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RESUMEN
En un laboratorio clinico, los colorantes son utilizados para tefiir parasitos, bacterias y
estructuras celulares, pues son sustancias que propician color gracias a su estructura
quimica, la cual esta conformada por el grupo croméforo y auxocromo; sin embargo, una
vez utilizados, estos son vertidos por los desagiies sin tomar en cuenta el impacto
ambiental que pueden ocasionar, por tal motivo, el objetivo de esta investigacion es
identificar las técnicas para la medicion de la concentracion de colorantes usados en el
laboratorio clinico vertidos por los desaglies, mediante revision bibliogréfica, para
conocimiento del impacto ambiental que tienen los colorantes; obteniendo como
resultados que la espectrofotometria UV-VIS, seguida del HPLC y HPLC-MS son las
técnicas mas requeridas por los investigadores y, que los colorantes mayormente
estudiados en este campo, son los derivados del trifenilmetano (verde de malaquita y
cristal violeta) y azul de metileno. Concluyendo asi, que la espectrofotometria UV-VIS
es la mas accesible, precisa y rapida que entre las otras; asi mismo, que el cristal violeta,
azul de metileno y verde de malaquita una vez vertidos por el desagiie afectan al
ecosistema acudtico, en las plantas sus procesos fotosintéticos y en los animales acuaticos

las alteraciones bioldgicas, mutaciones, toxicidad respiratoria y cancer.

PALABRAS CLAVES: Azul de metileno, cristal violeta, colorantes, impacto ambiental,

espectrofotometria UV-VIS, verde de malaquita.



ABSTRACT
In a clinical laboratory, dyes are used to stain parasites, bacteria and cellular structures,
as they are substances that promote color thanks to their chemical structure, which is
made up of the chromophore group and auxochrome; however, once used, they are
discharged down the drains without taking into account the environmental impact they
can cause, for this reason, the objective of this research, is to identify the techniques for
measuring the concentration of dyes used in the clinical laboratory discharged down the
drains through literature review, to know the environmental impact of dyes; obtaining as
results that UV-VIS spectrophotometry, followed by HPLC and HPLC-MS are the
techniques most required by researchers and, that the dyes most studied in this field, are
the derivatives of triphenylmethane (malachite green and crystal violet) and methylene
blue. Thus concluding, that UV-VIS spectrophotometry is the most accessible, accurate
and fast than among the others; likewise, that the violet crystal, methylene blue and
malachite green once poured down the drain affect the aquatic ecosystem, in plants their
photosynthetic processes and in aquatic animals biological alterations, mutations,

respiratory toxicity and cancer.

KEY WORDS: Methylene blue, crystal violet, dyes, environmental impact, UV-VIS

spectrophotometry, malachite green.
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1. INTRODUCCION

Los colorantes tanto organicos como sintéticos son usados por las industrias textiles,
cosméticas, farmacéuticas y en laboratorios clinicos, bioquimicos, microbiologicos, etc.,
del cual se sabe poco sobre los dafios que provocan una vez que son vertidos por el
desagiie y liberadas al ecosistema *. Se conoce poco sobre la toxicidad que tienen en el
medio ambiente, sin embargo Ardila-Leal et al. (2021) cita que, los efectos nocivos en el
medio ambiente son inevitables una vez que los colorantes sean vertidos en los drenajes,
inclusive sea en bajas concentraciones 2. En otra busqueda relacionada con las aguas
residuales por Sarayu et al. (2012) en la India menciona que, aparte de una contaminacion
estética, este provoca la eutrofizacion, el impedimento de la fotosintesis, inhibicion del
crecimiento de las plantas; y, lo mas critico para la especie acuatica es que son
teratogénicos o mutagénicos, cancerigenos y toxicos 3. Sioi et al. (2006) en su estudio
sobre el tratamiento fotocatalitico de las aguas residuales coloreadas de laboratorios
médicos, cita que la hematoxilina, la eosina, la rosa de Bengala y la auramina O llegan a
ser toxicas o mutagéenicas para los seres vivos sin importar que se use pequefios
volimenes, sin olvidar que sus aditivos también son nocivos provocando alta toxicidad
en aguas residuales y alto contenido de carbono organico 4. En Polonia, de acuerdo a
Tkaczyk et al. (2023) en su estudio nombra ciertos colorantes (verde malaquita y azul de
metileno) no autorizados por la Union Europea a causa de las propiedades cancerigenas

y mutagénicas °.

Por ello, esta investigacion tiene la intencion de identificar las técnicas para medir la
concentracion de colorantes usados en el laboratorio clinico vertidos por los desagties,
Tkaczyk et al. (2022) menciona diversas técnicas para determinar los colorantes en agua,
como: voltamperometria, espectrofotometria UV-vis, cromatografia liquida de alta
resolucion acoplado a fluorescencia y la acoplada a espectrometria de masas °; tampoco
hay que olvidar la colorimetria y volumetria que también cumplen el mismo fin, y, es el
de conocer la cantidad y concentracion de colorantes que son vertidos por los desagies y
el impacto ambiental que estos provocan. Ademas de procurar que los laboratorios
clinicos, de investigacion y de otra indole apliquen técnicas para remover los colorantes
en las aguas residuales, ya que, actualmente no hay una ordenanza que mencione como
remover los colorantes antes de que sean vertidos al desagle, por este motivo se plantea
lo siguiente ¢ Como se puede determinar la concentracion de los colorantes? y ¢Cual seria

el impacto ambiental que pueden ocasionar?
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1.1 OBJETIVO GENERAL

e Identificar las técnicas para la medicion de la concentracion de colorantes usados
en el laboratorio clinico vertidos por los desagiies, mediante revision

bibliogréfica, para conocimiento del impacto ambiental que tienen los colorantes.

2. DESARROLLO
2.2 Colorantes

Los colorantes son sustancias capaces de proveer su color a un material dado y esto se
debe a su estructura quimica ’. Los colorantes estan compuestos por un grupo cromaéforo
el responsable de producir color y por el auxocromo el encargado de aumentar la
solubilidad del colorante y su afinidad hacia el material a tefiir para fijarlo e intensificar

la accion del cromoforo 819,

2.2.1 Usos de los colorantes

Tanto los colorantes naturales como artificiales tienen diferentes usos en las industrias
textiles, farmacéuticas, alimenticias, cosméticas, etc. En el area textil se usa para tefiir
telas, fibras y algodones; en el area cosmeética se usa para dar color a pintalabios, sombras
de ojos y cejas, esmaltes, delineadores y tintes para cabello; en la industria alimentaria se
usa para dar color a bebidas, snacks, cereales, dulces, postres y otros; en el area de
investigacion y laboratorio clinico se usa los colorantes en técnicas de tincion bioldgica

para tefiir estructuras celulares, parasitos y también se emplea como indicador de pH 2.

2.3 Derivados de trifenilmetano

A partir de la sintesis del benceno se obtienen colorantes del trifenilmetano como el verde
de malaquita, cristal violeta, fucsina basica y rojo fenol, al cual tienen presentes grupos

hal6genos y aquilos como sustituyentes 8.

2.3.1 Verde de malaquita

Es un colorante derivado del trifenilmetano **, de color verde oscuro, y, de acuerdo a su
pH puede presentarse en dos formas: en pH acido estara presente su forma catiénica y en
pH basico predominara la forma carbinol 2. Las aplicaciones que tienen dentro de un
laboratorio es la tincion bioldgica e indicador de pH, ademas, la deteccién de sangre

latente en el campo forense 1.



2.3.2 Cristal violeta

Es un colorante organico sintético que se encuentra como un polvo con brillo metalico
verde oscuro, usado para clasificar bacterias mediante la tincion de sus estructuras

celulares 813,

2.4 Azul de metileno

Es un colorante sintético con estructura aromatica heterociclica, tiene aplicaciones en las
industrias textiles **y en el area de laboratorio como un colorante basico para identificar
parasitos, células sanguineas, determinacion morfologica de bacterias, clasificacion de

bacterias Gram negativas o positivas 6.

2.5 Técnicas analiticas para la concentracion de los colorantes

2.5.1 Espectrofotometria UV-VIS

Método empleado para detectar y cuantificar compuestos de una muestra; fundamentado
en la absorcién de radiacion monocromatica de una molécula, que es la que provoca el
desplazamiento electrénico y que a su vez genera el espectro (lugar donde absorbe un haz

de radiacion) *'.

2.5.2 Cromatografia de liquidos de alta presién acoplado a espectrometria de masas
(HPLC-MS)

Técnica que combina el poder de separacién de la cromatografia usando en fase reversa,
con una fase estacionaria no polar (C8 o C18) y con fase mdvil polar, con la
espectrometria de masas que determina la masa molecular, brindando asi informacion

cualitativa y cuantitativa 8,

2.5.3 Voltamperometria

Es un método electroanalitico muy sensible y de bajo costo tanto instrumental como
operacional, siendo Util para la cuantificacién de colorantes, ya que se emplea un
potencial eléctrico a un electrodo de trabajo dentro de una mezcla, midiendo la intensidad

de corriente 192,

2.6 Impacto ambiental de los colorantes

Por lo general el vertido de los colorantes a las aguas residuales tienen impacto al medio
ambiente, como impedir el paso de la luz solar al medio acuatico y como consecuencia la

baja actividad fotosintética 21?2, siendo esta la que garantiza el flujo de energia a niveles
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troficos superiores 2%, ademas, que algunos de ellos tienen microtoxicidad debido a que
forman quelatos de iones metélicos y, también son considerados toxicos, cancerigenos y

mutagénicos tanto para las personas como para la vida acuatica -2,

2.6.1 Impacto ambiental del verde de malaquita

Ciertos parametros fisicos-quimicos en el verde de malaquita, como el pH, la temperatura,
el oxigeno y la dureza del agua incrementan o disminuyen la toxicidad de este colorante,
es decir, que si la temperatura aumenta o el pH disminuye la toxicidad se ve aumentada
provocando tumores hepaticos y renales 2°2%; otros datos mencionan que pueden ser

cancerigenos y mutagénicos .

2.6.2 Impacto ambiental del cristal violeta

Es considerado un colorante mutagénico, clastogénico y citotdxico, relacionado con un
alto riesgo de contraer cancer de vejiga en las personas y tumores tanto renales como

hepéaticos .

2.6.3 Impacto ambiental del azul de metileno

La presencia de este colorante en los cuerpos de agua ha provocado la disminucion
fotosintetica de la vida acuética por la baja penetracion de la luz, por la demanda quimica
y bioldgica de oxigeno (DQO y DBO) % también, es considerado toxico, cancerigeno,
mutagénico y no degradable por la presencia del anillo aroméatico en su estructura

molecular 4.
2.7 Métodos para el desecho de colorantes

2.7.1. Biorremediacién

Es un método basado en la utilizacidn de bacterias y hongos para la recuperacion del area
contaminada, a través de sus procesos cataliticos, que transforman, reducen y remueven
las concentraciones de los productos toxicos esparcidos por los suelos y los cuerpos de

agua %8,

2.7.2 Carbdn activado

Es un método de absorcion debido a las caracteristicas que presenta el carbon activado,
como alta area superficial y alta porosidad que permiten la remocion de colorantes

disueltos en aguas residuales %%,



2.7.3 filtracion por membrana

Es un método fisico sencillo y eficaz, usado para disminuir la concentracion de colorantes
en aguas residuales, gracias a los poros pequefios que presenta la membrana de filtracion,
provocando que el colorante se quede en el filtro, con la Unica desventaja del cambio

periddico de las membranas 3.

3. METODOLOGIA

Una vez que se hace uso de los colorantes por parte de los laboratorios clinicos, estos son
vertidos por los desaguies sin tomar en cuenta el impacto ambiental que puede ocasionar,
con este enfoque se utilizo como metodologia la recoleccion de informacion mediante
revision bibliogréfica de sitios academicos de alto impacto como buscadores cientificos,
revistas (Elsevier y Scielo) y tesis, a través de la aplicacion de métodos comparativos,
descriptivos, analiticos y deductivos, pues esto permitira responder si en la actualidad los
laboratorios clinicos que utilizan colorantes para tefir diversos tejidos y células, estan

ocasionando algun tipo de impacto ambiental
3.1 Pregunta a resolver

¢Cdmo se puede determinar la concentracién de los colorantes? y ¢ Cudl seria el impacto

ambiental que pueden ocasionar?
4. RESULTADOS

Tabla 1. Revision bibliografica sobre las técnicas utilizadas para medir la
concentracion de colorantes.

TECNICAS PORCENTAJE  DESV.ESTANDAR
(%)
Espectrofotometria 60,0 0,51
UV-VIS
HPLC-MS 20,0 0,41
HPLC 33,3 0,49

Fuente: 17,18,27,32-43
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llustracion 1. Revision bibliografica sobre las técnicas utilizadas para medir la
concentracion de colorantes.

60,0

40,0

PORCENTAJE (%)

20,0

0,0
Espectrofotometria UV-VIS HPLC-MS HPLC

TECNICAS

Fuente: 17,18,27,32-43

Mediante la revision bibliografica de 15 articulos sobre las técnicas que miden la
concentracion de colorantes, el 60.0 % de las investigaciones se inclinan por la
espectrofotometria UV-VIS; Castillo (2022) menciona que la espectrofotometria es una
técnica cuantitativa con alta amplitud de investigacion, cuenta con alto limite de rastreo,
buena exactitud, precision y rapidez #4; Siguiéndole de cerca el HPLC con el 33.3%, pues
Rodriguez et al. (2014) cita que es una técnica que se usa mayormente para
investigaciones por la caracteristica de analizar mezclas complejas y dar con exactitud los
resultados previstos de manera confiable, aunque la mayor desventaja de éste es el tiempo
que se ocupa para el analisis, la cantidad de solventes contaminantes y el alto costo del
equipo *° ; Concordando asi con lo citado por Sahin et al. (2007) y Hassaninejad et al.
(2016), sobre las técnicas cromatograficas siendo usadas para determinar la concentracion
de colorantes en aguas residuales y las desventajas que tiene, como el tener un
procedimiento muy trabajoso, el ocupar mucho tiempo y el de requerir una separacion
previa de la mezcla 33¢; y, que por lo tanto prefieren usar técnicas espectrofotométricas

por ser econdmicas y por tener procedimientos sencillos .

Y, por ultimo se encuentra el HPLC-MS con un 20.0 % entre las técnicas identificadas,

Holcapek et al. (2001) cita que es una técnica generalmente usada para la monitorizacion
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ambiental de colorantes por ser sensible y capaz de obtener informacién sobre

compuestos no conocidos, sin embargo la desventaja mayor es su costo .
4.1. Fundamento del método espectrofotométrico

Este método tiene el fin identificar o cuantificar compuestos quimicos de una sustancia
ya sea del tipo organica o inorganica mediante la energia radiante que absorbe segin la
longitud de onda, asi que, el color de un compuesto depende de su capacidad para
absorber o reflectar radiaciones dentro del espectro UV-visible 4647, Es decir que, al
momento de medir espectros UV-visible, Gnicamente se necesita que tenga lugar la

absorbancia entre la radiacion y la materia, para que se generen estos espectros.

Para que ocurra la absorbancia de una muestra, se necesita la presencia de enlaces
insaturados (enlaces m) y estos son los compuestos orgédnicos, algunos de estos
compuestos tienen en su estructura quimica un grupo cromaforo, el cual esta constituido
por un enlace =; aunque el entorno molecular de este grupo y de su disolvente puede
generar cambios en la intensidad de la longitud de onda, también se deben tomar en cuenta

otros factores (pH y temperatura) 2,

Las radiaciones que utiliza la espectrofotometria UV-visible son de 80-40 nm, siendo la
de 200-400 nm el UV mas cercano y 400-800 nm el de luz visible, comparando asi la
radiacion absorbida de una muestra que tiene una cantidad no conocida de soluto, con una

que tiene una cantidad conocida de las mismas caracteristicas “°.

Tabla 2. Colorantes usados en el laboratorio

TECNICAS PORCENTAJE DESV.ESTANDAR
(%)
Cristal violeta 57,1 0,53
Verde de Malaquita 28,6 0,49
Azul de metileno 28,6 0,49

Fuente: 11,12,49-51

11



llustracién 2. Colorantes usados en el laboratorio
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Fuente: 11,12,49-51

En la recopilacion de fuentes bibliograficas acerca de los colorantes usados en el
laboratorio, el 57.1% habla sobre el cristal violeta y esto es por las multiples
funcionalidades que tiene; Corrales y Caycedo cita algunas aplicaciones como: tincién
bioldgica, indicador acido-base, desnaturalizador de alcohol y como componente de la
tincion de Gram *° también otros autores como Llanes et al. * y Quintero 8 concuerdan
con los usos que tiene este colorante en el laboratorio; A la par le sigue el verde de
malaquita y azul de metileno con un 28.6% los cuales tienen similares funcionalidades

que el cristal violeta.

Aunque la poca investigacion de colorantes usados en el laboratorio y el impacto
ambiental que tienen hace que este trabajo se centre inicamente en el cristal violeta, verde
de malaquita y azul de metileno, no se descarta que haya otros colorantes como la
hematoxilina, eosina, violeta de genciana, safranina, verde de metilo, fucsina &cida,
tionina, azul de toluidina, entre otros estén teniendo el mismo impacto ambiental o aln

peor estén provocando otros efectos que aun no se conocen.

En la investigacion realizada por Quintero (2018) acerca del tratamiento primario de
aguas residuales no domésticas provenientes de la Pontificia Universidad Javeriana cita
que, los colorantes que pueden hallarse en aguas residuales, son provenientes de las

universidades, mayoritariamente de los laboratorios de docencia por su uso en las

12



tinciones bioldgicas y como indicadores de pH, entre los colorantes méas usados son los

derivados de trifenilmetano como: el cristal violeta, fucsina basica, verde malaquita y rojo

fenol, ademas de otro colorante reactivo como el azul de metileno 8.

Tabla 3. Impacto Ambiental que tienen los colorantes

COLORANTES

IMPACTO AMBIENTAL

Verde de Malaquita

Cristal Violeta

Azul de Metileno

Provoca cambios morfolégicos, inhibe el
crecimiento de las plantas acuaticas 2.

Afecta a la fotosintesis debido a las alteraciones del
contenido de la clorofila %2,

Es cancerigeno, mutagénico, teratogénico Yy
genotdxico 49,

Provoca toxicidad respiratoria 2°

Impide el crecimiento de las plantas por su efecto
toxico en la germinacion de las semillas *°.

Afecta a la fotosintesis debido a las alteraciones del
contenido de la clorofila %2,

Es citotoxico y genotoxico en los animales *°.

Es cancerigeno y mutagénico *°.

Obstruye tanto los procesos fotosintéticos de los
sistemas acuiferos *.

Genera dafios en la calidad del agua 3.

Fuente abismal de contaminacion y alteracion de la
vida acuatica >*.

Es mutagénico y cancerigeno >,

Fuente: 25,49,50,52-54

Para conocer el impacto ambiental que tienen los colorantes que se usan en los

laboratorios clinicos, se necesité identificarlos y determinar los de mayor uso, entre ellos

de acuerdo a la ilustracion 2 esté el cristal violeta, verde de malaquita y azul de metileno,

13



continuando con la recoleccion de informacidn, se obtuvo la tabla 3, la cual detalla las
consecuencias de cada colorante una vez que entren en contacto con los sistemas
acuiferos; siendo todos altamente contaminantes, toxicos, mutagénicos, cancerigenos
para la vida acuatica 2>4°%9°2%4 | j et al., y Paz et al., también concuerda con los dafios
gue provocan a la vida acuatica, citando que, los colorantes de alta intensidad disminuyen
el paso de la luz solar al ecosistema acuatico afectando al proceso fotosintético que tiene
las plantas, ademas, generan dafios al medio ambiente por su toxicidad y su tendencia a

ser mutagénicos y cancerigenos >,

5. CONCLUSIONES

Mediante la recoleccion bibliografica se identifico tres técnicas mas comunes para la
medicidn de la concentracion de colorantes entre ellas esta la espectrofotometria UV-VIS
con 60.0% por ser las mas accesible, precisa y rapida entre las otras (HPLC, HPLC-MS);
asi mismo se determind que el cristal violeta, azul de metileno y verde de malaquita una
vez vertidos por el desagiie afectan a la vida acuética, desde el impedimento de sus
procesos fotosintéticos hasta el riesgo de causar alteraciones biologicas, mutaciones y

cancer en animales acuaticos.

6. RECOMENDACIONES

e Se recomienda continuar investigando sobre el impacto ambiental y toxico que
tienen los colorantes, al ser utilizados en el laboratorio y al tener contacto con el

ecosistema acuatico.

e Al conocer el impacto ambiental que tienen los colorantes (azul de metileno,
cristal violeta y verde de malaquita) al ser vertidos por el desagiie, no se descarta
que otros colorantes que aun no estan investigados tengan o no las mismas
caracteristicas contaminantes; se recomienda seguir investigando otros colorantes

que se usan en laboratorios y su impacto ambiental.
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