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RESUMEN

La actual pandemia ha causado un importante incremento en la utilizaciéon de
desinfectantes principalmente el hipoclorito de sodio (NaClO), por lo que se asegura
un posible aumento en el riesgo ecotoxico por la presencia de este compuesto. Sin
embargo, para la neutralizacion del NaClO se utiliza el tiosulfato de sodio (Na2S203)
de caréacter dafino para la vida acuatica. Por lo que, actualmente las alternativas de
usar productos naturales son muy importantes, como es el caso de compuestos
organicos con accion antioxidante y alto poder reductor como las antocianinas
procedentes de especies vegetales coloridas como la col morada. Este estudio tuvo
como objetivo determinar el potencial redox de las antocianinas B. oleracea para la
neutralizacion de la toxicidad del NaClO (Cloralex® 5.5%) en soluciones acuosas
utilizando a D. magna como un modelo bioindicador. Se determiné que la principal
antocianina presente en el extracto de B. oleracea es la cianidina (Rf 69.23 %). En
una primera etapa se verifico la toxicidad de cinco concentraciones de NaClO (0.04,
0.08, 0.12, 0.16 y 0.20 mg/L) sobre D. magna y se determiné la concentracion letal
media (24h-CLso) en 0.11 mg/L. En la segunda etapa se determind la no toxicidad
de 5 concentraciones de antocianinas de B. oleracea (0.04, 0.08, 0.12, 0.16 y 0.20
mg/L) sobre la viabilidad de D. magna al no observar efectos negativos.
Posteriormente se determinaron, por yodometria, las concentraciones de
antocianinas que disminuyeron la concentracion de iones Cl- de NaClO causante de
la CLso 0.11 mg/L, para establecer las condiciones de neutralizacion de la toxicidad
sobre D. magna y se concluyé que las antocianinas de B. oleracea a todas las
concentraciones probadas (0.04, 0.08, 0.12, 0.16 y 0.20 mg/L) neutralizaron la
toxicidad del NaClO a 0.11 mg/L, permitiendo la viabilidad del 100% del
bioindicador. Finalmente, se determind que la concentracion minima de
antocianinas de B. oleracea que logroé reducir en un 93% la concentracion de iones
Cl- de las soluciones de NaClO de 0.11 mg/L, causante de la mortalidad del 50% de
D. magna, fue de 0.02 mg/L, concluyendo que este compuesto tiene potencial para
neutralizar la toxicidad del NaCIO como un tratamiento alternativo mas amigable

con el ambiente.



ABSTRACT

The current pandemic has caused a significant increase in the use of disinfectants,
mainly sodium hypochlorite (NaClO), thus ensuring a possible increase in the
ecotoxic risk due to the presence of this compound. However, for the neutralization
of NaClO sodium thiosulfate (Na2S20s3) is used, which is harmful to aquatic life.
Therefore, currently the alternatives to using natural products are very important, as
is the case of organic compounds with antioxidant action and high reducing power,
such as anthocyanins from colorful plant species such as purple cabbage. This study
aimed to determine the redox potential of B. oleracea anthocyanins for the
neutralization of NaCIO (Cloralex® 5.5%) toxicity in aqueous solutions using D.
magna as a bioindicator model. It was determined that the main anthocyanin present
in the extract of B. oleracea is cyanidin (Rf 69.23%). In the first stage, the toxicity of
five concentrations of NaCIO (0.04, 0.08, 0.12, 0.16 and 0.20 mg/L) on D. magna
was verified, and the median lethal concentration (24h-LCso) was determined at 0.11
mg/L. In the second stage, the non-toxicity of 5 concentrations of B. oleracea
anthocyanins (0.04, 0.08, 0.12, 0.16 and 0.20 mg/L) on the viability of D. magna was
determined, as no negative effects were observed. Subsequently, the
concentrations of anthocyanins that decreased the concentration of Cl- ions of
NaClO, causing the LCsp 0.11 mg/L, were determined by iodometry to establish the
conditions for neutralization of toxicity on D. magna, and it was concluded that the
anthocyanins of B. oleracea at all concentrations tested (0.04, 0.08, 0.12, 0.16 and
0.20 mg/L) neutralized the toxicity of NaClO at 0.11 mg/L, allowing 100% viability of
the biomarker. Finally, it was determined that the minimum concentration of
anthocyanins of B. oleracea that managed to reduce by 93% the concentration of
Cl- ions of NaClO solutions of 0.11 mg/L, causing 50% mortality of D. magna was
0.02 mg/L, concluding that this compound has the potential to neutralize the toxicity

of NaClO as a more environmentally friendly alternative treatment.



I. INTRODUCCION

En 1785, el quimico Claude Louis Berthollet (1748-1822) descubri6 la efectividad
del hipoclorito de sodio (NaClO) como decolorante, con la finalidad de blanquear
telas para una industria de tapiceria (Po-chia et al., 2007), llegando a ser
considerado como uno de los desinfectantes mas utilizados a finales del siglo XIX
(Bermudez, 2013). En la pandemia global de enfermedad respiratoria a
consecuencia del coronavirus (COVID-19) se generalizé el uso frecuente de NaClO,
al ser uno de los agentes recomendados por su efectividad en la destruccion del
virus a una concentracion de 0.1 % (OPS, 2020). Sin embargo, una vez ya utilizado
dentro de los hogares, hospitales, industrias, etc., los residuos tienden a desecharse
llegando como contaminante a los efluentes, muchos de ellos sin tratar, afectando
principalmente a la biota acuatica (peces y microorganismos), sin embargo, son
algunas plantas (Allum cepa y Lactuca sativa) las que han sido utilizadas con la
finalidad de evaluar su efecto toxico.

La afectacion causada por el NaClO se debe a que es un compuesto oxidante de
rapida accion, incluido dentro de los diversos contaminantes detectados en
efluentes residuales. El NaCIO esta compuesto por el ion hipoclorito (ClIO"), que al
entrar en contacto con aguas residuales forma compuestos organicos oxidados
(cloraminas, trihalometanos, cloratos, bromatos, etc.) resultado de una reaccion

redox.

La presencia de estos compuestos conlleva a un gran riesgo para el ambiente,
debido a que son considerados toxicos e incluso cancerigenos, causantes de la
mortandad de animales acuaticos a concentraciones de 0.02 a 0.05 mg/L (NOM-
052-SEMARNAT-2005; Causil et al., 2017), lo que constituye un problema de salud
publica. Algunos efectos detectados en peces expuestos a hipoclorito (ClIO) son las
dificultades respiratorias y en algunos casos la muerte (Shrivastava, 2015;
Hemachandra y Pathiratne, 2016); mientras que, en plantas el efecto citotoxico del
NaClO en raices de Allum cepa genera anomalias celulares (cromosomicas),
clasificandolo como una sustancia altamente citotoxica capaz de generar dafios a

concentraciones inferiores a 5 ppm (Pacheco 2017).



Para resolver esta problematica, en los tratamientos de agua potable se ha
implementado la reaccion de neutralizacion del NaClO a través del uso de tiosulfato
de sodio (NazS203) reglamentando su uso con la norma oficial (NMX-K-281-SCFI-
2012). Sin embargo, este compuesto también esta catalogado como nocivo para el
hombre y para la vida acuatica (Divisa quimica, 2018), haciendo evidente la

necesidad de buscar alternativas para su neutralizacion.

Actualmente el uso de productos naturales ha sido de gran importancia como
alternativas para la sustitucion de componentes sintéticos por ser no téxicos, no

alérgicos y ser biodegradables (Castro et al., 2016).

En este sentido, estudios epidemiolégicos describen las propiedades como
pigmento y los efectos terapéuticos de los componentes bioactivos presentes en la
col lombarda (Brassica oleracea var. capitata), tales como su potencial antioxidante,
polifenoles, flavonoides y antocianinas (Charron et al., 2015; Dyrby et al., 2018).

En la naturaleza existen compuestos organicos con accién antioxidante y alto poder
reductor como las antocianinas (provenientes de especies vegetales coloridas como
la col morada, por mencionar alguna), que podrian constituir otra opcion para el
tratamiento de aguas residuales. Las antocianinas pertenecen a un grupo de
antioxidantes que tienen la capacidad donante de hidrogeno o de electrones con
potencial para prevenir o detoxificar procesos que generan radicales libres (Menzies
et al., 2016). Como parte del proceso de validaciéon del potencial que algunos
compuestos poseen para considerarse como alternativas dentro de algun
tratamiento quimico como la neutralizacion del NaClO, es necesario evaluar el éxito
de la reaccion sobre organismos bioindicadores. Entre los modelos biolégicos mas
utilizados en ecotoxicologia se encuentra el bioindicador acuatico D. magna, debido
a su corto ciclo de vida, la facilidad para establecer las pruebas en el laboratorio y
a que es un representante adecuado del zooplancton (Dodson y Hazanato, 1995).
La disminucién de la toxicidad del NaCIlO a través de la neutralizacion asistida por
compuestos naturales y evaluada sobre bioindicadores ha sido poco explorada. Por

lo anterior, la presente investigacion pretende determinar el potencial de las
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antocianinas de Brassica oleracea var. capitata f. rubra para neutralizar la toxicidad

del NaClO verificando a través de la mortalidad del bioindicador D. magna.

La implementacion de los procesos alternativos de neutralizacion de contaminantes
como el NaClIO requiere del conocimiento profundo de las caracteristicas quimicas
y funcionales de los compuestos que podrian tener dicho potencial. En este sentido,
se abordara a continuacion la informacion que da sustento a la presente

investigacion, desde la concepcion de la contaminacion del agua.
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1.1. Marco teérico
1.1.1. Contaminacion del agua

La contaminacion del agua puede definirse como “la adicion de todo elemento,
compuesto, sustancia, derivado quimico o biologico, energia, radiaciéon o una
combinacion de ellos, cuya presencia en el agua, en diversas concentraciones o
lapsos de tiempo, y como consecuencia, puede suscitar un peligro en la salud
humana, en los ecosistemas y en la preservacion de la riqueza ambiental’
(Richardson et al., 2016).

Las descargas de aguas residuales domésticas, industriales, agricolas y pecuarias
contienen elementos y sustancias quimicas disueltas, asi como sdlidos
suspendidos, en concentracion variable, que si son vertidas sin tratamiento
ocasionan la contaminacién de los cuerpos de agua superficiales. Se estima que a
nivel mundial entre 85y 95% del agua residual se descarga directamente a los rios,
lagos y océanos sin recibir tratamiento previo (Conagua, 2015). En México, el 80 %
de los ecosistemas acuaticos, entre ellos cuerpos de agua como los rios, se
encuentran bajo algun grado de contaminacion, detectando contaminantes
principalmente como materia organica, nutrientes (nitrégeno y fosforo) y

microorganismos (coliformes fecales) (Hernandez et al., 2020).

1.1.1.2 Principales contaminantes que afectan a las comunidades y a los
organismos
La clasificacién de los contaminantes se lleva a cabo de acuerdo con el origen y el

efecto que ocasionan en los diversos ecosistemas naturales (Rodier, 2015).

e Contaminacion bioldgica: es originada por contaminantes que causan el
incremento de la carga bacteriana o la presencia de microorganismos
patdgenos cuando existen grandes poblaciones de estos organismos pueden

llegar a limitar el oxigeno del agua acabando con toda la vida acuatica.

e Contaminacion quimica: las sustancias quimicas inorganicas como los
acidos y los compuestos de metales toxicos envenenan el agua, mientras

gue las sustancias quimicas organicas como el petréleo, el plastico, los

12



plaguicidas, los detergentes, los desinfectantes tales como el NaCIO y los

productos farmaceéuticos son potencialmente ecotoxicos.

Existe una gran cantidad de compuestos quimicos contaminantes del agua entre los

gue se encuentra comunmente el NaClO (Pathiratne et al., 2015).

1.1.2. Hipoclorito de sodio (NaClO)

El NaCIO es un compuesto quimico (Figura 1) claro con ligero color verde-
amarillento y olor caracteristico al cloro, ampliamente utilizado por sus propiedades
desinfectantes (Shrivastava, 2015; Baker et al., 2003).

0 T
)

Figura 1. Formula quimica del hipoclorito de sodio (NaClO). Esta conformado por un catién sodio
(Na*) y un anién de hipoclorito (OCI- o CIO). (Baker et al.,2003)

Na*

El NaCIlO fue sintetizado por el quimico francés Claude Louis Berthollet en 1787
para blanquear telas. Posteriormente, a finales del siglo XIX Luis Pasteur demostro
su accién desinfectante, incrementando su empleo en beneficio de la salud por
eliminacién de microorganismos patdégenos. El NaCIO es conocido como liquido
blanqueador, soda blanqueadora, sal sodica del acido hipocloroso, blanqueador y
oxicloruro de sodio (Baker et al., 2003). EI NaCIO pentahidratado muestra su punto
fusion a los 27°C, de manera que se debe mantener a bajas temperaturas para que
pueda conservar su estado soélido (Kirck & Othmer, 2000). Tomando en cuenta su
inestabilidad, se encuentra usualmente en soluciones acuosas en concentraciones
comerciales clasificadas en dos grupos: soluciones acuosas con concentracion de

cloro activo inferior al 10 % y superior al 10 % (Instituto del cloro, 2003).

13



1.1.2.1. Propiedades fisicoquimicas del NaCIO

El NaCIO, contiene cloro en estado de oxidacion *1 debido a esto se considera un
oxidante fuerte y econdmico. Debido a esta caracteristica destruye colorantes por

lo que se le atribuye como un blanqueador y como un desinfectante. En la Tabla 1

se muestran las propiedades fisicas del NaClO (Baker JT. 2003).

Tabla 1. Propiedades fisicas del NaCIO.

Peso Molecular (g/mol)

74,4

Estado Fisico

Liquido

Punto de Ebullicién (°C) (760 mmHg)

Punto de Fusién (°C)

120 (Concentracion cloro activo: 6.5%)
40 (5% de NaOCl en agua)

8,6 (Concentracion cloro activo: 6.5%)
-6 (5% de NaOCl en agua)

Presion de Vapor (mmHg)

17,5220 C (5% de NaOCl en agua)

Gravedad Especifica (Agua = 1)

Densidad del Vapor (Aire = 1)
Velocidad de Evaporacion (Acetato de Butilo = 1)

1,11-1,2a25°C, agua 4°C
(Concentracion cloro activo: 6.5%)
1,07 - 1,14 (5% de NaOCl en agua)
No Reportado

No Reportado

Solubilidad en Agua

Soluble en agua fria,

se descompone en agua caliente
(Concentracion cloro activo: 6,5%)

100% en agua (5% de NaOCl en agua)

Limites de Inflamabilidad (% vol)

No combustible

Temperatura de Auto ignicién (°C)

No reportado

Punto de Inflamacioén (°C)
pH

No reportado
12 (Concentracion cloro activo: 6,5%)
9-10 (5% de NaOCl en agua)

Fuente: (Baker JT. 2003).

1.1.2.2. Propiedades quimicas del NaClO

Los hipocloritos son considerados agentes oxidantes fuertes e incluso con mayor
potencia que el peréxido de hidrégeno y el dioxido de cloro, por ello, el NaClO es un
la destruccion de

compuesto blanqueador y desinfectante usado para

microorganismos. Las soluciones de NaClO se clasifican en blanqueadores de usos
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doméstico con un porcentaje de cloro disponible que va del 5 al 5.5% y soluciones
fuertes o comerciales con un porcentaje de cloro disponible del 12 al 15% (Baker et
al., 2003). El “contenido de cloro disponible” o “cloro activo” determina el potencial
oxidante del compuesto con la cantidad de cloro elemental aplicado para preparar

la solucién.

El NaCIO en solucién se descompone de dos maneras: en la reacciéon 1, a cloruro
de sodio (NaCl) y oxigeno (O2). Mientras que, en la reaccién 2, a cloruro de sodio y
clorato de sodio (NaClO3):

Catalizador

Reaccion 1: 2NaOCl = 2NacCl +02
Reaccion 2: 3NaOCIl = 2NacCl + NaClOs

Estas dos reacciones se pueden dar en dos fases: en la reaccion 3, se presenta la
fase inicial lenta en el que se forma el clorito de sodio (NaClO3), y en la reaccién 4

se presenta la fase rapida por desproporcionamiento entre el hipoclorito y el clorito.

Lento

Reaccion 3: 2NaOCl - NaCl + NaClO:2
Répido
Reaccion 4: NaOCI + NaOClz > NaCl + NaClOs3
En lareaccion 5, se muestra como el NaClO puede reaccionar con acido hipocloroso

(HOCI):
Reaccion 5: 2NaOCI| + HOCI = 2NacCl + HCIOs

Las soluciones de NaClO se tienen que conservar a un pH 11, debido a que en
medio acido el hipoclorito se descompone més facilmente que en medio basico,

como se muestra en la ecuacién de la solucién de NaClO.
NaOCI + H20 - NaOH + HOCI <& Na* + OH + OCI-

Estrella et al., (2003), en su estudio acerca del mecanismo de accion del NaClO
sobre microorganismos, determind que este compuesto funciona como disolvente
de materia organica a concentraciones de 2.5 a 5%, especialmente de acidos

grasos a los que convierte en sales de acidos grasos (jabones) y glicerol (C3HsO3).
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Por otra parte, neutraliza a los aminoacidos generando agua y sales. En la
formacion de agua se reduce el pH con la reduccion de iones hidroxilo (HO")
estimulando asi la presencia de acido hipocloroso, que actia como solvente al
entrar en contacto con la materia organica; libera cloro que al combinarse con el
grupo amino de las proteinas forma cloraminas, consideradas productos

desinfectantes (Alarcon, 2019).

1.1.2.3. Produccion, aplicaciones y usos del NaCIO

El cloro en presencia de agua y de hidroxido de sodio produce hipoclorito de sodio
pentahidratado (NaClO.5H20). La solucion de NaClO se elabora por medio de dos
procesos: el proceso quimico donde se preparan soluciones para ser almacenadas
por un tiempo prolongado; y el proceso electroquimico in situ que se maneja en la
preparacién de soluciones para utilizarse después de un corto tiempo de la

preparacion (International Chemical Industries, 2003).

Los principales usos del NaCIO son como desinfectante en labores de limpieza
doméstica e industriales, en diversos procedimientos en el area de investigacion y
medicina que necesitan la desinfeccién de equipos y ambientes antisépticos, en el
tratamiento de potabilizacidén del agua, destruccién de algas y Iégamo en albercas,
en procesadoras de alimentos, refineria de petréleo y aceites, en la produccion de
jabones, como blanqueador textil, etc. (Kirck y Othmer, 2000). La frecuencia de su
empleo hace importante considerar una supervision adecuada de su manipulacion
(Shrivastava, 2015).

Método quimico

La reaccion entre la solucién de sosa caustica y cloro liquido o gaseoso es el

resultado de la elaboracion de NaClO en solucidén, como se muestra a continuacion:
Cl2 + 2NaOH - NaOCI + NaCl + H20 + calor

Es necesario llevar a cabo procesos de refrigeracion, teniendo en cuenta que esta

reaccion libera calor (Barrera et al., 2016).
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1.1.2.4. Elaboracién de soluciones antisépticas recomendadas para areas de
la salud.

Se debe utilizar el NaCIO a la concentracion permitida en el pais segun sea la

utilidad que se le dé como solucién desinfectante (Tabla 2).

Tabla 2. Concentraciones recomendadas para desinfeccion con NaClO.

Concentracidn de solucion desinfectante para preparar 1 L de solucién

0.1% 0.5%

Para desinfeccion de superficies,

. e L Para derrames de fluidos
pisos, utensilios de limpieza y

corporales (sangre, vomitos, ...)

Use la concentracién
de Hipoclorito de

mortuorios
sodio (disponible en el
pais) * . . . . . .
Hipoclorito de Cantidad de Hipoclorito de Cantidad de
sodio agua sodio agua
1% 100 mL 900 mL 500 mL 500 mL
3% 30 mL 970 mL 154 mL 846 mL
4% 25 mL 975 mL 125 mL 875 mL
5% 20 mL 980 mL 100 mL 900 mL
10% 10 mL 990 mL 50 mL 950 mL

Fuente: (OPS y OMS, 2020).

En el manejo de algun compuesto de cloro (diéxido de cloro, hipoclorito de sodio o
de calcio y gas cloro) para la desinfeccion de agua, se debera medir como cloro
residual libre. A continuacion, se muestran en la Tabla 3 los limites permitidos en el
agua conforme a la NOM-127-SSA1-2017.

Tabla 3. Limites permisibles sanitarios de residuales de la desinfeccion.

Parametros Limite permisible Unidades
Cloro residual libre 0.2a1l5 mg/L
Yodo residual libre 0.2a1l.5 mg/L

Plata total 0.05a0.1 mg/L

Fuente: (NOM-127-SSA1-2017)
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1.1.2.5. Efecto del NaClO en especies acuaticas y humana

La descarga de compuestos toxicos en las aguas se vuelve una problematica en la
salud publica; con respecto a los principales componentes de las aguas residuales
se encuentran las soluciones de NaClO que generalmente son de uso habitual
(Pathiratne, et al., 2015). Se menciona que la cloracion en el suministro de aguas
residuales ocasiona efectos adversos, debido a que el cloro mezclado con amoniaco
o aminas perjudica a la vida acuatica por la formacion de cloraminas. Este
componente es un oxidante fuerte y puede ser letal para la mayoria de los peces a
concentraciones de 0.02 a 5.9 mg/L (Iquisa, 2021); los sintomas que presentan por
la sobreexposicion es hiperactividad, movimientos espasmaodicos de la cola, aletas
o boca, saltar fuera del agua, les causa dificultades respiratorias y en algunos casos
la muerte, incluso a concentraciones inferiores a 0.3 ppm (Shrivastava, 2015;

Hemachandra y Pathiratne, 2016).

Durante el proceso de cloracion se realiza la degradacién del material fecal, por otro
lado, se produce una serie de subproductos de la cloracion (SPC) que llegan a ser
téxicos como resultado de la reaccion entre el cloro y los compuestos organicos, la
toxicidad indirecta por estos subproductos, provenientes del agua clorada, se ha
vuelto una cuestion de inseguridad para su consumo, ya que son considerados
cancerigenos, mutagénicos e incluso teratdgenos para el ser humano y algunos

otros organismos (Sanchez Zafra, 2008).

Riesgo ecotoxicolégico del NaCIO

Respecto al riesgo ecolégico del NaClO en diferentes matrices ambientales se

conoce lo siguiente:

A. Aire: no hay suficiente informacion de las problematicas ambientales en la
atmosfera por los componentes de las soluciones de hipoclorito, pero se
menciona que el NaClO con los rayos UV se descompone a NaCl y O:2
(Mexichem, 2010).

B. Agua: en las aguas residuales hay presencia de materia organica que

reaccionan al entrar en contacto con el cloro disponible que hay en las
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soluciones de NaClO, de tal manera, que se producen compuestos organicos
oxidados (trihalometanos, oxigeno, cloraminas, cloratos, etc.), las
concentraciones que van de 0.02-0.05 mg/L pueden causar la mortalidad de
especies como es el caso del fitoplancton marino (ATSDR, 2010).

C. Agua de consumo: el agua para beber a concentraciones de cloro de 225
ppm presenta un sabor desagradable. El hipoclorito administrado al agua
potable a concentraciones de 0.03-0.06 mg/L, con un pH de 7.0-85 a
temperatura de 4-20°C mata a los microorganismos en un tiempo de 20 min.
En las redes de suministro de agua potable se agrega cloro a
concentraciones de 1.0-29.7 mg/L para conservar niveles de cloro residual
de 0.2-6.0 mg/L con la seguridad de no perjudicar o causar dafios a la salud
humana (ATSDR, 2010).

Para el buen manejo del hipoclorito y para poder intervenir ante un accidente de
derrame o la neutralizacion de acidez causados por este compuesto, es necesario
basarnos en la Ley General del Equilibrio Ecoldgico y Proteccion al Ambiente,
Reglamento de la L.G.E.E.P.A en Materia de Residuos Peligrosos, las Normas
Oficiales Mexicanas aplicables y a los ordenamientos técnicos-legales, tanto

federales, estatales y municipales (Mexichem, 2010).

El NaClO a nivel comercial se encuentra a concentraciones que van de 0.5 a 5.25%
ya que es considerado un producto toxico y puede ocasionar dafios tisulares cuando
no es empleado adecuadamente (Juarez y Lucas, 2001). Es una sustancia
altamente citotoxica a concentraciones inferiores a 5 ppm (Causil et al., 2017). En
la especie Allium cepa el NaClO genera anomalias celulares (cromosomicas) e
inhibe la division celular. Por considerarse una sustancia inorganica no es posible
aplicarle un método para determinar la biodegradabilidad. A pesar de ser diluido en
agua el NaClO forma soluciones causticas, de manera, que es utilizado en los
tratamientos de aguas residuales para la reduccion de microorganismos patégenos.
Asi mismo, estas sustancias traen consecuencias de mortalidad a la biota acuatica

por diversificacion de pH. En la Tabla 4, se mencionan algunos organismos que son
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afectados por este compuesto con la CLso que les causa mortalidad en diferentes

lapsos de tiempo.

Tabla 4. Toxicidad por NaClO puro en especies acuaticas.

ORGANISMO CLso Y TIEMPO
ONCHORHYNCHUS MYKISS 0.07 mg/L /48 h
P. PROMELAS 1.34 mg/L /96 h
L. MACROCHIRUS 1.1 mg/L /96 h
DAPHNIA MAGNA 0.07 - 0.7 mg/L /124 h

Fuente: (Baker JT. 2003).

1.1.2.6. Cuantificacion del NaClO de acuerdo con la NMX-K-SCFI-2012

El objetivo principal de la norma es cuantificar la concentracion de NaClO en
solucién. Se agrega yoduro de potasio la solucién de hipoclorito en un medio acido.
Al reaccionar, el yodo libre se titula con una soluciéon de tiosulfato (NMX-K-281-
SCFI-2012).

1.1.3.1. Propiedades fisicas y quimicas del Na2S203

El tiosulfato de sodio (Na2S203) es considerado una sal organica elemental, debido
a las utilidades médicas que se le dan, asi también, es fundamental para neutralizar

sistemas de aguas cloradas.

Este compuesto inorgénico tiene una estructura cristalina de tipo monoclinica, lo
integran dos cationes sédicos (Na*) y el anion tiosulfato con carga negativa (S203),
el atomo de azufre central esta unificado con tres atomos de oxigeno y otro atomo
de azufre mediante enlaces simples y dobles con caracter de resonancia (National
Center for Biotechnology Information., 2017; Figura 2).
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Figura 2. Formula quimica del tiosulfato de sodio (National Center for Biotechnology Information,
2017).

El Na2S203 en su manera anhidra tiene un peso molecular de 158.11 g/mol y en su
forma pentahidratada de 248.18 g/mol, con una densidad de 1.667 g/mL (National
Center for Biotechnology Information, 2017). Es una sal neutra, no posee un olor
caracteristico, es incolora y se caracteriza por sus cristales monoclinicos; es
eflorescente, es decir, que al estar en contacto con el aire hay una pérdida de agua
de cristalizacion y se disminuye en forma de polvo. Este compuesto es insoluble en
metanol, sin embargo, en agua es muy soluble para su forma pentahidratada. Su
punto de fusion es a los 48°C y a los 100°C se empieza a deteriorar (Royal Society
of Chemistry, 2015).

El Na2S203 se disocia facilmente en agua para dar iones sodio y tiosulfato. En
ambientes normales es un sélido neutro, pero a altas temperaturas es inestable y

da como resultado sulfato y polisulfuro sédicos:

4Na2S203 — 3Na2S04 + NazSs

1.1.3.2. Reaccién de neutralizacion en soluciones de cloro con Na2S203

La norma “Standard Methods for the examination of water & wastewater, 9060 A,
sample collection, dechlorination” establece las siguientes proporciones (Norma de

referencia mundial en métodos de analisis de aguas, 2013):
Las reacciones involucradas son:

a) Neutralizacion por reaccion redox del cloro libre:
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4 Cl2 + Na2S203 + 5 H20 > NaHSO4 + 8 HCI

De acuerdo con esta reaccion 4 moles (275.6 g) de cloro son neutralizados
(estequiométricamente) por 1 mol (158.11 g) de Na2S20s.

b) Neutralizacion por reaccion redox del hipoclorito presente, como acido

hipocloroso o como hipoclorito de sodio y/o calcio:

4 HCIO + Na2S203 + 2 NaOH — 4 HCI + 2 Na2SO, + H20
4 NaClO + Naz2S203 + 2 NaOH — 4 NaCl + 2 Na2SO4 + H20
2 Ca (ClO)2 + Naz2S203 + 2 NaOH — 4 NaCl + 2 CaSO4 + H20

1.1.3.3. Potencial redox del NaCIO y Na>S203

El acido hipocloroso (HOCI) y el ion hipoclorito ((OCI), son considerados agentes
oxidantes fuertes. Reaccionan con una diversidad de moléculas biolégicas como las
proteinas (Hawkins y Davies, 1998 y 1999; Hazell et al.,, 1993 y 1994), los
aminoacidos (Nightingale et al., 2000), los péptidos (Heinecke et al., 1993), los
lipidos (Spickett et al., 2000) y el ADN (Prutz, 1998) en condiciones fisiol6gicas de
pH.

A continuacion, se presentan los potenciales de electrodo estandar para la
reducciéon de HOCI y "CIO (Fukuzaki, S. 2006):

HOCI+ H"+ 2e° <> CI'+ H2O  E°=1.48YV
‘OCl+H20+2e«<>Clh+20OH E°=0.81V

El Na2S203 a una concentracion de 2.2 g/L con un pH de 1.8 y 2.2, por medio de un
estudio de oxidacion y potenciales de o6xido-reduccion (OPR), muestra una
propiedad redox de 615 mV (Arce et al., 2015).

Los potenciales de oxido-reduccién de los iones tiosulfato varian debido a los oxo-

aniones del azufre, como se muestra en la Tabla 5 (Bernard, 1995):

22



Tabla 5. OPR de iones tiosulfato.

lones tiosulfato OPR
H,SO3 / S;05 % E°=0,40 V
SO5% | S,05% E°=0,571V
S:0:% /S E°=0,5V
S40¢% | S205* E°=0,08V

1.1.3.4. Ecotoxicidad del Na2S20s3

El Na2S203 es catalogado como un compuesto toxico para algunas especies
acuaticas. Sin embargo, las propiedades toxicoldgicas de este material no han sido
plenamente investigados. En las hojas de seguridad de la sustancia quimica bajo la
normativa legal NOM-018-STS-2000 mencionan la CLso y el tiempo que les causa

la mortalidad a algunos organismos como se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6. Toxicidad por Na2S20s referido a la sustancia pura para especies acuéticas.

Organismo CLso y tiempo
Pimephales. promelas >10,000 mg/L/96h
Gambusia affinis 26,000 mg/L/48h
Daphnia magna CEso: 1,223 mg/L/48h

Fuente: Divisa quimica (2018).
1.1.4. Laquimica verde

La quimica verde pertenece a una rama de la quimica cuyo principal objetivo es
reducir y eludir la contaminacién mediante el desarrollo de procesos que disminuyan
la utilizacion y produccién de compuestos dafinos o toxicos para el ambiente, (EPA,
2017).

Al elaborar un producto verde se debe considerar que sea viable, es decir, que no
se presente un potencial dafino a nivel ambiental por su uso. Ademas, en
cuestiones sociales y econémicas son un producto sostenible (Gonzales Davila,
2016). Entre las opciones de compuestos que cuentan con el potencial de
neutralizar oxidantes fuertes como el NaClO estan los antioxidantes naturales

(Muedas et al., 2008). En la naturaleza existen diversos compuestos con estas
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caracteristicas y se denotan por su colorido, como es el caso de algunas especies

de plantas del género Brassicaceae.

1.1.5. Brassicaceae

Brasicaceas (Brassicaceae) o cruciferas (Cruciferae), pertenecen a una familia de
plantas constituida por 338 géneros y 3710 especies. Esta gran diversidad hace una
familia interesante por la diversa utilidad para el humano; algunas de sus especies
son empleadas como alimento natural o procesado, como plantas medicinales,
decorativas y alimento para la ganaderia. Entre las variedades cultivadas se
encuentran el repollo, la coliflor, las coles de bruselas, el brécoli, el brécol, la
lombarda (Brassica oleraceae), el berro (Nasturtium officinale),
el rAbano (Raphanus sativus) y el nabo (Brassica rapa). Una variedad cultivada con
fines decorativos es el alheli (Erysimum cheiri) y algunos géneros son considerados
maleza en regiones de cultivo con provecho para la alimentacion animal. Su
produccion se da especialmente en regiones templadas en los hemisferios norte y
sur, en la region Mediterranea y Asia Central. Sin embargo, la distribucién de cultivo
se ha esparcido a regiones tropicales y subtropicales y se producen durante todo el
afo (Rojas et al., 2004).

1.1.5.1. Brassica oleracea var. Capitata

Brassica oleracea es una hortaliza comestible de fuerte y caracteristico sabor, es
conocida comunmente como col lombarda, col morada y col roja por su distinguido
color morado. El término comun de la col proviene del francés caboche que significa
“cabeza” (WCSP, 2018). Se considera una de las mas antiguas debido a que ha
sido cultivada por los ultimos 2000 afios (Monreu, 2015). Al Oeste y costas de
Francia, fue descubierta de manera silvestre, para después ser distribuida por todo

el mundo (Fornaris, 2014).
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Figura 3. Col lombarda (Brassica oleracea var. Capitata) (Fornaris, 2014).

Taxonomia de Brassica oleracea var. Capitata

La col lombarda presenta las siguientes caracteristicas taxondmicas (tabla 7):

Tabla 7. Descripcion taxondmica de Brassica oleracea var. Capitata.

Taxonomia Nomenclatura
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Brassicales
Familia Brassicaceae
Género Brassica
Especie Brassica oleracea

Fuente: (Davise et al., 2015).

La Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural sefiala que, en el afio 2018, la
produccion de B. oleracea superoé las 214 mil toneladas, fue cultivada en 24 estados
donde Puebla, Nuevo Leon y Chiapas se colocaron como los principales
productores de esta hortaliza (SADER, 2019).

Esta hortaliza ha sido evaluada por sus propiedades nutricionales como fuente rica
en fibra, vitaminas, minerales, y con un gran nimero de sustancias bioactivas entre

las que destacan los glucosinolatos (isotiocinato, sulforafano, Indol-3-carbinol). Por
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sus altas concentraciones de antioxidantes y su utilidad como colorante natural, es
considerada una de las especies de Brassica mas apreciada y significativa, por su
composicién nutricional (Tabla 8). Ademas, es de facil almacenamiento por su
tiempo de vida media de 2 a 3 meses, lo que le permite estar fresca y conservada
(Valencia-Arredondo, 2015; Wiczkowski et al., 2015).

Tabla 8. Composicion nutricional de Brassica oleracea var. Capitata por cada 100 g.

Nutriente Cantidad
Energia (cal) 30
Proteina (g) 1.70
Grasa total (mg) 0.10
Colesterol (mg) -
Glacidos 7
Fibra (g) 1.50
Calcio (mg) 32
Hierro (mg) 0.70
Yodo (ug) -
Vitamina A (mg) 10
Vitamina C (mg) 71

Vitamina D (mg) -

Vitamina E (mQ) 0
Vitamina B12 (mg) -

Folato (ug) 0

Fuente: (Fundacion universitaria Iberoamericana, 2017).

Caracteristica fitolégica

La produccion de la hortaliza se da dos veces al afio, tiene una raiz pivotante (raiz
principal, persistente y mas gruesa), el tallo presenta una altura aproximada de 60
cm; es pequefio, semilefioso y rigido, no tiene ramificaciones. Sus hojas son
amplias, en forma de ovalo, pecioladas con nervaduras de manera que le dan un
aspecto de cabeza o capullo. Las flores tienen pétalos amarillos y pedunculos (tejido

gue sostiene a una flor). El fruto es coniforme, cuenta con cerca de 13 semillas de
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color gris o café, y tiene una consistencia firme y dura lo que constituye su parte
comestible (Hurrell et al., 2009). Su cultivo se puede adaptar a los diferentes tipos
de suelo, principalmente, a aquellos que contengan desechos vegetales o animales
de cualquier tipo, que sean de climas templados; su temperatura éptima va de 15 a
20°C, mientras que resiste de 0 °C a 27 °C, su pH oscila de los 6.5 a 7.5 (Benavides
et al., 2010).

B. oleracea var. Capitata contiene una compleja mezcla de fitoquimicos que le
atribuyen propiedades antioxidantes, el grupo mas diverso de polifenoles en esta
especie son los flavonoides, principalmente las antocianinas que le dan ese
caracteristico color purpura y que tienen un importante papel en la salud humana
(Valencia- Arredondo, 2015).

1.1.6. Antocianinas

El término de antocianinas deriva del griego anthos (flor) y kyanos (azul oscuro).
Estos compuestos constituyen un conjunto de pigmentos hidrosolubles naturales
que se encuentran en frutas, verduras y plantas; en estas Ultimas son las
encargadas de las tonalidades de azul, purpura y naranja debido a las diferentes
condiciones de pH. Las antocianinas son de gran importancia en las flores, en su
ecofisiologia y en su propagacion; influyen en la atracciébn de polinizadores y
componentes de proteccion en las plantas ante los elementos de estrés bidticos y

ambientales (Menzies et al., 2016).

Las antocianinas pertenecen a los flavonoides glucosidicos de las antocianidinas
que se encuentran en la célula vegetal principalmente en las vacuolas. Estos
pigmentos tienen la capacidad de ser el sustituto de los pigmentos artificiales en la
produccion de articulos de valor agregado para uso humano como los
medicamentos, los cosmeéticos y los alimentos (Gullon et al., 2020). Constituyen al
conjunto de colorantes mas grandes descubiertos en el reino vegetal, asi como
también, el mas trascendental antes de la clorofila. Las propiedades de las

antocianinas son: 1) proteccién de los cloroplastos por exposicion extensa a la luz,
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2) reduccion de la radiacion UV-B y 3) actividad antioxidante, como respuesta al
estrés provocados por temperaturas extremas, radiacion UV, deficiencia de
nutrientes, sequias, exceso de luz e infecciones bacterianas o por hongos en las
plantas (Gould et al., 2009).

Durante el proceso de la fotosintesis es indispensable la luz, por el contrario, un
exceso de ésta origina la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) como
02 * H202 y OH* causando reacciones indeseables como el estrés oxidativo, que
dafia las membranas, degrada los cloroplastos y provoca inestabilidad en las
defensas de la planta a las ROS, mientras que las antocianinas aminoran el dafio a

los cloroplastos (Zhang et al., 2010).

1.1.6.2. Caracteristicas quimicas de las antocianinas

Las antocianinas estan caracterizadas por complejos patrones de hidroxilacion,
metoxilacion, glicosilacion y acilacion en diversas plantas. Cuando en una misma
molécula se perciben dos glucidos, generalmente se encuentran aciladas con
hidroxibenzoicos, &cidos cinamicos y &cidos alifaticos. La acilacibn hace mas

estable el pigmento, pero no presenta coloracién (Girses et al., 2016).

Figura 4. Molécula de antocianina. Su estructura basica es un nucleo flavon el cual consta de dos
anillos aromaticos A y B unida por una cadena de tres carbonos (Fuente: Ignacio et al., 2011).
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Las antocianinas por su naturaleza quimica corresponden al grupo de los
flavonoides como glucdsidos, designados antocianidinas de las cuales se estima la
existencia de mas de 600, sin embargo, solamente 6 antocianidas son las mas
habituales, entre las que se encuentran la petunidina (Pt), la malvidina (Mv), la
pelargonidina (Pg), la delfinidina (Dp), la cianidina (Cy) y la peonidina (Pn), como se
muestra en la Tabla 9 (Wu, 2006). Estructuralmente estan conformadas por 2 anillos
aromaticos (A y B) unidos por una cadena de 3 carbonos y un anillo heterociclico
(C) (Ignacio et al., 2011), que se llegan a diferenciar por dos sustituyentes (R1y R2)
en donde se unen los azucares (arabinosa, galactosa, glucosa, ramnosa, rutinosa y

xilosa) (Kamiloglu et al., 2015).

Tabla 9. Sustituyente de las antocianinas.

. Sustitucion
Aglicona Abrev. R1 R, Color visible
Cianidina Cy OH H naranja — rojo
Difinidina Dp OH OH azul —rojo
Malvidina Mv OMe OMe azul —rojo
Peonidina Pn OMe H naranja — rojo
Pelargonidina Pg H H Naranja
Petunidina Pt Me OMe azul —rojo

Fuente: (Wu, 2006).
La antocianidina esta compuesta por el ion flavilio, que debido a la baja cantidad de
electrones que posee, se comporta sensible a los cambios de pH de las sustancias
a las que se expone. El pigmento de las antocianinas depende de la disposicién y
namero de los grupos hidroxilos y metoxilo en su molécula, si se presenta un
incremento de metoxilacion se originan tonalidades rojas, por el contrario, si hay un

incremento de hidroxilacion se originan tonos azules (Garzon, 2008).

1.1.6.1. Actividad biolégica de las antocianinas

Las antocianinas reducen enfermedades coronarias en humanos, hecho probado
en estudios realizados con antocianinas del vino, debido a que atrapan ROS e

inhiben la oxidacion de lipoproteinas, concluyendo asi, que en Francia el riesgo de
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padecer enfermedades coronarias es bajo debido al excesivo consumo de vino tinto
(Aguilera et al., 2011).

Hagiwara et al., 2003, describen que una ingesta de col y papa morada en la
alimentacion de ratas ocasiona la supresion de tumores, por lo tanto, se le considera

con funciones antitumorales y anticancerigenas.

Actualmente, existen extractos de antocianinas integrados como suplementos
alimenticios en el mercado, como es el caso de los extractos de maiz morado; otros
colorantes naturales extraidos de flores, frutas y verduras encuentran un uso
farmacéutico, cosmético, alimentario e incluso para tincion textil. El empleo de estas
fuentes colorantes esté contribuyendo a aminorar el dafio ambiental y el dafio hacia
la salud humana (Shipp & Abdel, 2010; Aguilera et al., 2011).

1.1.6.3. Estabilidad de las antocianinas

Agentes externos como la temperatura perjudican la estabilidad de los pigmentos
de antocianinas. A los 4°C se muestran estables, pero con el aumento de
temperatura se origina una carencia de la azucar glicosilada en la posicién C-3 de
la molécula, causando una abertura del anillo y produciendo chalconas descoloridas
inestables (Figura 5). Por ultimo, la pérdida de antocianinas es causada por el efecto
degradativo del oxigeno y el acido ascérbico. Por otra parte, el oxigeno al ser

excluido no produce cambios en el pigmento (Alamilla et al., 2016).

calcona 1CH

Figura 5. Efecto de la temperatura sobre las antocianinas (Fuente: Garzén, 2008).
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1.1.6.4. Efecto del pH de las antocianinas

El ion flavilio de las antocianinas muestra sensibilidad a cambios de pH por su bajo
contenido de electrones, lo que a su vez lo hace muy reactivo. En el caso de las
frutas el cambio de pH se percibe cuando éstas maduran, el efecto de la
diferenciacion en el pH se da directamente en el cambio de color; quimicamente
esto se debe a las variaciones en la estructura de las antocianinas (Budui Delgar,
2006). Estos pigmentos funcionan como un indicador de pH debido a la disminucién
de las cargas positivas del nucleo flavilio que estan presentes en las moléculas de
las antocianidinas. Al presentarse un pH basico modifica la distribucion electronica
llegando a una forma quinoidal donde se observa una tonalidad azul (Ocampo et
al., 2008).

Los efectos de las sustancias sobre la estabilidad y estructura de las antocianinas
dependeran del pH; un medio acido le dara la accion protectora. Para obtener el
pigmento de manera mas estable o el catién flavilio (AH*) de un pigmento rojizo
intenso, los valores de pH deberan estar por arriba de dos en soluciones acuosas.
A valores de pH inferiores, el hemicetal y la chalcona se forman de maneras
inestables e incoloras. A valores de pH superiores a 7 se muestran quinoidales (A,
A’) de una tonalidad purpura, que al estar en contacto con el aire se degradan

rapidamente (Hutchings, 1999).

B. oleracea como indicador de pH

El extracto de antocianinas de B. oleracea es ligeramente &cido por lo que ha
permitido trabajarlo como un indicador de pH de forma natural. Los ensayos con
este indicador natural estan hechos con sustancias basicas y acidas como el acido
acético (C2H402), comunmente conocido como vinagre, se demostro tener un pH de
2.6 y al ser combinado con el indicador natural toma un color rojizo. La escala de
pH para B. oleracea, se puede observar en la Figura 6, fue disefiada a partir de
ensayos realizados con un potenciometro, evidenciando su potencial como

indicador al presentar una amplia escala de pH.
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Figura 6. Escala de colores de la col lombarda como indicador de pH (Ballesteros Fortich y Diaz
Barroso, 2017)

Estas propiedades antioxidantes de las antocianinas los convierten en compuestos
organicos de interés con potencial para neutralizar agentes oxidantes potentes
como el NaClO, que presentes en el ambiente, participan en reacciones que

representan un riesgo para la salud ambiental.

1.1.6.5. Método de extraccion y purificacion de antocianinas

Awika et al., (2001) mencionan que el método mas adecuado para la extraccion de
antocianinas es por maceracion con solventes acidificados débilmente (etanol,
metanol y acetona), debido a que son consideradas moléculas polares. EI método
implica fases de purificacion para extraer sustancias no fendlicas (azucares, acidos
organicos y proteinas) (Catafieda et al., 2009). La extraccion de antocianinas con
metanol tiene un 20 % mas de efectividad (Lee et al., 2004) que con otros solventes.
También se ha reportado el uso de disolventes acidificados fuertemente como el
acido formico, acético, tartarico, clorhidrico o triflouracético para extraer
antocianinas aciladas, ya que debe evitarse el manejo de medios que las hidrolicen,
especialmente con acidos dicarboxilicos y malonico (Garcia et al., 1998), es por esto
por lo que se sugiere la utilidad del acido acético y acido férmico para extraer mas

y diferentes antocianinas (Kapasakalidis, 1999).
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1.1.6.6. Potencial redox de las antocianinas

La eficacia de un antioxidante esta relacionada con el potencial de 6xido-reduccion,
la energia de activacion y las constantes de velocidad de reaccion (Muedas et al.,
2008). La funcion de los antioxidantes es retrasar o aminorar la oxidacién de la
materia oxidable. Kook et al., (1998) evaluaron la actividad antioxidante de alrededor
de 700 plantas de diferentes familias; para el método de neutralizacion utilizaron el
radical 2,2-difenil-I-picrilhidracil (DPPH) y distintos compuestos fendlicos y

polifendlicos fueron aislados e identificados como potentes antioxidantes.

Como parte de la validacion del potencial de los compuestos para ser considerados
como alternativas en algun tratamiento de neutralizacion de la toxicidad de un
oxidante, es necesario evaluar el producto de la reaccién sobre organismos
bioindicadores. Entre los bioindicadores acuaticos se encuentra D. magna como
uno de los modelos biol6gicos mas utilizados en ecotoxicologia, especialmente,
para determinar los efectos de contaminantes en afluentes (Mark y Solbé, 1998).

1.1.7. Bioensayos para evaluar la calidad del agua

Los ensayos biologicos son de gran utilidad para un adecuado diagndéstico bajo
criterios especificos, experimentales y controlados utilizando organismos de prueba
sobre contaminantes fisicos y quimicos. Las consecuencias se pueden manifestar
a diferentes niveles, como inhibicibn o magnificacién; estos cambios tanto,
morfologicos, fisiolégicos, histolégicos, de multiplicacion, de proliferacion o
crecimiento e incluso de muerte, dependeran de la capacidad de respuesta de los
organismos (Prat & Munné, 2014). Por otra parte, dependiendo el xenobiético, la
duracion, la frecuencia, las propiedades quimicas y las concentraciones a las que
se exponga el organismo, se definirAn el tipo (agudo o crénico) y el grado de
toxicidad, esto quiere decir, que un ensayo bioldgico evaluara la interaccion entre el
toxico y el sistema bioldgico de la biocenosis (Delgadillo et al., 2011). Se debe tener
en cuenta que no hay ningun organismo que se use para valorar todos los probables
efectos ocasionados en el ecosistema bajo las diferentes condiciones de estrés

ambiental, lo que obliga a la seleccion de aquellos que ofrezcan mas informacién
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bajo condiciones particulares. En los bioensayos hay solo algunos organismos
modelos (tabla 10) que se pueden emplear, debido a que presentan funciones
ecologicas especificas y especiales. Sin embargo, la muestra elegida para ser
ensayada puede llegar a tener limitaciones o problemas experimentales para llevar
a cabo el ensayo (Castro et al., 2002).

Tabla 10. Material biologico para evaluar la calidad del agua.

ESPECIE PRUEBA
Cepa de Hydra attenuata Hydra
Quistes de Artemia salina Hydra (alimentacion)
Semillas de Lactuca sativa L Semilla
Cepa Daphnia magna Daphnia
Bulbos de Allium cepa L Cebolla
Cepa Selenastrum capricornutum
Algas/o alimentacion Daphnia
(Pseudokirchneriella subcapitata)

Fuente: (Castro et al., 2002).

Se han disefiado procesos para evaluar y determinar los resultados negativos de
contaminantes a bajas concentraciones y en corto tiempo. El monitoreo biolégico
continuo a través de bioindicadores es muy significativo para verificar y valorar la
calidad del agua, ya que inspecciona los cambios del entorno y los efectos que
pudieran resultar en la funcién biolégica de los organismos modelos, como
particularidades especiales, y asi evaluar el proceso de contaminacion ambiental
con mayor precision a diferencia de los que sucederia al utilizar otros organismos
del mismo hébitat. Estas especies indicadoras responden con cambios bioquimicos,
genéticos, morfoldgicos y fisioldgicos, a la exposicidn de componentes estresantes
ambientales; Daphnia magna es considerado un organismo dulceacuicola que es
empleado como modelo para pruebas de toxicidad a los contaminantes ambientales
(Le et al., 2016).
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1.1.8. Daphnia magna Straus como organismo modelo ecotoxicoldgico

D. magna, proviene de la familia de los Daphniidae del grupo de los Arthropoda,
Branchiopoda y la clase Crustacea. Pertenece a los ambientes dulceacuicolas y se
localizan en las capas superficiales del agua en relacion con factores abioticos
(Nevesa et al., 2015).

Ojo
compuesto Antenas

Ciego
Gastrico

Cerebro

Glandula
maxilar

Corazoén

Periépodos

Huevos
partenogenéticos

Camara Ano
incubadora

Figura 7. Morfologia de Daphnia magna. Su cuerpo es transparente, por lo cual, se puede
observar a simple vista su aparato digestivo y la camara de incubacion en el caso de las hembras
(Mittman et al., 2014).

Su morfologia (Figura 7) muestra una forma semejante a la de un frijol, su caparazén
es transparente, en la region de la cabeza se localiza un ojo (Antunes y Castro,
2017). Su cuerpo se divide en tres partes (céfalon, pereion y pleon), su caparazon
se expande por todo su cuerpo y por debajo de este, las hembras presentan la
camara dorsal de incubacion donde se reproducen sus huevos hasta eclosionar

como neonatos y posteriormente son liberados de la camara, mudan y parecen

35



adultos en miniatura (Mittman et al., 2014). Tiene dos antenas ramificadas con las
gue pueden nadar y se encuentran a la mitad del cuerpo dentro del caparazon, sus
piernas toracicas son planas y las emplea para generar corriente de agua y asi
trasladar sus alimentos y oxigeno hacia la boca y branquias (Gorokhova et al.,
2015).

D. magna, es muy importante en la cadena trofica dado que pertenecen a los
consumidores primarios, por lo tanto, es clave de alteraciones que puedan pasar en
ecosistemas de agua dulce. Su morfologia y comportamiento permiten observar
algunas caracteristicas como el tiempo de maduracion sexual, el tamafio corporal,
la capacidad de crecimiento poblacional y la reproduccién partenogenética (Dodson
et al., 1995). En los ecosistemas acuaticos los dafios toxicos que pudieran estar
presentes causan variaciones en estas caracteristicas, que se relacionan con la
salud del organismo, por ejemplo, un menor tamafio corporal es consecuencia de la
reduccion en la tasa alimentaria, pasando a ser consumidores deficientes lo que se
puede observar en la cantidad de algas que se encuentren en el agua (Antunes y
Castro. 2017).

1.1.8.1. Relevancia de Daphnia magna en ecotoxicologia

En ecotoxicologia, D. magna es utilizada como un modelo de prueba debido a (Mark
y Solbé, 1998): se pueden evitar diferencias genéticas, al presentar reproduccion
partenogenética (las hembras producen células diploides con un mismo genotipo).
Ademas, las pruebas de toxicidad crénicas se pueden obtener en poco tiempo,
debido a su corto ciclo de vida. D. magna representa a la comunidad del zooplancton
y son de gran importancia en la cadena trofica de agua dulce, debido a que es uno
de los principales consumidores de los productos primarios (Herbert, 1978; Larsson
y Donsond, 1993). En este sentido en comparacion con otros invertebrados
dulceacuicolas, muestra mayor sensibilidad ante la presencia de contaminantes
(Baudo, 1987), justificando que los daphnidos, se consideran como el bioindicador
eficiente para evaluar los efectos de los contaminantes ambientales en el agua Abe
et al., (2001).
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1.1.8.2. Métodos de prueba con Daphnia magna

La norma NMX-AA-087-SCFI-2010 establece la técnica para medir la toxicidad
aguda empleando a Daphnia magna. Su objetivo principal es evaluar la toxicidad de
sustancias solubles en agua, incluyendo cuerpos de agua dulce, aguas residuales,
industriales y municipales, efluentes agricolas, soluciones puras o combinadas y
lixiviados solubilizables en suelos y sedimentos. Este método consiste en evaluar la
toxicidad mediante la concentracion efectiva media (CEso) de manera que, la
respuesta sea valorada sobre la inmovilidad o mortalidad en las condiciones

expuestas y controladas en el organismo en un lapso de 48 h.

1.1.9 Concentracion letal media (CLso) y descripcion del método “Probit”

La CLso es la concentracion del toxico que representa la mortalidad al 50% del
organismo a prueba. Castillo, (2004) menciona que si la concentracién del toxico es
elevada los neonatos no resistiran las primeras 48 horas, sin embargo, si llegan a
sobrevivir mas del 50% de los organismos, esto nos indicaria que la muestra es

adecuada o tiene baja toxicidad.

Mientras que, el método de unidades probabilisticas (Probit) al 95%, se emplea para
establecer la CLso, donde se determina el porcentaje del efecto causado por el toxico
sobre el organismo de prueba mediante la férmula:

Mortalidad (%) = g X 100

Donde:
N = nimero de individuos

r = nimero de organismos muertos o deformes
Las concentraciones de prueba del toxico empleadas en cada dilucion se convierten

en escala logaritmica X= log*?, para poder conseguir un modelo lineal en la curva

gue representa graficamente la relacion dosis-respuesta.
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1.2. Antecedentes

Diversos estudios han evidenciado el potencial antioxidante de las antocianinas, asi
como su inocuidad. Ramirez et al., (2006) obtuvieron y caracterizaron el extracto de
antocianinas de R. glaucus a través de cromatografia de capa fina y
espectrofotometria para la extraccion, y un analisis de estabilidad al impacto de
diversos estimulos ambientales. Ademas, los bioensayos de toxicidad con Artemia
Sali mostraron que las antocianinas de R. glaucus son cianidina-3-glucésido.
Determinaron que la dosis letal media (DLso) del extracto metandlico de R. glaucus
fue de 223.6 ug/mL y en el bioensayo con Artemia Sali lo agrupan dentro de los
compuestos moderadamente toxicos segun CYTED. Se determiné que el pigmento
es seguro y estable al aplicarse a dos productos lacteos comerciales (leche y kumis)
en los cuales mantiene la naturalidad del producto y garantiza la inocuidad. Este
estudio evidencia que los extractos naturales pueden tener algun efecto negativo

sobre los bioindicadores y hace pertinente su evaluacion.

De Lima et al., (2007) estudiaron las propiedades electroquimicas de delfinidina,
cianidina, pelargonidina, kuromanina y calistefina mediante voltametrias de pulso
ciclico y diferenciales. Ademas de su capacidad antioxidante mediante la captacién
de radicales libres 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH) y correlacionandolos con su
potencial de oxidacién. Como resultados describen que hay similitud de actividad
antioxidante y el potencial de pico de oxidacion voltamétrica ciclica en el caso de
los flavonoides. En la recoleccion de residuos de DPPH evaluados por CEso
mostraron la eficacia de las actividades antioxidantes de los compuestos en el
siguiente orden: delfinidina (3.74 CEso), cianidina (4.85 CEso), pelargonidina (5.25
CEso), kuromanina (7.29 CEso) y calistefina (10.9 CEso), lo que indica, que cuanto
mayor sea el numero de grupos hidroxilo en su estructura de flavonoides, menor es

el valor CEso y muestra mayor actividad antioxidante.

Angela et al., (2001) evaluaron la actividad y mecanismo de las propiedades
antioxidantes de la cianidina-3-0-B-glucopiranésido (C-3-G) determinando que su
potencial actividad antioxidante que posee es excelente y midiendo por

voltamperometria ciclica de corriente continua su potencial redox es de 405 mV esto
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demuestra que C-3-G es un agente reductor fuerte que actia como un poderoso

antioxidante.

Victorin et al., (1972) midieron el potencial redox para diferentes compuestos de

cloro (Anexo 8) determinando que el NaCIlO presenta 0.56 mV.

Sobre la base de estos resultados del potencial redox, tanto de las antocianinas
principalmente la cianidina y el NaClO se demuestra que por su gran diferencia de
potenciales (C-3-G 405 mV / NaCIO 0.56 mV) hay una gran probabilidad de que la

antocianina neutralice el NaClIO.

Park et al., (2014) expresaron que los vegetales de la familia Brassicaceae presenta
compuestos que favorecen la salud y atentan los peligros de contraer patologias.
En especial B. oleracea contiene compuestos antioxidantes lo que incluye diferentes
flavonoides (miricetina, luteoina, delfinidina, cianidina, pelargonidina, kaempferol y
quercetina), que se consideran benéficos para la salud humana. Por otra parte,
Wiczkowski et al., (2014), estudiaron las cualidades antioxidantes y antiinflamatorias
de un microencapsulado de antocianina extraida de B. olerace, mediante
cromatografia liqguida de alto rendimiento junto con detecciébn de diodos y
espectrometria de masas en tandem de ionizacion por electrospray (HPLC-DAD-
MS / MS). Comprobaron que contiene otra subclase de flavonoides, 20 antocianinas
distintas con la forma de cianidina-3-diglucésido-5-glucésidos. Concluyeron que el
microencapsulado de antocianina de B. oleracea presenta un poder antioxidante

comparable con un control positivo de vitamina C a 50 mg/mL.

Rosales, L. (2019) obtuvo un pigmento alimenticio a partir de las antocianinas
responsables del color de la col morada por extraccibn con solvente. La
identificacion de los tipos de antocianinas se llevo a cabo por cromatografia de capa
fina empleando un sistema de elucion, n-butanol: acido acético glacial: agua
(40:10:20), con una placa de silice 60F254. De acuerdo con los Rf obtenidos en la
cromatografia consiguio identificar cianidina-3,5-diglucosido 'y peonidina-
monoglucosido como los compuestos principales en esta especie. Esta informacion
denota el potencial que tienen las antocianinas de la col morada como neutralizante

redox.
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Con respecto a la toxicidad del NaCIO y el uso de bioindicadores para su evaluacion
existe informacion en donde se determina la CLso y permite una base de referencia
para los ensayos del presente trabajo. Martins (2013), evaluo los efectos téxicos de
los desinfectantes hipoclorito de sodio (NaClO) y bronopol (CsHeBrNOa4) sobre el
crustaceo cladécero Daphnia magna. Las pruebas de toxicidad con NaClO para
determinar la concentracion letal media (CLso) consistieron en siete concentraciones
(0.01, 0.02, 0.03, 0.05, 0.08, 0.11 y 0.17 mg/L) y como resultados observo que la
CLso las 24 horas fue de 0.093 mg/L, estando entre los valores de 0.076 y 0.16 mg/L;
a las 48 horas fue de 0.062 mg/L y a las 96 h fue de 0.051 mg/L. No fue posible
pasar a la prueba crénica, debido a que se encontr6 que el método por
espectrofotometria aplicado no seria el mas adecuado considerando las
concentraciones utilizadas (0.01-0.17 mg/L) y no fue posible utilizar un intervalo de
concentracion superiores, debido a que D. magna es muy sensible, con una
mortalidad del 100% en concentraciones superiores a 0.17 mg/L. Durante el ensayo
agudo a las 24 h se present6é una mortalidad de aproximadamente 25, 70 y 100 %,
a concentraciones de 0.08; 0.11 y 0.17 mg/L, respectivamente. A 48 horas la
concentracion de 0.03 mg/L se obtuvo una mortalidad del 5%; en la concentracién
de 0.08 mg/L fue del 95 % y en las concentraciones de 0.11 y 0.17 mg/L se obtuvo
una mortalidad del 100 %. A las 96 horas se alcanz6 una mortalidad del 5 % en las
concentraciones de 0.02 y 0.03 mg/L; 25 % en la concentracién de 0.05 mg/L y 100
% en las concentraciones de 0.11 y 0.17 mg/L. Finalmente la investigacion permitié
comprobar algunas de las problematicas de los contaminantes como consecuencia

de los impactos ambientales en los consumidores primarios de agua dulce.

Sin embargo, los estudios relacionados con el enfoque de esta investigacion son
escasos, por lo que es de gran interés conocer el potencial que pudiera tener un
compuesto antioxidante como las antocianinas sobre un compuesto oxidante como
el NaClO, en términos de neutralizacion de su toxicidad y su evaluacién en un
bioindicador como D. magna. Por lo tanto, del analisis de la informacion revisada

surgen algunas preguntas de investigacion.
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1.3. Preguntas de investigacion

1. ¢Cudl es la concentracion de NaClO de una solucion comercial que causa el
descenso en la viabilidad de D. magna en un 50%°?

2. ¢Cual es el efecto de las antocianinas de B. oleracea sobre la viabilidad D.
magna?

3. ¢Cuél es la concentracion de antocianinas de B. oleracea capaz de disminuir
o anular los iones ClI- en soluciones de NaCIlO causantes de la mortalidad del
50% de D. magna y con ello neutralizar el efecto toxico del NaClO en

solucién?

1.4. Hipétesis

Debido a la funcion potencial antioxidante de las antocianinas de la B.
oleracea y al caracter oxidante y altamente reactivo de las soluciones de
NaClO comercial, la capacidad redox de las antocianinas seré suficiente para
neutralizar el efecto téxico del NaClO sobre la especie bioindicadora D.

magna.
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1.5. Justificacién

La actual pandemia ha promovido un incremento importante en el uso de
desinfectantes, especialmente de NaClO, por lo que se prevé un posible incremento
en el riesgo para la vida acuatica por la presencia de este compuesto. El caracter
nocivo para el hombre y la vida acuética del tiosulfato de sodio, compuesto que se
utiliza por norma para la neutralizacion del NaClO, crea la necesidad de proponer
algun compuesto organico natural alternativo, amigable con la salud y el medio
ambiente, que pueda ser capaz de neutralizar o disminuir su toxicidad sobre la biota.
Con base en esta percepcion, esta investigacibn pretende contribuir con
conocimiento acerca del potencial que pueden tener las antocianinas de B.
oleracea, por sus propiedades antioxidantes, para inhibir la reaccién oxidativa de
NaClO a las concentraciones comerciales sugeridas para Su UusO Ccomo
desinfectante, de caracter oxidante y toxico, validando el éxito de la neutralizacion
sobre una especie bioindicadora de referencia como D. magna. Este conocimiento
podr& constituir una base para el disefio en procesos de tratamiento de efluentes

contaminados o incluso de tratamientos de proteccién para la salud.
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1.6. Objetivos

1.6.1. Objetivo general

Determinar el potencial redox de las antocianinas de B. oleracea para la

neutralizacion de la toxicidad de NaClO (Cloralex® 5.5%) en soluciones acuosas

utilizando a D. magna como un bioindicador.

1.6.2. Objetivos especificos

Caracterizar antocianinas de col lombarda (Brassica oleracea var. capitata f.
rubra) extraidas por cromatografia para su identificacion y utilizacién en las
pruebas de neutralizacion del NaClO (Cloralex® 5.5%).

Establecer las condiciones de la prueba de toxicidad del NaCIO (Cloralex®
5.5%) sobre la viabilidad de D. magna para determinar la CLso.

Determinar los efectos de diferentes concentraciones de antocianinas de B.
oleracea sobre D. magna para conocer posibles efectos adicionales a los
causados por el NaClO (Cloralex® 5.5%) durante la prueba de neutralizacion.
Determinar la concentracién de antocianinas de B. oleracea que reduzca la
concentracion de iones Cl- de NaClO (Cloralex® 5.5%) causante de la CLso,
a través de la técnica de yodometria, para establecer las condiciones de
neutralizacion de la toxicidad sobre D. magna.

Determinar el potencial de las antocianinas sobre la disminucién de la
toxicidad del NaClO (Cloralex® 5.5%) sobre la viabilidad de D. magna.
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. METODOLOGIA

Bioindicador y estandarizaciéon de las condiciones de propagacion

Los especimenes de prueba especificamente de la cepa Daphnia magna Straus,
fueron obtenidos del Laboratorio de Recursos Naturales del Centro de Ciencias de
Investigacion en Genética y Ambiente (CIGyA-UATX). Se iniciaron cultivos con 80
daphnidos adultos hembras. Pare ello, se utilizaron frascos de vidrio con capacidad
de 1 L de agua reconstituida, donde se reservaron 20 daphnidos por frasco y
mantuvieron a un pH de 7-9. El protocolo de limpieza se realizo tres veces a la
semana clasificando a los organismos por generacién (gravidas y neonatos) en
frascos de vidrio con agua reconstituida que era preparada en laboratorio con la
finalidad de que los organismos tuvieran una reproduccion adecuada y esta no
afectara en las pruebas toxicoldgicas, conservandolos a temperatura ambiente
(20°C £ 2°C), con una calidad de luz fluorescente, blanca vy fria, y un fotoperiodo de
16:8 h (luz-oscuridad). La alimentacién de los organismos fue con microalgas verdes
de la especie Chlorella vulgaris el cual se cultivaba en el laboratorio y se les daba
cada tercer dia. Todas las caracteristicas acerca del mantenimiento y alimentacion
del organismo se basan en la NMX-AA-087-SCFI-2010.

Brassica oleracea

La col lombarda fue recolectada en el Mercado Hidalgo, Blvd. Nte. s/n, Cleotilde
Torres, La Loma, 72230 Puebla, Pue., en el mes de mayo de 2021, en buenas
condiciones con respecto a sus propiedades fisicas (tamafio, firmeza, color, sin
alguna plaga o en estado de putrefaccion). El ejemplar utilizado tenia un diametro
aproximado entre 20 a 25 cm y un peso de 1.120 kg. La mitad (560 g) se lavd
manualmente con agua de grifo para eliminar restos de suelo y algunos otros
contaminantes, posteriormente, se secé al aire libre y se almacen6 en bolsas de
plastico libres de contaminantes eliminando el aire con una bomba al vacio, para

evitar su descomposicion y oxidacion.
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Extraccion de antocianinas

Las antocianinas de B. oleracea fueron extraidas de las hojas que fueron maceradas
con una mezcla de metanol, agua y acido clorhidrico al 2% (80:20) en un matraz
Erlenmeyer de 500 mL. Se mantuvo en el sonicador (bafio de ultrasonidos) durante
20 min a temperatura ambiente. La solucién resultante se filtré recuperando la fase
acuosa en un matraz bola de 500 mL y desechando la fase solida. La solucion
obtenida se evaporé en un 80% en un rotavapor (Buchi R-200) con bafio de
calentamiento a 35 °C, hasta obtener un extracto concentrado en antocianinas.
Posteriormente se realiz6 la purificacion del extracto para obtener las antocianinas

aisladas para su estudio.

Purificaciéon de antocianinas

Una vez obtenida la muestra de antocianinas, se realizaron lavados consecutivos
con 50 mL de n-hexano y 50 mL de acetato de etilo en un embudo de separacion
hasta que la fase organica no presento coloracion. Se desechd la fase organicay la
fase acuosa se recuperd en un matraz bola de 500 mL evaporando los residuos
restantes de los solventes en un rotavapor con bafio de calentamiento a 35 °C. La
solucion resultante se transfirid a un matraz Erlenmeyer de 250 mL con 20 g de
resina amberlite XAD7HP (20-60 mesh) previamente lavada con agua destilada; la
extraccion se realiz6 a temperatura ambiente con agitacion constante a 280 rpm
durante 2 h, evitando la exposicion a la luz para garantizar una maxima absorcién
de antocianinas. Transcurrido el tiempo, se filtr6 al vacio desechando el agua madre
y recuperando la resina para su desorcion. La desorcién se llevé a cabo realizando
lavados con una solucion acida (metanol al 2% con &cido clorhidrico) y se filtré al
vacio hasta que la resina ya no presento color. La solucion colorida se recuperé en
un matraz bola de 500 mL y se llevd a sequedad en un rotavapor con bafio de
calentamiento a 35 °C. Una vez obtenido el extracto a sequedad se prosiguié con
la purificacion, utilizando una columna de vidrio (30 cm x 3 cm), previamente
empaquetada con Sephadex (L-H 20). El extracto se disolvié con 2 mL de agua
desionizada y se vertid en la columna para su elucién utilizando agua, metanol y

acido clorhidrico a diferentes concentraciones (Tabla 11).
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Tabla 11. Concentraciones de elucion de soluciones por cromatografia en columna.

Solucién
Agua acida al 1%
Agua-metanol acido al 1%
Agua-metanol acido al 1%
Agua-metanol acido al 1%
Agua-metanol acido al 1%

Metanol acido al 1%

Cantidad

100 mL

200 mL (180:20)
100 mL (60:40)
100 mL (40:60)

50 mL (80:60)

200 mL

Para la determinacién del tipo de antocianina en B. oleracea se aplicé la siguiente

formula tomando como referencia los valores de Rf de la Tabla 12 (Harbone, 1973).

Sistema de elucion BAW (2:1:2:2)

Rrf= distancia recorrida por el compuesto

distancia recorrida por el eluyente

Tabla 12. Propiedades de las antocianinas comunes.

visible )
Rf (%100) Cambio de
] o Color max. (nm)
Pigmento Forestal en acido BAW o color con
visible en MeOH-
féormico AICl;
HCI
Pelargonidina 68 33 80 rojo 520 -
Cianidina 49 22 68 535 +
magenta
Peonidina 63 30 71 532 -
Delfinidina 32 13 42 546 +
Petunidina 46 20 52 Purpura 543 +
Malvidina 60 27 58 542 -

Fuente: (Harbone, 1973).
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Estandarizacion de los bioensayos de toxicidad con NaClO y antocianinas de
col lombarda sobre Daphnia magna

Para este estudio, se realiz6 un bioensayo que consistié en evaluar la toxicidad de
diferentes concentraciones de NaClO (Cloralex® 5.5%) para determinar la CLso, y el
efecto de diferentes concentraciones de las antocianinas de B. oleracea sobre la
viabilidad de D. magna realizandose en dos fases; 1) Verificacion de la toxicidad del
NaClO sobre D. magnay 2) Determinacion de la toxicidad de las antocianinas sobre

la viabilidad de D. magna.
Primera fase. Verificacién de la toxicidad del NaCIO sobre D. magna.

Las concentraciones de NaClO aplicadas fueron 0.04, 0.08, 0.12, 0.16 y 0.20 mg/L,
considerando lo sugerido por Ganzo (2013), empleando como control positivo
dicromato de potasio (K2Cr207) y como control negativo agua reconstituida. Las
pruebas se realizaron por triplicado en frascos de vidrio estériles de 100 mL que
contenian 30 mL de cada solucion. Para determinar la CLso de NaClO en esta
especie, en cada frasco se colocaron 10 daphnidos neonatos de la tercera

generacion como se indica en la norma NMX-AA-087-SCFI-2010.

Segunda fase. Determinacion de la toxicidad de las antocianinas sobre la viabilidad
de D. magna.

Se utilizaron frascos de vidrio estériles de 100 mL conteniendo 30 mL de solucion
de antocianina a concentraciones de 0.04, 0.08, 0.12, 0.16 y 0.20 mg/L por
triplicado. En cada frasco se colocaron 10 daphnidos como se indica en la norma
NMX-AA-087-SCFI-2010, con el fin de validar el uso correcto de los daphnidos como
indicador.

Para calcular la CLso y los limites de confianza al 95% de los resultados, se aplico
estadisticamente el método Probit, el cual facilitd estimar la CLso adecuando los
datos de mortalidad mediante el método de probabilidad para justificar los valores
que siguen una distribucion logaritmica de tolerancia. El porcentaje de mortalidad

por el efecto téxico de NaClO y antocianinas se convierten a unidades Probit. La
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conversion permitio realizar una regresion lineal adecuada, de manera, que el Probit
0.5 correspondié a la concentracion de las soluciones que generaron la muerte del
50% de la poblacion. Finalmente, se obtienen valores intermedios entre 0 y 100%
de mortalidad para el célculo de la CLso (NMX-AA-087-SCFI-2010).
Determinacion de la reaccion de neutralizacion de NaClO con antocianinas de
B. oleracea

Para determinar las condiciones de la reaccién de neutralizacion de NaClO
(Cloralex® 5.5%) con antocianinas se realizé un andlisis REDOX por medio de
yodometria, de acuerdo con lo establecido en la NMX-K-281-SCFI-2012. La
solucién de NaClO (Cloralex® 5.5%) en la CLso como resultado del bioensayo sobre
D. magna se agrego a las antocianinas en concentraciones de 0.04, 0.08, 0.12, 0.16
y 0.20 mg/L en vasos de precipitado de 50 mL por cada concentracién. Para el
analisis cuantitativo de la reaccion, fue necesario obtener el porcentaje de iones CI-

en cada reaccion obtenida.

Cuantificaciéon de iones Cl-por yodometria

Para la cuantificaciéon de iones Cl-en el NaClO comercial (Cloralex® 5.5%) se tomd
1 mL de la mezcla de NaClO con cada concentracion de antocianinas y se transfirio
a un vaso de precipitado de 50 mL. Se agregaron 10 mL de yoduro de potasio al
10% y 10 mL de acido acético glacial al 30%, y se dejo reposar 30 s sobre una
parrilla con agitaciébn magnética. La solucion resultante se titulé con una solucion de
Na2S203 al 0.1 N (previamente estandarizada) en una columna de 50 mL, resultando
una tonalidad ambar. Posteriormente, se adicionaron cinco gotas de solucion de
almidon al 1%, para cambiar la solucion a un color azul oscuro, se titul6 nuevamente

hasta que la solucion se torné transparente.
Calculos para determinar la concentracion de iones Cl-:

El célculo del contenido de iones CI- (como Cl2) se realizé con la formula siguiente

y se expreso el resultado en porcentaje.

VxNx0.355x 100
Vixd

%Cl =
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Donde:

CI = contenido de iones Cl- expresado (%)

V= solucion de Na2S203 empleada en la titulacion (mL)
N= normalidad de la solucion de Na2S203 (mg/mL)
V1= solucion de NaClO (mL)

d= densidad del NaCIO (g/mL)

Determinacion del potencial de las antocianinas en la atenuacién de la
toxicidad del NaClO sobre Daphnia magna

La determinacion del potencial de las antocianinas de B. oleracea a concentraciones
de 0.04, 0.08, 0.12, 0.16 y 0.20 mg/L para neutralizar la toxicidad del NaClO
(cloralex 5.5%) fue utilizando la concentracion causante de la CLso sobre D. magna.
En esta prueba se ocuparon frascos de vidrio estériles de 100 mL, adicionandoles
30 mL de agua reconstituida con la concentracion del NaClO y antocianinas
correspondiente, las pruebas se realizaron por triplicado. En cada frasco se
colocaron 10 daphnidos neonatos de la tercera generacidbn como se sugiere en la
norma NMX-AA-087-SCFI-2010. Posteriormente, se determind la viabilidad del

bioindicador a las 24 h.
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I1l. RESULTADOS
Identificacion de antocianinas

Para 1.12 kg de muestra macerada (B. oleracea) se obtuvieron 51.48 g de extracto
final (4.59%) que fueron disueltos en 3 mL de agua desionizada para ser eluidos por
cromatografia en una columna empacada con Sephadex LH-20 XAD-7HP. Se
obtuvieron 15 fracciones coloridas de entre 20-30 mL que fueron llevadas a

sequedad para su posterior analisis (Figura 8).

N i ‘- ‘
Figura 8. Tonalidades del extracto de la B. oleracea. Las fracciones coloridas se obtuvieron como
resultado de una cromatografia en columna con Sephadex.

Cromatografia de capa fina

Con el proposito de observar un primer perfil de las antocianinas presente en las
fracciones obtenidas se evaporo de la fraccién 2 a la 5 (Figura 9). Para determinar
la pureza de las fracciones obtenidas se utilizd6 un sistema de elucién con una
mezcla de butanol, 4cido acético, metanol y agua (BAW) en una proporciéon de
2:1:2:2 y se utilizé una lampara UV como revelador. Los resultados de la
cromatografia en capa fina sugieren que las fracciones extraidas de la muestra de
Brassica oleracea solo contienen una antocianina. Al ser coloridas las antocianinas
puede ser apreciada a simple vista como se observa en la Figura 10, que
corresponde a la placa sin revelar, en donde se percibe el factor de retencion a la

mitad de la placa en las fracciones 3y 4.

De igual manera, se muestra la placa revelada con luz ultravioleta a una longitud de
onda de 254 nm y 366 nm. Estas cromatoplacas nos permitieron visualizar o que a
simple vista no se aprecia. En la fraccion 2 a pesar de que la antocianina no esta
presente se aprecian bandas con un factor de retencién que llegan a alcanzar la

parte superior de la placa. Las siguientes dos fracciones tienen un factor de
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retencion a mitad de placa, en donde ya se puede observar la presencia de la
antocianina, por lo que es mas notoria la purificacion. En la fraccién 5 ya no se nota

la presencia de la antocianina, pero si la presencia de compuestos no coloridos.

b) UV 254 nm ¢)UV-366m

Figura 9. Cromatoplaca de las fracciones F2 a F5. En las tres placas tiene las mismas fracciones de
la F2 a la F5, a) la placa se muestra el recorrido de las fracciones a luz visible, b) en la placa se
puede visualizar el recorrido de las fracciones, pero con luz Uv 254 nmy c) en la placa apenas logra
distinguirse el recorrido de las fracciones con luz UV 366 nm.

Con respecto a la identificacidon mediante el calculo de la retencion, en la Tabla 13
se muestra la aproximacion de la identidad de las antocianinas aisladas tomando

como referencia los valores de Rf de Harbone (1973) descritas en la Tabla 11.

Tabla 13. Resultados de la cromatografia en BAW y antocianina probable.

Recorrido de la Recorrido del Rf % Posible
muestra Eluyente F3 Antocianina

4.5 6.5 69.23 Cianidina

4.4 6.5 67.69 Cianidina

Con un factor de retencion en la F3 del 69.23% y en la F4 del 67.69% se determind
gue la antocianina que constituye el pigmento extraido de Brassica oleracea var.

capitata es la cianidina.
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Estandarizacién de los bioensayos de toxicidad con NaClO y antocianinas de
B. oleracea sobre Daphnia magna

En los bioensayos de toxicidad se evalué el control negativo (agua reconstituida) y

el control positivo (K2Cr207), sobre el bioindicador D. magna.

Tabla 14. Valores de mortalidad del bioindicador D. magna expuesto a K2Cr207.

Concentracion N Exposicion .
(mg/L) NaCIlO Bioindicador horas Media £ D.E
0.1 30 24 8.0+1.0
0.2 30 24 5.67 £ 0.58
0.4 30 24 10+0.0
0.8 30 24 10+0.0
1.6 30 24 10+0.0
3.2 30 24 10+0.0
T- (H20-R) 30 24 0.0+0.0

N= NUmero de individuos de prueba *D.E.= Desviacion Estandar.

La norma mexicana NMX-AA-087-SCFI-2010 recomienda la evaluacion de
sensibilidad de los organismos ante soluciones de referencia como es el caso del
K2Cr207. En el caso de la prueba de toxicidad aplicada los valores de CLso-24 h se

encontré en la concentracion de 0.23 mg/L (Figura 10).

10 -
y =1.92x + 7.6954 9 4 T I
R? = 0.6264 } 8 - ///’I
= t7 -
5 I 6
g 1 5—
5 I CL;,= antilog -0.62 4 -
a =0.23 mg/L 3 -
2 -
1 4
-1.2 -1 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0 0.2 0.4 0.6
Log 10

Figura 10. Concentracién y Probit empirico del control positivo (K2Cr207).

En la siguiente tabla se muestran los resultados de los bioensayos con NaClO
(Cloralex® al 3.5 %) registrando la mortalidad de D. magna, con la finalidad de

determinar la CLso la prueba se llevo a cabo dos veces.
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Tabla 15. Registro de mortalidad del bioindicador con NaClO (Cloralex 3.5 %).

Concentracion N Exposicion

(mg/L) NaCIlO Bioindicador horas Media £ D.E
0.04 30 24 0.00 £ 0.00
0.08 30 24 0.33+0.58
0.10 30 24 0.33+0.58
0.11 30 24 7.00 £ 1.00
0.12 30 24 7.67 £ 0.58
0.13 30 24 10+0.0
0.16 30 24 9.67 £ 0.58
0.20 30 24 10+0.0

T- (H20-R) 30 24 0.0+0.0

T+ (K2Cr207) 30 24 5.67 £ 0.58

N=Ndmero de individuos de prueba *D.E.= Desviacion Estandar.

En la Figura 11, se observa el porcentaje (%) de organismos muertos por el efecto

téxico del NaClO., En el eje “X” se encuentran las concentraciones del del NaCIO y

en el eje “Y” el porcentaje (%) de mortalidad de D. magna. Se aplicé la ecuacion de

la recta obteniendo una

CLsode 0.11 mg/L.

Figura 11. Concentracion y Probit empirico de NaCIO.
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Figura 12. Prueba de toxicidad de NaCIO (Cloralex® 3.5%) y antocianinas sobre D. magna. 1) en la
figura se muestra la preparacion del cultivo Chlorella vulgaris para la alimentacion del organismo, 2)
se clasifican los organismos 10 neonatos de la 3ra generacion por frasco trabajando para la prueba
de toxicidad y 3) en los frascos grandes se coloc6 D. magna gravidas por generacion
administrandoles su alimento y en los frascos pequefios se colocaron los neonatos con la muestra
(NaClO y antocianinas) a evaluar la toxicidad.

En la segunda prueba de toxicidad, se evaluaron cinco concentraciones de
antocianinas (0.04, 0.08, 0.12, 0.16, 0.20 mg/L) y dos controles sobre el bioindicador
(Tabla 16).

Tabla 16. Valores de mortalidad del bioindicador D. magna expuesto a las antocianinas.

Concentraciéon (mg/L) N Exposicién

antocianinas Bioindicador horas Media + D.E
0.04 30 24 0.0+£0.0
0.08 30 24 0.0+£0.0
0.12 30 24 0.0+£0.0
0.16 30 24 0.0+0.0
0.20 30 24 0.0+£0.0

T- (H20-R) 30 24 0.0+0.0

T+ (K2Cr207) 30 24 5.67 £ 0.58

N=Nudmero de individuos de prueba *D.E.= Desviacion Estandar.

En la Figura 13, se observa el potencial de las antocianinas sobre D. magna. En el
eje “X” se encuentran las concentraciones de antocianinas y en el eje “Y” el
porcentaje (%) de mortalidad de D. magna. Sin embargo, no se pudo aplicar la
ecuacién de la recta, debido a que no encontramos algun efecto negativo en cuanto

a las concentraciones que se aplicaron para la prueba.
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Figura 13. Concentracion y Probit empirico de antocianinas.

Determinacion del potencial de las antocianinas en la atenuacion de la
toxicidad del NaClO sobre D. magna

Se evaluo la reduccién en la toxicidad de NaCIO a 0.11 mg/L neutralizado con las
diferentes concentraciones (0.04, 0.08, 0.12, 0.16, 0.20 mg/L) de antocianinas sobre
D. magna. En la tabla 17 se muestra el registro de mortalidad.

Tabla 17. Valores de mortalidad del bioindicador D. magna con NaClO neutralizado con
antocianinas.

Concentracion (mg/L) N Exposicion .

NaClO + antocianina  Bioindicador horas Media + D.E
0.11 +0.04 30 24 0.0+£0.0
0.11 + 0.08 30 24 0.0+0.0
0.11+0.12 30 24 0.0+0.0
0.11 +0.16 30 24 0.0+0.0
0.11 +0.20 30 24 0.0+0.0
T- (H20-R) 30 24 0.0+0.0

T+ (K2Cr207) 30 24 5.67 £ 0.58

N=Numero de individuos de prueba *D.E.= Desviacién Estandar.
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Figura 14. Prueba de toxicidad de soluciones de Cloralex + antocianinas sobre D. magna.l) el
matraz aforado de color rojo son las antocianinas de B. oleracea mientras que el otro matraz tiene la
muestra acuosa de NaClO, 2) se muestra la prueba de toxicidad preparada para los resultados en
24 h.

En la Figura 15, se observa el potencial de las antocianinas para neutralizar el efecto
téxico que el NaClO presenta sobre D. magna, que no tuvo pérdidas en su viabilidad.
En el eje “X” se encuentran las soluciones de antocianinas + NaClO y en el eje “Y”
el porcentaje (%) de mortalidad de D. magna. Se logro neutralizar el efecto negativo
en viabilidad del bioindicador por la aplicacion de las diferentes mezclas.
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Figura 15. Concentracion y Probit empirico.
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Determinacion por medio de yodometria de la reaccion de neutralizacion de
NaClO con antocianinas de col lombarda

Se realiz6 la cuantificacion del ion CI- en las mezclas de NaClO a 0.11 mg/L con las
cinco concentraciones de antocianinas (0.04, 0.08, 0.12, 0.16, 0.20 mg/L) que se
trabajaron en el experimento, agregando 3 concentraciones mas (0.005, 0.01, 0.02
mg/L) para corroborar con nuestros resultados con base en la férmula establecida
por la norma NMX-K-281-SCFI-2012. Para comprobar nuestros resultados se
realizo la prueba dos veces por triplicado. En la Tabla 18, se muestran los resultados
obtenidos de la cuantificacién de cloro por concentracion de antocianina.

Tabla 18. Cuantificacién del ion cloro en solucién con antocianinas.

Concentraciones N .

(mg/L) lon Cl  Bioindicador M€did * D.E
0.1 2 3.22+455
0.11 2 5.35+7.57
0.005 2 5.20+7.35
0.01 2 4,90 £6.92
0.02 2 432 +6.10
0.04 2 3.50+0.71
0.08 2 2.87+1.22
0.12 2 2.33+0.47
0.16 2 1.16 £0.23
0.20 2 0.72 £0.23

N=Nudmero de individuos de prueba *D.E.= Desviacion Estandar.

En la Figura 16, se aprecia que, entre mayor concentracion de antocianinas en la
solucion de NaClO, el ion CI- presente en la mezcla va disminuyendo, lo que sugiere
que las antocianinas muestran potencial para neutralizarlo y disminuir el dafo

oxidativo originado por el NaClO.
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Figura 16. Concentracién de NaClO en solucién con antocianinas.
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IV. DISCUSION

En la literatura se muestran diferentes procesos para obtener el extracto de B.
oleracea, en el cual estan presentes los flavonoides y dentro de los que destacan
algunas antocianinas, especificamente la cianidina. Para la extraccion de
antocianinas se puede llevar a cabo mediante: arrastre de vapor, fluidos
supercriticos o extraccion por solvente, siendo esta Ultima técnica la mas utilizada,
los solventes que se usan para la extraccion son solventes polares, lo mas utilizado
son mezclas acuosas de etanol, metanol o acetona acidificados evitando acidos
fuertes y utilizando &cidos organicos como; acido acético, acido férmico, acido
tricloroacético (Charfuelan, 2011). Los cromatogramas en capa fina revelan claros
contrastes en los contenidos de las antocianinas, asi mismo, la pigmentacion de un
alimento proviene de la naturaleza y concentracion de los metabolitos secundarios.
La coloracion de la hortaliza B. oleracea var. capitata se debe a las antocianinas; en
nuestros resultados una vez realizada la cromatografia en capa fina, en elucion
BAW 2:1:2:2 (Tabla 13) tomando como referencia los valores de Rf de Harbone
(1973), se observo la antocianina por la que esta compuesto el pigmento del
extracto obtenido de B. oleracea es la cianidina. Estos resultados son consistentes
con los obtenidos por Wiczkowski et al. (2014) quienes a través del método HPLC-
DAD-MS/MS determinaron que B. oleracea cuenta con 20 antocianinas diferentes
con la estructura principal de cianidina-3-diglucésido-5-glucésidos. No obstante, en
un reporte de investigacion sobre el extracto de antocianinas que contiene B.
oleracea, mediante cromatografia con un sistema de elucion BAW (40:10:20) en
capa fina; Rosales (2019) consiguio identificar dos tipos de antocianinas, cianiadina-
3,5-diglucésida y peonidina-monoglucdésida. Esto podria sugerir que es necesario
probar otras condiciones de extraccion para verificar la presencia de peonidina, sin
embargo, de acuerdo con nuestra investigacion la antocianina “cianidina” es la que

esta principalmente presente en el extracto de B. oleracea.

El NaCIO es un compuesto inestable que se descompone facilmente en cloro y
oxigeno (March y Simonet, 2007). En los bioensayos de toxicidad con NaClO
(Cloralex 3.5%), pudimos corroborar que entre la concentracién 0.08 mg/L y 0.12

mg/L se encuentra la CLso. De acuerdo con lo que indica la norma NMX-AA-087-
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SCFI-2010 se utiliz6 el método estadistico Probit para calcular la CLso. En la Figura
11y 12 observamos el intervalo lineal de nuestro Probit empirico (% de mortalidad)
con las distintas concentraciones de soluciones de NaClO (LoglO de la
concentracion), y podemos decir que a medida que aumenta la concentracién de
NaClO también aumenta el nimero de mortalidad del organismo hasta el 100%. Por
lo tanto, la concentracion que se obtuvo como CLso del organismo, se encuentra en
la concentracion de 0.11 mg/L. En cuanto a lo reportado por la USEPA, (1984), el
valor de la CLso a las 24 h fue de 0.093 mg/L de NaClO encontrandose entre los
valores de 0.076 y 0.16 mg/L. Mientras que, a las 48 horas fue de 0.062 mg/L y a
las 96 h fue de 0.051 mg/L, teniendo en cuenta que a la concentracién 0.17 mg/L D.
magna se mostraria muy sensible presentando una mortalidad del 100%. Por otra
parte, Martins (2013), en el ensayo agudo de toxicidad con NaCIlO durante las 24 h
observé una mortalidad de aproximadamente 25, 70 y 100% de D. magna a
concentraciones de 0.08; 0.11, y 0.17 mg/L, respectivamente a las 48 h en una
concentracion de 0.03 mg/L obtuvo una mortalidad del 5%, a la concentracion de
0.08 mg/L obtuvo un 95% y a la concentracion de 0.11 y 0.17 mg/L obtuvo una
mortalidad del 100%, finalmente a las 96 h alcanz6 una mortalidad del 5% a
concentraciones de 0.02 y 0.03 mg/L, 25% a concentraciones de 0.05 mg/L y 100%
a concentraciones de 0.11y 0.17 mg/L. Concluyendo que la CLso fue obtenida a las
24, 48 y 96 h a 0.093, 0.062, y 0.051 mg/L. De acuerdo con la directiva de la UE
93/67/CEE los valores encontrados de la CLso se enmarcan en los compuestos muy
toxicos para los organismos acuaticos ya que estan entre 1-10 mg/L segun lo
reportado por la CE 1272/2008 dice que se consideran valores nocivos para el
medio ambiente, ya que son menores a 10 mg/L. Los cambios en las
concentraciones a las que se calcularon las CLso se atribuyen a la variacion en las
concentraciones del compuesto comercial. Estos tres trabajos coinciden en que el
hipoclorito presenta efectos letales y subletales, e incluso a bajas concentraciones
resulta ser toxico, es importante tener en cuenta que el hipoclorito no se encuentra
solo en el medio ambiente, sino en conjunto con otros compuestos los cuales
podrian potenciar su toxicidad. Por lo tanto, se necesitan mas estudios para conocer

los efectos que se presentarian a nivel poblacion e incluso a nivel ecosistema.
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Se realiz0 la prueba de toxicidad de antocianinas sobre D. magna para determinar
y descartar los posibles efectos que le pudieran ocasionar al organismo, adicionales
a los causados por el NaClO. En la prueba se trabajaron cinco concentraciones de
antocianinas (0.04, 0.08, 0.12, 0.16 y 0.20 mg/L), el control positivo (K2Cr207) y el
control negativo (agua reconstituida) sobre el bioindicador, obteniendo como
resultado que a ninguna concentracion de antocianinas se observo mortalidad de
D. magna (tabla 17). Este resultado fue relevante para darle continuidad al trabajo
con nuestro objetivo general. Por otra parte, Ramirez et al. (2006) llevo a cabo la
extraccion del colorante de mora de castilla (Rubus glaucus benth), del que
evaluaron su toxicidad sobre el bioindicador Artemia salina. Encontraron cianidina-
3-glucésido como las antocianinas presentes en el extracto metandlico de R.
glaucus. Por otra parte, en la respuesta biologica de Artemia salina frente al extracto
metandlico se determind que la dosis letal media (DLso) causada por la antocianina
fue de 223.6 pg/mL y lo clasificaron como moderadamente toxico (100-500 pg/mL)
segun CYTED. En ambos trabajos tanto de B. oleracea como R. glaucus se reporta
la misma antocianina, pero no el mismo efecto toxico sobre el bioindicador
seleccionado, lo que hace mas interesante los resultados de la prueba de toxicidad

evaluados bajo dos diferentes bioindicadores (D. magna y Artemia salina).

Cabe mencionar, que debido a que no hay suficientes reportes de investigacién en
relacion con la evaluacion de toxicidad de antocianinas con bioindicadores seria
relevante llevar a cabo mas pruebas de toxicidad con la antocianina de B. oleracea
y otros bioindicadores a concentraciones superiores a las mencionadas en esta
investigacion y asi complementar informacion sobre los posibles efectos que

pudieran causar las antocianinas sobre otros organismos.

Se determind el potencial de las antocianinas para disminuir la toxicidad del NaCIO
sobre la viabilidad de D. magna, mediante la realizaciéon de la prueba de toxicidad
con el organismo, mezclando las antocianinas a diferentes concentraciones (0.04,
0.08, 0.12, 0.16 y 0.20 mg/L) con el NaClO a la concentracién 0.11 mg/L causante
de la CLso (tabla 16). Como resultado se observa que no hubo mortalidad en ninguna

de las mezclas probadas. Por lo tanto, la evidencia muestra que las antocianinas
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cumplieron con su efecto neutralizador al reaccionar con un compuesto oxidante,
en este caso el NaClO, probado sobre uno de los ensayos biolégicos mas usados
en ecotoxicologia y mediante una técnica quimica. Este estudio abre las
posibilidades de investigacion del potencial que tienen antocianinas de otras frutas,
flores o vegetales como neutralizantes redox de compuestos oxidantes tdxicos que

se encuentran en las aguas residuales.

Sin embargo, en una investigacion evaluaron la actividad y mecanismo de las
propiedades antioxidantes de la cianidina-3-0-B-glucopirandsido (C-3-G)
comprobando que posee una excelente actividad antioxidante y evaluando por
voltamperometria ciclica de corriente continua su potencial redox es de 405 mV esto
demuestra que C-3-G es un agente reductor fuerte que actia como un poderoso
antioxidante (Angela et al., 2001). Por otra parte, Victorin et al., (1972) midieron el
potencial redox del NaClO presentando 0.56 mV. Esto quiere decir que, los
resultados del potencial redox, de la antocianina (cianidina) y el NaClO por la gran
disimilitud de potenciales (C-3-G 405 mV / NaClO 0.56 mV) hay una gran
probabilidad de que la antocianina neutralice el NaClIO comprobando, asi también,

con el bioensayo bioldgico.

Finalmente, la cuantificacién del porcentaje del ion Cl en la muestra de NaClO
consistio en una volumetria de oxidacion-reduccion, por lo que se realiz6 una
yodometria. Para incrementar la precision en los resultados de la prueba, se realizd
de manera rapida y evitando la exposicién de la muestra a la luz. Para establecer
las condiciones de neutralizacién de la toxicidad de NaClO sobre D. magna se
determind la concentracién de antocianinas de B. oleracea (0.005, 0.01, 0.02, 0.04,
0.08, 0.12, 0.16 y 0.20 mg/L) capaz de reducir la concentracion de iones CI" de la
solucién de NaClO que causa la CLso. Considerando que en la cuantificacion del ion
CI-por yodometria en una soluciéon de 0.10 mg/L de NaCIlO se obtuvo un 6.43 % del
ion CI, mientras que en la concentracion de 0.11 mg/L fue de 10.70 %, se concluye
gue cantidades del ion cloro superiores al 10.70 % matard a mas del 50 % de D.
magna. Al agregar las diferentes concentraciones de antocianinas al NaClO a 0.11

mg/L, el porcentaje de iones Cl disminuy0 (tabla 19). A través de este método de
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cuantificacion se determino que a la concentracion 0.02 mg/L de antocianinas de B.
oleracea se redujo hasta un 93 % de la concentracion de los iones Cl- en las
soluciones de NaClO de 0.11 mg/L. Este resultado es prometedor, debido a que la
concentracion de las antocianinas de col morada que se requiere para neutralizar
NaClO es baja y podria permitir desarrollar un proceso factible para el tratamiento
de residuos de NaClO.
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V. CONCLUSIONES

e Lacianidina es la principal antocianina presente en el extracto de B. oleracea.

e Concentraciones de NaCIO mayores a 0.11 mg/L causaron un porcentaje de
mortalidad del bioindicador superior a 50. Por su parte, ninguna de las
concentraciones de antocianinas de B. oleracea probadas en este estudio
causo efectos negativos sobre la viabilidad de D. magna.

e Las antocianinas de B. oleracea a todas las concentraciones probadas
neutralizaron la toxicidad del NaClO a 0.11 mg/L permitiendo la viabilidad del
100% del bioindicador.

e La concentracion de 0.02 mg/L de antocianinas de B. oleracea logré reducir
en un 93% la concentracion de iones CI- de las soluciones de NaCIO de 0.11
mg/L, causante de la mortalidad del 50% de D. magna

VI. PERSPECTIVAS

Se requiere de estudios para la caracterizacion de las posibles reacciones de las
antocianinas de B. oleracea que puedan presentar al estar en contacto con NaClO,
o la participacion de las antocianinas como catalizadores, es decir, que las

antocianinas principalmente la cianidina retarde la reaccion redox con el NaCIO.
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VIIl. ANEXOS

Anexo 1. El grafico que se disefia muestra en el eje de las abscisas el log'® de la
concentracion el téxico (xX) y en el eje de las ordenadas el Probit empirico (y). Se
tendra una dispersion de puntos para analizarlos con un andlisis de regresion lineal,
mediante la siguiente ecuacion:

Y =a + bx

En unidades Probit el 5 corresponde al 50 % de mortalidad (Y= 5), este se estima

con el modelo calculado de la concentracion o dosis del toxico.

5=a+ bx
., . 5—-a
La concentracion (x), se despeja: X = 5
Se resta la unidad a la concentracion obtenida, inicialmente en la transformacion
L 5—-a
logaritmica: x=\=")- 1

Para finalmente obtener la CLso se aplica antilogaritmo:

(59 -1

antilog

CLSO =
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Anexo 2. Relacion del porcentaje (%) de mortalidad y el Probit.

% 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
mortalidad

0 267 295 312 325 336 345 352 359 366
10 372 377 382 387 392 396 401 405 408 4.12
20 416 419 423 426 429 433 436 439 442 445
30 448 450 453 456 459 461 464 467 469 472
40 475 477 480 482 485 487 490 492 495 497
50 500 503 505 508 510 513 515 518 520 523
60 525 528 531 533 536 539 541 544 547 550
70 552 555 558 561 564 567 571 574 577 581
80 584 588 592 595 599 604 608 613 618 623
90 528 534 641 648 655 664 675 688 705 7.33
% 0.0 0.1 02 03 04 05 06 07 08 09
99 733 7373 741 746 751 758 765 775 7.88 8.09

Anexo 3. Registro de mortalidad del bioindicador con K2Cr207.

Concentracion | Logl0 | Organismos | Mortalidad | Mortalidad % Probit Probit
(mg/L) expuestos Mortalidad
[] R1 | R2 | R3 | Observada empirico | calculado

(PE) (PC)

0.1 -1 30 7 8 9 24 80 5.84 5.77

0.2 -0.69 30 6 5 6 17 56.6 5.15 6.37

0.4 -0.39 30 10 | 10 | 10 30 100 8.09 6.94

0.8 -0.09 30 10 | 10 | 10 30 100 8.09 7.52

1.6 0.20 30 10 | 10 | 10 30 100 8.09 8.07

3.2 0.50 30 10 | 10 | 10 30 100 8.09 8.65
T- (H20) - 30 0 0 0 0 0 0 0
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Anexo 4. Registro de mortalidad del bioindicador con Cloralex® (3.5%).

Concentracién | Logl | Organismos | Mortalidad | Mortalidad % Probit Probit
(mg/L) 0 expuestos Mortalidad
R1 | R2 | R3 | Observada empiric | calculad
[] o (PE) o (PC)
0.04 -1.39 30 0|0 O 0 0 0 0.13
0.08 -1.09 30 o|1]0 1 3.33 3.12 341
0.12 -0.92 30 7 8 8 23 76.66 5.71 5.27
0.16 -0.79 30 10| 9 | 10 29 96.66 6.75 6.69
0.2 -0.69 30 10| 10 | 10 30 100 7.373 7.79
T- (H20-R) 1.47 30 1010 1 3.33 3.12 31.49
T+ (K2Cr207) | -0.62 30 6 | 5|6 17 56.6 5.15 6.37
Anexo 5. Registro de mortalidad del bioindicador con Cloralex® (3.5%).
Logl0 Mortalidad Mortalidad Probit Probit
Concentracion Organismos % -~
(mg/L) (] expuestos | pq R2 R3 | Observada mortalidad em(E:_:")'CO cal(c;éa;do
0.08 -1.09 30 0 0 0 0 0 0 -0.86
0.09 -1.04 30 0 0 0 0 0 0 1.43
0.1 -1 30 0 0 1 0 3.33 3.12 3.27
0.11 -0.95 30 9 8 7 24 80 5.84 5.56
0.12 -0.92 30 10 10 10 30 100 8.09 6.94
0.13 -0.88 30 10 10 10 30 100 8.09 8.78
T- (H.0-R) 1.47 30 0 0 0 0 0 0 0
T+ (K2Cr207) | -0.62 30 6 5 6 17 56.6 5.15 6.37
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Anexo 6. Registro de mortalidad el bioindicador con antocianinas.

Concentracion | Logl0 | Organismos | Mortalidad | Mortalidad % Probit Probit
(mg/L) expuestos Mortalidad
[] R1 | R2 | R3 | Observada empirico | calculado

(PE) (PC)
0.04 -1.39 30 0o|01|O0 0 0 0 0
0.08 -1.09 30 o|01|O0 0 0 0 0
0.12 -0.92 30 0o|01|O 0 0 0 0
0.16 -0.79 30 o|01|O 0 0 0 0
0.2 -0.69 30 o|01|O 0 0 0 0
T- (H20-R) 1.47 30 0o|01|O0 0 0 0 0

T+ (K2Cr207) | -0.62 30 6 | 5|6 17 56.6 5.15 6.37

Anexo 7. Registro de mortalidad del bioindicador con NaClO® expuesta con

antocianinas.

Concentracion | Logl0 | Organismos | Mortalidad | Mortalidad % Probit Probit
(mg/L) expuestos Mortalidad
[] R1 | R2 | R3 | Observada empirico | calculado

(PE) (PC)
0.11+0.04 -1.39 30 0 0 0 0 0 0 0
0.11+0.08 -1.09 30 0 0 0 0 0 0 0
0.11+0.12 -0.92 30 0 0 0 0 0 0 0
0.11+0.16 -0.79 30 0 0 0 0 0 0 0
0.11+0.2 -0.69 30 0 0 0 0 0 0 0
T- (H20-R) 1.47 30 o|lo]|o 0 0 0 0

T+ (K2Cr207) -0.62 30 6 5 6 17 56.6 5.15 6.37
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Anexo 8. Poder desinfectante del agua clorada y el potencial redox medidos
simultdneamente para diferentes compuestos de cloro.

Reodox potential
Availablo hafore addition

ehlorine of bhacteria

Chlorine compound ir) ir)

NaO(Cl 077 056
NH,C1 0-08 062
NHCL, 0-89 0-86
Halazone 067 (-89
Chloramine T (-07 66
Cyanuric acid 4+ NaOCl 0-84 063
Cyanuric acid -+ NH,C1 063 067
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