N° 2 - Afio 2013 IDITeC ISSN 2314-0313

ESTUDIO DE LA DEGRADACION DE LOS ISOMEROS o- Y B-
HEXACLOROCICLOHEXANO POR STREPTOMYCES SP. M7

Study of the a- and [3- hexachlorecyclohexane isomers degradation by

Streptomyces
Sineli P., Fuentes S., Benimeli C., Alvarez A., Amoroso M., Cuozzo S.*PROIMI-CONICET.
Universidad Nacional de Tucuman. *Scuozzo@proimi.org.ar

RESUMEN
Se sabe que la produccién del isdmero y del hexaclorociclohexano (y-HCH), el cual posee propiedades
insecticidas, involucra la formacién de ocho isdbmeros sin propiedad insecticida, y que representan el 85-
86% del total de la mezcla producida. De todos ellos, los isémeros mas abundantes son: a-HCH (65-
70%), B-HCH (7-10%), 8-HCH (7%), € -HCH (1-2%) y en ultima instancia los isémeros 1 - y 6 —HCH (<
2%). Siendo el isomero 3-HCH el mas recalcitrante de todos ellos.
El objetivo del presente trabajo fue estudiar la degradacion aerdbica de los isomeros o- y - del HCH
como unica fuente de carbono por actinobacterias regionales. Para ello se determinaron los niveles de
remocién de los isomeros del HCH por Streptomyces sp. M7 en medio minimo (MM), mediante la
determinacion del contenido residual de los isdmeros en los sobrenadantes, luego de 7 dias de incubacion.
Las metodologias empleadas en los diferentes ensayos fueron: determinacion de cloruros liberados,
crecimiento por biomasa (peso seco) y de isdmeros de HCH residual por cromatografia gaseosa con
microcaptura de electrones. Se observé que Streptomyces sp. M7 removi6 un 100% de o-HCH y un 55%
de B-HCH en las condiciones optimas de cultivo: temperatura de 30 °C, pH 7 y una concentraciéon
maxima de 8,3 mg L™ del isémero correspondiente. Asimismo, Streptomyces sp. M7 mostré mayor
crecimiento total en presencia de a-HCH que en presencia de B-HCH como unica fuente de carbono, lo
cual se asocia con la remocion total o parcial del isémero respectivamente.
Este es el primer trabajo en el cual se describe una actinobacteria capaz de degradar el isomero 3-HCH en
condiciones aerobicas.

SUMMARY

Known it that production of y hexaclorociclohexano (y-HCH), which has insecticidal properties, the
formation of eight isomers with not insecticidal property, representing between 85-86 % of the mixture
produced. Of these, the most abundant isomers are: a-HCH (65-70%), B-HCH (7-10%), 6-HCH (7%), ¢ -
HCH (1-2%) and the last instance the isomers 1 - y 8 —HCH (< 2%). Being B-HCH isomers the most
recalcitrant of all them.

The aim of this work was to study the isomers aerobic degradation by a- and 3- HCH as a carbon source
by regional actinobacterias. For this we identified HCH isomers removal levels by Streptomyces sp. M7
in minimal medium (MM), by determining the isomers residual content in the supernatants after 7
incubation days. The methodologies employed in the different test were: ion chloride liberated
determination, biomass growth (dry weight) and HCH isomers residual by gas chromatography with
electron microcapture.

It was observed that Streptomyces sp. M7 removed to 100% of a-HCH and 55% of B-HCH in the optimal
culture conditions: 30 °C, pH 7 and the isomers maxima concentration of 8.3 mg L™. Also, Streptomyces
sp. M7 showed greater overall growth in the presence of o-HCH than 3-HCH that the only carbon source,
which is associated with total or partial removal of the isomers respectively.

This is the first work which describes a actinobacteria capable of isomer (- degrading under aerobic
conditions.
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INTRODUCCION

Los plaguicidas organoclorados (POs) son
un grupo de compuestos organicos de sintesis,
derivados de hidrocarburos, en los que uno o
mas atomos de hidrogeno son sustituidos por
atomos de cloro. Constituyen un grupo muy
heterogéneo de sustancias, cuya estructura
quimica corresponde en general a la de
hidrocarburos clorados, aunque algunos de ellos
contienen otros elementos tales como oxigeno y
azufre (Arias Verdes y col., 1988).

Los  plaguicidas  organoclorados  se
introdujeron al mercado en las décadas de 1940
y 1950. Inicialmente tenian importantes roles en
el control de pestes y de enfermedades
transmitidas por vectores (WHO, 1990). Sin
embargo, en la década del 60 comenzd a
acumularse evidencia acerca de sus efectos
indeseables (Vega y col., 2007).

Hoy, dichos plaguicidas  despiertan
preocupacion mundial y su aplicacion se ha
eliminado debido a su toxicidad, gran
persistencia, baja biodegradabilidad, amplia
distribucion en el medio ambiente y sus efectos
crénicos sobre la vida silvestre y los seres
humanos (Quintero y col., 2005; Malik y col.,
2009).

Los residuos de POs en suelos, agua,
alimentos, aire o seres vivos, aun en pequeflas
concentraciones, constituyen una forma de
contaminacion del ambiente. Las causas pueden
ser directas ¢ indirectas. Las primeras son: el
uso agropecuario y sanitario de dichos
plaguicidas, ya que una parte de estos persiste
en el medio después de ejercer su accion
biologica contra el objetivo que se desea
controlar. Las indirectas abarcan el arrastre, que
depende de varios factores como ser el clima, la
formulacién del producto y la forma de
aplicacion. En general, el fendmeno de
contaminacion ambiental por los POs es un
fenémeno cambiante, dinamico y no siempre
controlable (Fuentes, 20006).

Actualmente esta bien establecido que estos
compuestos, con su elevada liposolubilidad,
tienen efectos adversos sobre los organismos, ya
que se acumulan principalmente en los tejidos
adiposos de aquellos sometidos a exposiciones
repetidas o cronicas y pasan mediante la cadena
alimenticia a animales superiores, incluyendo
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seres humanos, ocasionando una variedad de
efectos patoldgicos agudos y cronicos (Cid y
col., 2007; Vega y col., 2007). También pueden
ingresar en la cadena alimenticia a través del
agua y los vegetales consumidos por los

herbivoros, incluyendo el ganado vacuno
(WHO, 1990).
Su  acumulacién, incluso en Dbajas

concentraciones, en la grasa corporal de los
mamiferos y su lenta velocidad de degradacion
podrian causar posibles riesgos a largo plazo
(Metcaff, 1997). Se sabe que dichos plaguicidas
causan efectos toxicos en los sistemas
reproductivo y nervioso y que pueden afectar la
funcion normal del sistema enddcrino
(Yamaguchi y col., 2003). También han sido
vinculados a céanceres de higado y de mama,
tumores testiculares y bajo recuento de
espermatozoides en hombres (Malik y col.,
2009).

Los plaguicidas organoclorados no solo se
acumulan en los tejidos de animales, sino que
muchos de ellos persisten en suelos y plantas y,
si son lo suficientemente solubles, también
pueden llegar a las aguas subterrdneas o
superficiales, lo cual representa un riesgo muy
alto para la salud, ya que estas aguas son fuentes
de suministro de agua potable (Ritter, 1990).

El uso intensivo de los plaguicidas
organoclorados se incremento a partir del final
de la Segunda Guerra Mundial; y entre ellos,
uno de los mas utilizados fue el lindano
(Zuloaga y col., 2000).

Durante el proceso de sintesis del lindano
también se generan isémeros del
hexaclorociclohexaano (HCH), y los mas
importante son los designados f3, v, 3, 0, &, My
dos o-enantiomeros, los cuales difieren
solamente en la orientacion de los atomos de
cloro unidos a los diferentes atomos de carbono.
Donde el mas recalcitrante de los isomeros es el
B- HCH. En el mercado internacional existen
dos formulaciones comerciales del HCH:
lindano de grado puro (99% de y-HCH) y
lindano de grado técnico, este Ultimo es una
mezcla de isomeros en la cual el y-HCH es el
ingrediente activo, debido a que es el compuesto
con actividad insecticida mas potente (Okeke y
col., 2002).
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El lindano se utilizdo ampliamente en todo el
mundo. Debido a su bajo costo, elevada
eficiencia y disponibilidad inmediata fueron
algunas de las razones de su uso excesivo,
principalmente en los paises en vias de
desarrollo (Bhatt y col., 2007).Este se empleo
en el pasado con diversos fines, entre ellos la
agricultura para el control de plagas, veterinaria,
fumigaciones de casas y areas de
almacenamiento comercial, control de parasitos
en animales, control de mosquitos, hormigas,
larvas, langostas, etc. (Phillips y col., 2005).
También se usdé en salud humana, para el
tratamiento de la escabiosis y la pediculosis, en
forma de lociones, cremas y shampoos, ya que
es un insecticida de amplio espectro y sirve para
eliminar tanto a los insectos fitéfagos como a
los parasitos de animales y del hombre (Johri y
col., 1996; Bidlan y col., 2004).

Por otra parte la biorremediacion es el uso
de organismos vivos o parte de estos, para
degradar, remover y/o transformar
contaminantes ambientales. Los principales
organismos utilizados son bacterias, hongos,
levaduras, algas y plantas de existencia natural o
genéticamente modificados. (Boopathy, 2000;
Vidali, 2001; Robles-Gonzalez y col., 2008).
Las técnicas de biorremediacion permiten la
transformacion de contaminantes con un menor
consumo de quimicos, energia y tiempo, es una
alternativa eco-amigable (Haritash y Kaushik.,
2009).

Por lo tanto el objetivo de este trabajo fue
determinar las condiciones Optimas para la
degradacion aerdbica de los isomeros o y B del
HCH. Este es el primer trabajo en donde se
determiné que las actinobacterias son capaces
de actuar sobre los isémeros del lindano en
condiciones aerobicas.

MATERIALES Y METODOS

La cepa utilizada fue Streptomyces sp. M7,
fue aislada previamente en el laboratorio a partir
de sedimentos de un canal de drenaje de una
planta de filtros para la obtencion de cobre
localizada en una zona agricola de Tucuman,
Argentina, el microorganismo se selecciono
debido a su capacidad de crecer en presencia de
lindano como ‘unica fuente de carbono
(Benimeli, 2004).

Para la preparacion del indculo la cepa se
sembro en forma de césped en cajas de petri con
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medio caseina almidon agar que contiene: (en g
L'l) almidon, 10; caseina, 1; K,HPO,, 0,5; agar,
15 a pH 7,0 (Hopwood, 1985) e incubadas a
30°C durante 7 dias, dichas placas obtenidas se
las cosecha para obtener una suspension de
esporos, a la cual se la acondicion6 a una
concentracion de 10 ° UFC mL™ necesarias para
realizar los ensayos propuestos.

Las diferentes condiciones de crecimiento
analizadas se realizaron en medio minimo
(MM) que contiene en (gL): L-asparagina, 0,5;
K,HPO,, 0,5; MgS0,.7H,0, 0,20; FeSO,4.7H,0,
0,01, (Kieser y col., 2000), se reemplazo L-
asparigina por (NH4)2S04, 4,0 g por 1. debido a
que los ensayos utilizo a los isdbmeros o y 3 del
HCH como unica fuente de carbono.

Para determinar el pH inicial optimo de
crecimiento y de degradacion de los isdmeros
(0-HCH y B-HCH) se analizaron a pH iniciales
de 7 y 9, donde se utilizo HCl 1IN o NaOH 1IN
para ajustar el pH del medio minimo. De igual
manera para estudiar el efecto de Ia
concentracion optima de los isomeros sobre el
crecimiento del microorganismo y la remocidn,
se analizaron dos concentraciones 1,66 mg L™
y833mgL”.

Se inocularon la suspensién de esporos en
frascos con 30mL de MM seleccionado para
cada ensayo y se los incubaron a 30°C con una
agitacion de 100 RPM, los ensayos se realizaron
por triplicado, donde se tomaron muestras a
distintos tiempos 0, 1, 4 y 7 dias para realizar
las diferentes determinaciones del presente
trabajo.

Determinacion del crecimiento
microbiano

En los diferentes ensayos se determinaron
peso seco como medida de crecimiento, la
técnica consistente en: centrifugacion a 8.500
rpm durante 10 minutos, a fin de separar las
células. Estas se lavaron con agua destilada
estéril y se dispusieron en capsulas de papel de
aluminio, previamente taradas. Luego se
secaron a 85 °C hasta peso constante y se
determind el peso seco por diferencia de
pesadas, utilizando la siguiente formula: PS (mg
mL™") = (P2 — P1).1000/30 donde: PS: Peso seco
(mg mL™); P1: Peso de la capsula vacia (g); P2:
Peso de la capsula después de secar hasta peso
constante (g).
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Determinacion de iones cloruros

La liberacién de iones cloruros al medio de
cultivo se determino mediante un método dptico
donde se mide la turbidez que se genera cuando
el i6n cloruro precipita como AgCl (Iwasaki y
col., 1952). El método consistio que a 0,5 mL de
sobrenadante se le agregd 0,5 mL HNO; 0,15N
mas 0,5 mL AgNOs; 0,1N, se dejo reposar por
15 minutos y se realizd las lecturas de
absorbancia a 600 nm de longitud de onda. Para
la interpretacion de los resultados se considerd
que a mayor valor de absorbancia mayor
concentracion de iones cloruros liberados, por lo
tanto esto significé una mayor degradacion de
los isémeros.

Determinacién de a y p
Hexaclorociclohexano residual

A partir de los sobrenadantes de los cultivos
se determino los isdémeros de HCH residual por
Cromatografia Gaseosa, previa recuperacion y
concentracion de los isomeros residuales por
medio de una extraccion en fase sélida.

Las muestras asi obtenidas, se analizaron en
un Cromatografo de Gases (Agilent 7890A),
equipado con una columna capilar HP-5 (5%-
fenil metilpolisiloxano; 30m, 0,32 mm, 0,25
pm), con detector de microcaptura de electrones
(LECD), inyector split/slitless y software
Chemstation  para  manejo, operacion,
recoleccion y analisis de datos.

La inyeccion de los extractos obtenidos se
realizd6 con un inyector automatico (Agilent
7683B), en modo splitless, con temperatura del
detector de 300 °C y del inyector de 250 °C. En
el horno se llevd a cabo el siguiente programa
de temperaturas: partir de 180 °C hasta alcanzar
una temperatura de 250 °C, a una velocidad de
calentamiento de 40 °C min™. Luego se calent6
hasta 280 °C a una velocidad de 10 °C min™. Se
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usd nitrégeno como gas transportador y como
gas auxiliar (60 mL min™).

La cuantificacion de los plaguicidas
organoclorados se hizo utilizando una curva de
calibracién realizada con diferentes diluciones
de una solucion patron para cromatografia
gaseosa (AccuStandard). El limite de deteccion
del método fue de 0,01 pg L™

RESULTADOS

Efecto del pH y concentraciones de los
isomeros del HCH sobre el crecimiento
microbiano

En el estudio de crecimiento de
Streptomyces sp. M7 crecida con el isdmero -
HCH como tnica fuente de carbono, se observo
un méaximo crecimiento (0,41 mg mL™") a las 24
Hs de incubacion a un pH inicial de 9,
superando el crecimiento en una vez en
comparacion al determinado en las mismas
condiciones pero a un pH inicial de 7,
indicandonos que ese fue el pH optimo de
crecimiento para nuestro microorganismo en
estudio. Por otro lado, cuando se utilizo el
isdémero a-HCH como unica fuente de carbono,
se registré un peso seco de 0,31mg mL™" a un
inicial de pH 7 al cuarto dia de incubacidn, igual
valor fue obtenido a pH 9, pero a diferencia del
anterior este fue al séptimo dia de incubacion, lo
que nos indic6 que el mejor crecimiento fue a
un pH neutro (Figura 1 a).

Estudiando el efecto de la concentracion
inicial de los isémeros se pudo observar que, a
una concentracién inicial de 8,33 mg L™ se
observé un crecimiento de 0,28 mg mL™ para el
isémero a-HCH y 0,29 mg mL™" para 8-HCH a
pH 7, superando 5 veces en ambos casos el
valor observado a pH 9, lo cual nos indic6 que
no hubo un efecto inhibitorio por el aumento de
la concentracion de los isémeros del HCH
analizados (Figura 1 b).
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Figura 1: Determinacion de crecimiento microbiano por medio de Peso Seco a dos concentraciones
iniciales de los isomeros o-HCH y B-HCH: a- 1,66y b- 8,33 mg L.

Determinacion de los iones cloruros
liberados a diferentes pH y concentraciones de
los isémeros

Se estudid la liberacion de cloruros a una
concentracién inicial de 1,66 mg mL ' del
isomero o-HCH, y se observd una mayor
liberacion de los iones a un pH 7 al séptimo dia
de incubacion (0,0238 Abs), superando en 3
veces en comparacion a los cloruros liberados a
pH 9; mientras que para el isomero f-HCH a pH
7 se observd una mayor liberacion de los iones
cloruros, con un valor de Absorbancia de 0,025,

es decir 5 veces mayor en comparacion al
observado a pH 9. (Figura 2 a).

Cuando se realizaron los mismos ensayos a
una mayor concentracion inicial de los isémeros
de HCH (8,33 mg mL"), se observé una
liberacion de cloruros claramente favorecida a
un pH 7, cuyo valor superé en 15 veces al valor
obtenido a un pH alcalino de 9 para el ensayo
realizado con el isémero a-HCH, y 3 veces para
el isémero B-HCH, valores determinados al
séptimo dia de incubacion. (Figura 2 b).
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Figura 2: Determinacion de iones cloruros liberados por medio de turbidimetria a dos concentraciones
iniciales de los isémeros o-HCH y p-HCH: a- 1,66 y b- 8.33 mg L™
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Determinacion de a y B-
Hexaclorociclohexano residuales

Otro estudio complementario realizados fue la
determinacion de los isomeros residual
presentes en los sobrenadantes, por lo que se
observd que a una concentracion inicial de 1,66
mg L del isémero o-HCH una remocion del
78,51%, mientras que el isomero B-HCH fue
del 65,30%. Mientras que a una concentracion

ISSN 2314-0313

de 8,33 mg L' se observd que el isdmero a-
HCH presentd el maximo porcentaje de
remocion llegando a un valor de 84,62%
superando en ocho veces el valor obtenido por
el isomero B-HCH a la misma concentracion
inicial. Por lo que a las concentraciones
estudiadas no se observd un efecto inhibitorio
marcado

100

80

Remocién de HCH
(%)
N o
o o

N
o
1

I Alfa HCH
Beta HCH

1,66 mg L

8,33 mg L

Figura 3: Porcentajes de remocion de los isomeros en los sobrenadantes de cultivos a pH 7 al séptimo
dia de incubacién.

CONCLUSIONES

En el presente trabajo se demostrd que
streptomyces sp. M7 posee la capacidad de
utilizar a o y p Hexaclorociclohexano como
unica fuente de carbono, crecido en medio
minimo. Se demostré que las condiciones
optimas para su crecimiento fueron de un pH 7
y una concertacion inicial de los isomeros a-
HCH y B-HCH de 1,66 mg L-1, como unica
fuente de carbono, sin embargo a un pH 9 y a
una concentracion inicial de 1,66 mg L-1 de
isomero B-HCH, el microorganismo mostro el
maximo crecimiento.

En cuanto a la remocién de los isémeros o-
HCH y B-HCH, se demostré que, a las
condiciones analizadas, un pH inicial de 7 es el
optimo para ambos isémeros, ya que se obtuvo
valores de liberacion de cloruros ampliamente
mayores que a las observada a pH 9 en 1,66mg
L-1 y a 8,33 mg L-1 de o- HCH y B-HCH.
Mientras que para a-HCH tanto a 1,66 y 8,33mg
L-1 se obtuvo porcentajes de remocion que
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superan un 75%, sin embargo a una
concertacion de 8,33 mg L-1 se obtuvo el
maximo porcentaje de remocion de 85%,
demostrando que la remocion de a-HCH no es
inhibida por un aumento de concentracion del
isomero.

Estos resultados parciales dardn lugar a
seguir estudiando distintas condiciones 6ptimas
de remocion de los  isomeros  del
hexaclorociclohexano por parte de streptomyces
sp. M7, para ser empleada como agente
biorremediador de ambientes contaminados con
Hexaclorociclohexano.
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