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Decoloracion del colorante azoicos usando cepas aisladas de sitio contaminados
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Contaminacion de agua, suelo y aire (Tratamiento Bioldgicos).
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Introduccion. La industria curtidora y textil ha utilizado ampliamente
colorantes azoicos (CA) durante el proceso de tefiido. Se ha
demostrado que los productos de degradacién de los CA pueden ser
carcinogénicos en humanos y mutagénicos en microorganismos. En
la actualidad, las tecnologias fisico-quimicas convencionales que se
utilizan para eliminar los CA no son rentables, debido a los costos
elevados y a que pueden causar contaminacién ambiental
secundaria. Se ha reportado que microorganismos aislados de sitios
contaminados tienen alta capacidad de remover contaminantes,
debido a que poseen maquinarias eficientes para destoxificar
diferentes compuestos, por lo que dichos organismos son de interés
para el desarrollo de procesos biotecnolégicos de remocién de
contaminantes (Liu y col., 2017). Por todo esto, el objetivo de este
proyecto es aislar bacterias de residuos industriales que contienen
colorantes sintéticos y realizar su caracterizacién respecto de la
capacidad de degradar colorantes azoicos tipo mono, di y tri azo.
Chaves-Elias (2015) aislé varias cepas bacterianas que tienen
capacidad de reducir Cr(VI) a Cr(lll), observando una mejor reduccién
delion cromato por la cepa AM13, que fue identificada como Bacillus
cereus sensu estricto. Esta especie pertenece al grupo de Bacillus
cereus sensu lato, descrita como patogena oportunista, debido a que
produce varias enterotoxinas, cuya expresion es regulada por la
proteina pleiotrépica PIcR.

Materiales y Métodos. A partir de una muestra de agua residual
industrial proveniente de una teneria del municipio de Ledn Gto., se
aislaron y purificaron varias cepas bacterianas en Agar nutritivo; de
estas, fueron seleccionadas aquellas cepas que crecieran y formaran
halos de decoloracién sobre placas de Agar nutritivo que contenian
los colorantes azoicos Rojo de metilo (monoazoico), Black 2B
(diazoico) y Black 210 (triazoico). Estas cepas se nhombraron como
MLO1 a MLO10. Posteriormente, se realizaron pruebas de
decoloracién en medio LB liquido, utilizando los mismos colorantes y
cultivos a una D.0.600 de 0.5, agregando 200 ppm de Rojo de metilo,
50 ppm de Black 2B 0 50 ppm de Black 210, midiendo la D.0.600 a los
tiempos 0, 5y 24 horas. El calculo de la decoloracién fue realizado de
acuerdo a lo descrito por Leelakriangsak y col., 2012. Posteriormente,
fueron selecciondas las cepas bacterianas que presentaron mayor
porcentaje de decoloracion y estas fueron caracterizadas mediante
métodos moleculares, bioquimicos y microbioldgicos. Estas cepas
también se compararon en su capacidad de resistencia al cromo
hexavalente [Cr(VI)], otro contaminante ambiental utilizado en
diferentes actividades industriales. En estos estudios, a efectos de
comparacién de la remocién de colorantes en medio complejo LB y
de determinar el papel en la capacidad de decoloracion de los
compuestos del regulador transcripcional PIcR, se incluyd la cepa
silvestre Bacillus cereus AM13 y su derivada deletada en el gen plcR
(AM13AplcR) y se obtuvo la complementante en PIcR denominada
FSO4. Para la obtencidn de esta ultima cepa, se transformé la cepa
AM13AplcR con la construccion pDGamysS::plcR::spcR y las
transformantes fueron seleccionadas por su resistencia a Neomicina
(35 pg/mL) y Espectinomicina (275 pg/mL). La complementacion del
gen plcR en las colonias transformantes fue comprobada utilizando

procedimientos bioquimicos (determinacion de actividad de
lecitinasa) y moleculares (PCR con oligonucledtidos inicadores
especificos

Resultados. Se aislaron 10 cepas, de las cuales, se observd que las
cepas MLO6 y MLO8 crecieron y formaron halos de decoloracion en
presencia de los 3 colorantes. Ademas, los ensayos en medio LB
liquido, incluyendo a las cepas AM13, AM13AplcR y FS04, mostraron
que todas las cepas analizadas son capaces de realizar la completa
decoloraron del rojo de metilo a las 5 h de incubacion (figura 1A), sin
observar ningun cambio significativo a las 24 h. Por otra parte, al
mismo tiempo de incubacion, se observé una mayor decoloracion,
entre el 60 y 80 %, de los compuestos azoicos, Black 2B y Black 210,
con las cepas MLO8 y MLO6, y menos del 60 % con las cepas cepas
AM13, AM13AplcR y FS04. La caracterizacion bioquimica y molecular
de las cepas MLO6 y MLO8, sugieren fuertemente que dichas cepas
pertenecen a la especie de Bacillus cereus sensu estricto, por lo que
estan relacionadas filogenéticamente con la cepa AM13. Ademas, las
cepas MLO6 y MLOS, presentaron resistencia a Cr(VI), rasgo que
también posee la cepa AM13 y sus derivadas AM13AplcR y FSO4
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Figura 1. A) Porcentaje de decoloracion de los colorantes Rojo de metilo,
Black2B y Black 210. 1B) Crecimiento bacteriano en caja de LB en presencia
de 50 ppm de Cr(VI).

Conclusiones. Se aislaron varias cepas a partir de una muestra de
agua residual industrial de teneria y se demostré que las cepas MLO6
y MLO8 presentan mayor capacidad de decolorar compuestos
sintéticos de tipo mono (rojo de metilo), di (Black 2B) y tri (Black 210)
azoicos, las cuales, poseen el potencial biotecnolédgico para la
eliminacion de colorantes sintéticos empleados en la industria textil
o curtidora.
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