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l. INTRODUCCION

A lo largo de la historia, los seres humanos han empleado colorantes ya sea
naturales o artificiales para tefiir diferentes productos, sin embargo, esto ha
generado la creacion de colorantes sintéticos los cuales han generado un gran
problema de contaminacion en cuerpos acuaticos, debido a la gran complejidad que
conlleva removerlos de los sistemas acuaticos. La industria textil consume grandes
cantidades de agua para sus procesos de preparacion, tefiido y acabado. La mayor
parte de su carga contaminante consta de colorante de tipo azo empleado en el
proceso de tintura (tefiimiento) y por compuestos quimicos de tipo aromatico
empleado en el proceso de ablandamiento y tratamiento de telas. Estos
contaminantes en la mayoria de los casos no son eliminados de las aguas
residuales de la industria y van directamente al desagliie comun donde llegan a rios
y/lo lagos generando problemas al ecosistema acuatico, sin mencionar el
desagradable efecto visual que genera, ya que, esos contaminantes persistentes
son muy dificiles de remover por los métodos de tratamiento comunes debido a su

estructura compleja (1)

Para la remocién de contaminantes en las aguas residuales existen diversos
tipos de tratamiento. En el pais los procesos de tratamiento de aguas residuales
municipales incluyen lodos activados, lagunas de estabilizacién, primario avanzado,
lagunas aireadas, filtros biolégicos, dual y otros. A través de los sistemas de
tratamiento, cada aflo se remueven cerca de 0.65 millones de toneladas de
DBOs de los 2 millones de toneladas que se generan (2), sin embargo, estos
métodos no son eficaces para tratar aguas con quimicos o colorantes provenientes

de la industria textil y con ello disminuir el dafio ambiental (3).

Han surgido nuevos métodos para la remocion de contaminantes
persistentes, pero algunos de ellos son caros y con bajos rendimientos. Los
tratamientos bioldégicos son una alternativa debido a que las bacterias y otros
organismos tienen la capacidad de degradar o remover este tipo de contaminantes.
Es por ello que en el presente trabajo se aislara y utilizaran bacterias entéricas

autoctonas para la remocion de colorantes y contaminantes persistentes, al mismo
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tiempo se determinara la toxicidad del agua residual después de ser tratada con las

bacterias.

1. JUSTIFICACION

La contaminacion del agua en México ha alcanzado elevadas dimensiones
qgue explican el deterioro de la calidad de los cuerpos de agua del pais. Esto se
debe a la poca importancia que se le da a este recurso, lo cual se refleja en sus
leyes permisivas, las cuales tienen una minima regulacion y un amplio
incumplimiento, lo que ha permitido a los agentes contaminadores del agua
maximicen sus emisiones de desechos, bajo el supuesto de que la capacidad de

asimilacién o desintegracion de estos es infinita (4).

En México, la industria textil representa una fuente laboral y econémica. Sin
embargo, es la que mayor consumo de agua realiza y las aguas residuales que se
generan contienen un gran numero de contaminantes de diferente naturaleza. Entre
los contaminantes se destacan los colorantes (1) y compuestos aromaticos
empleados en el proceso textil. Estos contaminantes al entrar en contacto directo o
indirecto con el ser humano causan diferentes enfermedades, las cuales pueden ir
desde un simple dolor de cabeza o nauseas hasta enfermedades mas delicadas
como el cancer (5,6), sin mencionar que estos compuestos dafian la vida acuética
de los ecosistemas marinos donde son descargados (7). Estos compuestos son de
dificil eliminacion del agua por tratamientos convencionales, debido a la
complejidad de su estructura quimica (4), por ello se propone identificar bacterias
entéricas autéctonas capaces de remover colorantes y/o contaminantes
aromaticos, sin que generen toxicidad al ambiente. Esto con la finalidad de disminuir
el dafio ecoldgico, social y posibles dafios a la salud causados por estos

contaminantes.
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. MARCO DE REFERENCIA
3.1 Marco teodrico

3.1.1 El aguay la contaminacion producida por la industria textil

El agua es uno de los recursos mas importantes. Los seres humanos
emplean este recurso para hidratarse, uso doméstico, asi como funcionamiento y
continuidad de actividades agricolas e industriales. Aun cuando se le da una gran
importancia a su uso relacionado con actividades humanas, el agua es importante
para el correcto mantenimiento de ecosistemas y su biodiversidad. Sin el agua que
garantice su funcionamiento y su mantenimiento, los sistemas naturales se
degradarian, pierden biodiversidad de flora y fauna y con ello dejan de proveer o
reducen la calidad de bienes y servicios ambientales que sostienen a las sociedades

humanas (8,9).

Se ha estimado que alrededor del mundo existen 1 400 millones de Km?3 de
agua, de los cuales s6lo el 2.5% corresponden a agua dulce (35 millones de Km3),
este pequefio porcentaje se distribuye en rios, lagos, glaciares, mantos de hielo y

mantos acuiferos (8,10).

Las principales fuentes de contaminacion son los residuos humanos, cada
dia son vertidas 2 millones de toneladas de residuos a los rios que contienen
residuos industriales y los productos quimicos, plaguicidas y los abonos agricolas
(9). La industria textil es uno de los sectores que mas contamina el medio ambiente
debido a la gran cantidad de agua empleada en sus procesos y la enorme cantidad
de sustancias nocivas (colorantes y los compuestos quimicos) que contienen sus
aguas residuales que en su mayoria son residuos persistentes, los cuales pueden
causar efectos nocivos en la salud y en los ecosistemas en los cuales son arrojados
(12).

En el caso particular de México la industria textil es una de las mas
importantes debido a la gran cantidad de empleos que genera en todo el pais, los
cuales alcanzaron cifras superiores a los 400 mil empleos en 2011, ademas de esto,
la industria textil generé ganancias en 2010 mayores a 6 mil millones de délares

(12), sin embargo, es de igual manera uno de los sectores econOmicos que mas
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contaminan, prueba de ello es el rio Atoyac, el cual es uno de los rios mas
contaminados en México debido en gran medida de los corredores industriales que
se encuentran aledafios a este cuerpo de agua, las cuales vierten sus aguas
residuales con un tratamiento primario o incluso sin tratamiento al alcantarillado

municipal el cual desemboca en el dicho cuerpo de agua(13).

Los principales contaminantes de la industria textil que se pueden encontrar
en los efluentes son: almidén, peréxidos, EDTA (acido etilendiaminotetraacético),
tensoactivos, enzimas, colorantes, metales y otros compuestos organicos de
variada estructura quimica, que provienen de las distintas etapas del proceso de
produccion textil, de los cuales, los méas dafiinos son los colorantes de tipo azo y los
compuestos aromaticos, ya que estos son considerados como contaminantes
persistentes en el agua debido a su estructura compleja y no pueden ser eliminados
con tratamientos primarios o convencionales (14), por lo cual contaminan la flora, la
fauna circundantes al cuerpo acuéatico (rio o lago) e incluso son un riesgo para las

civilizaciones humanas aledafas debido a los problemas de salud que generan.

Tabla 1. Tipos de tratamiento de aguas residuales.

Tipo de tratamiento Propdésito

Primario Ajustar el pH y remover materiales organicos y/o
inorganicos en suspension en tamafio igual o mayor a
0.1mm.

Secundario Remover materiales organicos coloidales vy

disueltos

Terciario Remover materiales disueltos, no incluyen gases,
sustancias organicas naturales y sintéticas, iones,
bacterias, virus

Tipo de tratamiento y su proposito. Obtenida de (15)

En México los parametros mas comunmente empleados para cuantificar la
calidad del agua son: DQO (demanda quimica de oxigeno), DBO (demanda
bioquimica de oxigeno) y SST (solidos suspendidos totales) (16,17), los cuales son
estudiados en agua residuales y dependiendo de sus valores se determina el grado
de contaminacién en un cuerpo acuatico, sin embargo, estos parametros no abarcan
nuevos tipos de contaminantes o incluso ciertos tipos de microorganismos los

cuales también son nocivos para el ambiente en general.
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El problema de contaminacion de agua en México es critico debido a los

dafios que causa en los ecosistemas, como el envenenamiento de plantas y
animales, ademas, es importante en las sociedades humanas debido a que el 3.1%
de muertes a nivel mundial son causadas por aguas contaminadas, ya que las
comunidades aledafias estan expuestas a la contaminacion de alimentos y los
efluentes que generan problemas a la salud (10). La contaminacion en México ha
alcanzado niveles muy altos a causa de la poca importancia, la minima regulacién
y el amplio incumplimiento de las normas, lo que ha permitido a los agentes
contaminadores del agua maximizar el vertido sus desechos o aguas residuales sin
la necesidad de sancionarlos. En la actualidad, cualquier esfuerzo de revertir este
proceso de contaminacion demanda una gran cantidad de recursos econdémicos,
tecnolégicos y humanos para regenerar presas, rios y lagos las cuales sus aguas
han dejado de ser utiles debido sus peligros indices de contaminacién (10,18, 19).

La implementacion de nuevas tecnologias, la creacion de nuevos procesos,
la implementacién de ecoparques industriales o el mejoramiento de procesos de
saneamiento del agua son alternativas que se estan estudiando para lograr el
adecuado saneamiento o disminucién de la contaminacion en los rios y lagos
nacionales (19) con la finalidad de revertir su deterioro y puedan tener un mejor
manejo, para lo cual es necesario conocer que contaminantes estan presentes en

estos cuerpos acuaticos y como interaccionan con su ambiente.

3.1.2 Colorantes como contaminantes
Los colorantes se pueden definir como “sustancias que, cuando se aplican a
un sustrato proporcionan color mediante un proceso que altera, al menos
temporalmente, cualquier estructura cristalina de las sustancias coloreadas” (20) y
son sustancias que han sido empleadas desde la antigiiedad, no solo para colorear

prendas textiles, sino, también para tefiir alimentos, alfareria, pinturas, etc.

La industria textil ha existido desde hace siglos y ha acompafiado al hombre
durante su evolucién, uno de los primeros registros existentes sobre el tefiido de
telas data de hace mas de 5500 afios, cuando los Egipcios tefilan sus vestimentas

con tintes naturales extraidos de plantas y animales, dando inicio a la industria textil,
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estos tintes naturales siguieron empleandose hasta mediados del siglo XIX, cuando

el inglés William Perkin en 1856 logro sintetizar el primer colorante artificial conocido
como mauveina (purpura de anilina). Sin embargo, con la revolucién industrial, la
industria textil fue creciendo desmesuradamente debido a la gran cantidad de
demanda de prendas con colores nuevos, colores mas duraderos al sol, al usoy a
los lavados, brillantes y de mejor calidad (21), dando inicio a la investigacion de
nuevos colorantes sintéticos cada vez mas complejos para satisfacer a las
demandas, en la actualidad los colorantes mas empleados son los colorantes
sintéticos, sin embargo, aun se siguen empleando colorantes naturales pero en

menos medida.

Uno de los principales contaminantes de industria textil son los colorantes
empleados para tefir sus productos. En nuestros dias los colorantes sintéticos son
lo mas empleados y son la base de en la industria debido a la versatilidad de sus
colores, facilidad de preparar y bajos costos (22), sin embargo, estos colorantes son
una de las principales fuentes de contaminacion de la industria textil debido a sus

caracteristicas quimicas.

Los colorantes pueden textiles pueden clasificarse dependiendo de su
procedencia como naturales y sintéticos, por el indice de color (véase tabla 2) o por
Su uso en la industria. Los colorantes naturales son como su nombre lo indica los
gue se obtienen de elementos de la naturaleza como naturaleza plantas, minerales
y animales(23), los colorantes sintéticos son los que se obtienen de forma artificial
sintetizados en un laboratorio, estos presentan caracteristicas de solubilidad
excelentes, presentan una gran gama de colores, resistencia a los tratamientos
propios de la fabricacion y son significativamente méas baratos que los colorantes

naturales (24).
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Tabla 2. Clases de colorantes sintéticos de acuerdo con el indice de color (21).

Caodigo Clase Quimica Cddigo Clase Quimica
10,000 Nitroso 49,000 Triazol

10,300 Nitro 49,400 Indamina/Indofenol
11,000 Monoazo 50,000 Azina

20,000 Diazo 51,000 Oxazina

30,000 Triazo 52,000 Tiazina

35,000 Poliazo 53,000 Sulfuro

37,000 Azoico 55,000 Lactona

40,000 Stibeno 56,000 Aminocetona
40,800 Carotenoide 57,000 Hidroxicetona
41,000 Difenilmetano 58,000 Antraquinona
42,000 Triarilmetano 73,000 Indigoide

45,000 Xanteno 74,000 Ftalocianina
46,000 Acridina 75,000 Natural

47,000 Quinoina 76,000 Base de Oxidacion
48.000 Metina 77,000 Inorganico

La segunda clasificacién se da de acuerdo con su uso dentro de la industria

por lo cual los colorantes pueden clasificarse en (25):

Acidos: Cuyo cromoéforo hace parte de un ion negativo, utilizados para tefiir
fibras proteicas (lana y seda) o poliamidas y fibras sintéticas. Aplicados en las

industrias de alimentos, imprenta, cuero, madera y nylon. Solubles en agua

Basicos: Los cuales poseen un croméforo que forma parte de un ion positivo
(generalmente una sal de amina o un grupo amino ionizado), utilizados para tefiir
fibras acrilicas, en la sintesis de nylon modificado, poliéster modificado y muchos

medicamentos. Solubles en agua.

Dispersos: Tintes insolubles que se aplican formando una dispersion muy fina
en el agua. Se usan para tefir acetato de celulosa y otras fibras sintéticas (poliéster

y fibras de acrilico)

Directos: Presentan una gran afinidad por materiales de algodon, rayon y
otras fibras de celulosa, generalmente son sales de acidos sulfénicos. Solubles en

agua.
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Reactivos Presentan grupos de compuestos capaces de reaccionar con el

sustrato formando enlaces covalentes, usados para tefir fibras de celulosa y

algododn, en general.

De la gran gama de colorantes empleados en la industria, los colorantes
azoicos y los antraquinonicos son los que mas destacan, los colorantes azoicos
constituyen la mitad de todos los colorantes sintetizados alrededor del mundo y son
los que se utilizan predominantemente en la industria textil, de alimentos, de papel,
industrias de impresion, cuero y cosméticos (26). Se estima que a nivel mundial se
producen una cantidad de 700 000 toneladas de tintes y colorantes (27), de los
cuales se estima que un 10- 15 % se pierde en el proceso de tefiido y se encuentra
libremente en el ambiente (28, 29), lo que se traduce a unas 50 000 toneladas
descargadas anualmente al ambiente de los procesos de tefiido a nivel mundial (26),
este grupo de colorantes son considerados persistentes ya que no se pueden
remover con tratamientos primarios debido a sus caracteristicas quimicas y causan

un gran deterioro al ambiente y a la sociedad (15).

Los colorantes azoicos se caracterizan por tener en su estructura quimica
uno o mas grupos azo (-N=N-) (figura 1) denominado grupo cromoforo unida a un
aromatico o nucleo heterociclico en un extremo y la segunda caracteristica es que
va a estar unida a una molécula insaturada de tipo carbociclico, heterociclico o
alifatico en el otro extremo. Otro grupo funcional que contiene esta molécula es el
grupo auxocromo (-OH, -NH2, -NR), el cual es el que le da la afinidad a la tela e
intensifica el color y por dltimo encontramos el grupo solubilizador, el cual y esta
dado por iones unidos a la molécula como: -SO3s, Na*, -NHs, *CI, -SO2- NH2, -O* Na*
(5, 30, 31).
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Figura 1. Estructura quimica del colorante azul solofenil

Los compuestos azo que se encuentran en el ambiente han sido ampliamente
estudiados debido a los efectos que causan en la salud, estos efectos se pueden
presentar por contacto directo con el agente o con los derivados de la arilamina
generados durante la biotransformacion reductiva del enlace azo. Los colorantes
azoicos al ser ingeridos pueden ser metabolizados a aminas aromaticas por la
actividad de la enzima azoreductasa de microorganismos intestinales. Sin embargo,
también se les ha asociado a enfermedades como dermatitis, irritacion de la piel,
formacion de tumores o incluso causar alergias. Se ha reportado que la LDso de los

colorantes azoicos esta entre 100 — 200 mg/kg de peso (32, 33).

Ademas de los problemas de salud, causan efectos en ecosistemas
acuaticos, como una coloracion desagradable a la vista en el agua, ademas,
provocan una disminucion en la penetracion de luz solar, que a su vez disminuye la
actividad fotosintética de las plantas acuaticas, concentracion de oxigeno disuelto y
calidad del agua, ademas, tiene efectos toxicos agudos en la flora y fauna acuatica

causando grandes problemas a nivel mundial (34, 35)

Por otro lado, los colorantes de tipo antraquinona son el segundo en
importancia y utilidad en la industria textil, sin embargo, su implementacion esta
decayendo debido a su baja relacion costo beneficio (36) ya que es mas barato usar
los colorantes sintéticos. Las antraquinonas constituyen el grupo mas numero de
las quinonas naturales y son compuestos polihidroxilados metilados (Figura 2). Las

antraquinonas naturales se encuentran libres, pueden hallarse en la corteza y en la
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raiz de diferentes plantas pertenecientes a las familias: -Rubidceas, Rhamnaceas,

Poligonaceas, Leguminosas, Escrofulariaceas, Liliaceas, y Verbanaceas; en los

liguenes, hongos y en los insectos tintéreos de la familia de los Coccidos (37).

0 NH;
SO;Na
O
CHs \l‘il CH,CI
o} N CHs
e
HsC CH,

Figura 2. Estructura quimica del colorante azul erionyl

Para el presente estudio se emplearon los colorantes azul erionyl el cual es
de naturaleza antraquinona y el colorante azul solofenil de naturaleza azo, los
cuales son los mas empleados en la industria del nylon y de mezclilla

respectivamente.

3.1.3 Contaminantes fendlicos de la industria textil

Otro de los grandes contaminantes provenientes de la industria textil son las
sustancias derivadas del fenol, empleadas en el proceso de fabricacion de
diferentes productos textiles y resultado en aguas residuales que contienen dichas
sustancias (38), estas sustancias son de las mas empleadas en la industria textil
como auxiliares en los procesos de tefiido y acabado, los cuales mejoran la
adsorcion del colorante empleado para el tefiido de la prenda. Los fenoles son una
familia de compuestos aromaticos que se emplean en diferentes procesos
industriales como intermediarios para sintesis de plasticos, la petroquimica, hasta
su utilizaciébn como insecticidas, desinfectantes, etc. Tanto fenol como componentes
fendlicos son comunmente encontrados en efluentes de procesos industriales como
los farmacéuticos, petroquimicos, procesos textiles, plantas generadoras de
fungicidas y pesticidas, refinerias, etc, causando serios dafios al ambiente y a la

salud (39,40), de este grupo fendlico, el grupo mas comunmente empleado es el
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clorofenol, el cual es altamente toxico y persistente en el medio ambiente al ser
desechado (41).

Uno de los derivados del fenol mas usados es el pentaclorofenol el cual es
empleado en diferentes industrias, tales como la maderera, curtiduria, papelera,
pegamentos y textiles, sus principales usos radican en la conservacion de textiles,
también se utiliz6 como conservante de pinturas de aceite, pegamentos, adhesivos
y como intermediario en la sintesis de farmacos, como producto intermediario en
sustancias colorantes, en granjas de champifiones, para el control de limo en la
produccion de pulpa y papel, ademas de como producto quimico agricola en el

control de las malas hierbas (42).

En el caso de la industria textil, la composicién de su agua residual va a
depender de las sustancias quimicas empleadas en sus procesos, algunas de estas
sustancias quimicas son: NaCl, agentes surfactantes como fenoles, metales
pesados, presentes en colorantes, compuestos organicos como solventes clorados,
biocidas como el pentaclorofenol (procedente de fibra de lana contaminada y en

algunos en preservador de telas) y aniones toxico como sulfuro (1).

El pentaclorofenol es una sustancia cristalina, insoluble en agua y soluble en
solventes organicos como alcohol, éter, benceno; se descompone a altas
temperaturas y se prepara clorinando el fenol en presencia de catalizadores, su
toxicidad es mayor que la del fenol, debiéndose su reactividad quimica a los atomos
de cloro que posee (fig.3) (43).

Cl

Figura 3. Estructura quimica del pentaclorofenol
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El pentaclorofenol puede ser liberado al ambiente por procesos de
combustién como los procesos de incineracion de residuos municipales, quimicos
y médicos, asi como la combustién del carbon, aceites petréleo y gas, lo que genera
gases como dioxinas y furanos, esto aunado al mal tratamiento de desechos de las
industrias que emplean esta sustancia para sus procesos. En México, las fuentes
de ingreso de residuos de pentaclorofenol al ambiente son el manejo inadecuado
de los desechos, la incineracién de los residuos de pentaclorofenol y de la madera
tratada con esta sustancia que provoca, ademas de su volatilizacion a la atmésfera,
la formacion de PCDD y PCDF. El ingreso de estos residuos al ambiente es difuso
por provenir de numerosas fuentes en cantidades pequefias, lo que hace imposible
su tratamiento y es el origen de la exposicion de la poblacion general (44,45). En
nuestro pais , la NOM-052-SEMARNAT-2005, establece que el limite maximo
permisible de pentaclorofenol es 100 mg/l (46).

El pentaclorofenol es uno de los clorofenoles de mas dificil degradacion y de
mayor toxicidad, tiene una capacidad de penetracion alta y difunde por todas las
vias administradas piel, mucosas, tracto respiratorio, aparato digestivo y sangre,
distribuyéndose por todo el organismo y tendiendo a acumularse en higado,
cerebro, rifiones y grasa corporal. Su via principal de eliminacién es el rifidn,
eliminandose practicamente el 96% y un 4% por el tracto digestivo (43,47) tiene
graves efectos a largo plazo: es mutdgeno, causa alteraciones en los sistemas
inmunologico y endocrino, aumenta la susceptibilidad a infecciones y altera las
funciones reproductivas. Existen numerosos estudios sobre los efectos adversos
de estas sustancias en la salud humana y de los ecosistemas causados por su
toxicidad, persistencia, capacidad de bioacumulacién y por la toxicidad de sus
impurezas (48,49,50).

Aunque la mayoria de la poblacion no estd expuesta directamente al
pentaclorofenol, puede haber exposiciones a bajas concentraciones de este
compuesto en el ambiente, por ejemplo, en el aire, dentro y fuera de las casas; a
través del agua potable (0.02 mg/dia) y de los alimentos (0.1-6 mg/dia). Se han

encontrado residuos de pentaclorofenol en el 79 % de las muestras de orina de

12
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grupos de poblacién sin exposicion especifica; estos residuos provienen de los

alimentos y el agua, ya que el PCP es un contaminante frecuente en granos, frutas,
papas, leche y otros productos animales (44,49). Es por ello la importancia del
estudio de reservorios y asi como la remocion de este contaminante para evitar los

dafios que ocasiona al ambiente y a los seres vivos.

3.1.4 Tratamiento del agua contaminada con bacterias
En la actualidad uno de los mayores desafios para los investigadores
ambientalistas es dar tratamientos efectivos, con buenos rendimientos y con costos
bajos a los efluentes de la industria textil, el cual, se caracteriza por contener
sustancias altamente contaminantes y algunas de ellas son persistentes, las cuales

son descargados directamente al ambiente (51,52, 53)

Existen diferentes métodos de tratamientos de aguas residuales
provenientes de la industria textil, los cuales generalmente son métodos fisicos y
guimicos y producen efluentes de buena calidad, sin embargo, la mayoria de las
ocasiones tienen problemas operacionales, generan grandes cantidades de lodo, y
poseen altos costos ademas de generar subproductos que pueden llegar a ser mas

toxicos que el contaminante inicial (54, 55).

En los ultimos afios ha crecido la importancia del método biolégico para el
tratamiento de aguas residuales de la industria textil, el cual ha demostrado ser
efectivo en el proceso de decoloracion y degradaciéon de colorantes y compuestos
organicos en aguas industriales altamente contaminadas. Este método tiene la
caracteristica de ser inocuo con el medio ambiente, de baja produccién de lodos y
competitivo con los costos requeridos, ademas disminuir la produccion de

sustancias toxicas o incluso de no producirlas (30, 54)

El método bioldgico o biorremediacién se fundamenta en la transformacion
enzimatica por microorganismos, generalmente bacterias de una sustancia toxica
en sustancias menos dafinas para el medio ambiente. Se han reportado la

biodegradacion de sustancias organicas complejas por mecanismos enzimaticos
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asociados a lacasa, lignina, NADH-DCIP reductasa, tirosinasa, hexano oxidasa y

aminopirina N-desmetilasa (30, 34).

Existe una gran cantidad de estudios que demuestran la eficacia de bacterias
al realizar una biorremediacién, ejemplo de estos estudios son los realizados por
Salgado y colaboradores (56) demostré que con bacterias aisladas de la rizosfera
de una planta pudo disminuir la DQO de aguas residuales, otro ejemplo de estudio
empleando bacterias para la remedicion de contaminantes es el llevado a cabo por
Phugare y colaboradores (57), quienes utilizaron un consorcio bacteriano
conformado por Pseudomonas aeruginosa cepa BCH y Providencia sp. Ambas
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, donde demostraron que hubo una

disminucién de la coloracién del efluente textil al emplear este consorcio bacteriano.

Como se ha demostrado en diversos estudios las bacterias son una solucion
factible a la remocién de colorantes, dentro de las bacterias existe una familia
denominada enterobacterias, las cuales son el grupo de bacterias mas empleado
para biorremediacion de efluentes contaminados, su basta implementacion se debe
a sus caracteristicas y gran diversidad de especies, en este grupo se encuentran
mas de 20 géneros y mas de 100 especies, de las cuales pocas de importancia
clinica debido a sus efectos causantes en el ser humano (véase tabla 3), las formas
de clasificacion de las bacterias se da por dos métodos, por sus propiedades
bioquimicas dando asi los géneros y especias previamente dichas y por su

capacidad de fermentar lactosa, dando lugar a la siguiente clasificaciéon (58):

e Entero bacterias fermentadoras rapidas de lactosa (coliformes): incluye los
géneros Escherichia, Klebsiella, Enterobacter

o Enterobacterias fermentadoras lentas de lactosa (coliformes): incluye los
géneros Citrobacter, Serratia, Hafnia, Yersinia, Shigella sonnei.

e Enterobacterias no fermentadoras de lactosa (no coliformes): incluye los
géneros Salmonella, Shigella, Proteus, Morganella, Providencia vy

Edwarsiella.

Cabe destacar que esta clasificacion no se emplea desde el punto de vista

taxonomico, su implantacion radica para identificar mas rapido a las bacterias
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patdgenas de las no patdgenas ya que estas Ultimas no suelen fermentar la

lactosa.(58)

Tabla 3. Enterobacterias importantes desde el punto de vista clinico (58,61)

Genero Especie
Escherichia coli, alberti, alvei
Klebsiella pneumoniae, oxytoca, granulomatis
Salmonella choleraesuis
Enterobacter aerogenes, cloacae, aglomerans, gergoviae, sakazakii
Serratia marcencens
Hafnia Alves
Citrobacter freundii, amalonaticus, diversus
Yersinia pestis, enterocolitica, pseudotuberculosis
Proteus mirabilis, vulgaris
Providencia rettgeri, stuartii
Morganella morganii
Shigella dysenterii, flexneri, sonnei, boydei
Plesiomonas shigelloides
Edwarsiella tarda
Ewingella american

Desde el punto de vista microbioldgico, las enterobacterias se caracterizan
por no formar esporas, crecen tanto en aerobiosis como en anaerobiosis, fermentan
la glucosa, no producen oxidasa, y tienen una movilidad variable. Son gran
negativos que poseen una membrana citoplasmética, una cubierta de
peptidoglicano y una compleja pared celular que comprende la cdpsula, la cual
contiene lipopolisacaridos (LPS) y canales para la penetracion de antibiéticos y
nutrientes (59) (véase figura 4). Estan distribuidas en plantas, tierra, agua e intestino
de hombres y animales. Algunos géneros son enteropatdgenos humanos
importantes (Salmonella, Shigella, Yersinia), mientras otros son colonizantes
habituales del tracto gastrointestinal (Escherichia coli, Enterobacter, Klebsiella, etc.)
(60).
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Citoplasma

Membrana Pared celular
plasmatica

Figura 4. Esquema del género Enterobacteriaceae. Obtenida de (61)

Se han realizado una gran cantidad de investigaciones donde muestran los
beneficios de emplear microorganismos como bacterias, hongos o levaduras como
bioremediadores de contaminantes en diferentes é&reas industriales. Se han
reportado algunas bacterias que pueden romper el enlace azo de algunos
colorantes bajo condiciones anaerobias, dando lugar a la decoloracion y formacién
de aminas aromaticas (62), esto se debe a que ciertas bacterias presentan una

enzima llamada azoreductasa.

Las enzimas azoreductasa representan un grupo de enzimas conformadas
por 180-200 aminoacidos con una masa molecular promedio de 19-23 kDa. Estas
enzimas, estan agrupadas en la familia de las NADPH:FMN oxidoreductasas se
encuentran presentes en distintas bacterias que habitan en el suelo y el tracto
gastrointestinal humano, tienen la capacidad de reducir el enlace “AZO” de los
colorantes azoicos(63). Existe un pequefio grupo de bacterias que han sido
reportadas que presentan esta enzima, los cuales son: as Bacillus sp. OY1-

2 . Pseudomonas, Xenophilusazovorans , and Sphingomonas sp.(64).

A pesar de que existen todos estos estudios demostrando los beneficios
generados al emplear diferentes tipos de microorganismos para remediar
problemas ambientales relacionados con la contaminacion, existen otras
investigaciones que sugieren lo contrario, ejemplo de ello es la realizada por
Morales Y Melgosa donde emplearon un colorante azoico rojo directo 23 en

reactores con lodos activados (donde hay presencia de microorganismos) y lograron
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determinar presencia de aminas aromaticas, las cuales por si solas son aun mas

toxicas que el colorante en si y fueron asociadas a la actividad microbiana, sin
embargo, emplearon un tratamiento aerobio complementario para poder eliminarlas
(65). Estos estudios se basan en la posibilidad de la formacién de aminas
aromaticas o compuestos de degradaciéon que suelen ser mas téxicos que el
colorante a eliminar (64,66), por lo cual es importante conocer la ruta metabdlica de
las bacterias al ser implementadas en las biorremediaciones, con la finalidad de

generar un positivo en el ambiente y no empeorar dicho problema ambiental.

3.1.5 Toxicologia: ensayos sobre Genotoxicidad

En la actualidad, decir que los colorantes textiles y el pentaclorofenol
encontrados libres en el ambiente causan dafios a la salud sin tener una justificacién
real puede ser totalmente perjudicial tanto para las empresas como para las
sociedades, esto debido a que puede generarse problemas sociales y econémicos.
Es por ello que la mejor forma de sustentar estas afirmaciones es por medio de
investigaciones relacionadas con la toxicologia, la cual brinda informacion acerca
del comportamiento de una sustancia con su medio, la cual podria o no causar en

efecto dafino en una poblacién o en un sistema natural.

En los dltimos afos, las investigaciones relacionadas con sustancias toxicas
y su efecto tanto en el hombre como en el ambiente ha cobrado gran impacto y
relevancia, apoyandose en ciencias como la toxicologia se ha logrado conocer los
efectos nocivos de diversas sustancias que se creian inocuas, asi como el efecto
negativo de nuevas sustancias arrojadas al ambiente sobre la salud de los seres
vivos. La toxicologia “es la ciencia que estudia los efectos adversos que los agentes
fisicos y quimicos pueden producir en el hombre y los animales” (67). Dentro de la
amplia gama de estudios relacionados con la toxicologia destacan los estudios
genotoxicos, los cuales son resultado de la toxicologia genética, la cual es la
disciplina que estudia los agentes genotéxicos fisicos, quimicos y biolégicos que

pueden dafar el material genético de las células, directa e indirectamente, por ende,
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el término genotdxico se aplica a aquellos agentes que causan dafio en el material

geneético a dosis toxicas (68).

Para poder tener informacioén certera sobre una sustancia quimica y los
posibles efectos que puede generar en la célula, la genotoxicologia se poya en
ciencias como la biologia celular, la cual brinda todo tipo de informacion sobre la
célula, su estructura, su ciclo y su correcto funcionamiento, asi como las posibles
alteraciones que pude presentar. El ciclo celular es crucial para este tipo de estudios
ya que es la base para la reproduccion de los organismos. Su funcion no es
solamente originar nuevas células sino asegurar que el proceso se realice en forma

debida y con la regulacién adecuada (69).

El ciclo celular es una serie de eventos moleculares secuenciales y
unidireccionales cuya funcion es la duplicacion del acido desoxirribonucleico (ADN)
para generar dos células hijas, cada una con una copia idéntica de material
genético. El ciclo celular esta constituido por dos fases principales: la interfase y la
division celular (véase figura 5), que puede ser mitosis 0 meiosis. La mitosis es el
proceso nuclear por el cual los cromosomas replicados se segregan en dos nucleos
hijos, generalmente va acompafiada de la citocinesis, que es la division del

citoplasma y separacion fisica de las dos células hijas. (70)

Los pasos secuenciales que comprende el ciclo celular son cuatro (véase

figura 5):

e Gapl (Gl): fase en la que la célula se asegura de que existen las condiciones
idoneas para poder dividirse

e Fase S (S): fase de replicacion de ADN nuclear,

e Gap2 (G2): fase donde se verifica que la duplicaciéon de ADN se realizo de

manera completa y sin errores
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Figura 5. Esquema de las fases del ciclo celular

Estas etapas corresponden a la fase interfase, una vez concretadas estas

etapas se presenta la Fase M o mitosis la cual realiza segregacion de las

cromatidas. La mitosis, a suvez, se lleva a cabo en cuatro fases: profase, metafase,

anafase y telofase (véase imagen 6). Durante la profase ocurre la ruptura de la

membrana nuclear y la condensacion de cromatina para formar los cromosomas

(cromatidas hermanas unidas por el centromero). En la metafase, los cromosomas

se localizan en el plano ecuatorial de la célula mediante el huso mitético. En el

anafase las cromatidas hermanas se separan y migran hacia los polos opuestos de

la célula. Finalmente, en la telofase, las dos nuevas envolturas nucleares rodean a

cada juego de los cromosomas separados, éstos se descondensan y expanden en

el nuevo nucleo generando dos células hijas mediante un proceso denominado

citocinesis (70, 71, 72,73,74).
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Metafase

Anafase Telofase

Figura 6. Células en diferentes estadios dentro de la etapa de mitosis(imagenes propias)

Tomando en cuenta el efecto que causan los agentes toxicos los podemos

clasificar en tres tipos(75):

Los mutagénicos: Sustancias que producen mutaciones en el material
genético y alteran la actividad celular, desde la produccién de energia hasta
su reproduccion. Lo que conduce a un funcionamiento inadecuado de la
célula. Las alteraciones del material genético se pueden dar de tres formas,
la primera es el cambio de la composicion quimica del ADN, lo que se traduce
en un cambio de las bases quimicas que componen los genes. La segunda
forma en la que se presentan estas alteraciones corresponde a la alteracion
del ajuste fisico del ADN, lo que se traduce a la induccién de rupturas
cromosomicas. Por dltimo, la mutacién que genera adicion o supresion de
cromosomas lo que significa que la célula contiene un niamero anormal de

cromosomas

Los teratogénicos: Estos agentes que dafian directamente al feto en dosis
gue no afectan a la madre, son un tipo de sustancias téxicas del desarrollo.
Entre los efectos teratogénicos se pueden mencionar: érganos o estructuras
tisulares anormales, funcionamiento metabdlico o quimico deficiente y

retardo mental
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e Los carcinogénicos: Son sustancias quimicas que inducen cancer, también
llamado neoplasia o tumor (crecimiento anormal e incontrolado de células).
Todos los tipos de cancer estan relacionados con factores ambientales que
pueden estar asociados con el estilo de vida, la exposicion industrial y
ocupacional. Como resultado de la mutacion, los genes expresan proteinas
alteradas que modifican la divisién celular y ocasionan una proliferacion
excesiva o0 reduccion en la muerte celular programada (apoptosis) como

ocurre en la mutacion del gen supresor que sintetiza la proteina p53

La toxicologia genética se encarga del estudio a nivel genético de los dafios
causados por sustancias toxicas en los diferentes organismos vivos, para lo cual
emplean bioindicadores, que son “organismos o comunidades de estos que a
través de su presencia indican el nivel de preservacion o el estado de un habitat” y
tienen la funcién de estimar las condiciones ambientales que resulten complicadas
y costosas de medir debido a sus caracteristicas como sensibilidad a
contaminantes, dispersion, éxito reproductivo, distribucion (76).

Diversos estudios realizados con contaminantes de la industria textil han
empleado diferentes bioindicadores para poder demostrar el dafio que generan
estas sustancias a un ser vivo, uno de estos bioindicadores es el ajo (Allium
sativum) la cual tiene caracteristicas similares a la célula humana ya que presentan
sufren el proceso de mitosis y meiosis y es posible estudiar efectos en células
germinales pudiendo observar si existe 0 no una alteracion en los procesos de
division celular al estar en contacto con un agente téxico (77, 78). Al realizar
bioensayos con el producto de la interaccion de las enterobacterias con el colorante
textil y empleando el bioindicador Allium sativum, se podra tener evidencia fisica si
en esta interaccion hubo formacion de compuestos secundarios no deseados como
las aminas aromaticas y que dafio pueden causar estos compuestos a la célula a

nivel genético.

En la presente investigacion se utilizé como biomodelo a Allium sativum que

es una especie de propagacion aramida (los clones cultivados no producen
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semillas) por consiguiente el sistema radical es totalmente adventicio a partir del

bulbo o diente ya que no existen semillas, posee (2n) igual 16 cromosomas.

Es importante mencionar que para tener una mayor comprension de los
procesos por los que pasan las células al estar en contacto con un agente téxico,
se debe tener en conocer los diferentes estadios que presenta en sus procesos de
mitosis y meiosis. Es conocido que algunas sustancias quimicas pueden afectar a
los organismos a nivel de ADN, generando una alteracion en sus ciclos celulares
generando mutaciones, tumoraciones o su propia reproduccién. En esta
investigaciébn se emplearon células eucariotas y autosémicas debido a que se
estudio la genotoxicidad de los colorantes azul erionyl y azul solofenil, mismos que
se emplean ampliamente en la industria textil de la mezclilla y del nylon. En presente
estudio se analiz6 la toxicidad de la interaccion de los colorantes textiles con las
bacterias autéctonas encontradas en los equipos de la industria textil, tomando
como referencia el indice mitético del bioindicador Allium sativum, el cual

informacioén si es toxico o no.

3.2Marco legal
Para la realizacibn de este proyecto de investigacibn y como punto de
referencia nos guiaremos por las normas oficiales mexicanas que rigen la cantidad

de contaminantes que se pueden verter al ambiente.

NOM 001 SEMARNAT (79), establece los limites maximos permisibles de
contaminantes en las descargas de aguas residuales en aguas y bienes nacionales,
es aplicable a empresas y sistemas de alcantarillado municipales. Los
contaminantes para los que la norma citada establece limites maximos se dividen

en 3 grupos: 1.- basicos, 2.- patdgenos y parasitos, 3.- metales pesados y cianuros.

El primer grupo comprende grasas aceites, material flotante, solidos sedimentables,
solidos suspendidos totales, demanda bioquimica de oxigeno (DBO) a cinco dias,

nitrégeno total, fosforo total, temperatura y pH. El segundo grupo se encuentran:
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coliformes fecales y huevos de helminto. En el tercer grupo se encuentran arsénico,

cadmio, cobre, cromo, mercurio, niquel, plomo, zinc y cianuros.

NOM 002 SEMARNAT 1996 (80) establece los limites maximos permisibles de
contaminantes en las descargas de aguas residuales a los sistemas de
alcantarillado, es aplicable a empresas y sistemas de alcantarillado municipales,
para no exceder los limites maximos se recomienda procesar el agua en una planta
de tratamiento, cuenta con los mismos parametros que la NOM 001 SEMARNAT
1996.

NOM 003 SEMARNAT 1997 (81) Que establece los limites maximos permisibles de
contaminantes para las aguas residuales tratadas que se reldsen en servicios al
publico. Las aguas que ha sido tratadas no deberan exceder los limites estipulados
por la NOM 001 SEMARNAT 1996 en ninguno de sus parametros o no podran ser

reutilizadas debido a que se consideraria un agua contaminada

NOM-052-SEMARNAT-2005 (82), Que establece las -caracteristicas, el
procedimiento de identificacion, clasificacion y los listados de los residuos

peligrosos.

NMX-AA-042-SCFI-2015 (83), establece la metodologia a seguir para encontrar
coliformes fecales y E. coli en una muestra, asi como los limites maximos permitidos

dependiendo el tipo de muestra.

IV. FORMULACION DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION
4.3Pregunta de investigacion
¢, Qué enterobacterias existen en el agua residual de la industria textil y cual
de ellas tiene la capacidad de remover los colorantes textiles y compuestos

aromaticos que generan toxicidad?
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V. HIPOTESIS

5.1Hipo6tesis general
Las bacterias entéricas presentes en el agua residual de la industria textil
tienen la capacidad de remover los colorantes y los compuestos aromaticos

utilizados en la industria textil, la cual genera toxicidad en el ambiente.

VI.  OBJETIVOS
6.1ODbjetivo general

Evaluar la interaccién de las bacterias entéricas para remover colorantes
textiles y compuestos aromaticos presentes en el agua residual de la industria textil,

asi como sus efectos toxicos.

6.20bjetivos especificos
6.2.1. Identificar enterobacterias en el agua residual textil.
6.2.2. Determinar el porcentaje de remocion de los colorantes (azul erionyl y azul
solofenil) y del pentaclorofenol por las bacterias entéricas.
6.2.3. Seleccionar las cepas bacterianas con mejor eficiencia de remocién de
colorantes y del pentaclorofenol.
6.2.4. Analizar la toxicidad del agua resultante de la interaccion de las bacterias con

los contaminantes (colorantes y pentaclorofenol).

VIl.  METODOLOGIA
7.1.Localizacion

En el presente trabajo se obtuvo la muestra de agua residual proveniente de la

zona industrial del municipio de Teziutlan perteneciente al Estado de Puebla, debido

a la gran presencia de lavanderias textiles y a los diferentes rios aledafios a la

poblacién.
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7.2.Fase de campo

7.2.1. Toma de muestra de agua residual.

Se obtendran diferentes muestras de agua residual de la industria textil, para
la determinacién de la calidad microbiolégica y el aislamiento y recuperacion de
bacterias entéricas.

Para ello se tomé la muestra de agua directamente de los contenedores
donde se realiz6 el lavado de la tela, se tomd aproximadamente un litro de agua en
un frasco estéril color &mbar. Una vez obtenida la muestra se conservd en
refrigeracion con la finalidad de mantener las propiedades del agua por un tiempo

no mayor a 24 h.

7.3.Desarrollo experimental

7.3.1. Andlisis de la calidad microbiologica del agua residual textil

De acuerdo a la NOM-250-SSA1-2014 que establece los limites maximos
permisibles de la calidad del agua y requisitos sanitarios que deben cumplir los
sistemas de abastecimiento de agua publicos y privados, su control y vigilancia; se
determiné la calidad microbioldgica del agua residual de la industria textil, aplicando
la técnica del Numero Mas Probable (NMP) para identificar coliformes totales,
coliformes fecales y E.coli, dicha metodologia se realiz6 conforme a la norma
mexicana NMX-AA-042-SCFI-2015.

7.3.2. Determinacion de la presencia de bacterias entéricas en el agua

residual.

Para el crecimiento e identificacion de bacterias, se realizé la concentracion
de la materia organica de la muestra de agua textil, el cual consistié en homogenizar
durante 5min constantes la muestra de agua residual textil, se coloc6 120 ml de la
muestra de agua textil en 3 tubos conicos de 50 ml y posteriormente, las muestras
se centrifugaron a 11 000 rpm durante 15 minutos después del centrifugarse se
recuperd el sobrenadante de cada tubo y se colocé en nuevos tubos estériles.
Nuevamente se centrifugo a 11,000 rpm durante 20 minutos y el pellet se recuper6
en un tubo coénico de 15 ml y el sobrenadante se descartd. Se agregd en cada
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tubo10 ml de caldo de nutrientes y se dejé incubar a 37°C por 12 horas en agitacion
constante a120 rpm. A las 3 y 12 horas de incubacién se realiz6 una siembra en
estria cruzada en los medios de cultivo: cetrimida, TSA, McConkey, Salmonella/
Shigela, verde brillante dejandolas incubar a 37°C por 24 horas (véase figura 7).
Una vez obtenido el crecimiento bacteriano se seleccionaron colonias diferentes
para su aislamiento, purificacion e identificacion mediante pruebas bioquimicas
(véase figura 8).

‘%t

\ v\ &%ﬁ\ F x {

Figura 8. Medios con crecimiento Figura 7. Pruebas bioquimicas
bacteriano

Método alternativo para aislamiento e identificacion de cepas bacterianas
(figura 9)

Se realizaron diferentes diluciones del agua textil con caldo neutralizante los
cuales son: 1:1, 1:10, 1:100, 1:1000 y sin diluir, cada dilucion se sembré6 en placas
Mc Conkey, LB, y EMB, con la técnica de extendido en placa posteriormente se
incubaron a 37°C por 24 horas, transcurrido este tiempo se seleccionaron las
colonias y se resembraron en medios de cultivo nuevo del mismo tipo de la cual
provienen hasta su purificacion por ultimo se realizaron pruebas bioquimicas para
identificar a las bacterias obtenidas (prueba de oxidasa, prueba de catalasa, prueba

de coagulasa, prueba MIO, prueba TSI, prueba LIA, citrato, indol, rojo de metilo)
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Figura 9. Método alternativo para aislamiento e identificacion de bacterias

7.3.3. Identificacién de bacterias entéricas con el sistema API E20.

Se realiz6 la identificacion de 4 bacterias de interés mediante el sistema API
E20, el cual consiste en 21 pruebas bioquimicas que se realizaron con el kit
comercial APl E20, este sistema consiste en galerias individuales las cuales
contienen microtubos o pocillos con sustratos deshidratados, estos sustratos son
inoculados con una suspension bacteriana (véase figura 10), dicha solucion esta
constituida por 1 colonia de la bacteria suspendida en 5 ml de solucion salina al

0.85%. Esta metodologia sigui6é de acuerdo con el manual proporcionado con el Kit.

Figura 10. Sistema API 20e inoculado con bacterias
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7.3.4. Ensayos de interaccion microbiana

Se realizo la interaccién microbiana con aguas artificialmente contaminadas
con dos tipos de colorantes, el primero fue con el colorante azul solofenil FGL
directo, el cual es de naturaleza azo y el segundo fue el colorante azul erionyl el

cual es de naturaleza antraquinona.

Una vez obtenidos los viales, se realizé un crecimiento bacteriano en medio
LB por goteo y en medio McConkey (para verificar pureza de la bacteria), con el
crecimiento bacteriano de 24 h se realizé una suspension bacteriana a una
concentracion de 1.5x10° UFC/ml, para alcanzar esta concentracion se suspendid
la bacteria en 10 ml de solucion salina al 0.89% vy se igual6 a la turbidez del tubo
namero 5 de la escala de Mc Farland, se tomo del concentrado una alicuota de 3

ml para ser agregado en los tubos de ensayo donde se llevo acabo la interaccion.

Se realizaron dos ensayos diferentes para cada bacteria, el primer ensayo
fue a una concentracion de 100 ppm de colorante textil y el segundo ensayo a una
concentracion de 200 ppm, ambos ensayos se les agrego 3 ml de suspensién
bacteriana y se completo el volumen a 30 ml con caldo de nutrientes. Los tubos con
la interaccion se incubaron a 37°C + 0.5, cada 24 horas durante 10 dias se tomé
una alicuota de 3 ml, se sembré en agar McConkey y se centrifugoé a 8,000 rpm
durante 15 minutos. El sobrenadante se vertié en dos tubos conico de 1.5 mly se
centrifugé a 12 000 rpm durante 10 minutos con la finalidad de remover las
interferencias bacterianas, se determiné la absorbancia en un espectrofotdmetro
UV/vis a una longitud de onda de 630 nm. La remocion se expreso en términos de

porcentaje empleando la siguiente formula (44):

Ai—At

—x100
Al

Remocién (%)=

Donde Ai es la absorbancia inicial, At es la absorbancia de incubacién en un

tiempo t
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7.3.5. Ensayo de interaccién microbiana con Pentaclorofenol (PCF)

Se realiz6 un ensayo piloto de interaccion microbiana a diferentes
concentraciones de PCF (3 ppm, 6 ppm, 12.5 ppm, 25 ppm y 50 ppm), con la
finalidad de conocer hasta que concentracién el crecimiento bacteriano se inhibia
debido al PCF.

Se coloco en un tubo de vidrio de 3 ml caldo de nutrientes (la cantidad varia
de acuerdo a la concentracion final del PCF), pentaclorofenol y 100 pl de bacteria
para obtener un volumen final de 1 ml. Las muestras se hicieron por duplicado y se
realiz6 un control PCF- caldo de nutrientes para cada concentracién y un control
bacteria-caldo de nutrientes general. Se comparo la turbidez de cada tubo con su
respectivo estandar para saber si la bacteria crecia adecuadamente. Cabe destacar
gue el ensayo tuvo una duracion de 6 dias, cada 24 horas se verificaba si la turbidez

aumentaba o disminuia.

7.3.6. Andlisis del efecto genotéxico en las raices de Allium sativum
Se utilizé al ajo como un bioindicador y se determiné el efecto genotdxico de los
productos de la interaccion de los colorantes textiles (azoico y antraquinona) con las
bacterias (Klebsiella pnuemoniae, Salmonella typhi, Edwarsiella tarda, Escherichia
coli inactiva) a través de la determinacion del indice mitético y de la induccion de
micronucleos (MNs). Se utilizé ajo (Allium sativum). Se trataron bajo condiciones
especificas para su germinacion (humedad, sin luz y protegidos del polvo)

Los bulbos se sumergieron en el agua destilada, se secaron con papel toalla y
se colocaron directamente en los diferentes tubos de ensayo llenos con los
productos de la interaccion de los colorantes textiles con las bacterias entéricas. El
periodo de exposicion de los bulbos en las diferentes concentraciones sera en un
tratamiento agudo (96 horas= 4 dias), al término de los 4 dias se montaron los
siguientes bioensayos, cada bioensayo consté de un lote control (agua de garrafén
marca Esu-BUAP) 3 lotes problema. Bioensayo 1, consté de un grupo control y 3
lotes problema que consto del resultado de la interaccion del colorante azoico azul

solofenil a 100 ppm con la bacteria K. pneumoniae. Este procedimiento se llevo a
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cabo con cada una de las bacterias con cada colorante, se midieron en cada tubo

de ensayo las raices se contabilizaron y se obtuvo el indice mitotico. (véase figura
11)

Salmonella typhi Edwarsiella tarda Salmonella typh: Edwurs:el'.‘n farda
i 4 ) \

Escherichia coli Kebsiella pneumomae

Azul Solofenil {azo)

100 ppm 100 ppm

200 ppm 200 ppm 200 ppm | | 200 ppm

Figura 11. Bioensayos de la interaccion las bacterias (K. pneumoniae, S. typhi, E. coli inactiva y E.
tarda) con los colorantes (Azo y antraquinona) a diferentes concentraciones (100 y 200 ppm) con el
bioindicador ajo (Allium sativum) (elaboracion: Omar Enrique Ahuatzin Flores)

Se realizé la misma prueba para las muestras con pentaclorofenol a 25 ppm
y de 100 ppm, ambas fueron tratadas con las bacterias K. pneumoniae, S. typhi, E.

coli inactiva y E. tarda.

Los bulbos se sumergieron en la sustancia a estudiar, se secaron con papel
toalla y se colocaron directamente en los diferentes tubos de ensayo llenos con los
productos de la interaccion de los colorantes textiles con las bacterias entéricas. El
periodo de exposicion de los bulbos en las diferentes concentraciones fue un
tratamiento agudo (96 horas= 4 dias), se midieron en cada concentracion de cada

bioensayo el tamafio y numero de raices y se llevo a cabo el indice mitético.
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7.3.7. Tincién Aceto-orceina
Antes de realizar la tincion se cuentan el numero de raices y se mide su longitud,
se cortaron 2 mm el meristemo apical y se fijaron en una solucién alcohol-acido
acético (3:1) durante 24 horas, pasadas las 24 horas se retiraron de la solucién de
alcohol-acido acético, los meristemos apicales se colocaron en etanol al 70% por
15 minutos, se coloca en HCI 5M durante 30 minutos, se elimino el exceso de HCI
decantandolo y se realizaron 3 lavados con agua destilada. Se agrego el colorante
aceto-orceina por 40 minutos, pasado este tiempo se agrego el acido acético al 45%
para eliminar el excedente de colorante y se realiz6 proceso de aplastamiento en

monocapa, posteriormente se observo al microscopio.

VIIl.  RESULTADOS

8.1  Analisis microbiologico del agua residual textil

La primera prueba realizada al agua residual textil fue el analisis de la calidad
microbioldgica del agua, para ello se empled la técnica de nimero mas probable, el
cual indica presencia de coliformes totales, fecales y E.coli en una muestra, para
determinar positiva la muestra, se observa la presencia de gas en la campana
Durham (figura 12). De acuerdo con la NMX-AA-042-SCFI-2015 se utiliza caldo
lactosado para determinar la presencia de coliformes presuntivos, en el caso
particular de muestra textil 1 y 2 ambas muestras fueron positivas, por lo cual se
empled el paso 2, el cual consiste en prueba de coliformes totales y E. coli, para ello
se emplearon los caldos verde brillante bilis al 2% y el caldo E.coli respectivamente
(figura 13). En la prueba de E. coli no presentd ninguna muestra positiva. En la
prueba de coliformes totales se encontraron 3 tubos positivos. Los datos obtenidos
en estas pruebas (véase tabla 4) fueron comparados con la NOM-250-SSA1-2014,
la cual determina los limites permisibles de microorganismos para el uso y consumo
de agua, con estos resultados se observo que el agua residual de industria textil no
cumple con los estdndares microbiolégicos impuestos por la norma, ya que la

cantidad de coliformes sobrepasa esos valores.
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Figura 12. Tubos con caldo Figura 13. Tubos con medio
lactosado para determinar la especifico para determinar la
presencia de coliformes. Imagen presencia de coliformes totales y
propia coliformes fecales. imagen propia

Tabla 4. Comparacion de datos obtenidos en la prueba de nGmero mas probable expresados
en NMP/100/ml con la NOM-250.

Prueba Maestra 1 Muestra 2 NOM 250
Presencia de coliformes >16 presuntivas >16 presuntivas
Coliformes totales 9 NMP 2 NMP Ausencia
Coliformes fecales <2 NMP <2 NMP Ausencia
Escherichia coli <2 NMP <2 NMP Ausencia

. Tabla de elaboracion propia

8.2 Aislamiento e identificacion de microrganismos en el agua residual
textil

En la muestra textil 1 se realizaron varias resiembras hasta purificar las cepas
de interés y para su correcta identificacion se emplearon pruebas bioquimicas
tradicionales, la lectura se realiz6 con tablas de porcentaje, sin embargo, la muestra
2 fue tratada con el método alternativo. Al realizar esa metodologia con la muestra
textil 2, se logré obtener crecimiento de bacterias entéricas en medios como Mc
Conkey, Cetrimida, LB, MB Y SS, permitiéndonos asi su aislamiento y su correcta
identificacion con pruebas bioquimicas, la tabla 4 contiene el nombre de las
bacterias que fueron aisladas e identificadas de cada muestra, como se observa, el
tipo de enterobacterias encontradas en ambas muestras son muy similares ya que
presenta poca variacion, se podria decir que se encontraron el mismo tipo de
bacterias en ambas muestras a pesar de ser obtenidas por diferentes metodologias.
Este resultado podria ser debido a que las muestras fueron obtenidas de la misma

industria, del mismo contenedor, donde emplearon los mismos procesos y materias
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primas, por lo cual los microrganismos presentes seran similares debido a que no

hay una variacién en condiciones ambientales donde se desarrollan.

Tabla 5. Bacterias aisladas de muestras de agua textil

MUESTRA 1 MUESTRA 2

Proteus mirabillis Proteus mirabillis
Salmonella typhi Samonella gallinarum
Samonella gallinarum Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae Escherichia coli inactiva
Edwardsiela tarda

8.3  Confirmacion de especies bacterianas por sistema AP| 20E

Para confirmar la especie de las cepas bacterianas aisladas en este proyecto
de investigacion, se utilizé el sistema API 20E, el cual es consta de 20 pruebas
bioquimicas (véase figura 14),fue determinado por colorimetria y con base a un
criterio estandarizado por la empresa se forma un cédigo, el cual se introdujo en un
software y conforme a su base de datos muestra el nombre de la bacteria a la cual
pertenece dicho cédigo, corroborando asi la identificacion de las bacterias por

métodos tradicionales.

Figura 14. Identificacion ioquimica bacteriana mediante galeria API 20E. Imagen propia
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8.4  Obtencion de viales para resguardo de cepas microbianas

Una vez obtenidas las cepas puras se procedié a la realizacién de los viales
para su resguardo, para que las bacterias sean empleadas en el futuro en las
pruebas de interaccion, para ello se trabaj6 en la campana de flujo laminar con todos
los materiales estériles, para asegurar que no sean contaminados, el crecimiento
bacteriano en el medio LB, fue retirado cuidadosamente y se coloc6 en un vial con
caldo LB glicerol 30%, se homogenizé y coloco a -20 °C para su preservacion (figura
15).

Figura 15. Elaboracién de viales microbiolégicos. Imagen propia

8.5 Interaccion de enterobacterias con colorante azoico azul solofenil
La interaccion de las diferentes bacterias con el colorante azoico se llevé a
cabo durante 10 dias, se realiz6 un ensayo a concentraciones de 100 ppm y otro a
200 ppm. En la tabla 6 se resumen los resultados de la medicién de la densidad

Optica de cada interaccidn bacteriana con el colorante azul solofenil a 100 ppm.
Tabla 6. Densidad 6ptica (DOax=630) registrada del colorante azul solofenll a una concentracion

de 100 ppm durante los dias de interaccidon con cada una de las bacterias aisladas del agua
textil

Concentracién: 100 ppm Colorante: azul solofenil

Dia K.pneumoniae S.typhi E.coli E.tarda
Control 0.632 0.660 0.616 0.590
1 0.412 0.575 0.523 0.561
2 0.493 0.532 0.505 0.511
3 0.439 0.478 0.403 0.455
4 0.386 0.391 0.398 0.419
5 0.362 0.280 0.355 0.396
6 0.350 0.252 0.331 0.384
7 0.340 0.220 0.303 0.365
8 0.334 0.270 0.231 0.342
9 0.335 0.207 0.239 0.343
10 0.327 0.243 0.237 0.337
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En la tabla 7 se resumen los resultados de la medicion de la densidad 6ptica

de cada interaccion bacteriana con el colorante azul solofenil a 200 ppm.

Tabla 7. Densidad 6ptica (DOax=630) registrada del colorante azul solofenll a una concentracion
de 200 ppm durante los dias de interaccidon con cada una de las bacterias aisladas del agua

textil

Concentracion: 200 ppm Colorante: azul solofenil

Dia K.pneumoniae S.typhi E.coli E.tarda
Control 1.242 1.280 1.251 1.199
1 1.145 1.087 1.032 1.001
2 1.088 1.044 1.036 0.960
3 0.994 0.943 0.942 0.872
4 0.980 0.890 0.927 0.771
5 0.923 0.883 0.888 0.806
6 0.910 0.842 0.869 0.793
7 0.956 0.799 0.852 0.773
8 0.898 0.784 0.815 0.711
9 0.933 0.791 0.813 0.617
10 0.945 0.779 0.828 0.602

Las figura 16 muestra graficamente los valores de remocion en porcentaje,

demostrando lo ya descrito, en la grafica 10 se observa como los porcentajes de

remocion de todas las bacterias empleadas en los diferentes ensayos a 100 ppm de

colorante azoico presentaron diferencias no muy grandes en sus porcentajes de

remocién al final del ensayo, siendo S. typhi la bacteria que presenté un mayor

porcentaje de remocién el cual es de 63%, seguida por E. tarda con un valor de

61%, K. pneumoniae con un valor de 48% y por ultimo E. tarda presentd un valor de

remocion del 41% del colorante azoico.
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Figura 16. Comparacion de los porcentajes de remocion del colorante azoico azul solofenil a 100
ppm por cada una de las bacterias entéricas.

La figura 17 nos muestra los valores porcentuales de remocion de las
bacterias empleadas en ensayos a 200 ppm del colorante azoico, donde se observa
como todas las bacterias siguen una patrén de comportamiento similar, lo cual se
ve reflejado en la tabla 5, sin embargo, hacia los ultimos dias del ensayo las
bacterias comienzan a presentar diferencias en sus rendimientos, tal es el caso de
E. tarda, la cual present6é un porcentaje final de 49%, seguida por S. typhi con un
valor de remocion de 39%, E. coli con un valor porcentual de remocion 33% y por

ultimo K. pneumoniae con un valor de 23% de remocién del colorante azoico.
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Figura 17. Comparacion de los porcentajes de remocion del colorante azoico azul solofenil a 200
ppm por cada una de las bacterias entéricas.

8.6  Interaccion de bacterias con colorante de naturaleza antraquinona

De la misma forma se realizé la interaccion de las diferentes bacterias
entéricas aisladas de la muestra de industria textil con el colorante de naturaleza
antraquinona azul erionyl A-R, el ensayo se llevo a cabo durante 10 dias y se
emplearon concentraciones de 100 ppm y 200 ppm. En la tabla 8 se resumen los
resultados de la medicion de la densidad éptica de cada interaccion bacteriana con
el colorante azul erionyl a 100 ppm, donde, se observa que aunque existe una gran
homogeneidad en los resultados y hay muy poca variacion, cabe destacar que esta
interaccion tuvo un comportamiento totalmente diferente con el colorante azoico
azul solofenil, ya que mientras que con el colorante azoico se presentaba una
disminucién paulatina, en este ensayo con el colorante antraquinona sucedi6 lo
contrario, se observa que en el dia 1 (24 horas desde el inicio de la prueba) hubo
una disminucion abrupta de la absorbancia del colorante lo cual se puede ver con
todas las bacterias y va aumentando conforme pasan los dias, ya que como se
puede observar existié una remocion casi total comparado los datos de la tabla 6,
sin embargo, de la misma forma, se observa que los grupos tratados con las
bacterias E. tarda y E. coli presentaron un aumento considerable en la medicion de

a densidad optica.
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Tabla 8. Densidad Optica (DOa=630) registrada del colorante azul erionyl a una concentracién
de 100 ppm durante los dias de interaccidon con cada una de las bacterias aisladas del agua

textil
Concentracion: 100 ppm Colorante: azul erionyl
Dia K.pneumoniae S.typhi E.coli E.tarda
Control 0.359 0.441 0.223 0.219
1 0.090 0.079 0.085 0.086
2 0.083 0.091 0.087 0.050
3 0.063 0.083 0.022 0.056
4 0.069 0.110 0.057 0.075
5 0.088 0.119 0.058 0.107
6 0.192 0.140 0.072 0.139
7 0.262 0.147 0.078 0.177
8 0.324 0.143 0.084 0.269
9 0.220 0.150 0.130 0.277
10 0.206 0.155 0.298 0.276

La remocion del colorante antraquinona azul eryonil a 200 ppm por cada una

de las bacterias recuperadas del agua residual textil, fueron distintas a diferencia de

la concentracién a 100 ppm, esto es debido a que los valores de absorbancia de

cada bacteria disminuyen paulatinamente conforme pasa el tiempo y no disminuyen

tan repentinamente como sucede en el grupo antraquinona a 100 ppm, esto podria

ser causado por la concentracion del mismo (Tabla 9).

Tabla 9. Densidad Optica (DOa=e30) registrada del colorante azul erionyl a una concentracién
de 200 ppm durante los dias de interaccion con cada una de las bacterias aisladas del agua

textil
Concentraciéon: 200 ppm Colorante: Azul eryonil

Dia K.pneumoniae S.typhi E.coli E.tarda
Control 0.718 0.718 0.762 1.199
1 0.515 0.589 0.328 1.001
2 0.455 0.548 0.202 0.960
3 0.420 0.469 0.136 0.872
4 0.384 0.429 0.185 0.771
5 0.356 0.416 0.199 0.806
6 0.383 0.402 0.206 0.793
I 0.373 0.407 0.218 0.773
8 0.358 0.384 0.205 0.711
9 0.351 0.374 0.240 0.617
10 0.372 0.370 0.400 0.602
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La comparacién de los porcentajes de remocion del colorante antraquinona
revelan que S. typhi presentd el mayor porcentaje de remocién llegando a un 80%
seguido de E. tarda con 60% y E. coli con 61% , muy parecidos en cada bacteria,
sin embargo, el comportamiento de la remocién fue en declive, teniendo a E. tarda

y E. coli con un porcentaje semejante al porcentaje inicial (Fig. 18).
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Figura 18. Comparacioén de los porcentajes de remocion del colorante antraquinona azul erionyl a
100 ppm por cada una de las bacterias entéricas.

En la figura 19 se muestra el grafico de porcentaje de remocion que tuvo cada
bacteria con el colorante antraquinona Azul Eryonil, es de destacarse que no se
observé el mismo comportamiento que las concentracion de 100 ppm, ya que, las
bacterias K. pneumoniae y S. typhi no presentaron el comportamiento ya visto en
concentracion a 100 ppm donde, existe un elevado porcentaje de remocion en los
primero dias del ensayo, estas bacterias presentaron una remocion paulatina y
moderada teniendo una remocion maxima de 48% en ambos casos, sin embargo,
E. tarda y E. coli se observé que si siguieron el patron previamente descrito, a las
72 horas de haber iniciado el ensayo, presentaron sus picos maximos de porcentaje

de remocion siendo de 75% y 82% respectivamente, el cual fue disminuyendo
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paulatinamente hasta el fin del ensayo, teniendo una remocion final de 38 %y 47%,
estos valores fueron por debajo de K.pneumoniae y S.typhi las cuales tuvieron un
porcentaje de remocion al fin del ensayo de 48% ambas.
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Figura 19. Comparacién de los porcentajes de remocién del colorante antraquinona Azul Erionyl a
200 ppm por cada una de las bacterias entéricas.

Las figuras 20 y 21 son de la bacteria S. typhi al interactuar con los diferentes
colorantes textiles, tanto el azoico como el antraquinona, se observa claramente

como si se genera un cambio a nivel visual (coloracion) por el efecto de la bacteria.
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Figura 21. Remocion de colorante Figura 20. Remocion de colorante
azoico por S. typhi antraquinona por S.typhi

40



CIENCIAS AMBIENTALES OMAR ENRIQUE AHUATZIN FLORES

8.7  Ensayo genotoxico de colorantes textiles

En la realizacion de los ensayos toxicolégicos con el agente téxico (sustancia
resultante de la interaccion de la bacteria con el colorante textil) en contacto con el
bioindicador Allium sativum, se observé que en los 64 grupos experimentales no
hubo un crecimiento 6ptimo de la raiz, por lo cual se podia observar solo un pequefio
brote (figura 22), sin embargo, el grupo control agua si presenté un crecimiento de
su raiz (véase figura 23). Lo que demuestra la inhibicién del crecimiento de las
raices como resultado de posible efecto téxico de los colorantes textiles aun
después del tratamiento bacteriano al que fue sometido, estos resultados pueden
explicarse tomando en cuenta la forma en la que las bacterias obtenidas de la
industria textil interactuaron con los colorantes, de la misma forma estos resultados
macroscopicos sugieren que la bacteria no fue capaz de remover el colorante de

forma efectiva.

-
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Figura 22. Allium sativum con S. Figura 23. Allium sativum con grupo control
typhi a 100 ppm. Se observan agua. Se observan raices después de 5 dias de
brotes y no raices después de 5 interaccion

dias de interaccion

El estudio de indice mitético, el cual arrojo resultados sobre el estadio celular
gue presento el modelo biolégico después de estar en contacto con resultado de la
interaccion (sobrenadante) de los colorantes textiles tanto antraquinona como

azoico.

En la tabla 10 se muestran los resultados obtenidos del andlisis de 64 mil
células obtenidas de los diferentes brotes y raices de los modelos biolégicos
empleados. Como se puede observar se realizé un analisis de 64 mil células
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procedentes de los brotes y raices de los grupos experimentales, se contabilizaron
un total de 10 mil células procedentes de diferentes grupos experimentales y con
ello se calculé el indice mitético, al hacer una comparativa del grupo control agua
con el grupo control colorante (el cual no estuvo en interaccion con bacterias
entéricas) y con los grupos experimentales se observa claramente como la
distribucion del conteo celular en el grupo control agua se inclinan hacia la fase
mitotica, teniendo como predominante a la profase, su indice mitético (célula en
proceso de mitosis ) es de 64.9%, mientras que el grupo control colorante a 100
ppm tuvo una distribucion normal. Llegando a un 70% de células en fase mitética,
sin embargo a 200 ppm tuvo un descenso considerable en el porcentaje de indice
mitatico el cual fue de 22.7%, mientras que los grupos experimentales presentaron
porcentajes menores al 60% en el mejor de los casos, en los casos normales varian
de entre 1.2% a 22.7%, todo esto indica dos cosas, la primera que el porcentaje del
indice mitotico si se ve afectado al estar en interaccidn con colorantes y con
colorantes en interaccion con bacterias, segundo, las bacterias no causaron un
efecto en el porcentaje de indice Mit6tico. Los grupos presentes en la tabla que solo
fueron analizados, pero no contabilizados se les coloc6 una marca (-) ya que en su
gran mayoria de células analizadas se encontraban en estadio profase y no se podia

calcular su indice mitético debido a la falta de células en mitosis.
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Tabla 10. Frecuencias de células en division celular en los grupos controles y experimentales

Bioensayos Células en division por Frecuencia de IM
etapa del ciclo celular | C€lulas en division
Bacteria + colorante
I P M | A T
Control agua 351 |463 | 51 | 81| 54 | (649/1000)*100 64.9%
Control solofenil 200 ppm 3 3 ) ) ) )
Control solofenil 200 ppm ) 3 ) ) ) )
Control erionyl 100 ppm 295 |545 | 44 | 78| 38 | (705/1000)*100 70.5%
Control erionyl 200 ppm 773 |160 | 27 | 22| 18 | (227/1000)*100 22.7%
S. typhi + solofenil 200 ppm 239 | 48 - 4 | - (52/1000)*100 5.2%
S.typhi + solofenil 200 ppm - - - - - - -
S.typhi + erionyl 100 ppm - - - - - - -
S.typhi + erionyl 200 ppm 978 | - 2 - | 10 | (12/1000)*100 1.2%
Control agua 381 |473 | 44 66 | 36 (619/1000)*100 61.9%
K. pneumoniae + solofenil 100 ppm| - - - - - - -
K. pneumoniae + solofenil 200 ppm| - - - - - - -
K. pneumoniae + erionyl 100 ppm | - - - - - - -
K. pneumoniae + erionyl 200 ppm |955 | - 1 91 35 (45/1000)*100 4.5%
Control 512 |411 12 38| 27 (488/1000)*100 48.8%
E. coli + solofenil 100 ppm 481 |322 43 75| 79 (519/1000)*100 51.9%
E. coli + solofenil 200 ppm - - - - - - -
E. coli + erionyl 100 ppm - - - - - - -
E. coli + erionyl 200 ppm - - - - - - -
Control 311 |507 | 52 82| 48 689/1000)*100 68.9%
E. tarda+solofenil 100 ppm - - - - - - -
E. tarda+solofenil 200 ppm - - - - - - -
E. tarda+ erionyl 100 ppm - - - - - - -
E. tarda+ erionyl 200 ppm - - - - - - -

Los resultados del analisis del indice Mit6tico demostraron lo siguiente: en la

laminilla azul erionyl a 200 ppm tratada con S. typhi se obtuvieron resultados que

demostraron que al analizar por el microscopio Leica a 40x (figura 24) y 100x (figura

25) se observé que, al contabilizar en 1000 células, el 100% de la poblacién celular

se encontraban en el estadio profase (Fig. 24) y en menor proporcion en telofase

(Fig.25) lo cual coincide con el escaso crecimiento de las raices y en algunos casos

no se observo crecimiento alguno. Por lo cual el resultado de la interaccion con el
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colorante altera la division celular y por ende inhibe el crecimiento de las raiz del ajo

(Allium sativum)

Figura 24. Fase profase del grupo experimental S. typhi 200

ppm azul erionyl, tincibn aceto orceina 40x (microscopio
standard 25ZEISS)

Figura 25. Fase telofase del grupo experimental S. typhi 200
ppm azul erionyl, tincién aceto orceina 100x (microscopio
standard 25ZEISS)
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8.8 Interaccion de bacterias con Pentaclorofenol

Se realizé la interaccion del pentaclorofenol (PCF) con las diferentes
bacterias aisladas, después de los 5 dias de interaccién (véase imagen 26), se
guardd el sobrenadante resultante para un estudio espectrofotométrico vy
toxicologico, con la finalidad de conocer si el pentaclorofenol ha sido removido por
las bacterias entéricas y el ensayo toxicolégico es para conocer el grado de
toxicidad de esta sustancia después del tratamiento y si existe una remocion total o

parcial de pentaclorofenol.

Figura 26. Interaccién con PCF por
S. typhi. Imagen propia

8.8  Ensayo espectrofotométrico de pentaclorofenol

Al concluir la interaccion del pentaclorofenol con las diferentes bacterias
obtenidas de la industria textil, se procedi6 a realizar un analisis
espectrofotométrico, el cual brind6 informacion de la presencia de pentaclorofenol
en el sobrenadante de la interaccion previamente mencionada. Se emplearon 3

concentraciones las cuales fueron, 25 ppm, 50 ppm y 100 ppm.

La absorbancia vs la longitud de onda de la muestra a 25 ppm se observa en
el grupo control la muestra de color verde por el grupo control pentaclorofenol, de
color naranja el grupo K. pneumoniae, de color gris el grupo tratado con E. tarda y
por ultimo el grupo de E. coli inactiva. El pentaclorofenol se absorbe a una longitud
de onda aproximada de 268 nm (47) y como se observa en la figura 27

aproximadamente a esa longitud de onda se observa una pequefia banda de
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absorcion caracteristica de PCF, como se observa el grupo control esta por encima

de los otros tres grupos, por lo cual al comparar los grupos bacterianos se puede
observar una pequefia disminucion en la absorbancia, o que podria sugerir que la
interaccion de dicha sustancia con las bacterias generd una remocion o un cambio

en la estructura del PCF lo que se traduce un cambio en el grafico.
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Figura 27. Comparacioén de las absorbancias de los diferentes tratamientos de PCF con bacterias
entéricas a una concentracion de 25 ppm.

Caso similar sucede con las muestras de PCF a 50 ppm tratadas por los tipos
de bacterias, lo cual se muestra en la figura 28, donde se observa el mismo
comportamiento de los grupos experimentales bacterianos con relacion al grupo
control. En el grafico se observa de color verde el grupo control, el cual muestra la
banda donde se absorbe normalmente el pentaclorofenol, de color amarillo se
observa el comportamiento que tiene el sobrenadante resultante obtenido después
de la interaccion de la bacteria K. pneumoniae con PCF, de color morado resultado
del sobrenadante de interaccion de E. tarda con PCF y por ultimo de color naranja
el comportamiento que presento la interaccion de E. coli con PCF, se aprecia que

en los grupos experimentales hubo una ligera disminucién en la banda caracteristica
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de PCF, lo que es indicio de una disminucién en la concentracién de dicha

sustancia.
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Figura 28. Comparacion de las absorbancias de los diferentes tratamientos de PCF con bacterias
entéricas a una concentracion de 50 ppm.

Por dltimo, se presenta la figura 29 donde se muestra el comportamiento de
los grupos experimentales expuestos a una concentracion de 100 ppm de PFC. En
este ensayo se observa claramente que el tratamiento no ha surtido efecto debido
a que las lineas de tendencia de cada uno de los grupos experimentales estan
encima de la linea de tendencia del grupo control, lo que indica que los valores de
pentaclorofenol siguen siendo los mismos y adn hay presencia de esta sustancia en
el medio, lo cual es completamente diferente a los grupos experimentales de 25
ppm y de 50 ppm en los cuales se logro observar una disminucion en la en el area
donde se localiza el PCF (268 nm) en la zona donde se presenta el pentaclorofenol.
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Figura 29. Comparacion de las absorbancias de los diferentes tratamientos de PCF con bacterias
entéricas a una concentracion de 100 ppm.

8.9 Ensayo genotoxico de pentaclorofenol

La realizacion del ensayo toxicolégico del pentaclorofenol se llevo a cabo solo
a dos concentraciones, las cuales fueron a 50 ppm y 100 ppm, los resultados de
estos estudios se logran observar en las figuras 30 y 31, en la figura 30 se observa
la siembra del biomodelo Allium sativum, con el resultado de la interacciéon de las
bacterias entéricas empleadas en el experimento anterior, cada grupo experimental
constaba de 2 repeticiones, un grupo control agua, un grupo control PCF y un grupo
control caldo de nutrientes. En la imagen 31, se observa el dia 5 de ensayo
toxicoldgico, sin embargo, en cada uno de los grupos experimentales sin importar
la concentracion ni la bacteria no presentaron el crecimiento de la raiz ni de un brote,

caso contrario de lo que se observé en los grupos control agua y control caldo
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Figura 30. Siembra de Allium Figura 31. Dia 5 de ensayo toxicolégico de
sativum con pentaclorofenol. pentaclorofenol a 50 y 100 ppm tratado con
E.coli
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

9.1Interaccion bacteriana con los colorantes textiles

De acuerdo con los primeros resultados obtenidos, se aislaron diferentes
cepas bacterianas de la industria textil, las cuales son pertenecientes a los géneros
Proteus, Salmonella, Klebsiella y Escherichia, al comparar los resultados de analisis
espectrofotométrico de las diferentes interacciones con los diferentes colorantes
textiles al ser tratados con las bacterias encontradas en la industria textil se
demostré que lograron disminuir la cantidad de colorante azoico y antraguinona a
sus diferentes concentraciones, teniendo excelentes resultados a una
concentracion de 100 ppm, sin embargo, en los grupos azoicos se observlo un
menor rendimiento comparado con el grupo antraquinona a 100 ppm, donde en el
rango de remocion era entre un 40 a un 70 % para el grupo azoico, mientras que el
grupo antraguinona tienen valores que van de 40 a 90% de remocion, caso contrario
al que se presenté a 200 ppm donde se observé una disminucion importante
comparados con los grupos de 100 ppm, en el grupo de azul solofenil hubo una
remocién entre 25 a 50% mientras que en el grupo de azul eryonil se present6 una
remocién de 50- 80%,estos resultados son muy similares a los reportados por
diferentes investigadores que implementaron microrganismos ya sea bacterias u
hongos para lograr una remocion efectiva de un colorante textil, como la presentada
por Gonzélez (84) donde logré decolorar un colorante azoico por medio de un
consorcio bacteriano o los presentados por Tony y cols.(85) en el cual emplearon
diferentes consorcios bacterianos en un reactor para poder degradar colorantes
azoicos, logrando excelentes resultados. Sin embargo, no solo se han empleado
bacterias en consorcios para lograr esta remocién, un ejemplo méas es el estudio
presentado por Jadhav (51) donde emplearon un consorcio bacteriano y no solo
lograron remover el colorante sino también lograron disminuir la toxicidad generada
por este colorante en un 30%. Como se observo en los resultados obtenidos en esta
investigacion si se presentd una decoloracion sin embargo adn no se sabe con
certeza si fue a causa de enzima azoreductasa como en las investigaciones
presentadas anteriormente o si esta decoloracion fue causada por una ruta diferente

como la absorcion (62) o si esta decoloracion se dio por algun efecto ambiental o
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guimico presente en la prueba como podria ser el efecto de la luz, efecto de la

temperatura, pH, etc. Sin embargo, para poder corroborar y apoyar estos resultados

se realiz6 un estudio genotoéxico.

Cabe destacar el comportamiento que presento la grafica de cada una de las
concentraciones del colorante, el cual ayuda a formar una idea de como la bacteria
esta interactuando con el colorante, en el grupo experimental azul solofenil a 100 y
200 ppm tiene una tendencia de menor a mayor remocion y de forma paulatina
llegado a su maxima remocién al dia 10, mientras que en el azul eryonil a 100 ppm
tuvo un comportamiento totalmente diferente, teniendo una remociéon maxima a los
48-72 horas de iniciado el experimento con una tendencia de disminuir esta
coloraciéon de forma paulatina avanzado el experimento, sin embargo, el caso mas
curioso se presento a 200 ppm con el colorante azul eryonil, el cual las bacterias E.
coli y E. tarda obtuvieron una tendencia de comportamiento de mayor a menor
decoloraciéon conforme avanza el tiempo, pero las bacterias S. typhi y K.
pneumoniae presentaron el comportamiento contrario teniendo comportamiento de
menor a mayor remocion conforme pasa el tiempo, este comportamiento podria
explicarse con la presencia de a enzima azoreductasa, la cual podria ir degradando
el colorante poco a poco, lo que se traduce en el comportamiento grafico donde la
degradacion se realiza de forma gradual y paulatina de menor a mayor, y en el caso
de los grupos antraquinonicos este comportamiento de degradacion paulatina de
mayor a menor se daria por un mecanismo o ruta diferente empleada por la bacteria,
la cual podria absorber o adsorber el colorante generando asi la remocion tan alta
a las primeras 72 horas para posteriormente expulsar el colorante paulatinamente
ya que la bacteria no lo puede asimilar (62,64). Sin embargo, en la literatura este
comportamiento no ha sido descrito por ningun investigador asi que es complicado
dar una explicacién a este tipo de comportamiento ya que, no ha sido investigado
con estas bacterias o similares y generalmente se emplean bacterias en consorcio

y no de forma individual como en el presente proyecto.

Por dltimo, cabe destacar que todos los datos de remocion del color no

tendrian tanta relevancia si el examen toxicolégico sale alterado, ya que, el punto
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de este proyecto es poder remover los colorantes textiles sin la generacion de

subproductos de degradacion como las aminas aromaticas, lo cual ha sido
ampliamente reportado cuando las bacterias contienen la enzima azoreductasa y

son mas toxicas que el colorante en si (62,64,66).

9.2 Ensayo genotoxico de los colorantes textiles

Los datos obtenidos del ensayo genotdxico con el biomodelo Allium sativum
demostraron en el andlisis macroscopico una disminucién del desarrollo de las
raices del biomodelo al interactuar con los colorantes textiles, de los 64 grupos
experimentales, los grupos control (colorante+ caldo de nutrientes) y con los grupos
experimentales (colorante textil+ caldo de nutrientes+ bacteria) presentaron un bajo
desarrollo, lo que dio como resultado la presencia de brotes de raiz y no hubo
presencia de tallo, sin embargo, los grupos control agua presentaron un desarrollo
normal de las raices y algunos casos hubo la presencia de tallo en la parte superior
del biomodelo con las cuales se realizé la comparativa. Para corroborar los datos
se analizaron 1000 células de cada grupo experimental, teniendo un total de 64 mil
células analizadas, con la finalidad de conocer los efectos a nivel celular de los
colorantes y si el tratamiento con bacterias genero algin cambio notorio
disminuyendo los efectos toxicos del colorante, sin embargo, de las 64 mil células
analizadas solo se contabilizaron un total de 10 mil pertenecientes tanto a grupos
experimentales (4 mil), grupos control colorante (2 mil) y grupos control agua (4
mil), debido a que en los demas grupos la cantidad de cuelas en el estadio de
interfase era predominante, en valores porcentuales superaban el 95 % de células
en esta fase y las células en un estadio mitético (profase, metafase, anafase,
telofase) era escasas o muchas veces inexistentes.

En los resultados del indice mitotico realizado en estos mostraron valores
interesantes, en los grupos control agua se observé un rango de entre 48-64% de
células en mitosis y un crecimiento normal de la raiz en el biomodelo, en los grupos
control colorante a 100 ppm se observa un valor cercano al 70 % de células en

mitosis, sin embargo, el tallo no era muy grande, el grupo control colorante a 200
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ppm tuvo un porcentaje de 22% de células en mitosis y los grupos experimentales

estuvieron en rango de 1.2 a 51 % de células en mitosis. Exceptuando al grupo
tratado con E. coli a 100 ppm que parece estar en un estandar normal aunque
también presento brote y no raiz, se podria decir que el colorante textil tanto azoico
como antraquinona son téxicos ya que estan causando una disminucion de células
en mitosis, el cual es el proceso por el cual se generan células nuevas y en si es
por qué se desarrolla este biomodelo, al inhibir la mitosis esté inhibiendo el correcto
desarrollo y por ende le esta causando dafio (86,87,88), en los grupos que fueron
tratados con estas bacterias entéricas no presentaron una diferencia significativa
comparadas con los grupos control, y que el indice mitético presenta muchas
células en estadios de interfase, ademas se observa de forma macroscopica que
no hubo un desarrollo de raiz, esto se podria deber a dos razones primordiales; la
primera es que el colorante textil no fue totalmente removido por las bacterias
generando asi el efecto toxico ya descrito o el segundo caso, las bacterias lograron
biotransformar a los colorantes azoicos y se generaron las aminas aroméaticas como
subproducto de degradacién y por ende se gener6 la inhibicion de la mitosis y
alteracion del ciclo celular (89,90,91).

Estos datos son similares a los encontrados por varios investigadores, los
cuales determinaron que los colorantes textiles encontrados en efluentes
contaminados generan dafios a las células, generando aberraciones
cromosdémicas, formacion de micronucleos, inhibicion de la mitosis y alteraciones
al ciclo celular, ademas de forma macroscopica se observa alteraciones en el
tamafio y forma de las raices del biomodelo empleado, ya sea ajo, cebollin o
lechuga, ademas de la gran dificultad de tratar estos colorantes sin que exista la
presencia de aminas aromaticas las cuales generan mayor toxicidad que el
colorante en si.(92,93,94)

9.3Ensayos de interaccion bacteriana con PCF y ensayo genotoxico.
Por ultimo los datos obtenidos del pentaclorofenol al interaccionar con las
bacterias, después de realizar el andlisis espectrofotométrico, se observd una

53



CIENCIAS AMBIENTALES OMAR ENRIQUE AHUATZIN FLORES

disminucion en los grupos de 25 y 50 ppm tratados con bacterias en la banda de

absorcion donde se encuentra reportado la presencia de pentclorofenol (268 nm),
sin embargo en la concentracion de 100 ppm se nota sin modificacion alguna, esto
podria ser un indicio de que el pentaclorofenol esta siendo afectado por los
tratamientos dados con las diferentes bacterias entéricas empleadas, sin embargo,
al realizar el estudio toxicoldgico, se observo que no hubo presencia de brotes ni
raiz , el pentaclorofenol inhibié el crecimiento de raices en comparacion con el

grupo control (Figura 25y 26).

Por consiguiente, las bacterias posiblemente estén removiendo cierta
cantidad de pentaclorofenol, pero aun asi los subproductos son toxicos, por ende,

el tratamiento no esta funcionando de la manera adecuada.

X. CONCLUSIONES
* Del agua residual textil se lograron aislar 4 cepas bacterianas autoctonas,
pertenecientes al género: Proteus, Salmonella, Klebsiella y Escherichia, cada

microorganismo fue capaz de remover los colorantes textiles.

* Las bacterias removieron el colorante azul Solofenil (azo) de un 25% a un

70% y el colorante azul eryonil (antraquinona) de un 40% a un 90%.

* Los colorantes textiles utilizados en el estudio generaron una inhibicién en el
ciclo celular, lo cual se puede ver reflejado en los distintos ensayos, donde,
los grupos control obtuvieron un crecimiento optimo, mientras que los grupos
experimentales los cuales estan expuestos con el colorante no presentaron
crecimiento de raices. Solo los grupos tratados con agua tuvieron un correcto

desarrollo a nivel de raiz.

» El analisis en el microscopio corrobora los datos macroscoépicos ya que se
observa una proliferacion anormal de células en fase interfase en los grupos
experimentales, mientas que en los controles se observan células en los

diferentes estados mitéticos lo cual coincide con el crecimiento de las raices
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