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®Resumen

El presente trabajo tiene como objetivo utilizar la espectrofotometria derivativa en la region UV-
Visible para estudiar la degradacién del 2-clorofenol (2-CF), el cual es notoriamente persistente y txico
parala mayoria de los sistemas biol6gicos en concentraciones superiores alos 300 mg/L. Se aislaron dos
cultivos bacterianos de suelos contaminados con hidrocarburos denominados RS 11y RS 13y se evalud
la degradacién del 2-clorofenol utilizando dichos cultivos y después de la adaptacion. La degradacion
ensayada no solo demostré que ocurria la degradacion sino que era necesaria la adaptacion de los
microorganismos al compuesto organico paramejorar lavelocidad de degradacion del compuesto por los
aislados ensayados.
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® Abstract

Thiswork aimsto perform the using of derivative spectrophotometry to study the degradation of the
2-chlorophenol (2-CF), which is notoriously persistent and toxic for most of the biological systems to
concentrations but highthat 300 mg/L. Inthis study two microbial culture, RS 11 and RS 13, were isolated
from polluted soilsand the ability of the isolates to remove phenol was tested by scanning the first derivated
spectrawitha UV-VIS spectrophotometer. The results indicated that the isolates metabolized phenol and
it was necessary the adaptation of the microorganisms to the organic compound to improve the speed of
degradation of the compound for the isolated.

Key words: biodegradation, derivative UV spectrophotometry, 2-chlorophenol.

@ Introduccion

La presencia de compuestos aromaticos
monoclorados en el medio ambiente se debe al uso
extensivo de los mismos tanto en laagriculturacomo
en la industria. Entre los compuestos fendlicos
clorados contaminantes se encuentra el 2-clorofenol
(2-CF), el cual es notoriamente persistente y toxico
para la mayoria de los sistemas bioldgicos en
concentraciones superiores a los 300 mg/L /1/. Para
la degradacion de los compuestos fenolicos clorados

son preferibles los métodos bioldgicos por resultar
mas econdmicos y presentar escasa probabilidad de
formacion de derivados indeseados; de ahi la
necesidad de basqueda de bacterias que degraden
completamente concentraciones cercanas a estas y
Sus ensayos a concentraciones entre los 100 y
300 mg/L. En general, los fenoles clorados son
transformados mediante la declorinacion oxidativa
(biodegradacionaerdbica) y generalmente se utilizan
para la caracterizacion de los clorofenoles: la
cromatografia liquida de alta eficiencia con detector
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UV-VIS, la cromatografia gaseosa acoplada a
espectrometria de masas, el método colorimétrico
utilizando la4-aminoantipirinay el espectrofotométrico
UV-VIS /2-11/.

Este trabajo tiene como objetivo utilizar la
espectrofotometriaderivativaenlaregion UV-Visible
paraestudiar ladegradacion del 2-clorofenol (2-CF).

La espectroscopia electronica UV-VIS presenta
una serie de caracteristicas que favorecen su uso en
andlisis quimicos rutinarios entre las cuales podemos
mencionar: simplicidad operacional, elevadavelocidad
analitica, bajo costoy posibilidades de uso ensistemas
de control on-line. Sin embargo, los problemas de
interferenciaespectral que generalmente se observan
enestetipo de espectroscopialimitansusaplicaciones.

Como estrategia para mitigar la baja selectividad
del método espectrofotométrico en la region UV-
VIS se utilizaen laactualidad el método derivativo, el
cualenlos ultimosafos haido ganandoenaplicaciones
como poderosa herramienta para andlisis quimicos
cuantitativosy lacaracterizacioény control de calidad
de diversos procesos industriales /12-16/.

LaespectrofotometriaUV-VIS derivativa consiste
en larepresentacion de la variacion de laabsorbancia
respectoalalongitud de ondaen funciénde lalongitud
de onda. Esta técnica ofrece varias ventajas respecto
a los métodos convencionales ya que distingue
caracteristicas espectrales que sobresalen de las
bandas registradas en el espectro aumentando la
resolucion en sobrelapamientos de espectros /17/.

® Materiales y métodos

Aislamiento

Se aislaron dos cultivos bacterianos de suelos
contaminados con hidrocarburos aledafios a una
refineria denominados RS 11y RS 13.

Degradacion del 2-clorofenol

Para conocer la capacidad de las bacterias para
degradar el 2-CF se tomaron los aislados bacterianos
conservados en agar nutriente, para lo cual,
previamente las bacterias fueron cultivadas en caldo
nutriente durante 24 h. Posteriormente se lavaron dos
veces con medio mineral salino (MMS) y luego los

botones celulares obtenidos se resuspendieron en un
volumen final de un mililitro de este medio.

Se tomaron alicuotas de 0,5 mL de los in6culos
iniciales (D.0=1,0)yseafiadieronenel medio MMS
suplementado con 200 mg/L de 2-clorofenol. Se
incubd manteniéndose enagitaciona 146 rpm (zaranda
KS 125 basic IKA LABORTECHNIK,
GERMANY) durante once dias, realizando toma de
muestras cada cuatro dias.

Se realiz6 la aclimatacion de los aislados
bacterianos conservadosenel medioMMScon 1,5%
de agar y 2-CF 500 mg/L. Para realizar la misma los
cultivos bacterianos se inocularon en el medio MMS
+ glucosa 1 %, con 2-CF 200 mg/L. Se afiadio igual
concentracion de 2-CF cada nueve dias, en cuatro
ocasiones durante dos meses, incubando enagitacion
hasta que el cultivo estuvo turbio, indicativo de
crecimiento celular.

Posterior al proceso de aclimatacién se tomo un
inéculo de 0,1 mL de los cultivos y se afiadieron en
medio MMS con 300 mg/L de 2-CF como Unica
fuente de carbono para evaluar el proceso de
degradacion. Se realizaron dos réplicas de cada
aislado y se muestre6 cada cuatro dias. En ambas
variantes se emple6 un control sin inocular para
evaluar la degradacion abidtica.

Remocién del 2-CF

La remocion del 2-CF fue monitoreada con
un espectrofotometro Spectroquant® Pharo 300
Merck a través de la lectura del espectro UV.
Los espectros fueron obtenidos en las muestras
libres de células y los controles colectados a
diferentes tiempos de incubacion, leyéndose en
el intervalo de longitudes de onda de 200-450
nm. Se obtuvieron los espectros de la primera
derivada para evaluar la existencia de
intermediarios.

Previamente se seleccion6 la longitud de
onda de trabajo realizando un barrido espectral
entre 200y 700 nm. A lalongitud de onda donde
se encontrd el méximo de absorcion se realizé
la lectura de la curva de calibracion graficando
DO (densidad optica) vs C (concentracidn en
mg/L). Lacurvade calibracién serealizé con los

Vol. XXV, N° 3, septiembre-diciembre, 2013 m



Revista Cubana de Quimica, pags. 318-327

estandares en el rango de 3-150 mg/L de 2-CF
(ver figura 1). El porcentaje de degradacion se
calcul6 segun la férmula:

., Ci_Cf
%Degradacion = C—*lOO 1)
Todas las lecturas se realizaron contra
blanco de medio MMS sin el compuesto
aromatico /18/.

Analisis estadistico

Los resultados de la degradacién de 2-CF
en el tiempo, en todos los experimentos, se
evaluaron mediante un andlisis de varianza
de clasificaciéon simple, un test de Duncan
para la comparacion de medias y rectas de
regresion para constatar la existencia de
diferencias significativas con los controles.

® Resultados y discusion

Evaluacion de la degradacién del 2-
clorofenol por aislados bacterianos sin
adaptar.

Los aislados conservados en medio agar
nutriente, se utilizaron para conocer la
capacidad que tienen estas bacterias sin
adaptacion para degradar el compuesto
orgénico estudiado. Para esto, los aislados
seleccionados fueron inoculados en MMS
suplementado con 200 mg/L de 2-CF,
buscandose en el mismo el cambio de
coloracién del medio indicativo de la
acumulacion de algun intermediario. Para
evaluar la concentracion del 2-CF se utilizé la
curva de calibracion representada en la figura
1 obtenida a la longitud de onda méaxima del
espectro UV del 2-CP igual a 274 nm.

2-CLOROFENOL
A=274nm
2
1.8 e
1.6
1.4 p
1.2 .
2 1
a y=0.012x
0.8 R = 09494
0.6 s
o4 o
2| e
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Fig. 1 Curvade calibraciondel 2-clorofenol con maximo de absorcion
a274nmmediante espectrofotometriaUV/VIS.

Al evaluar los espectros obtenidos de los aislados se encontrd una disminucién de la intensidad
de la banda de absorcion con longitud de onda maximaa 274 nm, donde absorbe el 2-CF, a medida

que transcurrio el tiempo (figuras 2 y 3).
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Fig.2 Comportamiento de losespectros UV y desu primeraderivada
enel tiempodurante ladegradacion del 2-clorofenol por RS-11
sinadaptar sembradoen MMS con 2-CF200mg/L.
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Fig. 3Comportamientode losespectros UV ydesu primeraderivada
enel tiempodurante ladegradacion del 2-clorofenol por RS-13
sinadaptar sembradoen MMS con 2-CF200mg/L.
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Los resultados al final del experimento (268 h,
11 dias) mostraron un porcentaje de degradacion
del 2-clorofenol de aproximadamente 25-30 % en
ambos aislados existiendo diferencias significativas
con los resultados del inicio del experimento. Los
resultados mostraron que los aislados evaluados,
aun sin adaptar, son capaces de degradar el toxico
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Fig.4 Comportamientode laconcentracion
de 2-clorofenol enel tiempoen MMS inoculados
conRS-11yRS-13 previoal proceso de adaptacion.

ensayado pero requiriendo un tiempo mas
prolongado (ver figura 4).

Llamé la atencion que se apreciara un mayor
porcentaje de degradacion en las primeras 96 hdonde
se debian encontrar las fases Lag y comienzo del
crecimiento exponencial, lo que seralentiz6 el proceso;
esto es apoyado por la estimacion de la velocidad
especifica de crecimiento, la cual mostr6 una
desaceleracion en el crecimiento, que pudiera ser
producto de la toxicidad del compuesto a la
concentracion ensayada (datos no mostrados). Lo
anterior pudiera estar en correspondencia con el
comportamiento que se observé en el crecimiento.

Evaluacion de la degradacién del 2-
clorofenol por los aislados microbianos
Iuego de la adaptacién

Elcomportamiento de los maximos de absorbancia
de los espectros mostré una disminucion de estosalos
12 dias (288 h) existiendo unadiferenciasignificativa
con el valor inicial (figuras 5y 6).
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Fig.5 Comportamientode losespectros UV y de suprimeraderivadaenel tiempo
durante ladegradaciondel 2-clorofenol por RS-11adaptado
sembradoen MMS con 2-CF 300 mg/L.
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Fig.6 Comportamientoenel tiempode losespectros UV y de su primeraderivada
durante ladegradacion del 2-clorofenol por RS-13adaptadoy
sembradoen MMS con 2-CF 300 mg/L.

Cuando se calcul6 la concentracion del 2-CFa  como los resultados obtenidos con los aislados sin
los diferentes tiempos se aprecio una disminucién  adaptar parael mismo periodo de tiempo (figura 8).
de esta en las condiciones ensayadas (figura 7), Lo anterior permitié afirmar que la estrategia de
observandose en este caso, ademas, un porcentaje  adaptacion fue adecuada.
de degradacion del 56 % por RS-11y 71 % por RS-

13, existiendo diferencias significativas entre los 70
resultados del inicioy el final del experimento, asi £ &0 d
=
3 50
=
= 200 E 40 o
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Fig. 7 Comportamientode laconcentracion ) _ ) )
del 2-clorofenol enel tiempoen medio MMS Fig.8 Comportamientodel porcentaje de degradacion
inoculado con los aislados RS-11y RS-13 entre losaislados RS-11y RS-13 sin adaptary luego
luego de un proceso de adaptacion. deun proceso deadaptacion.
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Aligual que en el experimento de los aislados sin
adaptar, cuando se analizé en mas detalle el proceso
de degradacion, en ambos aislados se observo un
mayor por ciento de degradacion en los tres primeros
dias; el mismo disminuye en los siguientes tresdiasy
vuelveaincrementarse en los proximos dias; proceso
que también coincide con una fase de crecimiento
exponencial, uno estacionario y un segundo
crecimiento exponencial (datos no mostrados). Esta
observacion sugiere que las bacterias pudieran estar
utilizando el compuesto organico como fuente de
carbono para su crecimiento.

El intervalo de muestreo no permitio observar el
gradual descenso o laaparicion de otros intermediarios.
Ademas, los gréficos de los espectros no evidencian
laacumulacion de ninguno, lo cual en conjunto conel
comportamiento microbiano sugiere que el
microorganismo esté utilizando este compuesto como
fuente de carbono para su metabolismo.

A pesar de lo anteriormente expuesto, es posible
gue se acumule un intermediario en el interior de la
célula que, no obstante, luego se utilice en la
continuacion del proceso para la utilizacion como
fuente de carbono, en un momento lentifique el
proceso de degradacion y sea la causa de la demora
que se observa entre los 3y 7 dias. Este puede ser un
producto méas toxico o de unaestructuramasdificil de
metabolizar.

Durante los experimentos desarrollados no se
observo otro maximo de absorcion ademas del que
coincidio con el mostrado por el control sin inocular,
niseaprecio laaparicion de coloracion pardaindicativa
de la posible acumulacién de un intermediario
(semialdehido-2-hidroximucénico) en el medio de
cultivo. La evaluacion de los gréaficos de la primera
derivadade los espectros tampoco arrojo laexistencia
de un intermediario significativo que estuviera dado
por la aparicién de otro cero en dichos gréficos.

La reduccién de los méaximos de absorbancia
esperados en los diferentes experimentos ofrecié una
idea de la disminucion de la concentracion del
compuesto en el medio. La ausencia de otro maximo
durante el transcurso del tiempo puede ser un indicio
de la necesidad de reducir los intervalos de toma de
muestras 0 que la cepa ensayada metaboliz6 los

intermediarios que se fueron formando durante la
degradacion del 2-CF incorpordndolos en su
metabolismo, por lo que se puede sugerir que la
degradacion es completa.

Durante la degradacion de un compuesto pueden
formarse intermediarios que: 1) se acumulen dentro
de las células o en el propio medio de cultivo, que
pueden no ser Utiles o ejercer accion toxica para el
microorganismo, y 2) continuar sutransformaciénen
otros compuestos para ser utilizados como fuente de
carbono y/o energia.

Todavia se desconoce cual es la via por la que
degradan el compuesto los aislados ensayados. La
literatura informa que existen dos formas de
transformar los compuestos fendlicos clorados: la
declorinacionreductiva, que estipicade las bacterias
anaerobias, las cuales eliminan los &tomos de cloro
de manera sucesiva por medio de enzimas
dehalogenasas y la declorinacién oxidativa o
biodegradacion aerobia, donde se forman,
principalmente los catecoles clorados /19/. Estos
ultimos se degradan por las vias orto y meta segun
larupturadel clorocatecol se haga intra o extradiol,
respectivamente. Por lo general, en los compuestos
monoclorados la liberacion del cloro ocurre de una
manera espontanea.

La degradacion del 2-CF se ha documentado
que sigue la via de los clorocatecoles con la
formacion del 3-clorocatecol. Si la ruptura del 3-
clorocatecol ocurre por la via meta, posicion
extradiol, el producto formado se hainformado que
se une de manera irreversible con la enzima que
debieradegradarlo (clorocatecol-2,3-dioxigenasa),
impidiendo suaccion o dalugaraun intermediario
altamente reactivo que hace el mismo efecto pero
antes libera cloro, aunque no la cantidad esperada,
indicando degradacién incompleta.

El intermediario formado se acumula en el
medio de cultivo dando una coloracion parda /2/.
Este Gltimo compuesto ya no puede utilizarse como
fuente de carbono, por lo que el microorganismo
estd obligado a crecer a expensas de otra fuente
alternativa, de lo contrario, perece (figura 9).
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Siocurre por medio de laviaorto, el 3-clorocatecol
se rompe en la posicion intradiol, mediante la
clorocatecol-1,3-dioxigenasa, llegando a formarel 3-
oxoadipato, logrando que el 2-CF se degrade de
manera completa, pues a partir de este se genera una
serie de intermediarios que entran al ciclo de los
acidos tricarboxilicos (figura 9) /21, 20/.

Enlosexperimentosrealizados, el medio ensayado
se mantuvo transparente o ligeramente turbio blanco
conel crecimiento del microorganismo, lo cual indicé
que no se estuvo acumulando en el mismo ningun
intermediario coloreado.

La observacion anterior se interpreta como
ocurrencia de una degradacion completa, la que,
segun la literatura, generalmente solo es posible
cuando el 3-clorocatecol formado es degradado por
la via orto.

Conclusiones

La degradacién ensayada con los cultivos
aislados utilizando la técnica de
espectrofotometria derivativa no solo
demostr6 que ocurria la degradacion, sino
que era necesaria la adaptacion de los
microorganismos al compuesto organico para
mejorar la velocidad de degradacion del
compuesto por los aislados ensayados.
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