BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA ﬁ!& @
) o =

"

INSTITUTO DE CIENCIAS

POSGRADO EN CIENCIAS AMBIENTALES

“La Tierra no es de nosotros, nosotros somos de la Tierra”

DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE REMOCION DE
LOS CONSORCIOS PATOGENOS DE E.COLI ANTE LA
PRESENCIA DE UN COLORANTE AZO

TESIS

Para obtener el grado de:
MAESTRA EN CIENCIAS AMBIENTALES

Presenta

ITZEL NIXACHE VAZQUEZ CABRERA

Director de tesis:
Dra. Edith Chavez Bravo

Co-Director de tesis:
Dr. Alejandro Isaias Augusto Alonso Calderon

Noviembre 2018



“%'%.  BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA S &
D % v

®
e

INSTITUTO DE CIENCIAS

POSGRADO EN CIENCIAS AMBIENTALES

“La Tierra no es de nosotros, nosotros somos de la Tierra”

DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE REMOCION DE
LOS CONSORCIOS PATOGENOS DE E.COLI ANTE LA
PRESENCIA DE UN COLORANTE AZO

TESIS

Para obtener el grado de:

MAESTRA EN CIENCIAS AMBIENTALES

Presenta

ITZEL NIXACHE VAZQUEZ CABRERA

Comité tutoral:

Director Dra. Edith Chdvez Bravo

Co-Director: Dr. Alejandro Isaias Augusto Alonso Calderdon
Integrante Comité Tutoral | Dra. Alia Méndez Albores

Infegrante Comité Tutoral | Dra. Sonia Silva Goémez

Noviembre 2018



C. ITZEL NIXACHE VAZQUEZ CABRERA

Por este conducto me permito comunicarle gue los miembros del jurado integrado por:

Dr. Fernando Saltillo Piscil Presidente
Dra. Fabiola Avelino Flores Secretario
Dra. Norma Elena Rojas Ruiz ler. Vocal
Dra. Alia Méndez Albores 2do. Vocal
Dra. Anabella Handal Siiva Suplente

Designado para la defensa de su tesis “Determinacién de la capacidad de remocién de los
consorcios patdgenos de E. coli ante la presencia de un colorante azo” han manifestado
mediante su voto que ésta cumple con los méritos suficientes para ser defendida como tesis de
grado de Maestria en Ciencias Ambientales, por lo que este Posgrado le autoriza la impresion

de la misma.

Sin otro asunto en lo particular, quedo de usted.

ATENTAMENTE

COORDINADOR

ETR/app
c.c.p. Archive
c.c.p. Minutario

Posgrado en Ciencias Ambientales | Edificio ICS,
Instituto de Ciencias (ICUAP) % Ciudad Universitaria,
L Col. San Manuel, Puebla, Pue. C.P. 72570
{ 01(222) 229 55 00 Ext. 7056



La realizacion de esta tesis no hubiera sido posible sin la beca otorgada por
el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia CONACYT con No. de CVU
763980.



La conclusion de esta tesis fue gracias al apoyo de la Vicerrectoria de
Investigacion y Estudios de Posgrado VIEP, dentro del programa IV de
Investigacion y Posgrado. Aseguramiento de la calidad en el Posgrado.
Indicador establecido en el Plan de Desarrollo Institucional, con No. de oficio

DG-ICUAP.1414/2018.



Agradezco...

Al Instituto de Ciencias ICUAP, por el apoyo brindado en la impresion de la

presente tesis.

Al comité que me acompano a lo largo en la realizacion de este trabajo y
que, debido a su extensa experiencia en este posgrado, me apoyaron con

comentarios y observaciones oportunas en cada momento.

Sin duda alguna, agradezco al honorable jurado por sus sugerencias para

hacer posible la culminacion de esta de tesis.

Al Dr. Alejandro, por su amabilidad y ayuda en cada parte de este proyecto.

Por ultimo, y no por menos importante, agradezco a la Dra. Edith Chavez
Bravo por haber permitido ser parte de su grupo de investigacion, en
particular agradezco por su comprension y apoyo en los momentos que mas

necesité, pero sobre todo por su tolerancia a mis insolencias.



A mi adorable y entraniable esposo...

Mads allda de nosotros,
en las fronteras del ser y el estar,

una vida mds vida nos reclama...

A mi pequeria compariera y encantadora complice...

Nombras el drbol, nifia.
V el drbol crece, lento y pleno,
anegando los aires,
verde deslumbramiento,

hasta volvernos verde la mirada.

Nombras el agua, nina.
V el agua brota, no sé donde,
bania la tierra negra,
reverdece la flor, brilla en las hojas

y en humedos vapores nos convierte.

No dices nada, nina.
V nace del silencio la vida en una ola;
su dorada marea nos alza a plenitudes,

nos vuelve a ser nosotros , exX traviados.

Octavio Paz



indice Pag.
Indice de espectros
indice de esquemas
Indice de figuras
Indice de graficas
Indice de tablas
RESUIMIEN ........ooceieeeeceecreeenneeseesaeessessaesseessssseassssssessssssssssssesnssssassssssesssssnsaessessnesss senassssssnsssssssassssssns 1
I INTRODUCCION ....oucvrrereeusraserseessessssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssessssssessss 3
Il IMARCO TEORICO ....ouvvreneurasensensssssesssesssssssssssssssssessssssessssssssssssssssssasssessssssssssssssssssssnsens 4
2.1 Importancia de las ciencias ambientales .......ccccoevevevevecs i 4
2.2 CONLAMINACION ...ttt ettt e e eeae e teetestestestestesae saestesne e snesne e nesnnans 5
2.3 Contaminacion del QBUA .....ccoce oottt ettt 6
2.3.1 AU rESIAUAN c..eeeeiceceee et st st et e et e sae e 7
2.4 Contaminacion del agua por Microorganismos .........c.cccceveeieeeieeceeseeseecee e eeens 8
2.5 Importancia de E. coli Y 12 Salud ........ooeoeeeeeeeeee e e 10
2.5.1 E. coli enteropatd8ena (EPEC) ..o ceieie e 11
p N N @o] o[ o] doiTo N o= Tor {1 -1 Vo RO 12
2.7 Contaminacion del agua por colorantes textiles ... ccecceieeccece e, 12
2.7.1 Colorantes teXLIlES ... e e e 13
b B A @0 Lo =Y 0 =TV o TR 14
2.7.2.1 Colorante textil negro solofenil ... 15
2.8 ReMOCION dE COIOMANTES ...ovecvieeiee ettt ettt e e st sre s s e e e e enas 15
2 .8.1 Métodos bioldgicos en la remocidon de colorantes ........cccecvvveiececeeceenne e, 16
2.8.1.1 Uso de bacterias en la remocion de colorantes azo ........ccceceeeeevevvevennnes 17
2.8.1.2 Uso de E. coli en la remocion de colorantes azo .........ccceeveeeveeceenreennee. 18
2.8.2 Actividad enzimatica Dacteriana ..o eeeeeeceeerieecese e e e 18
III. ANTECEDENTES .....cooviiiiiiiiineninnisnssnssssssnnsssssssssssssssnssns sssassssssnssassssassasssnsssssssssssasssssssssnnse 19
3.1 Cepas E. coli capaces de degradar un colorante azo ........cccveveceeceeveeerveneeceennen. 19
3.2 Consorcios bacterianos en la remocidn de colorantes .........cccceceeveiveneeveereenene. 19
IV, JUSTIFICACION ......ueureureureueeressssssssessasssssassasssssassas ssssssssasses e sassassssssssassassassassansassassans 21
V. PREGUNTAS DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION ........ooeueerrrmrernnernesrensssssssssssssenns 22
VI, OBIETIVOS ....ceieeieiceninesinnsessnssssssssssnsssssssssssssssssassssassssssssssssssassssssns sesasnnsssns ssssssassasses 23
6.1 ODJETIVO ZENETAI ..ottt et e e ebesbesae e e b aes e e s sbeeteaneens 23
6.2 ODbjJEtiVOS PArtICUIATES .....oovvvetriiieeecte ettt et e bbb st sae e er e e aesreene s 23
VIL. HIPOTESIS ....oeteeteeeseeesessesssssessessssssessssssssssssssssss s ssssssssssssssssssssssssssssessss s s s ssssns s s 24
VIIl.  IMETODOLOGIA ....cuvvrvereurisensenssessesssssss s ssssssesssssssssnssessssssssssssssssssssssssssssssssssss sasssssssns 25
8.1 Muestras MiCroDIOIOZICAS ...cvcvviveiireiriierecre ettt et et eer et et sre st eseenens 25
8.2 Solucidn del colorante Negro SOlOfENIl .........ccvcvviveivrveicine e e 25
8.3 MUEBSEIa CONLION ...ttt ettt st ste s s s e e e e e 25
8.4 Seleccidn de cepas bacterianas para la formacidn de consorcios ..........cccuuveee..n. 26
8.5 Interaccién de consorcios bacterianos con el colorante ..........ccoceveceececnce e, 28

8.5.1 Bioensayos con el colorante textil a concentraciones de 100 ppm y 200 ppm 28
8.6 Determinacion de los porcentajes de remocion del colorante ........ccecevceveviennne. 30



IX.

Xl.
Xil.
Xiil.
XIV.

8.7 ANALISIS @STATISTICO cuvveeireiieieeieee ettt ettt e sttt eteseaeeeseressseesssesesssesenneesesntesssnessnes 30

8.8 Caracterizacidn de posibles metabolitos secundarios .........ccccoceeveeeceieicieieinnn, 31
8.8.1 Cromatografia de capa fina ..o 31
8.8.2 ESPectroscopia FTIR ...c.coi ettt ettt saeaneeneeaeeee 31
8.8.3 Espectroscopia RMIN de TH .......coceeceieeciine ettt eevse st e ven v senenen 32

RESULTADOS ....couiuininininissnssnsssssasssssnssssssssssassassasssssassssssssssssesssssssssssassassssssssssassasssssssns 33

9.1 Cepas PALOZENAS AE E. COli ..ottt sttt e nan 33

9.2 Integracion de consorcios bacterianos .......ccceveeveeeieiececrecce e e e 34

9.3 Interaccion de los consorcios bacterianos con el colorante negro solofenil a

100N o] o o OSSOSO PRPPRPPRPON 35
9.3.1 Cambios observados en [0S bioeNSaYO0Ss .......cccvveiecveevece et e, 35
9.3.2 POrcentajes de rEMOCION ......ccccueieieierieee et ete et stesae st e e e e e s e 37

9.4 Interaccion de los consorcios bacterianos con el colorante negro solofenil a

200 PPN ettt ettt sttt sttt ae et et saetea e sheeebee e st e eabes sheeeten e saeeenneesaeensbenen 38
9.4.1 Cambios observados en 10S bioeNSAYOS ......cccceveereieieininirinrecse e 38
9.4.2 POrcentajes de reMOCION .....cccecceeeeeeeeier st se e sae e sttt s s ses s e e e 40

9.5 Caracterizacion de metabolitos secundarios ........c.ccoceveveveevercercencereee e 42

DISCUSION DE RESULTADOS ......ooeueeurerernereseesessesssssssssssssssssssssssessssssssssessssssssssssssssssssens 54

10.1 Implicaciones de E. coli en consorcios para la remocién de colorantes azo ...... 54

10.2 Comparacién en la remocién de consorcios homogéneos y heterogéneos de

B COlil ettt ettt ettt e st st s te st ste st et see st e e e e e e s s tes s tes e s aen et aen e s e 56

10.3 Metabolitos SECUNAAIIOS .....cccecvie ittt 57

10.4 Implicaciones en la salud y en el ambiente por exposicién a colorantes y sus

productos generados en la biodegradacion.........eveeveceeveeerieciencnne e 59

CONCLUSIONES ........coouiiunnnnnisnnnnssissississsssssssssassas ssssssassessasssssssssssassssssssssssassassassassassasses 62

PERSPECTIVAS ...ttt ssss e e sssssssssssssss s ses e st sassassassassas sosssssnssss assssssssnnss 63

BIBLIOGRAFIA ......oueeiesinncnssecssssscnssessss s sssessses s s essssssss s snssssses s sussssssssss s snssssssssssas 64

ANEXOS ....ooieiiiieineineentesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssnssns s sssassassassssssssssssssssssssssssssssssassasssssses 71



indice de esquemas

Esquema 1. Procedimiento para la conformacion de consorcios bacterianos ...................... 27
Esquema 2. Procedimiento para la realizacién de los bioensayos a diferentes

concentraciones del colorante negro solofenil ... 29

indice de espectros

Espectro 1. Espectro de FTIR del colorante textil negro solofenil .........cccoeeeveeveiecceiienccceenenn. 44
Espectro 2. Espectro de FTIR del extracto obtenido del ensayo de interaccidn del

Consorcio Ill con el colorante @ 100 PPM ..ceeeeverereieieireerr e s 45

Espectro 3. Espectro de FTIR del extracto obtenido del ensayo de interaccidn del

Consorcio IV con el colorante @ 100 PPM .....cveveirinrininireere e se e see e v s 46

Espectro 4. Espectro de FTIR del extracto obtenido del ensayo de interaccidn del

Consorcio V con el colorante @ 100 PPM .....cverieiriireirieneereereere e e se e sreseesee e seeseenes 47

Espectro 5. Espectro de RMN de 'H (CD30D, 300 MHz) del extracto obtenido del ensayo

de interaccion del Consorcio Il con el colorante a 100 ppm .....cccooveevvcvvevvevenennen. 49

Espectro 6. Espectro de RMN de 'H (CD30D, 300 MHz) del extracto obtenido del ensayo

de interaccion del Consorcio 1V con el colorante a 100 ppM ..ccceeeeecvcecceeveveevennen. 50

Espectro 7. Espectro de RMN de 'H (CD30D, 300 MHz) del extracto obtenido del ensayo

de interaccion del Consorcio V con el colorante a 100 ppm ....oeecveeeceeevieeveennen. 51

Espectro 8. Espectro de RMN de 'H del metabolito secundario propuesto (MS-3) obtenido

Lo LI Yol | =T 0T [T OO 53

indice de figuras

Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.

Figura 6.

Ejemplos de COIOrant@s @Z0 ......cceceeveeiricrieciieiecre ettt s et ee s aer e sre st ene s 14
Colorante textil NEEIro SOIOTENII .....cc.ccveveerieieeccece e e et e 15
Métodos usados en la remocion de COlOrantes ......c..uveceeeeeeeereceiveeereeneenes e eveeeens 16
Muestra control a diferentes ConCENtraCionNEes .........ccevevrverecrerenrece e enes 26
Cromatografia en capa fina de los extractos obtenidos ........ceecveeverenreceeveeneeennenns 42

Posibles metabolitos secundarios obtenidos de la reduccion del colorante
NEEIO SOIOTENII ceeeiieire ettt r bbb e e e sbesbeenssebsenbenseenee 52



indice de graficas

Grafica 1.

Grafica 2.

Grafica 3.

Grafica 4.

Grafica 5.

Porcentajes de remocidén del colorante negro solofenil a 100 ppm obtenidos

[SToT g or: o F- I ol0] 1Yo ol e TSR 37
Comparacion de los porcentajes de remocion del colorante negro solofenil a

100 ppm a lo largo del bioENSAYO0 .....ccviceie e e e 38
Remocidn del colorante negro solofenil a 200 ppm obtenidos por cada

CONSOPCIO vttt st st et et et teu et e seestesueeat et eesbeu et e e ehe et eseesben et sb sbeeuseneenseensanseeseesueens 40
Comparacion de porcentajes de remocidn del colorante negro solofenil a 200

PPM a 10 1argo del DIOBNSAYO ...cove ettt st e e e e 41
Comparacion entre los porcentajes de remocion a diferentes concentraciones

[oToT gl or: To - T ol0T 1Yo ol o TN TR 42

indice de tablas

Tabla 1.
Tabla 2.

Tabla 3.
Tabla 4.
Tabla 5.
Tabla 6.
Tabla 7.
Tabla 8.

Tabla 9.

Tabla 10.

Clasificacion del agua resSidual ... e e e 7
Niveles permitidos de E. coli en diferentes tipos de agua (ADEQ, 2010 y EPA,

2009 con Modificaciones PropPias) .....ccccccueieieierirrenreneere e ereereere e eresre s e e e e e ens 9
Tipos de E. coli causantes de enfermedades .......coovevvvivieciiecceie e, 11
Empresas que producen colorantes €n MEXICO ......ccceveeeecervesececreenieieencee e 13
(O1T o 1o (I e ) TR 27
Cepas de EPEC seleccionadas para la conformacidn de consorcios ........ccccceeeeennene 34
CONSOICIOS AE E. COI oottt ettt ettt sttt sae st s e e st e e s 35
Bioensayos de interaccion de consorcios bacterianos con el colorante a 100

PPM €N T (dIa) =1, 5, 10 oottt ettt ste st st s s e e e aenns 36
Bioensayos de interaccion de consorcios bacterianos con el colorante a 200

PPM €N T (dIa) =1, 5, 10 oottt et et ete st st eae e e e e e aenns 39

Compuestos téxicos producidos por la reduccidon del colorante azo ..................... 60



RESUMEN

Los colorantes azo son los mas utilizados por la industria textil por su adherencia a las fibras
y versatilidad en colores, y por lo tanto son los que en mayor medida contaminan. La presencia de
los colorantes en los efluentes impide el paso de luz, disminucidn del oxigeno disuelto y una fuerte
influencia sobre las poblaciones microbianas, a través de estrategias de adaptabilidad y capacidad
para degradar dichos colorantes. Por otro lado, se ha reportado que el rio Alseseca de la ciudad de
Puebla se ha contaminado por la descarga de aguas residuales provenientes de las industrias
textiles, asi como de las descargas de las zonas urbanas aledafias encontrando que, del total de la
carga bacteriana el 82% pertenece a E. coli, del cual el 62.26% corresponde a E. coli enteropatégena
(EPEC). Sin embargo, algunos reportes a cerca de enterobacterias han mencionado que estos son
agentes capaces de remover y degradar colorantes textiles azo, mediante la escision del enlace azo
resultando en la formacién de aminas aromaticas.

La importancia de este trabajo es demostrar el vinculo entre las practicas humanas, el agua
residual y la salud, a través de la determinacion de la capacidad de remocidon del colorante negro
solofenil mediante el uso de consorcios patégenos de E. coli formados por cepas silvestres
recuperadas de una zona contaminada como el rio Alseseca, asi como la determinacidn de posibles
metabolitos. Para ello, se realizaron bioensayos por triplicado en aguas simuladas contaminadas con
el colorante textil negro solofenil a concentraciones de 100 ppm y 200 ppm en un medio liquido
nutritivo. Los consorcios patégenos de E. coli demostraron tener la capacidad de remover el
colorante a 100 ppm y 200 ppm hasta un 96.6% y 93.5%, respectivamente y a través de técnicas
como cromatografia en capa fina, IR y RMN de HY, se realizé la determinacion de un metabolito de
la familia de las bencilaminas, considerado por su naturaleza como un compuesto carcinogénico,
capaz de causar problemas en la salud humana a corto o largo plazo, ademas de ser considerado

ecotoéxico por provocar un desequilibrio en algunos compartimentos de los ecosistemas.

Palabras clave: E. coli patégena, consorcios, remocion de colorantes azo, metabolito
téxico.



Abstract

Azo dyes are the most used by the textile industry for its adherence to fibers and color versatility,
and therefore are the ones that pollute the most. The presence of them in the effluents is the first
sign of water contamination, causing the impediment of the passage of light, decrease of dissolved
oxygen and a strong influence on the microbial populations rendering them resistant through
strategies of adaptability and capacity to degrade said dyes. On the other hand, it has been reported
that the Alseseca River in the city of Puebla has been contaminated by the discharge of wastewater
from the textile industries, as well as the discharges from the surrounding urban areas, finding that,
of the total bacterial load 82% belongs to E. coli, of which 62.26% corresponds to enteropathogenic
E. coli (EPEC). However, some reports about enterobacteria have mentioned that these are agents
capable of removing and degrading azo textile dyes, by cleaving the azo bond resulting in the
formation of aromatic amines.

The importance of this work is to demonstrate the link between human practices, wastewater and
health, through the determination of the solofenil black dye removal capacity using pathogenic E.
coli consortiums formed by recovered wild strains from a contaminated area such as the Alseseca
River, as well as the determination of possible metabolites products of said removal. To do this,
triplicate bioassays were conducted in simulated waters contaminated with solofenil black textile
dye at concentrations of 100 ppm and 200 ppm in a nutrient liquid medium. The pathogenic
consortiums of E. coli showed the ability to remove the dye at 100 ppm and 200 ppm up to 96.6%
and 93.5%, respectively and through techniques such as thin layer chromatography, IR and * H NMR,
the determination was made of a metabolite of the family of benzylamines, considered by its nature
as a carcinogenic compound, capable of causing human health problems in the short or long term,
in addition to being considered ecotoxic for causing an imbalance in some compartments of

ecosystems.

Key words: Pathogenic E. coli, consortiums, removal azo dye, toxic metabolite.



I. INTRODUCCION

Las plantas industriales (entre ellas las relacionadas con industrias de colorantes) emiten
guimicos hacia todos los medios incluyendo aire (a través de las fugas como de emisiones directas),
agua (descargas directas y escapes) y hacia el suelo. Los tipos de contaminantes que una sola planta
industrial emite depende de los materiales de carga, procesos de fabricacion, equipo en uso y las
practicas de mantenimiento; variando de una hora a otra y de la parte del proceso que se lleve a
cabo (EPA, 2015). En Puebla, como en otros estados que cuentan con industrias productoras de
colorantes, asi como las textiles son potenciales generadores de aguas residuales emitiendo
sustancias contaminantes, al generar desechos con colorantes y otros compuestos quimicos. En la
mayoria de los casos, los desechos provenientes de las industrias son vertidos de manera
clandestina a los cuerpos de agua mas cercanos sin un tratamiento previo. Las aguas residuales
tienen un gran contenido de sustancias coloridas de composicién quimica variada (metales
pesados, disolventes organicos, plaguicidas, hidrocarburos, compuestos sulfonados, colorantes,
(Paul, 2012), generando un cambio en las propiedades naturales de los cuerpos de agua y por lo
tanto ocasionan contaminacion y deterioro ambiental. Aunado a los contaminantes quimicos en
aguas residuales estan los biolégicos como los coliformes fecales y patogrupos de E. coli; uno de los
agentes responsables de enfermedades diarreicas con altos indices de morbilidad y mortalidad
infantil, principalmente en nifios menores de 5 afios en México y otros paises en vias de desarrollo
(OMS 2017). En este sentido surge una gran preocupacién con los rios Atoyac y Alseseca que
recorren los estados de Puebla y Tlaxcala, contaminados considerablemente desde hace muchos
afios por las practicas antropogénicas inadecuadas y legislaciones ambientales no cumplidas. Si
bien se sabe que en los cuerpos de agua existen microorganismos de diversos origenes causantes
de enfermedades, también se ha reportado en la bibliografia que una amplia variedad de estos
microorganismos (bacterias, hongos, levaduras y algas), son utilizados como agentes
biorremediadores (Saratale y col., 2011), capaces de degradar compuestos quimicos sintéticos
como los colorantes textiles, y la eficiencia depende del tipo y adaptacién de los microorganismos
involucrados, ya que utilizan diferentes mecanismos propios de su naturaleza (bioabsorcion,
bioadsorcidn y produccién enzimatica) (Kuhad y col., 2004). Valencia en 2014, reporté que el agua
del rio Alseseca contenia el 82.5% de E. coli, de las cuales el 62.26% fueron identificadas como
enteropatogenas (EPEC). Algunas de esas cepas de EPEC degradaron un colorante azo, hasta en un
62.66%. Por otro lado, Mathur y col., en 2003 reporté que ciertos metabolitos productos de la

degradacion de colorantes azo resultaron mas téxicos que la estructura de procedencia, debido a



gue estos metabolitos tenian propiedades carcinogénicas y mutagénicas (Ramsay y Nguyen 2002;
Giordano y col., 2005; Gavril y Hodson 2007). Con base a lo anterior, surge la necesidad de realizar
la presente investigacion para determinar la capacidad degradativa del colorante textil negro
solofenil mediante consorcios bacterianos patdégenos probados en aguas contaminadas

artificialmente.

Il. MARCO TEORICO

2.1 Importancia de las ciencias ambientales.

El planeta Tierra esta integrado por subsistemas como la atmdsfera, hidrosfera, litosfera, biosferay
tecnosfera, que interactian entre ellos de forma dinamica y sobre todo compleja. Estos subsistemas
han sido perturbados y las alteraciones provocadas se reflejan en cambios como el clima global,
agotamiento del ozono estratosférico, contaminacién y disminucion de agua para uso humano,
pérdidas irreversibles de la biodiversidad, asi como cambios en la estructura y funcionamiento de
los ecosistemas y la salud humana. Lo anterior se debe principalmente al incremento de la
poblacién, practicas socio econdmicas como la agricultura, actividades ganaderas, forestales,
pesqueras, industriales, de recreacién o el comercio internacional, teniendo asi un impacto sobre la
transformacion de las especies terrestres y maritimas, alteraciones en los ciclos biogeoquimicos,
adicién, modificacion o perdida de especies y poblaciones genéticamente distintas en areas locales
(Lubchenco, 1998).

Las ciencias ambientales en este entendido pretenden a través de la interdisciplinariedad cientifica
entender el funcionamiento del ambiente bidtico y abidtico en relacién con el ser humano, a través
del estudio de los fenédmenos que impactan al medio ambiente con la finalidad de encontrar
estrategias que se puedan implementar para enfrentar dichas perturbaciones con la promesa de
que la humanidad transite hacia una relacién mas sostenible en el planeta.

Lo anterior sugiere que un fenémeno o problema que impacta al ambiente debe ser analizado como
un sistema complejo y que cada elemento del sistema funciona como un subsistema de este y el
propio sistema con un subsistema de orden mayor (Giannuzzo, 2010). Por ejemplo, el recurso

hidrico que representa mds del 70% de la superficie en el planeta, se ha contaminado por los



desechos que se han generado a lo largo de los afios, teniendo mas auge desde la revolucion
industrial con la invencion de tecnologias, procesos y sintesis de compuestos quimicos que son
desechados a los cuerpos de agua mds cercanos sin un tratamiento previo. Aunado a esto, la
persistencia de contaminantes como los microorganismos patégenos, genera que el agua se vuelva
un reservorio y via de transmisién hacia la poblacién, reflejado en altos indices de morbilidad y
mortalidad a nivel mundial (OMS, 2017). Encontraremos que, la importancia de las ciencias
ambientales en el tema de contaminacidn del agua, es abordar este problema como un sistema
complejo, ya que la contaminacién del agua impacta la salud, la economia, los sistemas politicos,
recursos cientificos, etc., Por lo tanto, se habla del disefio de estrategias para abordar desde el
estudio de los factores que intervienen, los que interaccionan y los que se deben considerar para
articular los niveles en que se lleva a cabo el sistema complejo, reflejado en un marco conceptual,
epistemoldgico, tedrico, metodoldgico, académico, etc. (Gomez, 2008), para que, de forma andloga,
las ciencias ambientales intervengan de forma responsable con la naturaleza y los recursos en la

relacién con la sociedad.

2.2 Contaminacion

La contaminacion se ha definido como todo objeto, sustancia quimica o biolégica que se incorpora
a los compartimientos del planeta modificando sus caracteristicas naturales y alterando su equilibrio
(Manahan, 2006). Sin embargo, la interpretacién y los alcances son mas complejos que ese
concepto. Hoy, el 52 por ciento de la poblacién mundial vive en areas urbanas. Para el 2050, se
espera que esta cifra aumente a 64 -69 por ciento (Naciones Unidas 2012). Para entonces, se espera
que el tamafo de las dreas urbanas se haya duplicado o incluso triplicado, dependiendo de la
poblacién y la dindmica econdmica (Angel y col., 2011, Seto y col., 2014), lo que influird en el
deterioro ambiental, ya que, los patrones de consumo entre ciudades y ciudadanos de una
poblacién cada vez mayor, ocasionan el deterioro de la biodiversidad, los nichos ecolégicos, y por

lo tanto compromete la salud de todos los ecosistemas, incluido el hombre (Delgado-R, 2015).



2.3 Contaminacidn del agua

El agua es la sustancia quimica que se encuentra en el planeta en mas del 70% de la superficie y es
el recurso vital mas importante en la naturaleza, contiene impurezas de varios tipos que pueden ser
naturales o provenientes por el hombre. Las impurezas naturales no son esencialmente peligrosas
y comprenden gases disueltos (por ejemplo, nitrogeno, diéxido de carbono, sulfuro de hidrégeno,
etc.), que pueden recogerse durante la lluvia y minerales disueltos (por ejemplo, sales de calcio,
magnesio, sodio, etc.), que son constituyentes naturales del agua después de su contacto con el
suelo e impurezas en suspensidn (por ejemplo, arcilla, limo, arena y lodo), y microorganismos. Pero
las impurezas que previenen del hombre se consideran dafiinas y provocan un desequilibrio en el
ecosistema (Gambhir y col., 2012). Cada dia el agua para uso humano es mas escasa debido al
crecimiento demografico, urbanizacion e industrializacidn, debido a esto se ha incrementado la
basura, desperdicio organico y desechos de todo tipo que resultan en la contaminacién no solo del
agua subterranea y superficial, si no del aire y suelo (Vérésmarty, 2010).

La contaminacion del agua se ha dado por descontrol del vertido de aguas residuales de origen
doméstico e industrial hacia los cuerpos de agua natural, o incluso cuando por lixiviacion son
arrastrados contaminantes del suelo hacia los mantos acuiferos, todo ello provoca un problema en
la salud, ocasionando el surgimiento de brotes infecciosos en la poblacién (Figueres y Tortajada,
2003; Roman 2016). Los habitos humanos también son responsables de esta contaminacion, ya que
los residuos de origen doméstico tienen altos porcentajes de materia organica y microorganismos
de origen fecal que contaminan el agua y estos son la causa principal de muchas enfermedades.

En 2010, la Asamblea General de las Naciones Unidas reconocié explicitamente el derecho humano
al agua y saneamiento en dénde plantea que toda persona tiene derecho al agua y ésta debe
suficiente, continua, segura, aceptable, accesible y asequible para uso personal y doméstico (WHO,
2017). Sin embargo, para que eso sea posible es necesario el soporte econdmico, planeacion y que
se cumpla con lo establecido por las normas. En ese sentido para llevar a cabo el control de calidad
microbiolégico de aguas residuales para ser desechadas y tratadas, deberia contemplar la
determinacidn no solo de coliformes fecales sino también la determinacién de microorganismos
patdgenos, que son los responsables de gastroenteritis, diarrea, cdlera, disenteria, hepatitis,
salmonella y fiebre tifoidea, agentes considerados con altos indices de morbilidad y mortalidad a
nivel mundial (Pulido, 2005). Sin embargo, no hay una manera facil de resolver el problema de la

contaminacion del agua.



2.3.1 Agua residual

El agua residual segun el Organismo de Evaluacién y Fiscalizacién Ambiental (OEFA), es aquella cuya
caracteristica original han sido modificada por actividades antropogénicas y que, por su calidad
requiere un tratamiento previo antes de ser reusadas, vertidas a un cuerpo de agua o descargadas
a un sistema de alcantarillado, por lo que se han clasificado segun su contenido y origen (Tabla 1).
En México, de acuerdo con CONAGUA y SEMARNAT (2015), durante el afio 2015, las 2 477 plantas
en operacion a lo largo del pais colectaron 212.0 m3/s de aguas residuales municipales a través de
los sistemas de alcantarillado, de las cuales solo fueron tratadas 120.9 m3/s. Mientras que por parte
de las industrias autoabastecidas se reporté que de 214.6 m3/s aguas residuales generadas, se

trataron 70.5 m3/s y en su mayoria tratadas o no, se descargan en cuerpos de agua natural.

Tabla 1. Clasificacion del agua residual (OEFA, con modificaciones propias).

Industrial Son aquellas que resultan del Colorantes, disolventes, acidos, grasas,
desarrollo de un proceso productivo, sales, pigmentos, metales y diversas
incluyéndose a las provenientes de la sustancias quimicas que suelen ser toxicas
actividad minera, agricola, energética, para el hombre, la flora y la fauna. Dentro

agroindustrial, entre otras. del sectores industriales se generan
grandes cantidades y diversos
contaminantes que afectan la calidad del
agua y son dificiles de erradicar por medio
de sistemas de tratamiento
convencionales.
Domeéstica Son aquellas de origen residencial y Detergentes, insecticidas, jabones, grasas,
comercial que contienen desechos materias organicas, materia fecal con un
fisioldgicos prevenientes de la alto contenido de bacterias, virus y
actividad humana. parasitos.

Municipal Son aquellas provenientes de residuos Sélidos, metales pesados,
domésticos que pueden ser mezclados microorganismos, compuestos organicos,

con aguas de drenaje pluvial o
residuales de origen industrial
previamente tratadas.
Urbana Pueden referirse a la mezcla entre Organismos patégenos, materia organica,

aguas residuales domésticas y
municipales, es decir, aquellas que
provienen de las viviendas, edificios
publicos y de la escorrentia urbana que
se colecta en el drenaje

detergentes, metales pesados, sustancias
quimicas variadas, compuestos organicos,
hormonas y productos farmacéuticos y
antibidticos.



Agricola Son aquellas que por lixiviacién son Fertilizantes, Insecticidas, sales
arrastradas a otros cuerpos de agua: inorganicas. Minerales, desechos
también son provenientes de minerales, materia organica.
invernaderos, regiones agricolas, etc.

Si las descargas se hacen en las zonas altas de las cuencas, los rios y arroyos acarrean agua con
contaminantes a largo de todo su recorrido. Existen reportes dénde se demuestra que los canales
de agua mas pequenos se mueven hacia los campos de cultivo cercanos a las comunidades
individuales. El uso de estos canales para irrigar cultivos se vuelven un foco de infeccion ya que, el
agua se almacena en un gran depdsito antes de la distribucién, mientras que el resto se envia
directamente a los campos de cultivo. Si bien las leyes existentes hacen lo necesario para que el
agua residual para el riego de cultivos que consumen los humanos cumpla con las normas
establecidas, no se remueven en su totalidad los patdgenos y sélidos suspendidos, por lo tanto, los
cuerpos de agua resultan un reservorio severamente contaminado con una alta posibilidad de
exposicién ocupacional a través del contacto directo con los campos irrigados. Las familias y
comunidades de trabajadores de campo también estan potencialmente expuestas a través del
arrastre de patdgenos por trabajadores de campo en sus ropas o zapatos, a través del contacto con
cultivos destinados para el consumo animal, mediante la produccién a pequefia escala de cultivos
consumidos localmente por humanos o mediante la aerosolizacién de patégenos de los canales de
aguas residuales y las zonas donde hay cultivos propagando contaminantes presentes (Dickin y col.,

2016; Paez y col., 2005).

2.4 Contaminacion del agua por microorganismos

Los contaminantes microbioldgicos son de naturaleza diversa (bacterias, virus, hongos y parasitos)
que pueden estar presentes en determinados nichos, y son capaces de producir efectos adversos,
ya sean procesos infecciosos, toxicos o alérgicos (Albert L., 2004).

La contaminacién microbioldgica del agua se genera en gran medida cuando los residuos fecales de
los animales y de los organismos en putrefaccion, son arrastrados por el suelo con la ayuda de la
lluvia hacia cuerpos de agua, entonces el exceso de materia fecal como de desechos organicos

vuelven a esta agua un reservorio para que las poblaciones microbioldgicas se desarrollen



continuamente. Pero principalmente se debe por los desechos de las zonas urbanas que son
transportados por las tuberias y en gran medida son descargados en los cuerpos de agua sin un
previo tratamiento. Se ha asociado a las enfermedades diarreicas con la exposicién a aguas
residuales, lo que involucra la creciente urbanizacion y la atencidn a estos riesgos y al tratamiento
de aguas residuales se estd volviendo cada vez mas importante (Contreras y col., 2017). En la tabla
2 se hace una comparacién entre México y E.U de los estandares de calidad del agua considerando
a Escherichia coli (E. coli), como el indicador mas confiable de la contaminacién bacteriana fecal de
las aguas superficiales establecidos por la EPA en los E.U. (Rivera y Rock, 2011), y en México por lo
establecido por la NOM-127-SSA1-1994, que establece los limites de contaminantes permisibles
para el agua de uso y consumo humano, NOM-001-ECOL-1997, que establece los limites maximos
permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales en aguas y bienes nacionales,
NOM-002-ECOL-1997, que establece los limites maximos permisibles de contaminantes en las
descargas de aguas residuales a los sistemas de alcantarillado urbano o municipal y la NOM-003-
ECOL-1997, que establece los limites maximos permisibles de contaminantes para las aguas

residuales tratadas que se redsen en servicios al publico.

Tabla 2. Niveles permitidos de E. coli en diferentes tipos de agua (tomado de Rock y Rivera, 2014
con modificaciones propias)

Tipos de agua México E.U

Agua potable Coliformes totales 2 ufc/100 mL Cero
Coliformes fecales Cero

Aguas superficiales con contacto corporal completo 240 NMP/100 mL 235 cfc/100 mL
o directo
Aguas superficiales con contacto corporal parcial, 1,000 NMP/100 mL 575 ufc/100 mL
indirecto u ocasional
Aguas residuales de descarga *Ex < 2.2 ufc/100 mL
Aguas residuales para riego *Ex < 1.0 ufc/100 mL

*** No establecido en la NOM-127-SSA1-1994, NOM-001, 002 y 003-ECOL-1997.



2.5 Importancia de E. coli y la salud

Escherichia coli (E. coli), se describe como un bacilo gram negativo, anaerobio facultativo de la
familia Enterobacteriaceae (Rodriguez, 2002). Esta bacteria coloniza el intestino del humano a pocas
horas después del nacimiento y se le considera un microorganismo de flora normal, pero hay cepas
que pueden ser patdgenas, es decir, causan un dafo con diferentes cuadros clinicos con casos
aislados o brotes de diarrea, sindrome urémico hemolitico, colitis hemorragica y cuadros de
disenteria, principalmente en nifios; por esto es necesario identificar qué tipo de bacteria esta
involucrada y mantener la vigilancia epidemiolégica de los pacientes, ya que un mal manejo puede
causar deshidratacion y hasta la muerte. E. coli es casi exclusivamente de origen fecal y se transmite
a través de la contaminacion fecal de los alimentos y del agua, asi como también a través de la
contaminacién cruzada o por contacto humano directo durante la preparacién de los alimentos. Sin
embargo, estudios recientes han informado que E. coli puede adaptarse en suelos, arena,
sedimentos y algas en ambientes tropicales, subtropicales y templados, lo que plantea que E. coli
puede convertirse en un miembro activo de comunidades microbianas naturales en el medio
ambiente, asi como el impacto de las poblaciones de E. coli ambientalmente "naturalizadas" en la
calidad del agua (Ishii y col., 2008).

Existen diversos agentes etioldgicos causantes de cuadros diarreicos pero los patogrupos de E. coli

son los primeros agentes bacterianos responsables de los indices de morbilidad y mortalidad

infantil mas altos, principalmente en nifios menores de 5 afios en paises en desarrollo (OMS, 2017).

Como se muestra en la tabla 3, las cepas de E. coli causantes de diarreas se clasifican con base al
cuadro clinico y su mecanismo de patogenicidad como: enterotoxigénica (ETEC), enterohemorragica
también conocidas como productoras de toxina Vero o toxina semejante a Shiga (EHEC o VTEC o
STEC), enteroinvasiva (EIEC), enteropatdégena (EPEC), enteroagregativa (EAEC) y adherencia difusa
(DAEC) (Rock y Rivera, 2014). Las cepas dentro de cada subgrupo ocupan varios nichos ecoldgicos,
y se pueden caracterizar ampliamente por comensalismo o comportamiento patégeno diferente. E.
coli puede persistir, por periodos de tiempo variables, en dichos habitats terrestres y acuaticos (Van

Elsas y col., 2011)
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Tabla 3. Tipos de E. coli causante de enfermedades (tomado de Rock y col., 2014).

Cepas de E. coli Modo de Transmision Enfermedad

Enterotoxigénic ETEC provoca diarrea sin fiebre. Es comdn en los bebés y es a

Alimentos o ingestion de agua

(ETEC) menudo la causa de diarrea de los viajeros.
Enteropatégeno L8 MpEshon 0 ahmentqs 023U, EpEC causa diarrea acuosa, a veces con sangre. Es una causa
el contacto humano directo e 5 : . ; ;
(EPEC) comun de diarrea infantil en los paises subdesarrollados.

indirecto

Cepas de EHEC causan diarrea con sangre y, a veces pueden danar

Enterohemorragico i . e = ; o = g
Alimentos / ingestion, el contacto  los rifiones y el progreso al sindrome urémico hemolitico potencial-

(EHEC) humano directo o indirecto mente fatal (SUH). EHEC ha causado muchas epidemias de origen
alimentario en todo el mundo; 0157: H7 es la cepa méas conocida.
Enteroinvasivo : < : EIEC causa disenteria, como la diarrea. La fiebre es un sintoma
La ingestion de alimentos o agua :
(EIEC) comun.

2.5.1 E. coli enteropatégena (EPEC)

La mayoria de las bacterias E. coli no son patdgenas pero un cierto grupo si causan enfermedades
gastrointestinales, y las infecciones entéricas son de las enfermedades mas comunes del humano.
E. coli enteropatdogena (EPEC, por sus siglas en inglés) es una bacteria que infecta principalmente a
nifios menores de cinco afios, provocando diarreas de diversos grados. Las cepas de EPEC fueron
reconocidas como una causa importante de muerte en brotes epidémicos en guarderias de paises
como Estados Unidos e Inglaterra desde 1998. La forma de transmisidn de la enfermedad es fecal-
oral por manos contaminadas de manipuladores de alimentos y otras practicas diarias. Los
reservorios de EPEC pueden ser nifos y adultos con o sin sintomas, normalmente se manifiesta con
diarrea aguda, la cual puede ser leve o grave, con vémito, fiebre baja y mala absorcién de liquidos.
En nuestro pais las enfermedades infecciosas gastrointestinales ocupan el tercer lugar dentro de las
principales veinte causas de mortalidad preescolar y el quinto lugar en mortalidad infantil, hecho
que resalta la importancia de este padecimiento. Razdn por la cual, la Organizacién Mundial de la
Salud ha estimado que alrededor de dos millones de nifios mueren anualmente de enfermedades
diarreicas en paises en vias de desarrollo y producen ademds la muerte de un menor cada 15
segundos alrededor del mundo (Alper, 2003). Estudios han reportado que E. coli pueden sobrevivir
durante largos periodos de tiempo y potencialmente reproducirse en ambientes diferentes, lo que
indica que E. coli puede integrarse en comunidades microbianas indigenas en el medio ambiente y

por tanto logra un mayor impacto en la salud poblacional (Jang y col., 2017)
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2.6 Consorcio bacteriano.

Un Consorcio bacteriano es una asociacion natural de dos o mas poblaciones microbianas, de la
misma o diferentes especies, que actuan conjuntamente como una comunidad en un sistema
complejo, donde todos se benefician de las actividades de los demds. La asociacidn refleja estilos
de vida sinérgicos o sintroficos (que significa “comiendo juntos”) en el que el crecimiento y el flujo
ciclico de nutrientes se conduce mas efectiva y eficientemente que en poblaciones individuales
(Lépez y col., 2007).

Un consorcio bacteriano puede desempenar funciones complicadas que poblaciones individuales
no podrian; ademas, la vida en asociacién puede generar mayor resistencia a las fluctuaciones del
ambiente y promover la estabilidad de los miembros, en el tiempo. Estos rasgos distintivos
dependen de dos caracteristicas; primero, los miembros de un consorcio se comunican el uno con
el otro, ya sea por el intercambio de sustancias o por sefiales moleculares. Cada poblacién detecta
y responde a la presencia de otras dentro del consorcio, ejerciendo sobre ellas un control positivo
0 negativo en su crecimiento y/o metabolismo vy tales tareas son posibles cuando los diferentes

pasos se completan mediante especies microbianas especializadas (Brener y col., 2008).

2.7 Contaminacidn del agua por colorantes textiles

Se consideran como contaminante quimico a todo compuesto sintéticos que, durante la
fabricacién, manejo, transporte, almacenamiento, uso y desecho, pueden ingresar al organismo o
a los diferentes compartimentos del planeta en forma de liquido, sélido, aerosol, gas o vapor, con
efectos irritantes, corrosivos, cancerigenos, mutagénicos, teratogénicos, narcdticos, alérgicos o
sistémicos, en condiciones que puedan alterar la salud de las personas expuestas (Delgado, 2004;
Manahan, 2006).

La contaminacidon del agua es causada por numerosas sustancias sintéticas, muchas de ellas toxicas,
gue son vertidas en su mayoria por el sector industrial, en especial el textil que demandan mayores
volumenes de agua (Holkar, 2016). En términos de su impacto ambiental, se ha estimado que las
industrias relacionada al color, son las que consumen mds energia, productos quimicos y agua para
la produccion de hilos, telas y prendas de vestir. A nivel mundial casi todas las aguas residuales

descargadas de la industria textil estan altamente contaminadas con sustancias como colorantes,
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sales, acidos, grasas, metales, agentes dispersantes, peréxidos, surfactantes (Kwon, 2008; Paul,
2012). Algunos reportes han mencionado que se usan por dia alrededor de 200 L por kg de tela
procesada (Wang y col., 2011; Kant, 2012). De acuerdo con la estimacidon del Banco Mundial, se
generan alrededor del 17 al 20 por ciento de aguas residuales en el tratamiento de tefiidos y
acabados textiles (Kant, 2012), y estos desechos llegan sin un tratamiento adecuado a los efluentes
o los cuerpos de agua mas cercanos, impidiendo el paso de la luz, alterando los procesos naturales
como la fotosintesis y solubilidad de gases, afectando la vida acudtica (Rodriguez T. y col., 2012;

Espinosa y col., 2014).

2.7.1 Colorantes textiles

Los colorantes han sido utilizados desde hace muchos afios desde la aparicidon de las primeras
civilizaciones, el claro ejemplo lo encontramos en las invaluables pinturas rupestres. En un principio,
los colorantes se obtenian de forma natural a partir de extractos de animales, plantas y algunos
minerales hasta 1856 cuando Perkin sintetizd el primer colorante, al que llamdé “mauveina”
(Nicolaou, 2008). Desde entonces se han sintetizado un sin fin de colorantes con diversos grupos
funcionales croméforos y auxocromos, lo que deriva una gama de estructuras moleculares grandes,
complejas con variedad de tonos de gran utilidad en productos farmacéuticos, alimenticios,
cosméticos, de papel, plasticos, etc. La industria textil busca colorantes sintéticos con alta
adherencia a las fibras y estabilidad a la luz, para logara esto en la sintesis de colorantes recurren a
diferentes sustituciones en el ndcleo aromiatico generando un grupo de compuestos
estructuralmente diverso y mas versatil que los hace recalcitrantes y xenobidticos (Jain y col., 2012).
En la tabla 4 se muestran algunas empresas en México que producen, importan y exportan diversos
colorantes sintéticos y variados usos.

Tabla 4. Empresas registradas en la produccion de colorantes México.

| Empesa | Tipo de colorante

Basf Mexicana, S.Ade CV. Disperso
Bayer de México, S.A de C\V. Acido, basico, directo, disperso y otros colorantes
Ciba Especialidades, S.A de CV. Acido, basico, directoy disperso
Clariant de México, S.A de CV Otros colorantes
Pyosa, S.Ade CV Directo, disperso y alimenticios
Warner Jenkenson, S.A de C.V Alimenticios
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La variacion en la estructura molecular confiere a los colorantes caracteristicas fisicas y quimicas
propias que se comportan de diferente manera en presencia de otras sustancias segun el proceso
de tefiido, lavado, tratamiento de degradacidn, etc., o incluso cuando forman parte de aguas
residuales, volviéndose contaminantes del medio ambiente (Robinson, 2001; Solis, 2012; Cherquer,

2013).
2.7.2 Colorantes azo

Los colorantes azoicos se caracterizan por tener uno o varios grupos azo -N=N- y que, a su vez
pueden estar unidos a otros grupos funcionales de fenilo o naftaleno, y contener iones como
cloruro (-Cl), nitro (-NO3), metilo (CHs), amino (NH,), hidroxilo (-OH) y carboxilo (-COOH). Con
frecuencia, se encuentra el grupo sulfénico (-SOsH) caso en el cual los colorantes son llamados
colorantes azo sulfonatados (Beyer, 1987; José, 2015). Este tipo de colorantes sintéticos son los
mas utilizados en la industria y se consideran contaminantes relativamente persistentes, ademas
son extremadamente estables cuando se exponen a la luz (Carmen, 2012). Estos compuestos
sintéticos tienen estructuras variadas y complejas (Fig. 1), y han sido tratados para su remocion del

medio ambiente por diversos mecanismos de degradacién.
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Figura 1. Ejemplos de colorantes azo.
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2.7.2.1 Colorante textil negro solofenil

Los colorantes textiles directos como el caso del negro solofenil, se utiliza para la tincion de fibras
de celulosa tales como algodén, raydn, y lino. Es un polvo negro cuyas propiedades fisico-quimicas
confieren una buena solubilidad en el agua, ademas de que es considerado con una excelente
fijacidn a las fibras y estabilidad a la luz (Carmen, 2012).

Para la Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC), el negro solofenil es:

2-acido naftalensulfénico,6-[2-2(2,4-difenilamino)diacenil]-3-[2-[4-[[4-[2-[7-[2-(2,4difenilamino)
diacenil]- 1-hidroxi-3-sulfo-2-naftalenil]diacenil]fenil]amino]-3-sulfofenill]diacenil]-4-hidroxido de

sodio (1:3), cuya formula es Caq H3s N13 O11 S3 * 3 Na (Fig. 2).

(o]
OH
\s//:o
NH, NH, i NH NH,
: OH [ :] OH [ ]’
. _-OH OH\S NH,
A A
o o o 0
* 3 Na

Figura 2. Colorante textil negro solofenil (tomado de ScinFinder, 2018)

2.8 Remocion de colorantes

Muchas industrias, como colorantes, textiles, plasticos, papel, alimentos, cosméticos y productos
farmacéuticos utilizan una gran cantidad de colorantes y agua (Saratale y col., 2011). Los residuos
generados durante el proceso y la operacién de colorantes en la industria comunmente llegan a
cuerpos de agua naturales, ocasionando efectos téxicos sobre el ecosistema y la biodiversidad,
impactando negativamente al medio ambiente. Para quitar los colorantes del agua contaminada
existen diversos tratamientos (Fig. 3). Los tratamientos fisicoquimicos, incluidos los procesos de
oxidacion avanzados (es decir, la aplicacidon de ozono, perdxido de hidrégeno y luz ultravioleta), los

cuales no siempre, eliminan el color y la concentracién del compuesto colorante, ademas implican
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altos costos y, por lo tanto, su uso estd restringido en la escala de operacién y el tipo de efluente.
Los tratamientos bioldgicos son menos intensivos en energia, eficaces y ambientalmente
sustentables dado que se genera una bioconversion parcial o completa de los colorantes, ya sea por

adsorcién en la biomasa o por biodegradacion (Hai y col., 2007; Kurade y col., 2012).

Métodos en el tratamiento de efluentes textiles
|

[ | |
Métodos Métodos Métodos

quimicos fisicos biolégicos
Oxidacié Biodegradacion
xidacion Adsorcién (enzimas) Biosorcidn
— Ozonizacién
L Filtracion

Coagu\au_qn / Algas, Hongos,

Electrolisis Floculacion Bacterias,

Consorcios

. mixtos
Osmosis

inversa

Figura 3. Métodos usados en la remocién de colorantes (tomado de Saratele y col., 2012 con

modificaciones propias).

2.8.1 Métodos biologicos en la remocion de colorantes

La utilizacién de organismos o microorganismos es una técnica clave en la biorremediacidon que ha
tomado mas fuerza en la investigacién en ciencias ambientales. En donde los microorganismos
involucrados se aproximan a los desechos tdxicos y desarrollan nuevas estrategias metabdlicas que
los vuelven resistentes de forma natural, provocando que biodegradan varios productos quimicos
téxicos a formas menos dafiinas. Muchas especies bacterianas, fungicas y de algas tienen la
capacidad de adsorbery / o degradar los colorantes azo y su efectividad de la decoloracion por parte
de las especies depende de la adaptabilidad y la actividad de los microorganismos seleccionados
(Srinivasan, 2010; Solis, 2012; Shuda, 2015).

La eficiencia en la eliminacion del color estd influenciada por la relacién del colorante, la carga de

microorganismos, pH, temperatura, y concentracion de oxigeno en el sistema, para ellos los
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métodos bioldgicos se pueden clasificar en aerdbicos, anaerdbico y andxico o facultativo o una
combinacion de estos. Un método aerdbico utiliza presencia de oxigeno, mientras que el método

anaerdbico se realiza en ausencia de oxigeno (Holkar, 2016).

2.8.1.1 Uso de bacterias en la remocion de colorantes azo

El funcionamiento metabdlico de las comunidades microbianas innatas es un enfoque prometedor
para la biorremediacién del medio ambiente contaminado, el uso de la biomasa tiene sus ventajas,
dando lugar a la remocidn de colorantes, ya sea por adsorcion en la biomasa microbiana o por
biodegradacion.

La adsorcién en este caso se denomina biosorcién porque se produce en el biomaterial y puede
ocurrir en células microbianas en crecimiento, asi como en las células microbianas muertas
ocurriendo por intercambio idnico (Robinson y col., 2001). En el caso de biosorcién, la estructura
original del colorante permanece intacta, es decir, no se degrada en fragmentos. Por el contrario,
en la biodegradacion, la estructura original del colorante se destruye, y las células microbianas
separan el contaminante en fragmentos, a veces logrando la mineralizacién completa, es decir, la
conversion de xenobidticos en CO,, biomasa e inorganicos (Srinivasan, 2010).

Se debe considerar que en un proceso de biosorcidn, no se erradica el problema, ya que el
contaminante no se destruye, sino que queda atrapado en la matriz del adsorbente (la biomasa
microbiana) porque la composicion celulésica de la pared celular microbiana proporciona sitios de
union tales como grupos hidroxilo y carboxilo (Tsai y Chen, 2010). La eliminacién de la biomasa
microbiana que contiene los colorantes adsorbidos en si es un gran obstaculo en el tratamiento de
aguas residuales textiles (Kuhad y col., 2004; Chandery Arora, 2007). Por lo tanto, la biodegradacién
es una técnica que podria desempenar un papel importante en la decoloracién y degradacion de
colorantes, siempre y cuando los productos generados no sean mas téxicos que su estructura de

procedencia, es decir, el colorante (Singh, 2015).
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2.8.1.2 Uso de E.coli en la remocion de colorantes azo

Existen muchos reportes en dénde se han usado cepas de E. coli como modelos con el fin de mejorar
los rendimientos en la remocién y degradacidn de colorantes textiles para la expresién de enzimas
como el trabajo realizado por Ma X. y col., (2017) quienes lograron la expresidn de la lacasa CueO
de E. coli K12 en Pichia pastoris GS115 para la aplicacién en la decoloracién de colorantes sintéticos.
Otro trabajo realizado por Shah y col., (2013), reportan que el clon PET1 de Escherichia coli BL21

(DE3) obtuvo el 90% de degradacion de un colorante azo en 7 min.

En efecto, el hombre de ciencia siempre sacara provecho de lo que se encuentra a su alrededor para
tratar por un lado buscar la mejor solucién a un problema ambiental, pero por el otro siempre estara
dispuesto a estudiar y entender lo que sucede en los pequefios sistemas complejos cuando de
microorganismos se habla. Como el caso de Cerboneschi (2015), quienes realizaron una
investigacion sobre el modo de accién de la cepa DH5a de E. coli para demostrar que la decoloraciéon
de los colorantes se producia principalmente a través de tres vias diferentes; precipitacion
bacteriana inducida, adsorcidn de pared celular y metabolismo. Otros estudios como el de Thakuria
(2015), en donde a través de la extraccion de enzimas de E. coli, logra proponer y entender los
mecanismos enzimaticos involucrados en la degradacidn de colorantes.

Saranraj y col., (2010), logra aislar cinco especies bacterianas para probar la capacidad que tienen
en la decoloracién de varios colorantes azo, reportando que la cepa de E. coli, resultd la que mejor

removio el colorante Direct Sky Blue-FF con un 65% de decoloracién.

2.8.2 Actividad enzimatica bacteriana

La capacidad de los microorganismos y sus enzimas de degradacién del colorante para decolorar y
metabolizar los colorantes se conoce desde hace tiempo y ha demostrado ser la mejor opcién para
la biorremediacidon. En cuanto a la decoloracién y degradacion de los colorantes textiles, las enzimas
que catalizan la segmentacion reductiva de los enlaces azo (-N=N-) para producir productos de
amina aromatica incolora son las azoreductasas (Chang y col., 2001). Varios estudios han investigado
las azoreductasas citoplasmicas bacterianas, y sugirieron que pueden aplicarse en biotecnologia

ambiental (Maier, 2004; Ramalho, 2002). Sobre la base de sus funciones, las azoreductasas se
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clasifican como azoreductasas dependientes de flavina y azoreductasas independientes de flavina.
Las azoreductasas dependientes de flavina se organizan adicionalmente sobre la base de su
cofactor, solo NADH, solo NADPH o ambos, ya que estas coenzimas sirven como donantes de

electrones.

lll. ANTECEDENTES

3.1 Cepas E.coli capaces de degradar un colorante azo, aisladas de agua residual

El trabajo de tesis de Valencia (2014) se enfocé al monitoreo del agua residual del rio Alseseca y la
deteccion molecular de enterobacterias aisladas, reportando que el 82% de las cepas pertenecieron
a E. coliy el 62.26% de ellas se caracterizé como E. coli enteropatdgenas (EPEC), las cuales se
sometieron a ensayos de interaccidn para determinar la capacidad de remocién de un colorante azo
a diferentes concentraciones. Los resultados de remocion del colorante fueron clasificados en:
bajos, medios y altos tanto en concentraciones de 200 y 300 ppm. Los porcentajes de remocidn para
200ppm fueron: de 27% a 41% (considerados bajos), de 42% a 56 % (considerados medios) y de 57%
a 70% (considerados altos) y para la remocién del colorante a 300ppm fueron: del 5% al 23% (bajos),
del 24% al 42% (medios) y de 43% al 60% (altos). Ademas, proponen la obtencidn del metabolito

secundario alfanaftol mediante la utilizacién de la técnica HPLC (Bravo y col., 2014).

3.2 Consorcios bacterianos en la remocion de colorantes

Se ha observado que los consorcios bacterianos son beneficiosos en la remocién de colorantes,
principalmente por que puede llevar a cabo tareas de degradacion que en un cultivo de una sola
bacteria no puede hacer de manera efectiva (Saroj y col.,, 2015). Mohana (2008), reportd la
utilizacidon de un consorcio bacteriano denominado DMC, el cual pudo remover en condiciones
Optimas el colorante negro directo 22 en mas del 91%, y removid a 10 diferentes colorantes azo en

mas del 81%. Otros investigadores como Dafale y col., (2008) reportaron que a partir de cepas
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aisladas de lodos contaminados e identificadas como Pseudomonas aeruginosa y Bacillus circulans,
y otros aislados de laboratorio no identificados (NAD1 y NAD6) removieron el colorante RB5 y en las
primeras 48 h observaron la obtencién de metabolitos por medio de HPLC. Por otro lado, el grupo
de investigacion a cargo de Khehra (2005), reportd la formacion de un consorcio formado por cepas
bacterianas identificadas como Bacillus cereus (BN-7), Pseudomonas putida (BN-4), Pseudomona
fluorecence (BN-5) y Stenotrophomonas acidaminiphila (BN-3), aisladas de suelos contaminados con
residuos textiles locales. El consorcio denominado HM-4 decoloré el rojo acido (AR-88) en 24 h, asi
como otros colorantes azo con porcentajes de remocién del 78% al 99%. Otro reporte por parte de
Jainy col., (2012), mencionan haber utilizado consorcios bacterianos formados por las cepas Bacillus
sp. VIDMK, Lysinibacillus sp. V3DMK, Bacillus sp. V5DMK, Bacillus sp. VIDMK, Ochrobacterium sp.
V10DMK, Bacillus sp. V12DMK en la remocién del colorante RV5. El reporte menciona que los
consorcios mixtos decoloraron una amplia gama de colorantes azoicos con una tasa maxima de

decoloracién observadaa 37 °Cy pH 7,0.
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IV. JUSTIFICACION

Las interacciones naturales de una comunidad bacteriana y su metabolismo siempre son
interesantes y su estudio es complejo, sin embargo, deben ser exploradas. En un estudio
microbioldgico realizado al rio Alseseca en la ciudad de Puebla se reportd que, del total de las
muestras de agua residual colectadas, el 82% de la carga bacteriana pertenece a Escherichia coli (E.
coli), del cual el 62.26% fueron identificadas como enteropatdégenas (EPEC). En un ambiente natural
como los cuerpos de agua donde son vertidas tanto aguas residuales urbanas como textiles se
genera la interaccion de los consorcios de E. coli con el colorante textil negro solofenil, provocando
su remocidon mediante diversos mecanismos bacterianos propios de su naturaleza ya que, el nicho
ecolégico de las enterobacterias es cambiante frente a otras bacterias de su mismo género o
diferente a ellas, asi como en presencia de contaminantes como los colorantes azo. Sin embargo,
en algunos casos también pueden generarse como producto de esa interaccion metabolitos
secundarios como aminas aromaticas; por lo que resulta importante determinar la capacidad que
tienen los consorcios patdgenos de E. coli para degradar un colorante azo, lo cual evidenciaria una
problemdtica de salud ambiental ya que la generacion de subproductos son considerados
carcinogénicos y ecotdxicos por generarse un contaminante ain mas daiino que el colorante de

procedencia.
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V. PREGUNTAS DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

>

¢Cual es la respuesta de los consorcios bacterianos patdgenos de E. coli en aguas

contaminadas con el colorante negro solofenil?

¢Qué riesgo representan para el ser humano y para el ecosistema la interaccion de cepas

patdégenas de E. coliy el xenobidtico como el colorante textil azo?

¢Cudl es el problema que se genera en torno a la salud y el ambiente si se generan
productos de la degradacién del colorante textil azo mediante el uso de consorcios

bacterianos patégenos de E. coli?
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VI. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general
» Determinar la capacidad de remocidn de los consorcios patégenas de E. coli ante la

presencia de un colorante azo.

2.2 Objetivos particulares
» Identificar cepas de E. coli patégenas capaces de remover el colorante para la formacién
de consorcios.
> Llevar a cabo la interaccién de los consorcios bacterianos con el colorante negro solofenil
a concentraciones de 100ppm y 200ppm.
> Determinar el porcentaje de remocidn del colorante azo mediante espectrofotometria
de UV-vis.

» Caracterizacién de posibles subproductos.
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VII. HIPOTESIS

H,: La formacion de consorcios bacterianos patégenos de E. coli no son capaces de interaccionar
con el colorante negro solofenil, por lo tanto, no remueven el colorante ni generan metabolitos

secundarios.

Hi: La formacién de consorcios bacterianos patdégenos de E. coli son capaces de remover el

colorante negro solofenil, pero no generan metabolitos secundarios.

Hii: La formacién de consorcios bacterianos patégenos de E. coli son capaces de remover el

colorante negro solofenil, generando a su vez metabolitos secundarios toxicos.
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Viil. METODOLOGIA

8.1 Muestras microbioldgicas

En el estudio previo que se llevd a cabo en el laboratorio de Patogenicidad microbiana del Centro
de Investigaciones en Ciencias Microbioldgicas de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla,
reportd que las cepas silvestres de E. coli que se manejaron en este trabajo se obtuvieron del
monitoreo anual del rio Alseseca (Valencia, 2014). Las cepas aisladas fueron caracterizadas como
Escherichia coli enteropatdgena (EPEC), y fueron mantenidas en ultra congelacion a -702C en medio

LB con glicerol al 20%.

8.2 Solucién del colorante negro solofenil

El colorante textil azo negro solofenil de fue obtenido de Ciba Especialidades S.A de C.V. La solucién
inicial del colorante textil negro solofenil se prepard a una concentracidon de 1000 ppm en 200 mL
de agua estéril. Para la obtencidon de las concentraciones de 100 ppm y 200 ppm utilizadas en cada

bioensayo, se aplicé la siguiente férmula:

C1Vi= VLG, Ecuacién 1
Donde: C1= concentracion inicial (ppm); V1= volumen inicial(mL); C,= concentracion final(ppm); Vo=

volumen final (mL).

8.3 Muestra control

Los controles con medio no inoculado a un volumen de 50 mL se preparan como se describe a
continuacién: para la muestra control con una concentracién de 100 ppm del colorante se colocan
45 mL de caldo nutritivo y 5 mL de soluciéon del colorante textil negro solofenil. Para una
concentracién de 200 ppm del colorante se colocan 40 mL de caldo de nutrientes y 10 mL de

solucion del colorante textil negro solofenil, usando filtros de 0.45 um para esterilizar por filtrado

(Fig. 4)
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100 ppm 200 ppm

Figura 4. Muestra control a diferentes concentraciones.

8.4 Seleccidn de cepas bacterianas para la formacién de consorcios.

Para llevar a cabo la formacién de los consorcios bacterianos, se tomaron en cuenta las cepas
enteropatogenas de E. coli (EPEC), aisladas del rio Alsesesa, trabajo previo realizado por Valencia
(2014). Las cuales fueron clasificadas en tres grupos (altos, medios y bajos), de acuerdo con los
porcentajes de remocion del colorante negro solofenil. En la tabla 5 se muestran las cepas de E. coli

qgue fueron consideradas en la realizacién de este estudio.

Cada consorcio se conforma por tres cepas bacterianas. Las cepas seleccionadas para la formacion
de cada consorcio fueron cultivadas en placas de LB a pH de 7.4, a 37°C; transcurridas 24 h se tomd
una asada bacteriana de cada cepa y se sembrd por estria cruzada en placas de LB y Macconkey,
para su posterior incubacion a 37°C; a las 24 h se tomé inoculo de cada cultivo de la placa de LBy se
suspendié en solucién salina al 0.85%, hasta tener una concentracién de 1.5x10° UFC/mL

(equivalente al tubo #5 de la escala de Mc Farland) (Esquema 1).
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Tabla 5. Cepas de E. coli.

Cepas EPEC Cepas patégenastipo Cepa
aisladas del rio Alseseca No patdgena

G8 G120
61 S’ ETEC(E9034A)
GL26 18CA
18 11VT K12
4RE G278
v e EPEC (E2348/69)
7Dic 5.1c
5.4b 5.2¢c
w Cepal Cepa2 Cepa3
m— 1 T—
~ -
~ Consorclo bacteriano SmL
Placa de LB T e e
Solucién bacteriana
(1.5x10 UFC) en I
Placa de LB solucién salina al

0.85%

Placa de MacConkey

Bioensayo

Esquema 1. Procedimiento para la conformacidn de consorcios bacterianos.
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8.5 Interaccion de consorcio bacterianos con el colorante

8.5.1 Bioensayos con el colorante textil a concentraciones de 100 ppm y 200 ppm

La realizacién de bioensayos permite ver las respuestas de los organismos seleccionados (cepas de
E. coli), al exponerlas en presencia de algunas sustancias (colorante textil negro solofenil), ademas
de que es una forma de evaluar experimentalmente el efecto de los agentes contaminantes
presentes en una muestra de modo integral sobre algunos organismos. Por lo tanto, a realizacion
periddica de bioensayos permite detectar el aumento, disminucién o mantenimiento del nivel de
toxicidad de un determinado contaminante presente en el ambiente. En el presente estudio se
podrd determinar la capacidad de remocién de los consorcios bacterianos de E. coli ante el
colorante textil azo a diferentes concentraciones, considerando la metodologia reportada por Isik
(2003), la cual sugiere las condiciones y tiempo para la realizacién de un bioensayo. Los ensayos de
remocién por triplicado se llevaron a cabo inoculando los consorcios de E. coli en tubos de 60 mL,
gue contenia medio nutritivo en concentraciones conocidas y solucién del colorante negro
solofenil.

Los tratamientos se realizaron por triplicado en experimentos independientes, descritos a
continuacién. Para los bioensayos a concentracién de 100 ppm del colorante, se inoculan 5mL de
consorcio de E. coli (1.6mL de cada cepa; 3 cepas) en 40 mL de medio nutritivo a pH de 7.4 y 5 mL
de solucion de colorante negro solofenil. Para los bioensayos a concentracién de 200 ppm del
colorante, se inoculan 5mL de consorcio de E. coli (1.6mL de cada cepa; 3 cepas) en 35 mL de medio
nutritivo a pH de 7.4 y 10 mL de solucién de colorante negro solofenil. La incubacién de los
bioensayos se mantuvo por 10 dias a 37 °C. Se tomaron muestras en forma periddica y aséptica con
alicuotas de 3 mL, se centrifugaron a 8000 rpm por 15 min para recoger los sobrenadantes y se
resguardaron para su posterior andlisis. Las alicuotas tomadas antes de centrifugarlas se
compararon con las muestras control y se tomé un indculo que se sembrd por estria cruzada en

placas de MacConkey (esquema 2).
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Cepas Bioensayo

1 2 3
Consorcio bacteriano S5mlL
(1.67 mL de cada cepa)
- - -

Solucion del
colorante negro

Andlisis del
Toma de alicuota sobrenadante
cada 24 h —> en UV-vis
(490 nm)

‘ep Resguardo de
muestras

No contaminado | I
Contaminado l

Sembrar en placa
Suspender la
MacCon key Interaccion

Esquema 2. Procedimiento para la realizacién de los bioensayos a diferentes
concentraciones del colorante negro solofenil.
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8.6 Determinacion de los porcentajes de remocion del colorante

La espectrometria de absorbancia se usa ampliamente en calculos cualitativos, cuantitativos y
estructurales. En este estudio la determinacidn de la presencia del colorante es muy util, ya que el
color a menudo puede correlacionarse con la presencia y/o la estructura de una sustancia quimica
particular (Manfred, 1999).

Se utilizé un espectrofotdmetro de UV-vis a una longitud de onda de 490 para obtener los valores
de absorbancia de los sobrenadantes que previamente se centrifugaron a 12000 rpm durante 20
min. Los resultados se procesaron para determinar el porcentaje de remocion del colorante

mediante la siguiente férmula (Saratale, 2011):

Porcentaje de remocion = (Diy — Dfy) / Diioy) * 100 Ecuacidn 2

Donde: Di es la absorbancia a tiempo cero; Df es la absorbancia después de incubacion (t = dia).

8.7 Analisis estadistico

Los datos experimentales se sometieron a un analisis estadistico descriptivo utilizando el programa
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), para observar el comportamiento que presentaron
los siete consorcios patdgenos de E. coli en la remocidn del colorante a diferentes concentraciones,
a través de la determinacion de las medias de los porcentajes de remocidn y las variaciones
correspondientes, lo que permitira la comparacion entre ellos a través de las gréficas de cajas y
alambres. Asi como los resultados de las remociones del colorante se evaluaron con la prueba de

ANOVA y su prueba multiple de Tuckey, con una significancia de P < 0.05 (sofware SPSS version 2.0).
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8.8 Caracterizacion de posibles metabolitos secundarios

Para el anélisis espectrofotométrico de FTIR y RMN de H, sélo se analizaron las muestras de los
consorcios que presentaron mayor porcentaje de remocidn del colorante a 100 ppm. A partir de
los sobrenadantes obtenidos de cada bioensayo seleccionado y por separado, se realizaron
extracciones con disolventes organicos (30 mL de éter etilico, 30 mL de acetato y 40 mL de hexano),
se concentraron en un rotavapor y procesaron hasta que se eliminé el exceso de agua. Una vez
obtenido cada concentrado se analizaron las muestras por las técnicas de cromatografia por capa

fina, FTIR y RMN de H.

8.8.1 Cromatografia de capa fina

La técnica de cromatografia permite la separaciéon de una mezcla de dos o mas compuestos por
distribucion entre dos fases inmiscibles: una fase movil (disolventes organicos), que transporta las
sustancias que se separan y que progresa en relacion con la otra denominada fase estacionaria
(silica gel).

Las muestras se corrieron en una placa cromatografica de silica gel (60F;s4 Merck), de 2 cm por 4

cm, utilizando como fase mévil una mezcla de disolventes metanol: éter etilico (7:3).

8.8.2 Espectroscopia FTIR

La técnica de espectroscopia de transmisién de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR) se
emplea en la caracterizacion de diferentes compuestos para identificar los grupos funcionales
presentes en las muestras. Esta técnica es sensible a la estructura, ya que reflejan las vibraciones
caracteristicas de los grupos de atomos por lo que se emplean para identificar especialmente los
grupos organicos.

La espectroscopia de FTIR se llevd a cabo en un equipo Perkin Elmer FT-IR Spectrum One
Spectrometer, en la region de 4000 a 400 cm™. Después de realizar la linea base, se colocé el plato

y la punta correspondiente en el sistema de ART y se procedié al andlisis.
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8.8.3 Espectroscopia RMN de 'H

La espectrometria de resonancia magnética nuclear (RMN), es una técnica que exprese las
propiedades magnéticas de ciertos nucleos para identificar grupos funcionales, mediante la
comprension de los diferentes entornos quimicos, el desplazamiento quimico puede ser utilizado
para obtener informacion estructural sobre el nimero y tipo de entidades quimicas de la molécula
en una muestra.

Los espectros de RMN de *H se obtuvieron en un espectrometro NEOL modelo Oxford de 300 MHz,

utilizando como disolvente cloroformo deuterado (CDCls), para disolver la muestra.
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IX. RESULTADOS

Las malas practicas de trabajo, asi como la regulacién de aguas residuales para su descarga tiene un
papel importante en los niveles tecnoldgicos, econdmicos, éticos, sociales, de salud y ecoldgicos.
Desde el momento en que el agua residual es desechada con altos contenidos de contaminantes
bioldgicos y quimicos y no son tratados de forma adecuada, ésta se relaciona con el medio bidtico
y abidtico, generando interacciones que a mayor o menor medida se vuelven complejas. Desde el
punto de vista de salud, la sola presencia de cepas patdgenas de E. coli como la EPEC en el agua
residual, se considera un foco de infeccién que impacta principalmente tanto a nivel econémico,
social como politico, ya que las enfermedades por algun patogrupo de E. coli producen altos indices
de mortalidad y morbilidad por causar cuadros diarrogénicos y por si no fuera poco, si a esto le
incorporamos un contaminante mas como los colorantes textiles azo, el problema ambiental se
vuelve mas alarmante, ya que es conocida la capacidad de las cepas de E. coli por remover y
degradar colorantes azo, dando como resultado la generacidon de metabolitos mas toéxicos que el
colorante de procedencia, lo que representa un problema de salud ambiental que va mas alla de

una diarrea, ya que se habla de que los metabolitos son ecotdxicos.

9.1 Cepas patdgenas de E. coli

Para la formacién de los consorcios utilizados en el presente trabajo, se partié de un grupos de cepas
silvestres EPEC con capacidad de remocién del colorante negro solofenil ,que de acuerdo a sus
porcentajes de remocién a diferentes concentraciones del colorante se agruparon en altos (A),
medios (M) y bajos (B) (Valencia, 2014); de las cuales se seleccionaron 9 cepas con porcentajes de
remocion bajo, 4 cepas con porcentajes de remocion medio y 7 cepas con porcentajes de remocion

alto (Tabla 6).
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Tabla 6. Cepas EPEC seleccionadas para la conformacién de consorcios.

% de % de
Clasificacion  remocion a remociona  Cepas silvestres EPEC
200 ppm 300 ppm
BAJO 27-41% 5-23% (15; 5 1.c; GL27; 5 2.¢;
(B) 44; G1; G8; 5 4.b;
G120)
MEDIO 42-56% 24-42% (5E"; GE’; 18CA; GL26)
(M)
ALTO 57-70% 43-60% (V; 3E"; 4RE; 7 Dic;
(A) G278; 11VT; J8)

9.2 Integracion de consorcios bacterianos

En este estudio se formaron siete consorcios, cada uno estd integrado por tres cepas de E. coli (Tabla
7). Para la formacién de consorcios denominados homogéneos se consideraron cepas con los
mismos porcentajes de remocion (altos, medio y bajos), los cuales fueron: dos consorcios con
porcentajes de remocion alto (consorcio IV y VI), un consorcio con porcentajes de remocién medio
(consorcio Ill), dos consorcios con remocién baja (consorcio Il y VII). Para la formacion de consorcios
denominados heterogéneos se consideraron cepas con diferentes porcentajes de remocién, es
decir, una cepa de cada porcentaje alto, medio y bajo, que en este caso fue el consorcio I. También
se formd un consorcio con cepas tipo: la E2348/69 (EPEC), la E9034A (ETEC) y la K12 (E. coli no

patdégena) que corresponde al consorcio V.
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Tabla 7. Consorcios de E. coli

G1 SE 4RE

5E° E2348/69 3E° 51.c
(EPEC) (EPEC) (EPEC) (EPEC) (EPEC) (EPEC) (EPEC)
(M) (8) (M) (A) (A) (8)
G278 G8 18CA 11VvVT E9034A \% 52.c
e (EPEC) (EPEC) (EPEC) (EPEC) (ETEC) (EPEC) (EPEC)
(A) (B) (M) (A) (A) (B)
G8 G120 GL26 J8 K12 7 Dic 54.b
(EPEC) (EPEC) (EPEC) (EPEC) (No Patogena) (EPEC) (EPEC)
(B) (B) (M) (A) (A) (B)

9.3 Interaccidn de los consorcios bacterianos con el colorante negro solofenil a 100 ppm

9.3.1 Cambios observados en los bioensayos

Los cambios observados durante el monitoreo de cada ensayo se reportan en la tabla 8, siendo la
decoloracién y precipitacidon los cambios mas evidentes al inicio (dia 1), mitad (dia 5) y final (dia 10)
de cada bioensayo.

En los ensayos de interaccion de los consorcios |, Ill, IVy V con el colorante, se observé decoloracién
y presencia de precipitad al transcurrir el primer dia, manteniéndose asi hasta el tercer dia. A partir
del quinto dia, no se observé decoloracién, sin embargo, aun habia presencia de precipitado hasta
el final del ensayo.

En el ensayo donde se sometio a interaccion el consorcio Il, se observd decoloracién y presencia de
precipitado, manteniéndose asi hasta la mitad del ensayo. Al final del ensayo no habia decoloracién
ni presencia de precipitacion.

En los ensayos donde se sometieron a interaccidn los consorcios VI y VI, no se observé decoloracion

ni precipitacién a lo largo de los diez dias.



Dia

10

Tabla 8. Bioensayos de interaccién de consorcios bacterianos con el colorante a 100 ppm en t (dia) =1, 5, 10.

Consorcio | Consorcio Il Consorcio Il Consorcio IV Consorcio V Consorcio VI

Consorcio VII
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9.3.2 Porcentajes de remocion

El porcentaje de remocidon mas alto obtenido fue por parte de el consorcio V con un promedio del
96.63%, seguido del consorcio Ill con un 95.84% vy el consorcio IV con un 94.71%. Mientras que los
consorcios | y Il lograron remover el colorante un 84.80% y un 75.59%, respectivamente. Los porcentajes
de remocién mas bajos se obtuvieron por parte de los consorcios VIl y VI, alcanzando solo el 34.22% y
23.80%, respectivamente como se observa en la gréfica 1. Destacando el hecho de que existe una mayor
dispersidn en los porcentajes de remocidn obtenidos parte de los consorcios VI y VII. En cuanto al analisis
estadistico, existe una diferencia significativa (p<0.05) entre las remociones de los consorcios | al V con

respecto a los consorcios VI y VILI.

100 $ E

Porcentaje de remacién
(W]
[==]

| I 1 v v Vvl VI
Consorcios

Grafica 1. Remocion del colorante negro solofenil a 100 ppm obtenido por cada consorcio.

El comportamiento de cada consorcio en la remocidn del colorante se representa en la grafica 2, en la
cual se observa que los consorcios del | al V lograron remover al colorante al primer dia y se mantuvieron
sin cambios considerables, y con variacion en el porcentajes de remocidn del seis por ciento desde el
inicio al final en cada consorcio, a excepcidn del consorcio Il, que presentd una variacion del diez en el
primer dia y del siete por ciento en el Ultimo dia, con respecto a los demas.

Para el caso del consorcio VI se observa que removié el colorante de forma gradual hasta el cuarto dia,

después disminuyd el porcentaje de remocién al quinto dia y vuelve a aumentar gradualmente a partir
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del sexto al octavo dia, y decrece el porcentaje de remocién del noveno al décimo dia en mas del veinte
por ciento.
En cuanto al consorcio VI, se observa una remocién constante con dos etapas, la primera ocurre del

cuarto al sexto dia y la segunda del octavo al décimo dia.
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Grafica 2. Comparacién de los porcentajes de remocién del colorante negro solofenil
a 100 ppm a lo largo de cada bioensayo.

9.4 Interaccion de los consorcios bacterianos con el colorante negro solofenil a 200 ppm.

9.4.1 Cambios observados en los bioensayos

Durante el tiempo de interaccidn al que se sometid cada consorcio, se observaron cambios con respecto
a la muestra control como se reporta en las imagenes de la tabla 9, que corresponden al inicio (dia 1),
mitad (dia 5) y final (dia 10) de cada bioensayo. El consorcio Ill, mostré decoloracion en los primeros tres
dias, asi como presencia de precipitacién, a partir del quinto dia no se observé decoloracion ni
precipitacion, manteniéndose asi hasta el final del ensayo. En los demas consorcios no se observo

decoloracién ni presencia de precipitado a lo largo de los diez dias.
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Tabla 9. Bioensayos de interaccién consorcio bacteriano con el colorante a 200 ppm en t (dia) =1, 5, 10.

Dia Consorcio | Consorcio Il Consorcio Il Consorcio IV Consorcio V Consorcio VI

1
(-
Eﬁ il

5

10

Consorcio VII
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9.4.2 Porcentajes de remocion

Los porcentajes de remocion mas altos se alcanzaron por parte del consorcio Ill con un promedio del
93.54%, seguido del consorcio IV con un 89.61% y el Consorcio V con un 89.60%. Mientras que los
consorcios | y Il lograron remover el colorante un 85.07% y un 54.60%, respectivamente. Los
porcentajes de remocidn mas bajos se obtuvieron por parte de los consorcios VIl y VI, con el 3.74% y
5.08%, respectivamente, de igual forma se observa que hay poca variacidn entre los porcentajes de
remocion obtenidos en cada consorcio como se observa en la grafica 3. En cuanto al analisis
estadistico, se encontrd que existe una diferencia significativa (p<0.05) por parte de los consorcios

VIy VIl con respecto a los demds consorcios.
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Grafica 3. Remocion del colorante negro solofenil a 200ppm obtenido por cada consorcio.

El comportamiento de cada consorcio en los bioensayos con mayor concentracidn del colorante se
observa en la gréfica 4, en donde se aprecia que los siete consorcios se comportaron de forma similar,
es decir, a pesar de que los consorcios |, I, lll, IV y V removieron al colorante en mas del cincuenta
por ciento transcurrido el primer dia, no se observa cambio significativo en la remocidn en los dias
posteriores, ya que se mantienen estables con un margen de remocidon del nueve por ciento desde

el primer dia hasta el dltimo.
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En el caso de los consorcios VI y VII, tuvieron un margen de remocion del seis y once por ciento,

respectivamente, a pesar de que no removieron significativamente al colorante el primer dia.

100
90
80 .o
70 3
60 :f I
50
40 :

30 | 3

S e vV

20

Porcentaje de remocién

10

: OllI'llquI.n-nollll!l"!g
O - ssesscsee V”

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tiempo (dias)

Grafica 4. Comparacion de porcentajes de remocion del colorante negro solofenil
a 200 ppm a lo largo del bioensayo.

Por ultimo, al considerar los porcentajes de remociéon de los siete consorcios en ambas
concentraciones del colorante, se observa que los porcentajes de remocién no son los mismo, siendo
los consorcios del | al V, los que presentan mejor remocién, mientras que los consorcios VI y VII
presentaron menor remocion en ambas concentraciones del colorante, mostrando una diferencia
significativa (P <0.05). Destaca el hecho de que, el consorcio Il disminuyd mas el porcentaje de
remocién a 200 ppm con respecto a 100 ppm, mientras que los consorcios lll, IV y V fueron los mas

eficientes en la remocién del colorante en ambas concentraciones (Grafica 5).
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Grafica 5. Comparacion entre los porcentajes de remocidn a diferentes concentraciones por
cada consorcio.

9.5 Caracterizacion de metabolitos secundarios

En las placas cromatograficas de capa fina se observa la separacidn de una serie de compuestos de los
concentrados, producto de los extractos de los bioensayos de interaccion de los consorcios llI, IVy V
con el colorante negro solofenil a 100 ppm. Se aislaron parcialmente algunos de esos compuestos y se

sometieron a un estudio de IRy RMN de *H.

Consorcio Ill Consorcio IV Consorcio V

VX n

Donde: C = colorante negro solofenil; Mx = colorante + producto de interaccién; In = producto de interaccién

Fig. 5. Cromatografia en capa fina de los extractos obtenidos
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En la técnica espectroscépica de infrarrojo (FTIR), se observan sefiales las sefiales en 3000-3500 cmque
corresponden a las vibraciones de los enlaces quimicos caracteristicos de aminas primarias (-NH,).
Adicionalmente se observan vibraciones en aproximadamente 1280 cm™ que corresponden a los enlaces
C-N, y en la region de 775 cm™ se observan vibraciones correspondientes a enlaces N-H. Al comparar el
espectro 1 que corresponde al colorante negro solofenil con los espectros obtenidos de los bioensayos,
se observa la ausencia de la vibracidon correspondiente al grupo azo (-N=N-) en aproximadamente
1591.42 cm™ en los espectros 2, 3 y 4, que corresponden a los extractos donde se utilizaron los
consorcios lll, IV y V, respectivamente, lo cual es consistente con la reduccién del grupo azo a sus

correspondientes aminas.
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Espectro 4. Espectro de FTIR del extracto obtenido del ensayo de interaccién consorcio V con el colorante a 100 ppm.
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En el andlisis de resonancia magnética nuclear de hidrégeno (RMN de H), se pudo observar que en los
concentrados de los consorcios Il y IV (espectros 5 y 6, respectivamente), presentan sefiales que
aparecen a campos altos que corresponden a contaminantes alifaticos, posiblemente provenientes de
los disolventes utilizados en la extraccion. Mientras que las sefiales dobles de dobles que aparecen en
la regién de 6.8 a 7.2 ppm, son sefiales caracteristicas de los sustituyentes 1,4 en los sistemas

aromaticos, sugieren que el grupo di azo, se redujo a su correspondiente di amina.

Un resultado similar se encontré en el concentrado del consorcio V (espectro 7). Sin embargo, en este
caso se observa una sefial intensa en 5 ppm, que corresponde a los hidrégenos del agua, y las demas
sefiales son impurezas que se presentan por parte de los disolventes utilizados en la extraccion de la
muestra. De igual forma también se observaron sefales dobles de dobles en la regién de 6.5 a 7 ppm,
lo que indican que el sistema aromatico cambid su naturaleza electrdnica, es decir, los sustituyentes
que en el sistema aromatico azo (-N=N-), cambiaron a aminas (-NH;). Es importante mencionar que un
estudio espectroscdpico de RMN de *H més detallado fue dificil de realizar por la pequefia cantidad de

muestra que se utilizé en los bioensayos.
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Espectro 5. Espectro de RMN de *H (CD30D, 300 MHz) del extracto del ensayo de interaccidn del consorcio Ill con el colorante a 100 ppm.



Espectro 6. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) del extracto del ensayo de interaccién del consorcio IV con el colorante a 100 ppm.
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Espectro 7. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) del extracto del ensayo de interaccidn del consorcio V con el colorante a 100 ppm.



Los estudios espectroscopicos realizado anteriormente, se realizaron con el fin de saber si al utilizar los consorcios patdégenos de E.coli, hubo
interaccion con el colorante y removerlo o incluso degradarlo mediante la reducciéon de los enlaces azo (-N=N), y de ser asi, se propone la obtencién

de alglin metabolito secundario como se muestra en la figura 6.
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Figura 6. Posibles metabolitos secundarios obtenidos por la reduccién del enlace azo del colorante negro solofenil.
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Retomando el resultado obtenido en el extracto del bioensayo del consorcio V, en
dénde se muestra un desplazamiento en las sefiales de 6.5 a 7 ppm del espectro de
RMN de H (espectro 7), coincide con el espectro 8 del metabolito propuesto MS-3
tomado de SciFinder, lo que sugiere que el consorcio V degrado al colorante hasta la

obtencidn de la correspondiente bifenilamina (acido bencen sulfénico, 5-amino-2-
[(4-f

o}
OH\S[/=

NH

NH,

NH,

Espectro 8. Espectro de RMN de *H del metabolito secundario propuesto MS-3 obtenido de
SciFinder, 2018.
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X. DISCUSION DE RESULTADOS

El nicho ecoldgico de los microorganismos en un determinado medio es influenciado
por factores externos como cambios de pH, salinidad, contaminantes quimicos, que en
la mayoria de los casos son generados por actividades antropogénicas. Sin embargo,
se ha visto que los microorganismos aislados de zonas contaminadas con desechos de
industrias relacionadas al color muestran mayor potencial en la remocién de
colorantes textiles, a través de mecanismos como adsorcién, absorcién y degradacién
enzimatica (Saratele, 2011), convirtiéndose en el objeto de investigacion mas
prometedor en biotecnologia para tratar aguas residuales, ya que el enfoque ideal es
utilizar la capacidad natural de los microorganismos nativos y diversos factores para
disminuir los contaminantes a bajos costos y sin generar otros mds téxicos. Sin
embargo, la mayoria de los colorantes textiles azo que se involucran en un proceso de
biodegradacidn resultan en la formaciéon de aminas aromaticas, que son mas toxicas
que los colorantes de procedencia, incluso se han considerado estas aminas con
propiedades carcinogénicas y / o mutagénicas (Ramsay y Nguyen 2002; Giordano y
col., 2005; Gavril y Hodson, 2007; Khalid y col., 2009).

Por otro lado, a pesar de que existen diversos reportes a cerca de la utilizacion de cepas
bacterianas para remover y degradar colorantes y la generacion de metabolitos
téxicos, no se ha reportado el papel que desempefian las cepas patdgenas de E. coli en
la remocidn de colorantes ni el riesgo de salud ambiental que representa la presencia
de estas cepas EPEC ante un colorante textil tipo azo en aguas contaminadas, ni la

generacion de metabolitos ecotdxicos.

10.1 Implicaciones de E. coli en consorcios para la remocion de colorantes azo

El comportamiento de E. coli frente a un xenobidtico como el colorante textil azo
resulta de gran interés, y se ha tomado como modelo para la realizacién de muchos
estudios por tratarse de una bacteria de facil crecimiento y manipulacion en el
laboratorio. En el caso particular de esta investigacién, fue de gran interés porque

ademas de lo antes mencionado, se encontré E. coli patdégena en porcentajes mayores
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al 62 % en el agua residual del rio Alseseca, lo que sugiere que si son las bacterias con
mayor presencia, tienden a tener mayor area de interaccidn sobre otros
microorganismos y tuvieron contacto con colorantes textiles, predisponiéndolas a
generar estrategias metabdlicas que logren resistencia y por lo tanto aseguren su
supervivencia en condiciones extremas. Efectivamente, los consorcios patégenos de E.
coli removieron al colorante a diferentes concentraciones desde el 3.7 % al 96.6 % en
24 h, mientras que, Valencia y col., (2014) reportaron que los monocultivos de las
cepas patdgenas de E. coli removieron al colorante negro solofenil en porcentajes del
5 % al 70 %. Por lo tanto, queda claro que la eficacia en la remocidn de colorantes se
vio favorecida no solo al utilizar cepas aisladas del rio contaminado con desechos
industriales textiles, sino también a la formacién de consorcios homogéneos vy
heterogéneos de la misma especie (E. coli). En otros casos la utilizaciéon de consorcios
heterogéneos de diferentes especies aisladas de lodos activados extraido de una
planta de tratamiento de aguas residuales de una industria de tefido favorece la
remocién de colorantes como lo reporta Cheriaa y col., (2012), quienes obtuvieron
hasta un 99 % de remocién del colorante en 2 h utilizando consorcios heterogéneos de
diferentes especies. En este mismo sentido, Ramasany y col., (2012), aislaron
diferentes especies para la integracion de consorcios heterogéneos combinando
hongos y bacterias para el tratamiento de aguas residuales, obteniendo hasta 75 % de
remocién de los tres colorantes probados. Otros investigadores como Lalnunhlimiy
Krishnaswamy (2016), utilizaron consorcios bacterianos a partir de cepas aisladas de
suelos alcalinos, para remover colorantes, obteniendo el 97.57 % en la remocién del
colorante azul directo 151 (DB 151), y 92.25 % de remocidn del rojo directo 31 (DR 31).
Cui y col., (2012), reportan que el consorcio recuperado de lodos contaminados con
desechos textiles formado por Klebsiella, Escherichia, Bacillus y Clostridium remueve

eficazmente seis diferentes colorantes azo con porcentajes que van del 70 al 95 %.
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10.2 Comparacion de porcentajes de remocion de consorcios homogéneos y

heterogéneos de E. coli

Los microorganismos que se han recuperado de lugares contaminados con desechos
industriales textiles y que son utilizados en la remocidén de colorantes tienen una gran
ventaja, como lo reportado en este trabajo al utilizar consorcios homogéneos vy
heterogéneos patdgenos de E. coli, entre ellos y en comparacién con sus respectivos
mono cultivos. Los casos particulares se dieron en los consorcios homogéneos IV y VI,
ambos se conformaron por cepas con porcentajes altos de remocion, pero para el caso
del consorcio IV se observd un aumento en la capacidad de remocion. Lo anterior
sugiere que alguna de esas cepas posiblemente estd ejerciendo un efecto de
potencializacidn sobre las otras cepas, logrando una mejor remocién del colorante a
diferentes concentraciones. Como lo reporta Chen y col., (2006), quienes enfocados a
estrategias para potencializar la remocion de colorantes emplearon la cepa DH5 a de
E. coli para ejercer un efecto de estimulaciéon sobre la cepa P. luteola, logrando un
incremento en la capacidad de remocién del colorante.

Para el caso del consorcio homogéneo VI, hubo un efecto antagonista en la remocidn,
es decir que las cepas con porcentajes altos (A) que conformaron al consorcio no
tuvieron la capacidad de adaptarse en condiciones de laboratorio para remover el

colorante.

Otro hallazgo importante ocurrié con el consorcio homogéneo lll, formado por cepas
con porcentajes de remocién media (M), quienes mostraron un efecto positivo al
remover el colorante, incluso por encima del consorcio IV, uno de los consorcios
homogéneos que mas removio el colorante en ambas concentraciones.

La actividad del consorcio homogéneo VII, al constituirse por cepas con porcentajes
bajos (B), tuvo un comportamiento antagonista en comparacion de sus respectivos
monocultivos.

El dnico consorcio heterogéneo formado fue el consorcio |, el cual a pesar de estar
constituido por una cepa de cada porcentaje de remocidn (A, M, y B), se obtuvieron
resultados prometedores, ya que, tuvo nueve porciento mas de remocién que el

consorcio homogéneo Il y aproximadamente cincuenta y cinco mas que los consorcios
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homogéneos VI y VII, pero removié aproximadamente doce porciento menos que los
consorcios Ill, IV y V en los ensayos a 100 ppm del colorante. Mientras que, en los
ensayos a 200 ppm del colorante, el consorcio heterogéneo | removid treinta y un
porciento y ochenta porciento mas que los consorcios Il, VI y VII, respectivamente.
Pero un quince porciento menos de remocidon en comparacién de los demas
consorcios.

Por otro lado, el consorcio V, a pesar de que se conformd por cepas tipo de laboratorio
de E. coli, demostré tener capacidad de remover el colorante a diferentes
concentraciones en mas del ochenta porciento, a pesar de que una de las tres cepas
era no patdgena, fue el Unico consorcio que generd el metabolito secundario

propuesto como MS-3.

10.3 Metabolitos secundarios

La utilizacion de bacterias en la remocion de colorantes es amplia y se ha reportado
que el aumento de la decoloracién se debe principalmente a un proceso de adsorcion
en la pared celular y acumulacién intracelular del colorante, y en los casos mas
eficientes es seguida de una actividad enzimatica logrando la reduccién del grupo azo
(Saratele, 2011; Cerboneschi, 2015).

En este estudio, se demostrd que el consorcio V al interaccionar con el colorante negro
solofenil generéd el metabolito secundario MS-3, ya que en el espectro de RMN de 'H
se observan sefiales en la region de 6.5 a 7 ppm, lo que sugiere que el desplazamiento
guimico a campos mas altos es originado por una mayor densidad electrdnica presente
en el anillo aromatico originado por los grupos amino (-NH,), por lo que, la aparicion
de estas sefiales podria ser considerado como una evidencia experimental que solo se
pueden explicar por el proceso de reduccién del grupo azo, obtenido a lo largo del
bioensayo. La presencia de hidrégenos aromaticos de derivados de anilinas, aparecen
generalmente en la regién de 6.5-7 ppm, estas seiiales las encontramos en el espectro
de RMN de 'H del metabolito propuesto MS-3 (Fig. 6 y espectro 9, obtenido de
SciFinder, 2018), son las mismas que se observan en el espectro del producto generado

de la interaccién del Consorcio V (Espectro 7). Por otro lado, Bravo y col., (2014),
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reportan la utilizacién de cepas patdgenas de E. coli en la remocién del colorante negro
directo 22 a diferentes concentraciones con la obtencién de 1-naftol y difenilamina
como posibles metabolitos determinados a través de HPLC, lo que sugiere que las
cepas patdgenas de E. coli tienen potencial en degradar un colorante azo. Mohana y
col., (2008), utilizan el mismo colorante azo (negro directo 22), para poner a prueba la
capacidad de remocién del consorcio denominado DMC; obteniendo los metabolitos
1-naftol y difenilamina, determinados a través de HPTLC. Jain y col.,, (2012),
propusieron la divisién asimétrica del colorante RV5 al utilizar consorcios bacterianos;
tras un analisis de infrarrojo transformado de Fourier (FTIR), RMN y cromatografia de
gases con espectrometria de masas (GC-MS), confirmaron la formacién de cuatro
compuestos intermedios 1-diazo-2-naftol, 4-acido hydroxybencensulfonico, 2-naftol y
acido bencensulfénico. Otro grupo de investigacion a cargo de Mansour y col., (2009),
reportaron la descomposicion del violeta acido 7 por Pseudomonas putida, generando
los metabolitos téxicos: acido 4'-aminoacetdnido o 5-acetamido-2-amino-1-hidroxi-
3,6-naftaleno disulfénico. Por otro lado, Moller y Wallin (2000), encontraron que los
colorantes estructuralmente relacionados con el 1-fenilazo-2-hidroxinaftaleno son
genotodxicos. Por otro lado, Ekici y col., (2001), reportaron la estabilidad de ocho
metabolitos de un colorante azo que son posiblemente expuestos al medio ambiente
(o-aminotolueno, 4,4-tiodianilina, 4,4-diaminodifenilmetano, p-cloroanilina,
2,4toluendiamina, p-cresidina, 2,4-diaminoanisol y 2-naftilamina), los resultados
muestran que que la degradacién en condiciones aerdbicas se produce a través de la
oxidacion de los sustituyentes en el anillo aromatico o en la cadena lateral, mientras
gue en condiciones anaerdbicas, el enlace azo se reduce, lo que conduce a aminas
sustituidas téxicas y peligrosas para el medio ambiente y salud humana. Si bien, el uso
de microorganismos es una herramienta Util en la biorremediaciéon de colorantes,
también parece tener una contracara cuando el uso de ciertos microorganismos

general metabolitos mas toxicos que el colorante de procedencia.
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10.4 Implicaciones en la salud y en el ambiente por exposicidn a colorantes y sus
productos generados en la biodegradacion.

El agua es importante para que se mantengan los ecosistemas en equilibrio y su
contaminacién genera un impacto contraproducente en una o mas especies de
acuerdo con el tipo de contaminante que contenga. La presencia de E. coli en el agua
es un indicativo de una reciente contaminacién de aguas residuales urbanas o
contaminacion de residuos de animales (Rock vy Rivera ,2014), pero
desafortunadamente las normas no establecen la identificacidon de cepas patdgenas
como medida en la calidad de agua. Considerando lo anterior debemos tomar en
cuenta que no sélo se descargan a los cuerpos de agua desechos urbanos, sino también
los desechos industriales como los provenientes de las industrias relacionadas con los
colorantes, cuyos procesos de desecho no son debidamente tratados, y contienen
colorantes que dafan a las especies acuaticas. La capacidad de un colorante azoico
para unirse al ADN de doble cadena se ha relacionado con el potencial de
genotoxicidad de estos sustratos, mientras que la mutagenicidad se ha relacionado
con la generacidn de radicales libres (Mansour y col., 2009; Wang y col., 2011, 2012).
El trabajo realizado por De Oliveira y col., (2018), quienes reportan que los colorantes
azul reactivo 15 (RB 15) y negro directo 38 (DB 38), causaron toxicidad aguda y
genotoxicidad en los organismos acuaticos, siendo el colorante de DB38 mas toxico,
debido su toxicidad letal en Artemia salina y la capacidad para inducir dafios en el ADN
en células Daphnia magna y células de trucha arcoiris gonad (RTG-2). El agua residual
gue es vertida a los cuerpos de agua o alcantarillado en ocasiones se han usado en la
irrigacion de campos agricolas, generando dafios (Paul y col.,, 2012), otras
investigaciones en relacidon a ciencias ambientales quienes han demostrado que
algunas especies perecen pero otras han desarrollado la capacidad de adaptarse a
condiciones adversas (Bae, 2006), incluso han desarrollado nuevas estrategias que les
permite sobrevivir y desempenfiar otras funciones, como el caso de las bacterias que se
han usado en la remediacién de aguas residuales con colorantes de diverso origen
sintético, lo que representa un riesgo ambiental, cuando los productos generados son
mas toxicos. Como lo que reporté De Campos y col., (2016), al realizar un estudio
dénde evalian el aumento potencial citotdxico, genotéxico y mutagénico después y

antes de la degradacidon de colorantes reportando altas tasas de muerte celular
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promovido por el colorante y sus metabolitos, lo que concluyen que el proceso de
degradacion bacteriana no es siempre eficiente y que incluso puede ser mads perjudicial

para el ambiente al generarse metabolitos toxicos.

Se ha tomado como uno de los criterios para la clasificacién de un colorante como
nocivo a los humanos es su capacidad para reducirse y consecuentemente generar
aminas aromaticas cuando entran en contacto con el sudor, la saliva o los jugos
gastricos (Pielesz y col., 2002). Algunas de tales aminas aromaticas son carcinogénicas,
por ejemplo, las bifenilaminas como la bencidina y la 4-bifenilamina, que pueden estar
presentes en el medio ambiente y constituyen una amenaza para la salud humana y
los ecosistemas en general (Chung y Cerniglia, 1992; Chung y col., 2000). Un estudio
mas reciente llevado a cabo por Briischweiler y col., (2017), en el que evaluaron la
mutagenicidad de los metabolitos de los colorantes azo, indicé que las aminas
aromaticas mutagénicas provenientes de los colorantes azo textiles son mucho mas
preocupantes de lo que se esperaba, lo que implicaria nuevas estrategias y redisefios

en la regulacién de los colorantes azo en un futuro inmediato.

De acuerdo con la legislacidn aprobada en la Comunidad Europea, la aplicacién de
colorantes azo en los textiles estd restringida a los colorantes que, en ninguna
circunstancia pueden convertirse en los compuestos que se enlistan en la Tabla 10, de
acuerdo a Ekici y Parlar, (2001). En este mismo sentido, en diversas investigaciones se
ha observado que la degradacion de colorantes azo produce compuestos toxicos y esto
ocurre basicamente por tres mecanismos: (i) por medio de la oxidacion metabdlica de
aminas aromaticas a especies electrofilicas reactivas que se unen covalentemente al
ADN; (ii) por la oxidacion metabdlica sin la azo reduccion de colorantes azoicos con
estructuras que contienen aminas aromaticas libres; y (iii) por la oxidacién directa del
enlace azo a sales de diazonio electréfilicas que son altamente reactivas (Saratele,
2011). Cada mecanismo puede ser especifico segun el colorante, y por lo tanto la
toxicidad del colorante azo es probablemente causado por mas de un mecanismo

(Chen, 2006; Pandey, 2007; Shing, 2012).
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Tabla 10. Compuestos téxicos producidos por la reduccidn de colorantes azo.

4-aminodifenilo

3,3'-dimetilbenzidina (o-toluidina)

4-amino-2 ', 3-dimetilazobenceno
(oaminoazo-tolueno)

3,3'-dimetil4,4'-diamino-
difenilmetano

4-aminofeniléter (4,4'-oxidianilina)

2-Metoxi-5-metilanilina (p-residina)

4-aminofeniltioethe (4,4'-tiodianilina)

Sulfato de 4-metoxi-1,3-
fenilendiamina (2,4-diaminoanisol)

Bencidina; Bis- (4-aminofenil) -
metano (4,4'-
diaminodifenilmetareno)

4,4'-metileno-bis (2- cloroanilina)

4- cloroanilina (p-cloroanilina)

2-metil-5-nitroanilina (2-amino-4-
nitrotolueno)

4-cloro-2-metilanilina (4-cloro-o-
toluidina)

2-naftilamina

2,4- Diaminotolueno (2,4-
toluilendiamina)

Toluidina

Dihidrocloruro de 3,3'-
diclorobenzidina

2,4,5-trimetilanilina

3,3'-Dimetoxibenzidina (o-dianisidina)
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XI. CONCLUSIONES

Los consorcios formados por cepas patdgenas de E. coli recuperadas del rio Alseseca
mostraron tener la capacidad de remover al colorante negro solofenil a diferentes

concentraciones.

Todos los consorcios patdégenos de E. coli removieron al colorante negro solofenil en
ambas concentraciones desde un 3.7% hasta un 96.6%. Los consorcios que
removieron el colorante en mas del 84% en ambas concentraciones fueron el |, lll, IV
y V, mientras que los consorcios que removieron el colorante en menos del 76% en

ambas concentraciones fueron el Il, VI y VILI.

Los consorcios heterogéneos (I y V) lograron tener mayor capacidad de degradacion
(96.6% y 85%, respectivamente). En cuanto a los consorcios homogéneos A, sélo el
consorcio VI logré un alto porcentaje de remocidn (94.7%), en comparacién con el VI
(23.8%), el consorcio M (lll), logré un alto porcentaje de remocién (95.8%) y de los
consorcios B, el consorcio Il removid mas que el consorcio VII (75.5% y 34.2%,

respectivamente).

Los consorcios que se mantuvieron eficientes en la remocion del colorante con mas
del 89% en ambas concentraciones fueron el lll, IV y V. Sin embargo, de los tres sélo
el consorcio V, fue capaz de degradar el colorante, obteniendo el metabolito
secundario propuesto Mms-3 (acido bencensulfénico, 5-amino-2[(4-

fenilamino)amino]-).

El metabolito encontrado al ser un compuesto de la familia de las bifenilaminas, se
considera toxico. Por lo que el vinculo que existe entre las practicas humanas, el agua
residual contaminada con colorantes azo y microorganismos patégenos de E. coli

(EPEC), tienen un impacto negativo en la salud publica y en el ecosistema.
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Xil. PERSPECTIVAS

I Los resultados en los estudios espectroscopicos de IR y RMN-H son
alentadores al encontrar evidencias de metabolitos productos de la reduccién del
colorante a través de la interaccion con los consorcios bacterianos, sin embargo, se
debe llevar a cabo un estudio mdas exhaustivo en los procesos de extraccion y
purificacién de los productos obtenidos en los bioensayos (consorcio bacteriano con
el colorante), asi como la busqueda de los metabolitos generados y la interpretacion

de dichos resultados.

Il. Es indispensable llevar a cabo un estudio molecular enfocado en la
busqueda de enzimas azoreductasas en cepas de E. coli patégenas, asi como el

mecanismo por el cual se lleva a cabo el proceso de reduccidn del enlace azo.

Il Es conveniente llevar a cabo un estudio toxicolégico de los metabolitos
generados por la escision del enlace azo del colorante negro solofenil para
determinar si tienen un efecto mutagénico y de ser asi considerar los resultados en

la lista de compuestos ya reportados (Briischweiler y Merlot, 2017; EC, 2009).

V. Se sugiere el monitoreo de la carga microbioldgica patdgena, asi como la
determinacidon y cuantificacion de colorantes azo descargados en los rios que
recorren la ciudad de Puebla, considerando este trabajo como un precedente de que
existe un riesgo inminente cuando las cepas de E. coli patdgenas y un colorante azo

interactuan.
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XIV. ANEXOS

14.1 ANEXO 1. COLORANTE NEGRO SOLOFENIL

oH_p

L * ﬁj O\Mi‘ Nw

//\\

NH,

3 Na

Férmula y nombre

2-Naphthalenesulfonic acid, 6-[2-(2,4-diaminophenyl)diazenyl]-3-[2-[4-
[[4-[2-[7-[2-(2,4-diaminophenyl)diazenyl]-1-hydroxy-3-sulfo-2-
naphthalenyl]diazenyl Jphenyl Jamino]-3-sulfophenyl]diazenyl]-4-
hydroxy-, sodium salt (1:3)

Otros nombres

2-Naphthalenesulfonic acid, 6-[(2,4-diaminophenyl)azo]-3-[[4-[[4-[[7-
[(2,4-diaminophenyl)azo]-1-hydroxy-3-sulfo-2-
naphthalenyllazo]phenyl]amino]-3-sulfophenyl]azo]-4-hydroxy-,
trisodium salt (9CI)

2-Naphthalenesulfonic acid, 6-[(2,4-diaminophenyl)azo]l-3-[[4-[ 5-[[7-
[(2,4-diaminophenyl)azo]-1-hydroxy-3-sulfo-2-naphthyl]azoJanilino]-3-
sulfophenyl]azo]-4-hydroxy-, trisodium salt (8CI)

Aizen Primula Black ACH

Amanil Fast Black FOR

Artificial Silk Black CA

Atlantic Formaldehyde Black GR
Bali Black A

Belaform Black G

Benzanil Fast Black 2G

Benzo Black A 250

Benzonerol A

Benzonerol AFA extra
Benzonerol Black VS



Benzonerol VS
Benzonerol VSF

C.I. 35435

C.I. Direct Black 22
Calcoform Black RN
Carbide Fast Black G
Carbide Fast Black GA
Chlorazol Black GF
Chlorazol Black GFP
Chrome Leather Black GA
Cibafix Black E-R

Cotton Black MA

Cuprofix Black NF
Dialuminous Black A
Diazol Fast Black J

Diazol Fast Black JN
Diphenyl Black FG

Direct Artificial Silk Black CA
Direct Black 22

Direct Black CA

Direct Black GF

Direct Black NBR

Direct Black S

Direct Black VSF 600
Direct Fast Black B

Direct Fast Black B 160
Direct Fast Black C

Direct Fast Black G

Direct Fast Black GF
Direct Fast Black NS
Direct Fast Blue GF
Dyrect Black GR

EMPA 132

Enianerol CA

Erie Fast Black G
Everdirect Black VSF
Everdirect Fast Black VSF 600
Everlight Fast Black VSF 600

Fast Black VSF 600

Fenamin Black VA

Formal Fast Black B

Formal Fast Black G

Formal Fast Black GG
Formaldehyde Fast Black 2G
Formaldehyde Fast Black G
Formaldehyde Fast Black GA
Formalide Black GR
Hispamin Fast Dischargeable Black CA
Interchem Formaldehyde Black GDW
Kayarus Black B

Kayarus Black B 160
Kayarus Black B 300
Neraldolo DA

Nyanza Fast Black FAM
Pharmaform

Plutoform Black CAD-CF
Plutoform Black CD
Pontamine Fast Black PG
Pontamine Fast Black PGR
Pyrazol Black G

Pyrazol Black NF

Pyrazoline Black

Solar Black 6NBI

Sumilight Black A

Suprazo Black B
Tertrodirect Black CA
Tetrazo Black MS

Tricufix Black RL

Visco Black NF

Visco Black NFA

Viscoform Black G

Viscose Black CA

Viscose Black COT

Vondacel Black A



14.2 ANEXO 2. Tabla de porcentajes de remocidn del colorante negro solofenil a
100 ppm a lo largo de diez dias.

dias

v

\Y

Vi

VI

89.04454

86.961207

95.510057

99.030172

99.137931

6.70600858

5.63304721

88.074713

83.369253

96.156609

98.922414

99.24569

9.54935622

12.0708155

86.458333

81.681034

99.20977

98.886494

99.497126

19.6351931

18.0325751

84.877874

77.981322

97.701149

97.593391

98.635057

24.3025751

30.9549356

84.770115

74.497126

96.695402

95.114943

97.377874

18.8304721

29.72103

84.267241

72.234195

94.719828

92.852011

95.941092

23.7124464

30.8476395

83.477011

71.300287

94.109195

91.451149

94.935345

33.2081545

39.2703863

82.543103

70.114943

95.186782

90.804598

94.50431

44.3133047

59.0128755

O |0 | N|OUnn i~ |W(IN|KPk

82.471264

68.78592

93.390805

91.127874

93.821839

41.3626609

58.9055794

10

82.112069

69.037356

95.725575

91.41523

93.247126

16.416309

57.77897

Promedio

84.8096263

75.5962643

95.8405172

94.7198276

96.634339

23.8036481

34.2227854

14.3 ANEXO 3. Tabla de los porcentajes de remocion del colorante negro solofenil

a 200 ppm a lo largo de diez dias.

dias

v

\Y

\i

VI

80.662768

56.237817

96.413255

91.247563

91.851852

0.8329863

1.08288213

84.11306

55.88694

97.602339

93.235867

93.216374

1.2494794

1.91586839

86.452242

55.847953

95.964912

92.768031

92.670565

3.6651395

3.08204915

87.329435

57.251462

94.756335

91.949318

91.910331

3.1236985

4.33152853

87.309942

55.224172

92.846004

89.532164

90.79922

4.2898792

2.24906289

88.245614

54.502924

90.974659

88.576998

89.122807

2.9987505

3.70678884

88.031189

54.152047

93.565302

87.582846

88.226121

4.9562682

7.70512287

84.834308

53.001949

91.072125

87.251462

87.85575

4.5814244

12.2032486

O |0 |N(OOUu |~ |W(IN|Fk

82.982456

51.384016

90.565302

86.959064

87.017544

6.8304873

9.16284881

10

80.79922

52.553606

91.695906

87.076023

83.333333

4.9146189

5.37276135

Promedio

85.0760234

54.6042886

93.5456139

89.6179336

89.6003897

3.74427322

5.08121616
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14.4 ANEXO 4. METABOLITO SECUNDARIO PROPUESTO MS-3

100
|

80

0
oH_
\s/zo

NH

NH; NH,

Formula
Ci2H13 N3 O3S

Nombre

Benzenesulfonic acid, 5-amino-2-[(4-aminophenyl)amino]-
Peso molecular

279.31

Densidad
Value: 1.527+0.06 g/cm3 | Condition: Temp: 20 °C Press: 760 Torr

Espectro de IR

1 I U I I 1 J
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

I
500
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Otros nombres

Benzenesulfonic acid, 5-amino-2-(p-aminoanilino)- (6Cl,7Cl,8Cl)
5-Amino-2-[(4-aminophenyl)amino]benzenesulfonic acid
4,4'-Diamino-2-sulfodiphenylamine
4,4'-Diaminodiphenylamine-2-sulfonic acid
4-(p-Aminoanilino)-3-sulfo-1-aminobenzene
4-(p-Aminoanilino)-3-sulfoaniline
5-Amino-2-(4-aminophenylamino)benzenesulfonic acid
5-Amino-2-(p-aminoanilino)benzenesulfonic acid
6-(p-Aminoanilino)metanilic acid

MAC 0021939

NSC 4706

NSC 5622
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