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Abstract

Samples of water and sediments from Xichu River in the north of the Guanajuato State were taken
in order to evaluate the water quality and the isolation of microorganisms potentially triclosan
resistant and removers. Water that is used primarily for human consumption and for agriculture but
due to triclosan is actually included as active ingredient in many household products and discharged
to wastewater conduced to river; it may increases bacterial resistance to antimicrobials. Recently it
has been placed in the status emerging contaminant and it has been shown that this compound acts
as an endocrine disruptor, causing damage to different organisms. Current treatments for the
removal of xenobiotic as triclosan (TCS) are costly and inefficient, leaving these substances
exposed terminals effluent stations Wastewater Treatment Microbial and biodegradation is an
option to this problem. For the water quality, we identified total and fecal coliforms, E. coli, and the
quantification of helminthes eggs. Also physicochemical analysis was performed to determine
temperature, pH, CO,, hardness, dissolved oxygen, nitrate, phosphate and total solids. For the
selection of resistant organisms and degradative, bioassays were performed using minimal medium
supplemented with triclosan (20 ppm ) and minimal medium containing triclosan as sole carbon
source.

The results suggest water pre-treatment is needed for human consumption and could be used
for other purposes that do not compromise the health and balance of the ecological system.

In other hand, the isolation of three bacteria strains capable degrading triclosan was
achieved. Some biochemical test and colonial morphology was analyzed.

16 Introduccidn

El agua es un elemento vital para la existencia humana, de su uso adecuado depende nuestra salud,
alimentacion y produccién agricola. El utilizar agua contaminada en la preparacion de alimentos u
otras actividades nos podria producir un gran nimero de casos de infeccién. Por tal motivo, existen
guias de vigilancia y control de calidad de del agua para consumo humano, como el acuerdo
cooperativo entre la Organizacion Panamericana de la Salud/Organizacion Mundial de la Salud
(OPS/OMS) y la Agencia de Proteccién Ambiental de los Estados Unidos de América (USEPA), en
cumplimiento de una actividad relacionada con el Plan de Mejoramiento de la Calidad del Agua en
América Latina y el Caribe (Fuentes, 2007).

En México; en febrero del 2012 fue publicado en el Diario Oficial de la Federacion, el
decreto por el cual se han hecho reformas al articulo 4° de la Constitucion politica de los estados
unidos mexicanos, por la que se asegura el Derecho Humano al agua y la obligacion correctiva del
estado mexicano en garantizar el acceso y uso equitativo y sustentable de los recursos hidricos del
pais (Ley General de Aguas, 2012).

La calidad de diferentes tipos de agua se ha valorado a partir de variables fisicas, quimicas y
biologicas, evaluadas individualmente o en forma grupal.

Los parametros fisico-quimicos dan una informacion extensa de la naturaleza de las especies
quimicas del agua y sus propiedades fisicas, sin aportar informacién de su influencia en la vida
acudtica; los metodos bioldgicos aportan esta informacion pero no sefialan nada acerca del
contaminante o los contaminantes responsables, por lo que muchos investigadores recomiendan la
utilizacion de ambos en la evaluacion del recurso hidrico (Lombardo, 2008).



142

En el municipio de Xich( cuya cabecera municipal estid situada en las coordenadas
geograficas 100° 03" 37" de longitud oeste y 21° 18" 00" latitud norte, con una altura sobre el
nivel del mar es de 1,334 metros, se encuentra la microcuenca que forma el rio Xicha, muy
importante debido a que esta totalmente dentro de la Reserva de la Biosfera Sierra Gorda de
Guanajuato, por lo que si existe algun impacto provocado por algin agente contaminante, éste
podria afectar a los diferentes ecosistemas que le rodean y al mismo ser humano, dado que el uso
principal del agua de dicho rio asi como las corrientes que le abastecen es para consumo humano,
asi como para riego agricola.

La calidad del agua en los principales cauces de la Reserva no estd determinada
cuantitativamente y se considera que hay cierto deterioro debido a factores como descargas de
aguas residuales de asentamientos humanos, basura y escurrimientos de los excesos de compuestos
quimicos que se utilizan para la agricultura y otros urbanos y suburbanos que se depositan en
tiraderos a cielo abierto. Entre los principales problemas ambientales detectados y priorizados por la
poblacion de la reserva estan el agua y generacién y disposicién de residuos, ya que considerando
que sélo cuenta con precipitaciones anuales que no superan los 850 mm vy, ademas, la naturaleza
carstica de los suelos propicia que gran parte del agua pluvial que se recibe se infiltre y haya pocas
corrientes superficiales permanentes utilizables. (INE, 1999).

La evaluacién de aspectos contaminantes define la aceptabilidad en términos de calidad de
este liquido vital para el uso y consumo humano. Es por ello que una parte del presente estudio esta
centrado en hacer una evaluacion de la calidad microbioldgica y de algunos parametros fisico-
quimicos del agua. Sin embargo, existen otros compuestos que aun no estan normados y de los
cuales se desconoce su impacto ecoldgico. En éste sentido es de particular el triclosan (5-cloro-2-
(2,4-diclorofenoxi)-fenol), el cual es un agente antimicrobiano sintético comin que ha sido
incorporado en mas de 700 productos diferentes de cuidado personal e industrial. Estos productos,
como desodorantes, jabones, cremas dentales, y diversos productos de plastico, contienen 0.1-0.3%
de triclosan. La propagacion del triclosan en el medio ambiente ha despertado una gran
preocupacién, ya que el nivel de seguimiento de triclosdn podria promover el desarrollo de
microorganismos resistentes y de causar efectos adversos en el ecosistema. Cuando se expone a los
rayos UV, el triclosan puede ser transformado en productos quimicos mas toxicos como
clorodioxinas.

La biodegradacién del triclosan en el medio ambiente y las aguas residuales ha convertido
recientemente en un tema de investigacion interesante. Un estudio informé que aproximadamente el
79% de triclosan se elimind mediante procesos de tratamiento bioldgico de aguas residuales,
sugiriendo que la biodegradacion puede ser un mecanismo importante (Lee, et al., 2012).

Varios estudios determinaron que el triclosan puede actuar como un agonista del receptor de
estrégeno y muestra actividad estrogénica. Por lo tanto, podria tener efectos endocrinos y en el
desarrollo reproductivo mediante la alteracion de la sefializacion hormonal (Honkisz y Wojtowicz
2012).

Finalmente, en un estudio publicado en la revista “Proceedings”, de la Academia Nacional
de Ciencias de Estados Unidos (PNAS), se demostro que el triclosan perjudica la funcion de
algunos mausculos. Al interrumpir la comunicacion entre dos proteinas fundamentales para el
funcionamiento de los musculos estriados, el triclosan provoco insuficiencias musculares en células
del corazén y en musculos esqueléticos, tanto en animales (ratones y peces) como en seres humanos
(Cherednichenkoa, et al 2012).



143

La biodegradacion se ha sugerido como una alternativa importante para la eliminacion de
triclosan en las aguas residuales. Hasta la fecha, s6lo unos pocos microorganismos de aguas
residuales, incluyendo Sphingomonas sp. Rd1, Nitrosomonas europaea, Sphingomonas sp. PH-07 y
Sphingophyxis  Strain KCY1, se sabe que degradan triclosan a través de reacciones de via
cometabolica. Aunque dos bacterias de suelo son conocidas por utilizar triclosdn como fuente Unica
de carbono. Y aun se desconoce si los microorganismos de aguas residuales pueden utilizar
triclosan como fuente de carbono (Lee, 2013).

La parte final del estudio aqui presentado consistid en aislar y caracterizar los
microrganismos resistentes y degradadores de triclosan como parte de un estudio microbiolégico en
cuatro sitios muestreados en la microcuenca del rio Xicha y su interseccion con el rio Laja en
subcuenca hidrologica del rio Santa Maria de la Reserva de la Bidsfera Sierra Gorda de Guanajuato.

16.1 Materiales y métodos

Muestreo y analisis de calidad de agua

Los analisis fisicoquimicos y microbioldgicos fueron realizados en el Laboratorio de Bioguimica y
Microbiologia del Instituto Tecnologico Superior de Irapuato (ITESI) ubicado en la ciudad de
Irapuato, Guanajuato. La toma y preservacion de muestras se realiz conforme lo establecido dentro
de la norma NMX-AA-014-1980. Para la realizacion de los analisis de calidad del agua se tomaron
en cuenta 5 puntos de muestreo, 4 (P1 al P4) a lo largo de una corriente perene de abastecimiento
del rio Xicha y el quinto se tom6 en un punto del nacimiento de ésta corriente (ubicado en la
localidad de Casitas), la cual utilizan los pobladores para consumo humano (P5), las coordenadas de
ubicacion se presentan en la Tabla 1. Con respecto al analisis microbiolégico se tomé en cuenta la
Norma Mexicana NMX-AA-42-1987 para la cuantificacion de coliformes totales, coliformes
fecales y Escherichia coli por el método de NMP, utilizando como medio de cultivo caldo
lactosado; para los medios confirmativos se usaron los caldos bilis verde brillante (BVB) y el medio
EC respectivamente.

Para la cuantificacion de los huevos de helminto se sigui6 el procedimiento descrito por la
Norma Mexicana NMX-AA-113-SCFI-1999, en las muestras se utiliza la combinacién de dos
métodos en una sola técnica; el método difasico y el método de flotaciébn que suponen una
confiabilidad de hasta el 90 % en muestras artificiales contaminadas con huevos de helminto.

Para la determinacion de los parametros fisicoquimicos se utilizaron equipos de Hanna
instruments ®. Los parametros determinados y su respectivo nimero del kit utilizado son los
siguientes: temperatura (HI 145), pH (pH ep® 4 meter), CO, (HI 3818), dureza (HI 3812), oxigeno
disuelto (HI 3810), nitrato (HI 3874), fosfato (HI 3833) y solidos totales; para este ultimo punto se
baso en la norma NNMX-AA-034-SCFI-2001. Los resultados obtenidos para OD se cotejaron con
lo estipulado por la norma PROY-NMX-AA-012-SCFI-2009, mientras que el resto de los
paramentos se compararon con lo estipulado en la norma NOM-127-SSA1-1994.
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Tabla 16 Puntos de muestreo para calidad de agua

Punto Coordenadas de Ubicacion

LatN 21°1846.7”
P1 Long O 100°6°40.18”

LatN 21°18°50.40”
P2 Long O 100°6°39.01”°

LatN 21°18°51.27”
P3 Long O 100°6°36.24°

LatN 21°18°36.89”
P4 Long O 100°7°39.67”

LatN 21°18°38.15
P5 Long O 100°7°41.67”

Muestreo y colecta para aislamiento de microorganismos

Se seleccionaron 4 sitios de muestreo en base a la ubicacién de aguas superficiales cercanas
a diferentes comunidades circundantes a la microcuenca del rio Xichu y su interseccién con el rio
Laja en subcuenca hidroldgica del rio Santa Maria de la Reserva de la Biosfera Sierra Gorda de
Guanajuato, se colectaron muestras de agua y sedimento y se registraron las principales
caracteristicas de la toma de muestra, los cuales se detallan en la Tabla No. 2

Tabla 16.1 Caracteristicas de las Zonas Muestreadas

Puntos de Coordenadas Elevacion T°agua T° Ph Profundidad
muestreo ambiente
"El chorro" N 21°18"38.5" 2354 m 17°c 18°c 6.3 22cm
Municipio O 100°
xichd 07°41.05
"El charco azul" N 21°18°50.6 2265m 19°c 17°c 7.3 60cm
Municipio O 100°
xichu 06°39.2"
"El charco azul" N 21°18 44.9" 2278 m 17°c 18°c 7.2 37cm
Municipio O 100° 06
xichu 40.4"
"San agustin”, N 21°c 19’ 2378 m 18°c 17.5°C 7.3 l4cm
municipio 12.4"
victoria

O 100°

0927.3"

Las muestras de sedimentos, fueron introducidas dentro de bolsas plasticas con cierre
hermético y almacenadas junto a las muestras liquidas, dentro de una hielera con bolsas de hielo

herméticamente selladas, para su posterior analisis en laboratorio.
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Aislamiento de Microrganismos

Se sembraron diluciones seriadas (10™ hasta 10®) de las muestras de agua y sedimento en
solucion salina peptonada en placas Petri con agar nutritivo y PDA inoculando 70 pl de cada
dilucion por duplicado distribuyendo con ayuda de asa de Drigalsky y se incubaron a 37° C durante
24 a 48 hrs. Transcurriendo el tiempo asignado se realizo el conteo y repique de colonias
microbianas y flngicas diferentes para la obtencion de aislados puros.

Ensayos de Resistencia y degradacion de triclosan in vitro

Los ensayos de degradacion y resistencia de los microorganismos aislados se realizaron empleando
medio minimo solido cuya composicion en g/l fue: 13.48 g K,;HPO,, 16.68 g KH,PO4, 0.5 ¢
MgSO,4 7H,0, 0.3 g (NH4).SO, y 14 g de agar bacteriologico (Aquiahuatl et al, 2004), adicionado
con 20 ppm de triclosan y 10 g/l de dextrosa para el ensayo de resistencia, mientras que para los
ensayos de degradacion se utilizd triclosan como Unica fuente de carbono. Las cajas fueron
incubadas a 37°C cubiertas con papel aluminio durante 72 horas y se evallio el crecimiento de
microorganismos.

Pruebas Bioquimicas

A cada una de las cepas degradadoras y resistentes a triclosdn encontradas, se les realizaron
diferentes pruebas biogquimicas. Se les realizé las pruebas de TSI (Agar- Hierro triple azucar), LIA
(Agar Hierro Lisina), prueba de Citrato de Simmons, prueba de Catalasa (preparando cajas con agar
nutritivo sembradas con las cepas clave y usando perdxido de hidrogeno como indicador) y prueba
de Urea con caldo de urea.

Morfologia Colonial

Las colonias de cada cepa fueron estudiadas en forma, tamafio, elevacion, borde o margen, color,
superficie, densidad, consistencia, luz reflejada, luz transmitida y aspecto de cada una de las cepas.

16.2 Resultados y discusion
Analisis microbioldgicos y fisico-quimicos de calidad de agua

Los resultados obtenidos de los parametros microbioldgicos asi como de huevos de helminto se
presentan en la Tabla 3 junto con los limites permisibles.

De acuerdo al analisis de los resultados; segun los parametros microbiologicos, se puede
observar un gradiente del punto inicial (P1) al punto final (P4), en el que la carga microbioldgica se
ve disminuida en un 57.5%, aproximadamente. Es necesario que el agua del rio en los puntos P1 al
P5 reciba un tratamiento previo antes de su consumo desde la perspectiva microbioldgica, pues los
parametros se encuentran por arriba de lo estipulado en la normatividad y puede representar
problemas de salud puablica si se consume “cruda”.
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Tabla 16.2 Resultados de Analisis Microbioldgico

Parametro P1 P2 P3 P4 P5 Limite Limite
permitido permitido
Para agua Para agua de
de uso (riego
consumo agricola)
Humano CE-CCA-
NOM-127-  001/89

SSA1-1994
Coliformes* >240 160 160 92 5 Ausencia o 2000
totales no

detectables
Coliformes* 65 92 7 17 7 Ausencia o 1000
fecales no

detectables
E.coli* 50 8 4 6 2 Ausencia o 1-5

no

detectables
Huevos de Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo <1 Ausencia
helminto*

En la Tabla se encuentran registrados los parametros fisicoquimicos y de forma comparativa
se incluyen los limites permitidos para cada uno de los aspectos analizados.

Los valores del potencial de hidrogeno (pH) se mantienen igual en todos los puntos
muestreados (7.2) por lo que indican niveles de pH ligeramente alcalinos y se muestran en un nivel
optimo, se encuentran dentro de los limites permisibles segin la OMS, y la normativa mexicana.

En este estudio el rango de concentracion de nitrato se mantuvo en 44.3 por lo que se
encuentra dentro de los limites marcados por la OMS; no asi en la normativa mexicana, puesto que
supera el méximo permisible segin la NOM 127-SSA1-1994.

El diéxido de carbono (COy) indica la cantidad de carbono orgénico presente en la muestra.
En el estudio se encontrd en valores de 20.5 y 28.5 con una media de 23.8 mg/I.

La dureza se encuentra entre los 81 y 129 mg/l con una media de 97.8 mg/l, por lo que se
encuentra dentro de los limites permisibles marcados tanto por la OMS como por la norma
mexicana NOM-127-SSA1-1994.

El oxigeno disuelto, en la presente investigacion se encuentra en valores que fluctian de 3.5
hasta 7 mg/l; por lo que superan por mucho los limites permisibles segun la OMS.

En este estudio los valores del fosforo van de 1 hasta 2 con una media de 1.6 mg/L; por lo
que se encuentran dentro de los limites permisibles impuestos por la norma NOM-001-ECOL-1996.
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Tabla 16.3 Resultados de Analisis fisico-quimico

Parametro P1 P2 P3 P4 P5 Limite Limite
permitido  permitido
OMS Normas

Mexicanas

Temperatura 23.4 23.3 22.3 22.7 22.9

(°C)

pH 7.2 7.2 7.2 7.2 7.2 6.5 - 85 6.5-85
+3

CO, (mg/L) 245 20.5 23 22.5 28.5

Dureza 96 129 81 102 81 100-500 500

(mg/L

CaCOy)

OD (mg/L) 5.5 35 5 7 6.5 2-5 5.0

Nitrato 44.3 44.3 44.3 44.3 44.3 25-45

(mg/L NO3)

Fosfato 1 2 2 2 1 10

(mg/L)

Solidos 6 160 20 160 60 120-200

totales

(mg/L)

Por otro lado los sélidos totales se encuentran en un rango de 6 hasta 160 mg/l con una
media de 81.2 mg/l; por lo que también se considera dentro de los limites maximos permitidos por
las normas NOM-001-ECOL-1996 y NOM-CCA/032-ECOL/1993. Otro de los parametros
evaluados fue la temperatura, la cual modifica la solubilidad de las sustancias aumentando la
cantidad de soélidos disueltos y disminuyendo la de los gases, lo que le confiere una gran
importancia para el desarrollo de los diferentes procesos bioldgicos; pero en realidad al ser un
parametro dependiente del tipo de ecosistemas, la normativa utilizada no aplica.

Aislamiento y caracterizacion de microorganismos degradadores de triclosan
Se aislaron un total de 36 colonias diferentes de las 4 muestras de agua y sedimento recolectadas.

De las muestras de agua, se aislaron un total de 17 cepas bacterianas y 2 fungicas tanto en
las muestras de agua como de sedimento, de lo cual se especula que no hay diferencia entre los
microorganismos presentes en agua y sedimento en las 4 estaciones de muestreo.

Los ensayos de resistencia y degradacion de triclosan permitieron seleccionar 3 cepas de 36
dos de ellas obtenidas de sedimento y una de agua con resistencia a triclosan y con capacidad para
degradarlo, que representa aproximadamente el 8% del total de las cepas aisladas, de las cuales el
5.5 % de la resistencia se presentd en muestras de sedimento y solamente el 2.5% en muestras de
agua. Las cepas seleccionadas fueron nombradas M1Sa, MIS,. M4Ax como se detalla en la Tabla 5.
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Tabla 16.4 Cepas Seleccionadas por su resistencia y degradacion de Triclosan

Clave de la cepa Estacion de muestreo Naturaleza de la muestra
M1sa “el chorro” municipio de xich Sedimento

Mis, “el chorro” municipio de xichu” Sedimento

Mda, “san  agustin municipio de Agua

victoria”

Tabla 16.5 Caracteristicas de la Morfologia Colonial en Medio Minimo

Caracteristica Cepas

Morfologica M1s, Misp M4a,
Tamafio 2mm 4 mm 3.5 mm
Forma Irregular Rizoide Irregular
Elevacion Plana Poco elevada Plana
Borde Ondulado Ondulado Ondulado
Color Marron Beige Marron
Densidad Translucida Opaca Translucida
Consistencia Suave Suave Suave

La caracterizacién bioguimica de las 3 cepas resistentes y degradadoras de triclosan indican
actividad fermentadora (glucosa) de la cepa M1SA vy productora de gas en el medio TSI y cambio
de color como se puede apreciar en la Figura 1B) en el segundo tubo izquierda-derecha, las pruebas
de Citrato (segundo tubo izquierda-derecha Figura 1 A), y el ensayo LIA (primer tubo izquierda-
derecha Figura 1 C) y ureasa (primer tubo izquierda-derecha Figura 1D), de lo cual se concluye que
esta no utiliza citrato como fuente de carbono, no tiene la capacidad de descarboxilar lisina o
desaminar la lisina y se descarta la presencia de ureasa y catalasa.

Por su parte, la cepa M1Sp resultdo ser fermentadora de azucares (lactosa o sacarosa),
observandose el resultado en el tercer tubo de la Figura 1 B), las pruebas de citrato (tercer tubo
Figura 1.A) y ureasa (segundo tubo Figura 1 D)) fueron negativas, por lo que no utiliza el citrato
como fuente de carbono ni hay presencia de ureasa. Con respecto a la prueba de LIA, la cepa tiene
la capacidad de descarboxilar la lisina (Segundo tubo Figura 1.C).

La cepa M4AA resultd ser fermentadora de azlcares (lactosa o sacarosa) observandose
resultado en el primer tubo de la Figura 1.2, tiene la capacidad de descarboxilar la lisina (tercer tubo
Figura 1.4) y utiliza como fuente de carbono al Citrato (primer tubo Figura 1.3), aunque resultaron
negativas sus pruebas de ureasa (tercer tubo Figura 1.5) y catalasa.
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Las principales caracteristicas de la Morfologia colonial se resumen en la Tabla 6 en donde
se observa que el tamafio colonial de las cepas varia de 2 a 4 mm, el resto de las caracteristicas
observadas son muy similares entre las cepas M1SAA y M4AA, mientras que la cepa MISp difiere
en la mayoria de las caracteristicas observadas

Figura 16 Pruebas Bioguimicas de Cepas degradadoras de Triclosan. Se muestran resultados de: A)
Prueba de Catalasa (Citratos de Simmons), B) Ensayo TSI (Agar. Hierro Triple aztcar, C) Prueba
LIA (Agar Hierro Lisina) y D) Prueba de Urea
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16.3 Conclusiones

Una de las principales fuentes de contaminacién por nitratos y fosfatos del cauce del rio, pudiese ser
la deposicion fecal de los animales (vacuno, caprino y ovino) de la zona. A excepcion de los
nitratos, se considera que la calidad del agua del rio en los puntos P1 al P5, es éptima para el uso
humano.

Los resultados obtenidos permiten establecer que no se debe utilizar el agua sin un pre-
tratamiento para el consumo humano y otros usos siempre que no comprometan la salud y
equilibrio del sistema ecoldgico.

Los sitios ubicados en las cuatro estaciones de muestreo en la micro cuenca del rio Xichu y
su interseccion con el rio Laja en subcuenca hidroldgica del rio Santa Maria, a partir de los cuales
se tomaron muestras de agua y sedimentos, son los ambientes con presencia de microorganismos
potencialmente degradadores de TCS.

Se logré el aislamiento de tres cepas de microorganismos resistentes y con capacidad
degradadora de triclosan. Las cepas corresponden a un 8% del total de cepas aisladas en las 4
estaciones de muestreo. Con las pruebas bioguimicas, se determiné que las tres cepas muestran
capacidad para fermentar azlcares, mientras que las capas M4Aa y MI1S, tambien tienen la
capacidad de descarboxilar la lisina, los resultados de los ensayos bioquimicos son insuficientes
para sugerir la identificacion de las cepas aisladas. Las observaciones de las caracteristicas
morfolégicas son diferentes para cada una de las cepas aislada, aunque M4A, y M1Sa presentaron
similitudes en la mayoria de las caracteristicas.
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Los ensayos bioquimicos y morfoldgicos contribuyeron a caracterizar la fisiologia de las
cepas aisladas y a determinar las condiciones bajo las cuales se pueden utilizar estas cepas para la
degradacion de triclosdn, se recomienda realizar andlisis bioquimico y molecular para la
identificacion de las cepas asi como su analisis filogenético.
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