el clasificador de RDP
(Ribosomal Database Project), la ubica dentro de la Familia Enterobacteriaceae,
con un grado de similaridad del 99 a 100% con la especie Enterobacter

cancerogenus

Los resultados del andlisis taxondmico indican que la secuencia problema
ensamblada de 1477pb (C2), tiene un de su longitud, con secuencias
pertenecientes a varias especies del género Enterobacter y con otras no
identificadas. La secuencia problema mostré6 mayor similitud con una secuencia de
E. cancerogenus, sin embargo, el clasificador de RDP sélo llegd hasta una

secuencia no clasificada del grupo (Figura 23).

Classifier :: Hierarchy View

[ startover | assignment detail | help ]

Classifier:  RDP Maive Bayesian rRMA Classifier Yersion 2.4, December 2011
Taxonomical Hierarchy: ~ RDP 165 rRNA traiming set 7, moved Chloraplast, rearranged Firmicutes, Yerrucomicrobia and Acidobacteria

Query Fila:
Query Submit Date:  Tue Apr17 18:44:32 EDT 2042 GQ157910

Display depth: [ Auwe 3 Confidence threshold: [ sox & Reiresh

domain % Library
Bacteria 100.0

Higrarchy View (click a node to make it the root -- click the roct to see sequence assignment detail):

norank Root (1 sequences) [show assignment detail] | download hierarchy as text file |
~ - domain Bacteria (1)
= = « phylum "Proteobacteria” (1)
= = » w class Gammaproteobactera (1)
» » = » o offer "Enterpbacteriales’ (1)
= » » =» = » family Enterobacteriaceae (1)
» » » » » » Unclassified_Enterobacteriaceae (1)

Figura 23. Resultado de la comparacion de la Secuencia C2 contra la base de
datos RDP

El arbol de distancias construido por el método de Neighbor-Joining con un
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bootstrap de 1000 iteraciones (Figura 24), agrup6 a la secuencia problema con
secuencias de Enterobacter con un soporte de ramas de mas del 88%. Lo cual
indica que la secuencia problema con una muy alta probabilidad se trata de

Enterobacter sp. sin poder asignar una especie determinada.

——O HO7B7650-Uncultured grganism
L HGQ7E7786-Uncultured organism
— O HOQ787759-Uncultured organism
— EU545406-Enterobacter sp.
— O JF703615-Uncultured Enterobacter
o — O AB114268-Enterobacter sp.
HMZ18110-Enterobacter hormaechel
65.1 GQ157917-Uncultured bacterium
38 54.8 GQ158200-Uneultured bacterium
4.8 460157916-Uncultured bacteriurn
G153201-Uncultured bacterium
52.5 4 icgﬂﬂls?% -Lncultured bacterium
ot L0157901-Uncultured bacterium
L= O GQ157907-Uncultured bacterium
58,5 F—0G0157912-Uncultured bacterium

L ——C GQ158202-Lncultured bacterium
_O—Ogglsgggg anul'gureg Bac%erlum
=2y neultured bactarium
? E\.)—O LGQ157908-Uncultured bacterium
O GQ157911-Uncultured bacterium
25.8 . F——O GQ15 7908 -Uncultured bacterium

QG015 7905-Uneultured bacterium
——QGQ157910-Uncultured bacterium

05.4 El.6 E&%g;ggg—ﬂncuitureg tb)acterium

L= =Linculture: acteriym
? £E81N235308-Unculrured bacterium
JF772054-Entercbacter hormaechei

AY941837-Enterphacter sp.

52.4 EUED3515-Bacterium DR172 i
28 30.9 AY345576-Unident|fied bacterium
EF179812-Uncultured bacterium
Assembhlr B consensus sequence-
35.8 INB44583-Enterobacter cancerogenus
2 66,8 HM362787-Enterobacter ludwigil
U9394 L0-Uncultured bacterium
EF %(}D}ElélentE{ahagtgr hormaschei
35 385 42 -Linculture acterium
& b 532176-Uncultured bacterium
EU 55204 -Enterobacter sp.
JF833678-Uncultured gamma
AM1B423B-Entercbacter sp.
AYS95 551-Enterobacter harmaechei
3774-Enterobacter sp
U939399- Uncultured bactarium
EF179837-Uncultured bactarium
50.7 GQ157318-Uncultured hacterium
EF179819-Uncultured bacterium
43 8 HEGGE 2 68 4—Enterabactar sp.
FP929040-Enterobacter ¢loacae
ﬂcgr?03536—u"cullured Enterobacteriaceae
F832649-Uncultured Enterobacter

Figura 24. Arbol de distancias construido a partir de los 50 mejores arreglos con
respecto a la base de datos de NCBI. ® Nodos correspondientes a la secuencia
problema, correspondiente al clado de Enterobacter cancerogenus / Enterobacter

hormaechei.
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Cepa 3:

Los resultados del analisis taxondmico indican que la secuencia ensamblada
obtenida de las bacterias cultivadas de la muestra C3, esta conformada por
1469pb. La comparacion de esta secuencia mediante el clasificador de RDP
(Ribosomal Database Project), la ubica dentro de la Familia Pseudomonaceae,
con un grado de similaridad del 99 a 100% con la especie Pseudomonas

aeruginosa (Figura 30).

| startever | aszignment detail | help |

Classifier:  RDP Maive Bayesian rRMA Classifier Version 2.4, December 2011
Taxonomical Hierarchy: ROP 165 rRNA training set 7, moved Chloreplast, rearmanged Firmicutes, Yerrucomicrobia and Acidebacteria

Query File:
Query Submit Date:  Tue Apr 17 18:49:00 EDT 2012

Display depth: Confidence threshold: [ 80% & Refresh |

demain % Library
Bacteria 100.0

Hierarchy View (click a node to make it the root -- click the root to see sequence assignment detail):

narank Root (1 sequences) [show assignment detail] download higrarchy as text file |
» = damain Bacteria (1)
= = phylum "Protecbacteria® (1)
» = » » Class Gammaprotechacteria (1)
« order Pseudomonadales (1]
# » » » s » family Psevdomonadaceae (1)
»omowowo» o= » genus Pseudomonas (1)

Figura 25. Resultado de la comparacion de la Secuencia C3 contra la base de
datos RDP

El arbol de distancias construido por el método de Neighbor-Joining con un
bootstrap de 1000 iteraciones (Figura 26), agrup6 a la secuencia problema con
secuencias de Pseudomonas aeruginosa y otras bacterias no cultivadas, con un
soporte de ramas del 100%. Lo cual indica que la secuencia problema con una

muy alta probabilidad se trata de Pseudomonas aeruginosa.
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O IN9D5 66 1-Pseudomonas aeruginosa
F FM396441 -Uncultured bacterlum
{0 FNBE3622-Fse udamonas sp.
b FMI95975 - Uncullured bacterlum

) 16655 10-Pseudomaonas aeruglnusa
9 NOO3B2S -Pseudamonas agcruginosa
'. CU296674 -Preudomanas aeruglnosa
il 3392 38-Pseudomonas aeruginesa
L HM2 3400 2-Pseudomanas sp.
"'l MO95757-Uncultured bacterium
b FMI96029-Uncultured bacterlum
W POL22B0-Poeudomonas aeruginosa
-" MISE406-Uncultured bacterium
tJ FMA9G1 17 -Uncullured bacterium
JNSBSEﬁz Pseudomonas aeruginosa
! Fl2272&80-Peeudomonas aeruglnosa
'. FMA96023-Uncultured bacterium
o] FMOGE06 2-Uncultured bacterium
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§a HOG095 37-Pseudomonas sp.
WhrMI9585 1-Uncullurad bacterium
1}4 F708%4 2-Pseudomonas aeruginosa
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b FMI960 1 8-Uncultured bacterlum
- JN 12B8493-Pseudomonas aeruginosa
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~' USG6322 - Preudomnnas sp.

-*'- U26925? Pseydomonas aemuginesa
Ni NOZ(0562-Pseudomonas aeruginosa
A'l MI9ED33-Uncultured bacterium

B FME96000-Unculiurad bacterlum

%: 130118-Pseudomonas aeruginosa
L3 FMI95870-Uncultured bacterium
~| MA9E 166 -Uncultured bacterlum
4' MA97022-Uncultured bacterium
] "CPOOZ 496 -Pseudamonas aeruginasa
- HGQZ8B92E-Pseudomonas aeruginosa
Whe Q1 80117-Pseudomntas aeruginosa
{4 FM996205-Uncultured bacterlum
*_.'g, MIDECE2-Uncultured bacterium
L qpp GrABED1548-Pseudomanas sp.
\J 100 0 Q7825891-Pseudomonas sp.
. 109 @ Assembly C consensus sequence—
FM996424-Uncultured bacterium

2.0E-8

Figura 26. Arbol de distancias construido a partir de los 50 mejores arreglos con
respecto a la base de datos de NCBI. ® Nodos  correspondientes a la

secuencia problema, correspondiente al clado de Pseudomonas aeruginosa.

4.3 Comprobacién de biodegradacién de OF por parte de las cepas
aisladas.

Para verificar la disminucién y/o eliminacién del pesticida presente en el medio
liquido fue necesario medir las muestras con GC/FID, cada 24 horas se hicieron
estas mediciones. Para ello, fue realizada una curva de calibracidén requerida para

el método cromatografico (Figura 12).
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Los medios de cultivo liquidos fueron sometidos a GC/FID para la determinacion

del pesticida presente. Ademas de las tres cepas evaluadas, se tuvo un Blanco o

Control Negativo, en el cual se utilizo el medio sin sembrar. Este paso fue

importante como control de calidad y garantizar que la degradacion vista en los

medios inoculados no fuera producto de la temperatura de incubacién (36°C+1).

La informacién obtenida de la GC/FID que monitore6 la degradacion del patron

monocrotofés por parte de las tres cepas bacterianas aisladas (C1, C2y C3) y el

Blanco de reaccion, se tabuld en la Tabla 9 u sintetizé en la Figura 33.

Tabla 9. Comportamiento del Monocrotofés en presencia de cepas bacterianas

frente al Blanco.

MONOCROTOFOS
Horas de Incubacion BLANCO |(C1 C2 C3
0 h Incubacién 2193 2161| 2188| 2272
48 h Incubacion 1808 0 0 0
72 h Incubacion 1602 0 0 0
96 h Incubacion 1274 0 0 0
120 h Incubacién 1153 0 0 0
2500 -
2000 - & BLANCO
E Cl
1500 - o
R?=0.991 X €3
1000 -
—— Polindmica (BLANCO)
500 - —— Polindmica (C1)
R? = 0.8571 Polindmica (C2)
0 - Polindmica (C3)
T 6
-500

Figura 27. Comportamiento del monocrotofés por parte de las cepas bacterianas

en contraste con el Blanco.
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Los resultados de degradacion del pesticida son 6ptimos pero es importante tener
en cuenta que aunque el mismo tuvo una concentracion por debajo del limite de
deteccion del equipo (40ppm) luego de 48 horas de incubacion, desde ese
momento fue detectada la presencia de 2 compuestos organofosforados
compatibles estructuralmente con dos pesticidas (Forato y Diazinon) lo cual
sugiere que hubo produccion de subproductos. ElI comportamiento de estos

metabolitos esta sintetizado en las Figuras 37 a 38.

En este estudio fue utilizado un medio con 200ppm del pesticida y cepas
concentradas fue de cero a las 48h. Esto puede deberse a que las bacterias no
tenian sesgos en su crecimiento, es decir pH controlado, temperatura 6ptima, alta
concentracion de los consorcios bactieranos, etc. Ademas, al utilizar medios sin
fosfato inorganico, las bacterias potenciaron la capacidad de captar este tipo de
moléculas generando con ello optimizacion en el proceso (Subramanian, et al.,
2012). Se descarta la desaparicion del contaminante por evaporacién a
temperatura de incubacién (36°C+1l) porque como muestra la grafica, la
disminucién de los blancos fue paulatina y la concentracion del monocrotofés fue
detectada en los mismos luego de 4 dias de incubacion. (Ver Figura 27). Otros
estudios han comparado la degradabilidad de monocrotofés en suelos
esterilizados con suelos en el que crecimiento bacteriano fue permitido, cada uno
dividido en dos: uno a altas temperaturas y otro a temperatura ambiente (18°C)
mostrando que los suelos esterilziados tuvieron mas persistencia del pesticida
(Megharaj, et al., 1988), por lo tanto puede afirmarse que, aunque la temperatura

potencia la degradacion del pesticida.

El monocrotofés tiene una eliminacién total en suelos (sin concentracion
bacteriana) de 20 dias aproximadamente, a concentraciones de 100ppm (Gundi &
Reddy, 2006).
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ppm Monocrotofos

3500

3000 - v =-423,43x%+ 2920,8x- 2168,6
R*=0,801 4 CEPA1Met1
* *
2500 -
/ * e B CEPA1Met 2
2000 - / N
/ CEPA 1 MONOCROTOFOS
1500 - / u
r)
Ox- 12286
1000 - ) Polindmica (CEPA 1 Met 1)
500 - v = 315,29x%-2333,1x+ 3972,6 Polinémica (CERA 1 Met 2)
R?=0,8571
0 ' Polindmica (CEPA 1
0 1 2 3 3 5 & MONOCROTOFOS)
_SM -
-1000 - Dias de Incubacién

Figura 28. Comportamiento de los metabolitos 1 y 2 presentes en C1.

3500 v = -460,07x2 + 3177, 1x - 23832
R?=0,8178
3000 -
» # CEPA2Z Met1
2500 . .
/ \\ B CEPAZ Met 2

/¥ =-200x" + 1420x- 1228,6 CEPA 2 MON OCROTOFOS
1500 / R?=0935 MW

Polindmica (CEPA 2 Met 1)

=00 / y=31520x%-2333 1x+ 38726
R? =0,8571

ppm Monocrotofés
e
>

Polindmica (CEPA 2 Met 2)

o oy ! Polindmica (CEPA 2
(1] 1 2 3 4 5 B MONOCROTOFOS)
_SM -
-1000 - Dias de Incubacién

Figura 29 Comportamiento de los metabolitos 1 y 2 presentes en C2
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ppm Monocrotofés

3500 -
v = -409,86x% + 2875,3x- 2031,2
R*=0,6886
3000 - e
N
;.-‘:,.a" 'n._'}' .
. CEPA 3 Met 1
2500 | g0 u il
2000 - i * k B CEPA3 Met 2
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i
W v = -380,93x% + 2801,5x - 2068,4

1000 - _.-:::J- RZ = 0.8041 —— Polingmica (CEPA 3 Met 1)

oo i ¥ = 315,29x% - 2333, 1x + 3972,6 — polinémica (CEPA 3 Met 2]

R? =0,8571
o = Polindmica (CEPA 3
! . 5 2 R 5 MOMNOCROTOFOS)
-500 -
Dias de Incubacion

-1000 -

Figura 30. Comportamiento de los metabolitos 1y 2 presentes en C3

La biotransformacion de monocrotofés se desarrolla por medio de tres diferentes
reacciones metabolicas: N-desmetilacion, O-desmetilacion, y la escision del enlace
fosfato de vinilo. El compuesto es totalmente degradable, mineralizandose a CO,y
agua (Mucke, 1994). Generalmente el monocrotofés es metabolizado en N-hidroxi-
metilamida (Rao, 2006) y n-metilacetoamida. Este ultimo tiende a acumularse en
suelos contaminados (Gundi & Reddy, 2006). Monocrotofés es convertido en
hidroximetilo utilizando la ruta metabdlica oxidativa (Rao, 2006; Hodgson, 2012).
La reaccion de hidrdlisis llevada a cabo por bacterias de suelo sobre monocrotofés

es mostrada a continuacion(Gundi & Reddy, 2006).

. 0] CH O
CH,Oj) . M (‘H,()\(l? (l) (") H
SF—O0—C=CH—C—N_ - ,P—OH * CH3—é—CH2—C—N\
CH,0 CH, CH,0 CH3
Monocrotophos Dimethylphosphate N-Methylacetoacetamide
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Los resultados son mostrados como el promedio del &rea obtenida por GC/FID por
cada dia de incubacion. La Figura 28 muestra el comportamiento de los
metabolitos presentes en el cultivo inoculado con C1. Los dos metabolitos tienden
a la disminucion a traves del tiempo, por lo tanto es predecible la desaparicion del
mismo. El metabolito 1 es mucho mas alto que el 2, obteniendo diferencias
altamente significativas entre uno y otro (P=0.01). La Figura 29 muestra el
comportamiento de los metabolitos presentes en el cultivo inoculado con C2. Al
comparar las cantidades de los mismos, puede afirmarse que el metabolito 1
significativamente mas alto que el metabolito 2 (P=0.01), va en aumento hasta la
hora 96 de la incubacion, y luego de ello tiende a la baja. Por otra parte, el
metabolito 2 aumenta paulatinamente hasta la hora 96 de incubacion pero luego
de ello tiene una baja significativamente grande. En cuanto a la C3 (Figura 30)
muestra un comportamiento muy estable entre los dos metabolitos, los cuales no
presentaron diferencias significativas entre uno y otro, y luego de 48h de
incubacion presentan un aumento importante en la amplitud del mismo, mientras
gue luego de ello bajan paulatinamente.

Ha sido demostrado que la formacion de N-metilacetoamida a concentraciones de
100ppm luego de hidrélisis de monocrotofds, es de 25ppm aproximadamente
(Gundi y Reddy, 2006), lo cual solidifica la suposicion de presencia de éste en las
muestras analizadas en el presente estudio. Ademéas de los metabolitos antes
mencionados, es importante tener en cuenta que en el proceso hay generacion de
fosfato inorganico y enzimas bacterianas como la fosfatasa (Bhalerao & Puranik,
2009), por lo tanto estos elementos pueden verse reflejados en los picos
encontrados en GC/FID (Figura 36 a 38).

En conclusion, estos metabolitos tienen comportamientos diferentes dependiendo
de la cepa bacteriana en proceso de biodegradacion, aunque estad comprobado

gue la ruta metabdlica que ellas siguen es la misma (Rao, 2006; Hodgson, 2012).
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5. CONCLUSIONES

En los suelos del barrio Ciudadela 2000 en Cartagena de Indias, se detectd la
presencia de cepas bacterianas con capacidad degradativa de compuestos
organofosforados. Los organismos encontrados fueron capaces de desarrollarse
en medios saturados con pesticidas organofosforados, con resultados
satisfactorios y similares a los obtenidos con estudios de crecimiento
microbiologico en medios altamente selectivos. Los resultados obtenidos con
estas tres cepas bacterianas, muestran una eliminacion satisfactoria y eficiente
desde las 72 h de exposicion. Evidenciado en el crecimiento exponencial de las
colonias, las cuales se mantuvieron hasta por 20 dias con una tendencia de

crecimiento de biomasa de 1.6.

A nivel abidtico, se detect6 la presencia de Fenclorfés, Forato y Demeton en las
tres muestras. Estos compuestos organofosforados podrian tener origen tanto de
las cépsulas almacenadoras de pesticidas bajo tierra como por el arrastre por
escorrentia. Aunque esta Ultima opcion es menos probable debido a las
caracteristicas de la zona (altas temperaturas, alta humedad y evaporacion) las
cuales generan volatilizacion del contaminante y concentraciones tan bajas que no

estarian en el limite de deteccion del GC/FID.

El poder degradativo de las cepas aisladas del suelo, fue comprobado sometiendo
las muestras a medios con monocrotofds, el cual fue degradado produciendo en el
proceso, metabolitos secundarios que también son considerados contaminantes,
pero gue probablemente estos sean degradados por vias metabdlicas, hasta
lograr inocuidad. ElI monocrotofés es metabolizado en N-hidroxi-metilamida y n-
metilacetoamida. Este ultimo tiende a acumularse en suelos contaminados, Yy

puede convertirse también en hidroximetilo utilizando la ruta metabdlica oxidativa.

Los microorganismos aislados fueron identificadas bioquimicamente como
Klebsiella oxytoca, Enterobacter clocae y Pseudomonas aeruginosa. A nivel

molecular del gen ribosomal 16S, permitié concluir que las bacterias cultivadas de
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las muestras C1, C2 y C3 pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, obteniendo
las dos primeras una similaridad genética entre 99 y 100% con Enterobacter
cancerogenus Yy otras especies no especificadas, sin embargo, la iteracion mas
acorde con cada una es muy diferente, por lo que puede ser concluido que las

mismas podrian ser subespecies.

Cabe resaltar que al comparar los géneros arrojados por la identificacién
bioguimica y molecular de C1 y C2 difieren, las mismas hacen parte de la familia
Enterobacteriaceae y comparten muchas similitudes, como por ejemplo la
morfologia de colonias, caracteres microscopicos, metabolismo no son oxidativo,
caracterizadas como anaerobias facultativas, no son exigentes, metabolismo muy
similar e incluso el genoma de las mismas es muy parecido y puede variar debido

a la facultad de intercambio génico.

Las bacterias cultivadas de la muestra C3, fueron ubicadas dentro de la Familia
Enterobacteriaceae, con un grado de similaridad del 99 a 100% con el de la
especie Pseudomonas aeruginosa, aunque la distancia entre el clado de la cepa

problema con dicha especie es bastante grande.

Con base en los resultados obtenidos en los arboles de distancias construidos a
partir de la secuenciacion del gen ribosomal 16S de las tres cepas, es posible
afirmar que estas cepas pueden tratarse de subespecies no identificadas hasta el

momento.

El proceso microbiolégico y quimico pre-analitico fue satisfactorio en todo el
proceso metodoldgico utilizado tanto en la parte microbiolégica como en la

quimica.
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RECOMENDACIONES

Por los resultados obtenidos en la secuenciacién del gen ribosomal 16S de cada
una de las cepas aisladas en el presente trabajo, y con base en la divergencia que
hubo entre esta tipificacion y la obtenida con el kit BBL Crystal©, es importante
considerar el desarrollo de estudios posteriores al presente en el cual se haga un
analisis mas profundo de estas bacterias, en el cual se incluya una secuenciacion
del genoma completo, para confirmar si efectivamente se trata de especies o

subespecies no reportadas en las bases de datos internacionales.

Es necesario desarrollar estudios que indiquen el tipo de metabolitos secundarios
generados por el proceso metabodlico bacteriano y hacer seguimiento de los
mismos para confirmar la terminacion del procedo de biorremediacion. Ademas,
para la determinacion de disminucion de pesticida, es recomendable utilizar un

método de cuantificacion: GC-MS.

En cuanto al impacto ambiental, es importante la generacion de estudios de
monitoreo y control de la zona para hacer un seguimiento de la misma y por ende

contar con datos para la recuperacion medioambiental.

Finalmente, se recomienda iniciar procesos de concientizacion sobre la
problematica ambiental en aledafios por medio de talleres y charlas de manejo,

disposicion y cuidados frente a exposicidon a pesticidas OF.
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ANEXOS



5" GCTCAGATTGARACGUTEECEECAGGCCTAACACATECARAGTCGARACGETAACAGGRAGCAGC
TTECTECTTCGCTGACGAGTGECEEACEEETGAGTAATGTCTEEEAARCTGUCCTEATEEAGEEE
GATAACTACTGGARACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCANGACCARAGAGEEEEACCTTCG
GECCTCTTGCCATCGEATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGETGEEETAACGEUTCACCTAG
GCGACEATCCCTAGCTGETCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGETCCAGAC
TCCTACGGGAGGCAGCAGTGEEGAATATTGCACAATGEEUCGCANGCCTGATECAGCCATECCGET
GTETATGAAGAAGECCTTCGGETTETAAAGTACTTTCAGCEEEGAGGANGGTGATARGETTAAT
AACCTCATCGATTEACGTTACCCGCAGAAGARAGCACCEEUCTAACTCCETGUCAGCAGCCECEET
AATACGGAGGGETECAAGCETTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGUCEETCTETCA
AGTCEGATGTGAANTCCCCGGGCTCARACCTGGGARCTGCATTCGARACTGGCAGGCTAGAGTCT
TETAGAGEGEEETAGAATTCCAGGTGTAGC GG TEARATGCETAGAGATCTGEAGGAATACCGEET
GECEAAGGCGGCCCCCTEEACARMGACTGACGOTCAGETEOGARNGCETEEEEAGCARDCAGED
TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGEAGETTGTGUCCTTEAGGECGETG
GCTTCCGEAGCTARCGCETTARGTCGACCGUCCTEEEEAGTACGGCCECANGGTTARARCTCARR
TEAATTGACGGGGGCCCECACAAGCGETEGGAGCATETGETTTAATTCGATGUCAACGUEAAGANT
CTTACCTACTCTTEACATCCAGAGARCT TAGCAGAGATGCTTTGGTGCCTTCGEEARACTCTGAG
ACAGETGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTEARATGTTGGETTAAGTCCCGCARCGAGC
EFCAARCCCTTATCCTTTGTTGCCAGC GG T TAGGCCEEEANCTCANMGEAGACTGUCCAGTEATARN
CTEEAGGAAGGTGEGEATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGEGGUTACACACGETGCT
ACAATGECGCATACARNGAGAAGCGACCTCGCEAGAGCAAGCGGACCTCATAANGTGCETCETA
GTCCGEATTGEAGTCTGCANCTCEACTCCATGARGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGRAR
TECCACGETEAATACGTTCCCGEECCTTGTACACACCECCCETCACACCATEEEEAGTEEETTG
CARAAGANGTAGETAGCTTARCCTTCGGEAGEGCECTTACCACTTTGTGATTCATGACTEGEET
GAATCIS

Anexo 1 Secuenciacién del fragmento de ADN analizado de la Cepa 1
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ST CECTCAGATTGRACGCTGECGECAGECCTARCACATGCAAGTCGAACGETARCAGGANGCAG
CTTECTGCTTCECTEACGAGTGEGUGEACEEETEAGTAATGTCT G EAAACTGCCTGATEEALGGE
GEATANCTACTGGARNACEETAGCTAATACCGCATARCGTCGCARGACCARNGAGGGGGACCTTC
GEECCTCTTGCCATCGEATGTGCCCAGATGEGATTAGCTAGTAGGTGEEGTARCGGCTCACCTA
GECEACGATCCCTAGCTEETCTEGAGAGGATSACCAGCCACACTGGARCTEAGACACGGTCCAGA
CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCECAAGCCTGATGCAGCCATGCCE
CETETATGAAGAAGECCTTCGGEGTTGTARRGTACTTTCAGCGGEEAGEARGETGATARGETTAR
TAARCCTCATCGATTGACGTTACCCGCAGARGANGCACCEGCTARCTCCETECCAGCAGCCGECGE
TAATACGGAGGETGCANGCETTARTCGGARTTACTGEGCETAARGCGCACGCAGGCGETCTETC
ARGTCGEGATETEAAATCCCCEEGECTCARCCTEEEARACTGCATTCGARACTEEGCAGGCTAGAGTC
TTETAGAGGGEEETAGAATTCCAGGTEGTAGUGETEAAATGCETAGAGATCTGEAGGAATACCGE
TEECEANGGCEECCCCOCTEEACARAGACTGACGCTCAGETGCGARANGCETEEEEGAGCARNCAGS
ATTAGATACCCTGETAGTCCACGCCETAAACGATGTCGACTTGEAGGTTGTGCCCTTGAGGCGET
GECTTCCGEAGCTARCGCETTANGTCGACCECCTEEEEAGTACGECCECANGETTARAACTCAN
ATGAATTGACGEEEGECCCECACARAGCEETGEAGCATGTGETTTAATTCGATGCAACGCGARAGAN
T TACCTACTCTTEACAT C CAGAGAACTTAGCAGAGATGCTTTEETECCTTUGEGAACTCT A
GACAGGETGCTGCATEGCTETCGTCAGCTCETETTETGAAATGTTSGETTAAGTCCCGCARCEALG
CECAACCCTTATCCTT TG TTGCCAGCGGTTAGGUCGEEAACTCARAGEAGACTGCCAGTEATAR
ACTGEGEAGGARAGETHGGEEATGACGTCARGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACETS
CTACAATGGCGCATACARNGAGARGCGACCTCECGAGAGCARAGCEEACCTCATAARAGTGCETCS
TAGTCCGGATTGEAGTCTECARCTCGACTCCATGARGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGEAT CAG
ARTGCCACGETEAATACGTTCCCGEECCTTETACACACCGCCCETCACACCATGEGNGAGTGEGET
TECAAMAGAAGTAGETAGUTTAACCTTCEEEAGGECECTTACCACTTTGTEATTCATGACT GGG
FTEAATCIS

Anexo 2 Secuenciacién del fragmento de ADN analizado de la Cepa 2

99



ST CCECTCAGATTGARCGCTGECEECAGGUCTARACACATGCARNGTCGAGCEEATEARGEEAGCT
TECTCCTEEATTCAGCGGCEEACEGETEAGTAATGCCTAGGAATCTECCTEETAGTEEGEEATA
ACGTCCGEAARACGEECECTAATACCECATACGTCCTGAGGGAGARAGTEEEGEATCTTCEGEACC
TCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGETGEEETAAAGECOTACCARGGCGA
CEATCCETAACTGGTCTGAGAGGATSATCAGTCACACTGGAACT CAGACACGETCCAGACTCCT
ACGGEGAGGCAGCAGTGEEGAATATTGGACAATGGGCGARAGCCTEATCCAGCCATGCCGCETET
STEAAGAAGGTCTTCGGAT TG TARAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGEGCASTAAGTTAATACCT
TECTETTTTEACGTTACCAACAGAATANGUCACCGECTAACTTCETGCCAGCAGCCECEETAATA
CEARAGGETECAAGCETTAATCGGAAT TACTGEGUGTARAGCECECGTAGGTGETTCAGCAAGTT
GEATETEANATCCCCGEECTCAACCTGEEARCTGCATCCARAACTACTEAGCTAGAGTACGGETA
GAGGETEETEGAATTTCCTGTETAGCGETEARATGCGTAGATATAGEARGEAACACCAGTEGCE
ARGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGARAGCGTGEEEAGCARANCAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCACGCCG TARACGATETCGACTAGCCETTGEGATCCTTGAGATCTTAGT
GCECAGCTARCGCGATARGTCEACCECCTEEEEAGTACGEGCCECAAGGTTAAMACTCARATGAR
TTEACGEEEECCCGCACARAGCGETEEAGCATETGETTTAATTCEAAGCARCGUGANGARCCTTA
CCTEECCTTEACATGCTGAGARCTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCEGEANCTCAGRCACAG
GTECTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCETGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAR
CCCTTETCCTTAGTTACCAGCACCTCGEETGEECACTCTARGGAGACTECCGETEACARACCGEE
AGGANGGTGEGEATGACGT CAAGTCATCATGEGCCCTTACGGCCAGGECTACACACGTEGCTACAR
TEETCGETACAARGGGTTECCAAGCCHUGAGETEEAGCTAATCCCATARANCCEATCETAGTCC
GEATCGCAGTCTGCARCTCEACTGCETEANGTCGEARATCGCTAGTAATCGTGAATCAGRATGETC
ACGETGAATACGTTCCCGEECCTTETACACACCGCCCETCACACCATEENGAGTEEGTTGCTCC
AGRRAGTRGCTAGTCTARCCGCARGGGEEGRACGETTACCRACGGRGTGATTCATGRACTGEGGETGRS

F

Anexo 3 Secuenciacién del fragmento de ADN analizado de la Cepa 3
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Data File C:\HPCHEM\1\DATA\ORL\IR000007.D

UNIVERSIDAD DE CARTAGENA BLANCO DIA.O

Injection Date
Sample Name
Acq. Operator

Acq. Method
Last changed
Analysis Method
Last changed

:
:
:

:
:
:
:

06/03/2012 15:13:08

estandar 200 ppm Location : Vial 1
irina tirado

Inj Volume : Manually
C: \HPCHEM\1\METHODS\FH.M
28/10/2011 6:10:10 by orlando de la rosa
C: \HPCHEM\1\METHODS\FH.M

19/03/2012 15:06:37 by Grupo 3
(modified after loading)

Sample Name: estandar 200 ppa

FIDT A, (ORLVR00CO07 D)
counts 4
] -
-
14600
14400 -
14200
14000
mi 3
o z . ] . 2
1s 12 125 ) 1s 14 s o
Area Percent Report
Sorted By 5 Signal
Multiplier H 1.000e-3
Dilution 3 1.0000
Signal 1: FID1 A,
Peak RetTime Type Width Area Height Area
L {min] (min] ts*s | sl L)
wnaa] | ====] I | I |
1 0.554 PP 0.1016 1793.83606 319.26361 1.R57a-7
2 0.745 VB S 0.0781 9.65444eB8 1.9375%8 0.09995
3 1.693 RR T 0.134R 5.12760a5 5.39716ed 5.30Ra-5
4 5.246 BB 0.0404 608.10114 249.48846 6.295%e-8
5 13.R76 PR 0.04R3 3667.52686 1179.23352 3.797e-7
6 14.960 PB 0.0460 790.63245 271.50748 B.185e-8
Totals : 9.65964e8 1.93815e8

Results obtained with enhanced integrator!

¢++ End of Report ***

Anexo 4 Cromatograma de Blanco (Dia 0).
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Data File Ci\HPCHEM\1\DATA\QRL\IRUQUUJIO.D

UNIVERSIDAD DE CARTAGENA BLANCO DIAl

Injection Date

Sample

Acq. Operator

Name

Acqg. Method
Last changed

Analysis Method

Last changed

18/03/2012 6:49:45
IR Location : Vial 1
orlando de la rosa

Inj Volume : Manually
C: \HPCHEM\1\METHODS\FH.M
06/03/2012 21:29:35 by irina tirado
C: \HPCHEM\1\METHODS\FH.M
19/03/2012 15:06:37 by Grupo 3
(modified after loading)

Sample Name: IR

FIDTA, (ORLURQQCO300)
counts !
o
4700
4800
4500
4400
m :
4200 -
4100
4000
Y T T 1 T T T T
1.5 12 125 13 135 14 14.5 min
Area Percent Report
Sorted By . Signal
Multiplier s 1.000e-3
Dilution ] 1.0000
Signal 1: FID1 A,
Peak RetTime Type Width Area Height Area
¥ (min] [min] counts*s [counts] %
e | e f i f o e Ao | |
1 0.787 BB § 0.0600 3.99765«8 B8.96071e7 0.09990
2 1.615 BV X 0.0502 1.09967e4 3650.01099 2.748e-6
3 1.739 VB X 0.1554 1.0886de5 1.029d5ed 2.721e-5
4 2.815 BV X 0.1184 8.52712e4 9350.46191 2.131e-5
5 3.050 W X 0.1073 4.21538=4 6547.78809 1.053e-5
6 3.282 VB X 0.1439 4086.02832 441.64795 1.021le-6
7 6.746 BP 0.0306 798.67523 412.34943 1.996e-7
8 13.798 PB 0.0471 2179.08325 724.34778 5.446e-1
9 14.883 PB 0.0425 671.75751 257.20099 1.67%e-7
10 17.319 BV 0.1586 1.07245e5 9030.12109 2.680e-5
11 17.426 VBA  0.0533 3.44476ed4d 1.07763e4 B8.608e-6
Totals : 4.00162e8 B8.96585e7

Anexo 5 Cromatograma del Blanco (Dia 1).
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Data File C:\HPCHEM\1I\DATA\ORL\IROUUD3U.D Sample Name: IR
UNIVERSIDAD DE CARTAGENA BLANCO DIAZ2
Injection Date : 18/03/2012 6:49:45
Sample Name : IR Location : Vvial 1
Acq. Operator : orlando de la rosa
Inj Volume : Manually
Acq. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\FH.M
Last changed : 06/03/2012 21:29:35 by irina tirado
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\FH.M
Last changed : 19/03/2012 15:06:37 by Grupo 3
__(modified after loading)
[ FID1A (ORLWR000030 O}
counts | !
-
4700
4600
4500
4400 -
4300 g
4200
41@1
1 J A
4000 >
115 12 125 13 135 14 145 ey
Area Percent Report
Sorted By H Signal
Multiplier : 1.000e~-3
Dilution 3 1.0000
Signal 1: FIDl1 A,
Peak RetTime Type Width Azea Height Area
] fmin] (minl counts*s ({counts| %
s f Sacwennamon | i e f e e it o o [ i e S Sty | sisemom oy s i e e e
1 0.787 88 S 0.0600 3.99765a8 8.96071a7 0.09990
2 1.615 BV X 0.0502 1.09967e4 3650.01099 2.748e-6
3 1.739 VB X 0.1554 1.0B864e5 1.02945e4 2.721e-5
k] 2.815 BV X 0.1184 8.52712e4 9350.46191 2.131e-5
5 3.050 VW X 0.1073 4.21538nd4 6547.78809 1.053e-5
6 3.282 VB X 0.1439 4086.02832 441.647595 1.021e-6
7 6€.746 BP 0.0306 798.67523 412.34943 1.996e-7
8 13.798 PB 0.0471 2179.08325 724.34773 5.446e-7
9 14.883 PB 0.0425 671.75751 257.20099 1.67%e-7
10 17.319 BV 0.1586 1.07245e5 9030.12109 2.680e-5
11 17.426 VBA 0.0533 3.44476e4 1.07763e4 B.60Be-6
Totals : 4.00162¢8 8.96585e7

Anexo 6 Cromatograma del Blanco (Dia 2).
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Data File CI\HPCHEM\L\UVATA\URL\LKUUUULY.D . Samplie Name: IX

UNIVERSIDAD DE CARTAGENA BLANCO DIA3

Injection Date : 18/03/2012 6:28:53
Sample Name : IR Location : Vial 1
Acq. Operator : orlando de la rosa
Inj Volume : Manually

Acqg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\FH.M
Last changed : 06/03/2012 21:29:35 by irina tirado
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\FH.M
Last changed : 19/03/2012 15:06:37 by Grupo 3

(modified after loading)

4.906 BP 0.0686 £35.52100 299.03766 2.308e-7?
5.053 vp 0.0927 1890.01355 363.47501 5.222e-7
5.209 vp 0.3075 9596.33105 400.51572 2.651le~-6
10  5.746 VP 0.0847 1688.55017 347.25809 4.665e-7
11  5.879 w 0.0823 1591.72510 342.16013 4.397e-7
12 6.009 vp 0.0878 1734.83301 338.67947 4.793e~7

13 6.136 W 0.0897 1781.93994 337.20639 4.923e-7
14 R 264 WO N ARG 1R70 213A0 VIR 1KSET & SOTwaT

[ FID1 A (ORLWR000029 D)
- E
4500 - -
4500 -
4400 -
] 3
4300 -
4200
'
4100 -
4000 F 7 1
3900
s 12 125 13 138 " s .
Area Percent Report
Sorted By H Signal
Multiplier : 1.000e-3
Dilution 3 1.0000
Signal 1: FID1 A,
Peak RetTime Type Width Area Height Area
‘ {min] [min] counts*s {counts] 1
e | | S | I i I |
1 0.792 BB S 0.0504 3.61643e8 9.95822¢7 0.09991
2  1.391 BV X 0.0862 4.34B44e4 B8404,.59668 1.201e-5
3 1.631 VW X 0.0564 1.49358ed 4412.76562 4.126e-6
4 1.757 VB X 0.1318 8.35295%e4 1.05662e4 2.308e-S
5 2.614 BV X 0.1868 9.65527ed4 7471.44238 2.667e-5
6 2.883 VB X 0.0673 4.3627%e4 9210.98145 1,205e-5
7
8
9

Anexo 7 Cromatograma Blanco (Dia 4).
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ata File C:VHPCHEMZWLAWDATAVWORLAIEDODODDID.D

UNIVERSIDAD DE CARTAGENAR C1 Diad,

Injection Date

[}

06/03/2012 19:25:43

Sample Nama: IR

Sample Name : monocrotofos Location : Vial 1
Acq. Operater : Iirina tirado
Inj Velume : Hanually
Acqg. Method ¢ C:\HPCHEM\1\METHODS\FH.M
Last changead i 28/10/2011 €:10:10 by orlando de la rosa
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METRODS\FH.M
Last changed : 19/03/2012 15:06:37 by Grupo 3
(modified after loading)
FID1 A, (ORLURCO0011 D) -
County B
-4
13800
12800 -
1
1
12400 -
12200
13000 -
T e PR T S s I o
47800 - B i, P PR e SR T et rvetaa)
"8 12 128 i 138 " s may
Area Percent Report
Sorted By Signal
Hultiplier 1.000@-3
Dilution H 1. 0ann
Signal 1: FID1 A,
Peak RetTime Type Width Area Height Araa
¢ imin] [minl counts*s [counts] %
=== e = | mm e | ——]) I
1 0.985 PR 8 0.1155 1.06271a9 1.29A51a8 0. 09996

2 1.89% BB X 0.0470 4.18826e5 1.3%431e5 3.9%40e-5

3 14.155 PB 0.0460 3247.71460 1115.468511 3.055a-7
4 15.237 PB 0.0440 704.26733 256.73853 6.624e-8
Totals : 1.06313e9 1.29992e8

Results obtained with esnhanced integrator!

“** End of Report *+*

Anexo 8 Cromatograma C1 dia 1.
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Data File C:\HPCHEM\1\DATA\ORL\IR000036.0D
UNIVERSIDAD DE CARTAGENA C1 DIA2

Injection Date

Sample Name

Acq. Operator

Acq. Method
Last changed

: 18/03/2012 9:10:10
: IR Location : Vial 1
: irina tirado
Inj Volume : Manually
: C:\HPCHEM\1\METHODS\FH.M
: 18/03/2012 7:10:39 by orlando de la rosa
(modified after loading)

Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\FH.M

Last changed

: 19/03/2012 15:06:37 by Grupo 3
(modified after loading)

Sample Name: IR

FIDT A, (ORLUROC0036 D)
counts |
g
4200 -
4100
]
4000 4
1
3900
| |
ml
3700
w‘ .' 1 ~ -~ - = - Al \ p— 7 1" %
3500 |
18 12 125 13 135 A s win
Area Percent Report
Sorted By ] Signal
Multiplier H 1.000e-3
Dilution s 1.0000
Signal 1: FID1 A,
Peak RetTime Type Width Area Height Area
' (min] [min] counts*s fcounts| +
g | frmem] I 1 1 I
1 0.759 PR S 0.0571 3.52001a8 R,.36349%9a7 0.09996
2 1.410 BB X 0.2041 1.32487e5 1.08190ed4d 3.762e-5
3 2.642 BB X 0.0992 9351.70117 1196.12732 2.656a-6
4 S5.169 BP 0.0784 621.37012 143.82884 1.765e~7
5 13.739 pB 0.0479 2085.61914 677.45575 5.923e-7

Totals :

3.52146e8 B8.36477e7

Results obtained with enhanced integrator!

*+++ End of Report ***

Anexo 9 Cromatograma C1 dia 2.
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Data File C:yHECHEMNLAWOATANVORLA LROQOOZL.D Sample Name: WONOCOTROFOS

UNIVERSIDAD DE CARTAGEMA C1 Dia 3

Injection Date : O7/S03/2012 12:53:55

Sample Hame t MONOCOTROFOS Location : Vial 1
Acg. Operator : IRINA TIRADO

Inj Volume : Manually
Acq. Method t Ct\APCHEM\1\METHODS\FH.M
Last changed : 0770372012 12:27:58 by ORLANDO DE LA ROSA

(modified after loading)
Analysis Method : C:\HPCHEM\l\METHODS\FH.M
Last changed : 1950372012 14:52:59 by Grupo 2
(medified after loading)

FIDT A (ORLERCOCCZY D)
county
13000
12800 -
12600
12400
12200 -
12000 -
11800
by eee————— — T T T T
- s i 0 125 13 135 L] 145 vy
External Standard Report
Sorted By ] Signal
Calib. Data Modified : 19/03/2012 14:40:01
Multipliaer 1 1.000e-3
Dilution H 1.0000
Signal 1: FIDL A
RetTime Type Area A=t fArea Asount Grp  Name
[min] counts*s [ppm]
semmmas | msssne e ———— . ——— - —— e | o | e e e
7.987 - - - diclorvos
13.767 - - - porato
13.940 - - - monocratofos
14.972 - - = diazinon
15.088 PP T98.T9504 0.00000 0.00000 disul foton
15.912 - - - metil paracion -
16.037 - - - fenclorfos
16,353 = - - dematon-s-metilsul fon
16.787 - - - malation
16.849 - = = clorpirifos
16.853 - - - fention
17.100 - - - pacation

Anexo 10 Cromatograma C1 dia 3
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Data File C:\HPCHEM\1\DATA\ORL\IRDDC040.D Sample Name: IR
UNIVERSIDAD DE CARTAGENA Cl DIA4

18/03/2012 10:46:23
IR Location : Vial 1
irina tirado

Injection Date
Sample Name
Acq. Operator

Inj Volume : Manually
Acq. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\FH.M
Last changed 18/03/2012 7:10:39 by orlando de la rosa
(modified after loading)
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\FH.M
Last changed : 19/03/2012 15:06:37 by Grupo 3
(modified after loading)

FIDT A, (ORLVRD00040 )
o g
1 -
-4
3900 -
3800 -
3700
3600 b4
3500 -
3400 | \
.‘ v
3300 -
’
3200
T T T T T Y T
1ns 12 125 3 138 “ “s man
Area Percent Report
Sorted By H Signal
Multiolier H 1.000e-3
Dilution T 1.0000
Signal 1: FID1 A,
Peak RetTime Type Width Area Height Area
' (min] fminl counts*s fcounts| )

——==] h====1 - === - I I
1 0.753 RR 8§ 0.0454 1.75825a8 6.13422a7 0.09949
2 1.513 BV T 0.1390 1.18584e5 1.34353ed 6.710e-5
K} 1.651 VR T 0.9439 7.7941405 1.37625e4 0.00044
4 13.726 PB  0.0506 2314.34009 699.83331 1.310e-6
5 14.808 BR  0.0471 756.92627 251.42818 4.28%a-7

Totals : 1.767260R  6.1370407

Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report ***

Anexo 11 Cromatograma C1 dia 4
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in) Volume : Manually
Zcg. Method : C:\EPCEEM\1\METHODS\FH.M
last changed : 18/03/2012 7:10:39 by orlando de la rosa
{modified after loading)
Analysis Method : C:\EPCEEM\1\METHODS\FH.M
Last changed : 19/03/2012 15:06:37 by Grupo 3
_ {modified after loading)
: FID1 A, (ORLVRO0O038.D)
counts 3
1 ~
1 b
4400 ALY
4300 1
1 1
4100 - [ 1
: | |
2000 ‘ i
] | A |
1 \ i |
;O A g \ |
vl I i |
i 7 B | —r
3800 i i 7 A | b ‘
j I 7 7 /’ /1 AMon A [ | | { ~ |
£y L 1A i b e el | o | i
! / V|~ PV AP ;/ 1/ A 1
L { f 1/ / v fJ [ r K i
7m0 i Y Vv | |
|
T L T v o b4 T T T T 4T |
115 12 125 13 135 14 s friny
Area Percent Report
Sorted By 5 Signal

Anexo 12 Cromatograma C2 dia 1.
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Jata File C:\HPCHEM\1\DATA\ORL\IR000039.0D

UNIVERSIDAD DE CARTAGENA C2 DIA2

Injection Date
Sample Name
Acq. Operator

Acq. Method
Last changed

Analysis Method

Last changed

18/03/2012 10:11:55
IR Location : Vial 1
irina tirado

Inj Volume : Manually
C: \RPCHEM\1\METHODS\FH.M
18/03/2012 7:10:39 by orlando de la rosa

(modified after loading)
C: \HPCHEM\1\METHODS\FH.M
19/03/2012 15:06:37 by Grupo 3
(modified after loading)

Sample Name: IR

FIDT A, (ORLURCO0039 D)
counts 2
-~
e
4200 -
4000 -
3000 - 3
b §
3600 -|
3400 -
s 2 125 1 15 “s
Area Percent Report
Sorted By 3 Signal
Multiplier H 1.000e-3
Dilution : 1.0000
Signal 1: FID1 A,
Peak RetTime Type Width Area Height Area
‘ (min] (min] counts*s fcounts] L}
otened | | Fetnasd | | | 1 |
1 0.753 PR S 0.0463 5.11239a8 1.73R90aR 0.09984
2 1.393 BV T 0.0647 4.15595e4 9948.68945 B8.116e-6
3 1.480 VWW T 0.1144 5.0143¢nd  T30R.11621 9.793a-6
4 1.622 VW T 0.4713 3.0557%5 1.08072e4 5.968e-5
5 2.341 W X 0.2003 2.83474n5 1.91956ad4 5.536e-5
6 2.671 VB X 0.1339 1.02752e5 1.27910e4 2.007e-5
7 13.758 BB 0.0519 2523.3R257 7T38.50055 4.928e-7
B8 14.844 BB 0.0469 753.07501 251.70496 1.471e-7
9 15.239 BB 0.0582 1120.12378 309.44855 2.188a~7
10 15.709 BB 0.1014 1.3793%e4 1884.23584 2.694e-6
11 17.165 PP 0.0541 949.84375 263.20114 1.855e-7
12 25.850 PP 0.1304 2462.57422 280.45932 4.80%-7

Anexo 13 Cromatograma C2 dia 2.
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Data File C:\HPCHEM\1\DATA\ORL\IR000037.0
UNIVERSIDAD DE CARTAGENA C2 DIA3

Injection Date
Sample Name
Acq. Operator

Acq. Method
Last changed

Analysis Method
Last changed

18/03/2012 9:29:59
IR Location : Vial 1
irina tirado
Inj Volume : Manually
C: \HPCHEM\1\METHODS\FH.M
18/03/2012 7:10:39 by orlando de la rosa
(modified after loading)
C: \HPCHEM\1\METHODS\FH.M
19/03/2012 15:06:37 by Grupo 3
(modified after loading)

Sample Name: IR

FIDT A, (ORLVR000037.0)
counts | !
]
4200
4100 -
4000 -
3900 g
2
3800
3700 -
»004 X N -
) v { "A o o . W - g “"’
15 12 125 13 135 1 s -
Area Percent Report
Sorted By 3 Signal
Multiplier H 1.000e~-3
Dilution 3 1.0000
Signal 1: FIDl1 A,
Peak RetTime Type Width Area Height Area
L (minl min] counts*s fcounts| %
oo | || I | | |
1 0.770 PR S 0.0477 2.060R1aR 7.20349a7 0.09934
2 1.421 BV T 0.1762 1.30044e5 1.2299%Bed4 6.26%e-5
3 1.633 W T 0.1183 B.53363ad  1.20219ad d.114ea-5
4 1.841 VW T 0.4934 5.91447e5 1.42142e4 0.00029
5 2.471 VW X 0.5409 4.8577685 1.49691nd 0.00023
6 3.094 VB X 0.1146 6.61731ed 95619.8525¢4 3.190e-5
7 13.746 PB 0.0588 2519.80054 687.00439 1.215e-6
8 14.830 BB 0.0439 682.77905 249.69559 3.291e-7
Totals : 2.07443e8 7.20989%e7

Results obtained with enhanced integrator!

Anexo 14 Cromatograma C2 dia 3.
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Data File C:\HPCHEM\1\DATA\ORL\IR000031.D

UNIVERSTDAD DE CARTAGENA C2 DIAl

Injection Date

Sample Name

Acq. Operator

Acq. Method
Last changed

Analysis Method

Last changed

18/03/2012 7:13:30
IR
irina tirado

C: \HPCHEM\1\METHODS\FH.M

18/03/2012 7:10:39 by orlando de la rosa

(modified after loading)
C: \HPCHEM\1\METHODS\FH.M
19/03/2012 15:06:37 by Grupo 3

(modified after loading)

f FIDT A, (ORLURO0003Y D)

Location : Vial 1

Inj Volume

: Manually

Sample Name: IR

counts !
-
4700 1
4600
i
A500 -
4400 -
4200
o :
4100 -
4000
3600
15 12 125 13 135 145
Area Percent Report
Sorted By 3 Signal
Multiplier H 1.000e-3
Dilution H 1.0000
Signal 1: FID1 A,
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# (=min] [minl counts*s [counts] t
i | snn et s | et et i o] oo =1 I
1 0.781 BB S 0.0438 2.91293a8 1.10R72a8 0.09986
2 1.390 BV X 0.1221 5.55075e4 7575.94873 1.903e-5
3 1.636 VB X 0.1824 6.00277a4 5484.91455 2.058a~5
4 2.608 BV X 0.1434 1.12118e5 1.02672e4 3.844e-5S
5 2.927 VW X 0.0999 B.69945a4 1.41062e4 2.982e-5
6 3.047 VB X 0.0505 5960.24365 1967.07983 2.043e-6
7  3.440 BB X 0.1012 B768.60352 1444.33704 3.006e-6
8 4.158 BV T 0.1870 1.1234led 1001.25824 3.85le~6
9 4.416 VW X 0.1547 4089.90552 440.67426 1.402e-6
10 4.623 VW X 0.1263 3764.57104 496.72467 1.291e-6
11 4.797 W X 0.1141 3504.11792 511.84113 1.201e-6
12 4.966 VW X 0.1081 3071,.91162 473.81329 1.053e-6
12 K122 VW X 0.0 2620.21779  445.1524S R.987a-7

Anexo 15 Cromatograma C2 dia 4.
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ta File C:\HPCHEMM\I\DATA\CRL\IRDODOO34.D

URIVERSIDAD DE CARTAGEMA C3 DIA1

Sample Mame: IR

Injection Date

: 18/703/2012 8:26:02

Sample Name : IR Location : Vial 1
Acg. Operator : irina tirado
Inj Velume : Manually
Acg. Method ¢ C:\HPCHEM\1\METHODS\FH.M
Last changed 1 18/03/2012 T7:10:39 by orlando de la rosa
(modified after loading)
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\FH.M
Last changed ¢ 1970372012 15:06:37 by Grupe 3
(modified after loading)
r FIDA A, (ORLURDG003E. D)
courts ]
g
4500
4500
Asin]
|
[ 4300
E
-
|- §
|
™
m-i o
3900 |
i "
]
0001
18 12 125 13 135 " a8 e
Area Percent Report
Sorted By - Signal
Multiplier H 1.000e-3
D lution £ 1.0000
Signal 1l: FIDL A,
Peak RetTime Type Width Area Height Area
L] [minl [minl counts*s feountsl ]
i | s I I I I
1 0.754 BR & 0.0497 4.09013aR 1.26561aR  0.09950
2  1.604 BB X 0.1857 1.32710e5 1.19%130w4 3.22%-5
3 2.6 RBRT 0.4373 1.R20A0aR &.93R92ed  O.00044
4 4.354 BV X 0.1156 3725.31860 537.13641 9.063&=7
5 4,513 W X 0.1043 26898.05811 463.28033 7.050e-7
6 4.665 VW X 0.0%00 2663.60010 493.14639 6.480e-7
7 4.799 VW K 0.0BTT 2564.46924 4RT.62604 6.23%a=T7
B 4.932 vwW X 0.0818 2201.26660 448.53180 5.3558-7
9 5.058 W X 0.1794 4629.55322 430.19263 1.126e-6
10 5.2% vW X 0.0739 1713,14661 386.52200 4.168e=7
11 5.409 VW K 0.2625 S5BTZ.19238 3T72.89386 1.42%a-6
12  5.842 VW X 0.0648 1160.22534 29B8.30450 2.823e-7
17 S 94A VW ¥ 0. NRES 11INT ERANA  7AA. T19A1S 2 Ad9d4e=T

Anexo 16 Cromatograma C3 dia 1.
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Data File C:\HPCHEM\1\DATA\ORL\IR000035.0D

UNIVERSIDAD DE CARTAGENA €3 DIA2

Injection Date

:

18/03/2012 8:49:41
IR

Sample Name: IR

Sample Name H Location : Vial 1
Acq. Operator : irina tirado
Inj Volume : Manually
Acq. Method ¢ C:\HPCHEM\1\METHODS\FH.M
Last changed : 18/03/2012 7:10:39 by orlando de la rosa
(modified after loading)
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\FH.M
Last changed : 19/03/2012 15:06:37 by Grupo 3
ST (modified after loading)
f FIDT A (ORLWRO0003S O)
counts | E
o
4200
4100
M]
900
3800 - s
3700
m1 \
3500 - ¢
\J T v T v T L
ns 12 125 13 135 “ “s min
Area Percent Report
Sorted By g Signal
Multiplier : 1.000e-3
Dilution 4 1.0000
Signal 1: FID1 A,
Peak RetTime Type Width Area Height Area
' fmin] minl counts*s fcountsl ¢
| | b I | | |
1 0.769 RR S 0.0707 3.51021aR 1.33547eR 0.099%0
2 1.380 BV T 0.1642 8.48805e4 8615.46094 2.416e-5
3 1.646 VR T 0.2789 6.597460d dROL.5634R 1. .R7Ra=5
4 2.434 BV T 0.1578 9.12472e4 7106.32520 2.597e-5
5 2.759 VBT O0.0819 1.1753365 1.96094ed 3.3450-5
6 13.724 PB 0.0477 2198.61694 718.59851 6.257e~7
7 14.807 PB 0.0438 783.83319 287.35419 2.231e-7
Totals : 3.51364e8 1.33588e8

Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Revort ***

Anexo 17 Cromatograma C3 dia 2.
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Data File C:\HPCHEM\1\DATA\ORL\IRDOOD41.D Sample Name: IR
UNIVERSTDAD DE CARTAGENA C3 DIA3

Injection Date : 18/03/2012 11:06:43
Sample Name i IR Location : Vial 1
Acgq. Operator ¢ irina tirado

Inj Volume : Manually
C: \HPCHEM\1\METHODS\FH.M
18/03/2012 7:10:39 by orlando de la rosa
(modified after loading)
C: \HPCHEM\1\METHODS\FH.M
19/03/2012 15:06:37 by Grupo 3
(modified after loading)

Acg. Method
Last changed

Analysis Method
Last changed

r FID1 A, (ORLVRGO0041.0)
eaiits 8
4400 -
]
4300
4200
4100
4000 §
=
3900
3800
3700
. . =
f
3600 ’
m o T T L] LI L T
15 12 125 13 135 14. 145 i

Area Percent Report

Sorted By H Signal

Multiplier 3 1.000e-3

Dilution ] 1.0000

Signal 1: FID1 A,

Peak RetTime Type Width Area Height Area
L] [minj [min| <counts*s counts| L3

mmmm e | = o | | e | e |

1 0.780 BB § 0.0502 2.72504efl  7.53059a7 0.09951

2 1.312 BV ¥ 0.1192 8.23599%e4 1.10159%e4 3.007e-5
3 1.628 W X 0.4399 6.668693e5 1.91250e4 0.00024
4 2.343 VV X 0.1181 1.74540e5 1.9943%e4 6.373e-5
5 2.575 VW X 0.1448 3.13364e5 3.02632e4 0.00011
6 2.865 VW X 0.1883 2.65280e4 2348.15820 9.687e-6
7 3.203 VB X 0.0326 1402.43860 716.93604 5.121e-7
8 4.719 BP 0.0925 1682.23193 304.42859 6.143e-7
9 4.803 VB 0.0423 3432.35400 11€7.71838 1.253e-6
10 5.133 BP 0.0968 2483.11499 341.80203 9.067e-7
11 5.254 WV 0.0893 1447.42590 275.43011 5.285e-7
12 5.3R8 WV 0.1372 2603.10425 26B.36588 9.5058-7

Anexo 18 Cromatograma C3 dia 3.
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VATA F140 LI NMPUHEN\L\UATA\UKL\IKUUUUII .V Sample Name: IN
UNIVERSIDAD DE CARTAGENA C4 DIA 4replica
Injection Date : 18/03/2012 8:00:44
Sample Name : IR Location : Vial 1
Acq. Operator : irina tirado
Inj Volume : Manually
Acq. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\FH.M
Last changed : 18/03/2012 7:10:39 by orlando de la rosa
(modified after loading)
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\FH.M
Last changed t 19/03/2012 15:06:37 by Grupo 3
________[modified after loading)
FIDT AT (ORLUR000033 D)
counts |
4200 g
4100
4000
3!'1
3800
3700 -
3800 \
'
3500 -
1"s 12 125 13 s 1 s ma
Area Percent Report
Sorted By H Signal
Multiplier H 1.000e-3
Dilution ] 1.0000
Signal 1: FIDl A,
Peak RetTime Type Width Area Height Area
i (=min] (min] counts*s {counts] t

I I I I

0.779 BR § 0.0399 3.1382%a8 1.14623a8 0.05960
0.1823 1.81126e5 1.65573e4 5.748e-5
0.6121 7.18449%5 1.41570e4 0.00023
0.1020 1.62464e5 2.10520e4 5.156e-5
0.1416 1.92842a5 1.85005a4 6.120a-5
0.1712 3693.00854 359.43481 1.172e-6
3.943 PP 0.0R18 1638.42480 330.67114 5.200e~7
5.376 BB 0.0379 827.12866 372.75937 2.625e-7
13.738 P8 0.0466 1945.86365 656.48175 6.1756-7

10 18.054 PP 0.1475 4276.41553 464.10074 1.357e-6

OO awN -~ I
NN
~
~ o
NN
HKAUHKA

Totals : 3.1509608 1.1469508

Anexo 19 Cromatograma C3 dia 4
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