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ABSTRACT. Pollution due to urban-agricultural and urban-industrial activities, on the enzimatic activity
of two microorganisms was evaluated. The zones under study are located in the Caltongo “embarcadero”,
in Xochimilco, D. F., and the basin of Lerma-Santiago river, State of Mexico. Nine and ten stations were
established, respectively. Samples of water and sediment were taken, in order to determine their pH, salin-
ity, organic matter, as well as the toxic effect produced on Escherichia coli $-galactosidase activity and on
Bacillus cereus hidrogenase activity. Fecal coliforms and anionic detergents were quantified on the water
samples. A correlation analysis was applied to results of chemical variables and microbiotest performed.
In Xochimilco were found six stations over 50% of inhibition of the enzimatic activities evaluated, in
Lerma-Santiago were only four stations. The correlation coefficient found was between ~0.95 and 0.53. In
general, the zones under study showed a pollution degree and toxic effect moderate, as well as a minimum
correlation between chemical variables and the response of microorganisms used as indicators.
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RESUMEN. El objetivo del presente estudio fue evaluar la contaminacién ocasionada por actividades ur-
bano-agricolas y urbano-industriales, sobre la actividad enzimdtica de diversos microorganismos. Las zo-
nas de estudio se situaron en el embarcadero de Caltongo, Xochimilco D.F. y la cuenca Lerma-Santiago,
Estado de México. Se establecieron nueve y diez estaciones respectivamente. Se obtuvieron muestras de
agua y sedimento, a las cuales se les determind pH, salinidad, materia orgénica, asi como el efecto de in-
hibicién producido sobre la actividad B-galactosidasa de Escherichia coli y sobre la actividad deshidroge-
nasa de Bacillus cereus. A las muestras de agua se les cuantificaron organismos coliformes fecales y com-
puestos tensoactivos aniénicos. Se aplicé un andlisis de correlacién entre los resultados de las variables
quimicas y los microbioensayos aplicados. En Xochimilco se presentaron seis estaciones con mds del 50%
de inhibicién de las actividades enzim4ticas evaluadas, en comparacién con la cuenca Lerma-Santiago
donde solo fueron cuatro estaciones. El coeficiente de correlacidén obtenido fue entre —0.95y 0.53. De ma-
nera general, las zonas estudiadas presentan un grado de contaminacién y efecto téxico moderadaos, asi co-
mo una minima correlacién entre variables quimicas y respuesta de los microorganismos empleados como
indicadores.
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INTRODUCCION

El uso de los ecosistemas acuaticos estd determinado
por la magnitud de la contaminacién que presenten, ésta
puede deberse a descargas de efluentes industriales y mu-
nicipales, los cuales pueden contener una gran cantidad de
elementos potenmalmente toxicos como plaguicidas, resi-
duos de fertilizantes,? hidrocarburos,'® detergentes,' 7 mi-
croorganismos patégenos,“ como los coliformes fecales y
metales pesados.Z El lago de Xochimilco y la cuenca Ler-
ma-Santiago son cuerpos de agua que reciben este tipo de

compuestos, ocasionando su deterioro y la disminucién de
su aprovechamiento. En el caso del lago de Xochimilco, se
determmé que en 1985 recibié 2500 m® de aguas residuales
sin tratar,® ademas se han detectado detergentes y metales
pesados como cadmio, zinc y cobre en el agua de los cana-
les."*2* Con relacion a la cuenca Lerma-Santiago, se ha
determinado la presencia de metales pesados como benllo
mercurio, plomo, cromo y niquel en agua y sedimento. "’

Esta cuenca contaba con 14 plantas de tratamiento de
aguas residuales en 1994,% sin embargo debido al creci-
miento de la zona industrial que se ubica en los alrededores
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del sistema hidroldgico, es probable que actualmente esta
medida sea insuficiente para el control de la contamina-
cion.

Ambas cuencas son de gran importancia debido a las
actividades agricola-industriales o turisticas que en ellas se
desarrolian y por su aprovechamiento del agua, esto hace
necesario la evaluacion de la calidad de este recurso, asi
como conocer su posible efecto tdxico para evitar que se
afecte la salud de las personas consumidoras y el deterioro
de los cultivos.

En relacién con lo anterior, las técnicas que aplican
microorganismos como algas unicelulares y protozooa-
rios'™® 22 para determinar la toxicidad de efluentes, repre-
sentan una importante herramienta ecotoxicolégica para
estimar la contaminacién del ambiente,”!* sin embargo ¢!
empieo de bacterias como organismos blanco constituye
una alternativa en la realizacién de este tipo de pruebas,’
¥a que ¢stas dltimas resultan econémicas, rapidas y repro-
ducibles.

El objetivo del presente estudio es determinar Ia cali-
dad del agua y sedimento de diferentes estaciones del lago
de Xochimilco y la cuenca Lerma-Santiago, con relacién a
la presencia de microorganismos coliformes y detergentes,
asi como evaluar su posible efecto téxico aplicando dos
microbioensayos, los cuales constituyen modelos bacteria-
nos rapidos, sensibles y econdmicos.

MATERIALES Y METODOS

El ntimero y designacion de las estaciones de muestreo
en ambas cuencas, se indica en la tabla 1.

Para obtener las muestras de agua se utilizaron frascos
de vidrio de 500 ml, de boca ancha con tapdn de plastico,
lavados, enjuagados con agua destilada y esterilizados en
autoclave a 121°C durante 15 min, Para los sedimentos se
emplearon bolsas de plastico nuevas de 30 x 40 cm. La
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toma de muestras de agua consistié en sumergir el frasco
en cada estacion, a una profundidad aproximada de 50 cm,
se permitid el llenado completo de éste y se cerro antes de
sacarlo del agua. Para los sedimentos se empled una draga
metalica, con la cual se extrajo aproximadamente 1 kg en
cada estacidn, se colocaron en las bolsas de plastico. Todas
las muestras se transportaron en un recipiente con hielo
hasta llegar al laboratorio, en donde se mantuvieron a 4'C
hasta ser procesadas, en un lapso no mayor de 32 h.

Los andlisis de laboratorio consistieron en la cuantifi-
cacion de las variables quimicas pH, satinidad y materia
organica, determinacién de coliformes fecales y detergen-
tes anidnicos (estos dos dltimos en agua exclusivamente) y
la evaluacion de la toxicidad de agua y sedimento aplican-
do los microbioensayos inhibicién de la actividad f-
galactosidasa de Escherichia coli K120RS5 vy la actividad
deshidrogenasa de Bacillus cereus ATCC 0401,

El pH se midié empleando un potenciometro Perkin-
Elmer y la salinidad utilizando un salinémetro Oridn, utili-
zando un volumen de muestra suficiente para cubrir el
electrodo respectivo. La materia organica se cuantificsd por
la técnica de Walkey-Black.?

Los coliformes fecales se determinaron por la técnica
de nimero mds probable (NMP),* empleando caldo lacto-
sado y caldo EC para las pruebas presuntiva y confirmativa
respectivamente.

Los detergentes ani6énicos se cuantificaron por la técni-
ca de las sustancias activas al azul de metileno (SAAM).}

Para realizar los microbioensayos, las muestras de agua
se esterilizaron por filtracién en membranas Millipore
(0.22 um) y fueron colocadas en recipientes estériles. Para
los sedimentos se realizaron extracciones con dimetilsul-
féxido (DMS) al 10%, en una relacion 1:1 (p/v), para lo
cual se emplearon tubos de centrifuga en donde se colocéd
la muestra de sedimento y el DMS, se agité manualmente
durante dos min y se centrifugé a 12,000 x g durante diez
min en refrigeracién. El sobrenadante se esterilizé de la

Tabla 1. Clave de las estaciones de las cuencas estudiadas

Estacion Cuenca
Xochimilco Lerma-Santiago
1 Nuevo ledn Atenco
2 Embarcadero Caltongo Rio lerma (autopista)
3 Plazuela San Cristobal Efluente EPPCA
4 La gloria Influente EPPCA
5 Puente Xilopa/Nvo. Ledn Efluente EPPCA (500 m rio abajo)
6 Tiras de zacapa Rio lerma colonia Guadalupe Victoria
7 Caltongo Rio sin nombre
8 San Cristobal/Nvo. Ledn Rio lerma- rio sin nombre
9 Caltongo (Maria Candelaria) Puente Temoaya
i0 N.E. Arroyo Temoaya
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misma manera que las muestras de agua.

La evaluacién de la inhibicién de la actividad (-
galactosidasa se realizd en tubos de ensaye estériles de 16
% 150 mm, los cuales contenian 0.5 ml de medio Luria,'
mds 0.5 m] de un cultivo de E. coli K120R85 (ajustado a
DOyoe= 0.25 en medio Luria liquido). Los tubos se incuba-
ron a 37°C durante 30 min en la oscuridad, posteriormente
se agregaron 0.5 ml de agua destilada estéril méas 0.5 ml de
muestra problema (agua o extracto de sedimento), y se in-
cubaron durante dos horas bajo las mismas condiciones. Al
finalizar este tiempo se agregd 1 ml de Ortonitrofenil B-D
tiogalactopiranésido (ONPG, Sigma) y se incubaron por 30
min mas en condiciones similares. A continuacion se agre-
garon 2 ml de Na,CO; 1 M y el contenido de cada tubo se
ley6 en un espectrofotémetro a 420 y 550 nm, ajustado con
medio Luria estéril. El porcentaje de inhibicion se calculd
con la siguiente férmula:'

% IB'Eﬂ[ =1000 x [(A.QU-L?S Asgo)/(O.ZSt X V)]

En donde:

% Iy, Porcentaje de inhibicion de la actividad B-
galactosidasa. _

Ao Y Assy: Absorbancia del contenido del tubo a 420 y
550 nm.

t: tiempo de reaccion entre el ONPG y las células de E. coli
K120R85

v: volumen de medio de cultivo empleado.

Para evaluar la inhibicidn de la actividad deshidrogena-
sa se utilizaron tres tubos de ensaye de 16 x 150 mm por
muestra problema, los cuales se rotularon con las letras A,
B y C. El tubo A (testigo de reactivos) contenia 4 ml de
medio de crecimiento (MC) (composicién g/l: glucosa 0.2,
acetato de sodio 0.2, caldo nutritivo 1.6, KH,PO, 1.64,
K,HPO, 2.64), mis 1 ml de Cloruro de Trifenil Tetrazo-
lium al 1% (CTT-1%, Sigma). Los tubos B (testigo de cé-
fulas) y C contenian 2.75 m! de MC, 1 ml de CTT-1% y |
ml de cultivo de B. cereus (ajustado a una DOgs= 0.65 en
MC), sélo el tubo C contenia 0.25 m1 de la muestra proble-
ma (agua o extracto de sedimento). Los tubos se incubaron
a 37°C durante una hora en la oscuridad, posteriormente se
adiciond 1 ml de regulador biftalato de potasio-HCl 6 N y
se mantuvieron en reposo diez min. A continuacion se cen-
trifugd el contenido de cada tubo a 1,000 rpm durante cin-
¢o min, se recupero €l sobrenadante y se ley6 en un espec-
trofotémetro a 480 nm, ajustado con MC estéril. El porcen-
taje de inhibicion se calculé con fa siguiente formula:'

% I= [(A-B)-(A-C)/(A-B)] x 100

En donde:

% I: Porcentaje de inhibicién de la actividad deshidrogena-
sa de B. cereus.

A, By C: Absorbencia del sobrenadante de los tubos A, B
y C regpectivamente.
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Se realizd un andlisis de correlacidn entre los resulta-
dos de los microbioensayos de toxicidad y las variables
quimicas evaluadas, con la finalidad de establecer la inten-
sidad de relacién entre éstas y la respuesta de los micreor-
galgsmos empleados. El modelo aplicado fue el siguien-
te:

r= ¥ (X-Xp)(Y-Yp) VE(X-Xp)*Z(Y-Yp)

En donde:

r: coeficiente de correlacién

X: magnitud de la variable quimica

Xp: magnitud promedio de la variable quimica
Y: magnitud del microbioensayo

Yp: magnitud promedio de! microbioensayo

RESULTADOS

En las tablas 2 y 3 se presentan los valores de las varia-
bles quimicas determinadas en las cuencas Xochimilco y
Lerma-Santiago respectivamente. Para el agua de la prime-
ra cuenca el pH se encontré entre 7.1 y 7.3, para el sedi-
mento fue entre 7 y 8. )

En cuanto a !a salinidad, para el agua fue entre 0.31 y
0.76%s, para los sedimentos entre 0.211 y 0.67%.. E1 conte-
nido de materia orgénica en agua se presentd entre 0 y
1.08%, en sedimento fue entre 7.14 y 10.52%. En el caso
de la cuenca Lerma-Santiago, el pH se encontrd entre 7 y
7.8 y entre 6.4 y 7.1 para agua y sedimento respectivamen-
te. La salinidad se detectd entre 0.04 y 1.75%0 para agua vy
entre 0.1 y 0.41%o para los sedimentos.

El porcentaje de materia organica se encontré entre
0.06 y 1.53 y 7.08 y 11.9% para agua y sedimento respecti-
vamente.

En la fig. | se muestran los resultados de coliformes
fecales detectados en las dos cuencas estudiadas. En
Xochimileo los valores oscilaron entre 43 y 1100
NMP/100 ml, mientras que en la cuenca Lerma-Santiago
se presentaron valores entre 0 y 1100 NMF/100 ml.

La fig. 2 muestra la cantidad de detergentes anionicos
presentes en las diferentes estaciones. Se puede cbservar
que los valores en Xochimilco fluctuaron entre 0 y 0.23
mg/l de SAAM, mientras que en la segunda cuenca fueron
entre 0.08 y 1.8 mg/l de SAAM.

En las figuras 3 y 4 se observan los resultados de in-
hibicién de la actividad B-galactosidasa de E. coli por agua
y sedimento de ambas cuencas respectivamente. Para las
muestras de agua de Xochimilco (fig.3), se puede notar que
todas éstas producen inhibicién de la enzima con valores
que van desde 20 hasta 76%, mientras que en el caso de la
cuenca Lerma-Santiago se alcanzd un valor mdximo de
21%. Con relacién al efecto de los sedimentos (fig.4), en el
caso de Xochimilco se presentd de 2 hasta 65% de inhibi-
cion de la actividad B-galactosidasa. De manera comparati-
va, en la cuenca Lerma-Santiago solo se determiné de 20 a
40% de inhibicién.
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Tabla 2. Variables quimicas de las estaciones de Xochimilco (diciembre de 1993)

Estacién Variable
pH Salinidad Materia orgdnica
(%) (%)

A S A 8 A S

1 7.1 3.0 0.685 0.670 0 7.65

2 7.2 73 0.760 0286 U] 7.52

3 7.3 7.5 0.629 0.211 0.44 7.78

4 7.2 7.2 0.726 0.299 0.7 7.84
§ 7.3 7.5 0.572 0238 1.08 10.08

[ 73 7.1 0.620 0.254 0 7.14

7 7.3 7.0 0.620 0278 0.95 9.95

8 7.3 7.5 0310 0.282 0.82 9.69
9 7.3 7.2 0.503 0.345 0.76 10.52

A: agua, S: sedimento

Tabla 3. Variables quimicas de las estaciones de la cuenca Lerma Santiago (enero de 1994)

Estacién Variable
pH Salinidad Materia orgdnica
(%o) (%)
A ] A 5 A 5
1 7.2 7.0 0.352 0.417 0.13 7.08
2 1.0 6.4 0.367 0.197 0.19 842
3 7.5 - 1.757 - 0.51 -
4 7.3 - 1.744 - 0.06 -
5 7.6 - 0.857 - 0.06 -
6 7.1 7.1 0.682 0.265 1.53 848
7 7.3 6.6 0.097 0.105 1.27 11.99
8 7.8 - 0.044 - 0.82 -
9 7.8 7.0 0.470 0.19 1.02 7.3
10 7.5 6.5 0.460 0.152 0.25 7.08
Al agug, S; sedimento, -: No se determing

Tabla 4. Coeficientes de correlacion entre las variables quimicas y los resultados de los microbioensayos.

Microbioensayo Cuenea Varizble
pH Salinidad Materia
) orgénica
A 5 A 3 A S
Act. B-galactosidasa Xochimilco -0.086  -0.062 -0.042 -0.82 0005 025

Act. deshidrogenasa Lerma-Santiagoe  0.018  -095  -0.14  -07 -0.14 041
Act. B-galactosidasa Xochimilco 0.07 -0.45 0.105  -0.11 022  0.16

Act. deshidrogenasa Lerma-Santiago .04 R 0.059 - 0.53 -

A: agua, §: sedimento, - No se determind
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Fig.1.Concentracion de coliformes fecales en agua de las cuencas Xochimilco y Lerma-Santiago
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Fig.2. Concentracién de detergentes anidnicos presentes en ¢l agua de las cuencas Xochimilco y Lerma-Santiago
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Fig.3. Inhibicién de la actividad B-galactosidasa de Escherichia coli KI2OR85 por agua de las cuencas Xochimilco y Ler-
ma-Santiago
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Fig.4. Inhibicién de la actividad B-galactosidasa de Escherichia coli K12OR85 por extractos de sedimentos de las cuencas
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Fig.5. Inhibicién de la actividad deshidrogenasa de Bacillus cereus ATCC 0401 por agua de las cuencas Xochimilco y Ler-

ma-Santiago

En las figuras 5 y 6 se observan los resultados sobre la
inhibicién de la actividad deshidrogenasa de B. cercus, por
agua y sedimento de las cuencas estudiadas. En el casc de
las muestras de agua de Xochimileo (fig.5), se puede apre-
ciar que dos estaciones producen 100% de inhibicion de la
actividad enzimatica, mientras que en la cuenca Lerma-
Santiago la maxima inhibicién se presentd en una sola es-
tacion. Con relacién a los sedimentos (fig.6), en Xochimil-
co el mayor efecto de inhibicién se presentd en la estacidn
2 (40%) v el menor en la estacion 9 (20%])..

En la tabla 4 se presentan los resultados de correlacion
de las variables quimicas y los resultados de los micro-
bioensayos de ambas cuencas. Los coeficientes oscilaron
entre —0.82 v 0.25 y de —0.95 y 0.53 para Xochimilco y
Lerma-Santiago respectivamente.

DISCUSION

Para determinar la calidad del agua de las estaciones de
muestreo, se tomd como referencia la norma oficial mexi-
cana NOM-001-ECOL-1996,!2 en la cual se mencicnan los
limites méximos permitidos de contaminantes en las des-
cargas de aguas residuales en aguas y bienes nacionales.
De acuerdo a esta norma, el agua de la estacién 4 de
Xochimilco v 1a de 1a estacién 9 del Lerma-Santiago reba-
san el limite maximo promedio mensual permitido de coli-
formes fecales (1000 NMP/100 ml). En el caso de los de-
tergentes aniénicos, cabe sefalar que en las normas de pro-
teccién ambiental vigentes (001 y 002 ECOL-1997}, no se
mencionan los limites maximos permitidos de estos com-
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Fig. 6. Inhibicién de la actividad deshidrogenasa de Bacillus cerens ATCC 0401 por extractos de sedimentos de la cuenca

Xochimilco

puestos de manera especifica, por tal motivo se considerd
como valores de referencia del 0.01 al 0.1 mg/l de deter-
gente aniénico, fos cuales corresponden a las concentracio-
nes promedio detectadas en diversos rios.® De acuerdo con
lo anterior, el agua de las estaciones de la 1 a la 3 en
Xochimilco y las estaciones 1,2,4,6ydela8alal0enla
cuenca Lerma-Santiago, se encuentran por arriba de estos
valores. La concentracién de detergentes detecta~-dos en
estas cuencas, se ha reportado que causan la inhibicién del
crecimiento de microalgas y cianobacterias, de acuerdo
con una concentracidn inhibitoria-50 de 0.1 para estos mi-
croorganismos, '

Con relacién a los resultados de los microbioensayos,
la inhibicién de la actividad de la B-galactosidasa por agua
de Xochimilco, fue mayor en las estaciones que estdn mas
en contacto con las descargas de agua residual doméstica
sin tratar, como son 1, 5, 6 y 7, las cuales presentan ele-
mentos que pueden inhibir 1a actividad enzimética del mi-
croorganismo en mas de un 50%, como detergentes'® y
metales pesados.”’ Para el caso del agua del Lerma-
Santiago, la méxima inhibicién se presentd en la estacion
3, la cual corresponde a un sitio que recibe una descarga de
una planta de tratamiento de aguas residuales.

En el caso de los sedimentos, se observa que las esta-
ciones de Xochimilco que producen el mayor efecto de
inhibicion de la actividad de la B-galactosidasa, correspon-
den a aquellas determinadas en el caso del agua, esto debi-
do a las caracteristicas de solubilidad de los compuestos
presentes y a la intensidad de raezcla en el ecosistema, lo
cnal permite que en los sedimentos se conceniren com-
puestos de tipo organico, como plaguicidas ¢ hidrocarbu-
ros.”” En los sedimentos de las estaciones del Lerma-
Santiago no se determiné un efecto de inhibicién mayor
de! 50% sobre la actividad enzimdtica evaluada (fig.4).

Con relaci6n a la inhibicién de la actividad deshidroge-
nasa por agua de las cuencas estudiadas, se observd que
dos estaciones de Xochimilco (4 y 6) producen 100% de
inhibicion (fig. 5) y éstas corresponden a aquellas con una
alta descarga de agua residual doméstica sin tratar, ademds,
son las mismas estaciones en las que se ocasiona un por-
centaje de inhibicion considerable de la actividad B-
galactosidasa (fig. 3). El agua de la cuenca Lerma-Santiago
al parecer, produce un efecto de inhibicién sobre la activi-
dad deshidrogenasa mas notable que en el caso de Xochi-
mileo (fig. 5), ya que cinco estaciones producen mds del
50% de inhibicién de la actividad enzimética.

En el caso de los sedimentos (fig. 6), es importante se-
fialar que estos no producen un efecto considerable de in-
hibicién de la actividad deshidrogenasa mayor al 50%, en
ninguna de las dos cuencas estudiadas, y especificamente
en el caso de la cuenca Lerma-Santiago no se presentd nin-
guna inhibicién, por tal motivo no se incluyeron estos re-
sultados en la figura 6.

El andlisis de correlacién entre las variables quimicas y
los microbioensayos muestra valores muy bajos en gene-
ral,” lo que se interpreté como que el pH, la salinidad y la
materia orgdnica en este caso, no son causantes de la in-
hibicidn enzimética de los microorganismos empleados
como indicadores.’

Por otro lado, los resultados de los microbioensayos
aplicados indican que pueden usarse como indicadores de
toxicidad de agua y sedimento, ya que se observé que éstos
son sencillos, sensibles, rapidos y econémicos.'*

Como conclusiones generales se puede mencionar que
¢l grado de contaminacion de las cuencas estudiadas es de
bajo a moderado, asi como también lo es el efecto de in-
hibicién del agua y sedimentos sobre las actividades enzi-
maticas evaluadas. Como alternativas para solucionar el
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problema, se sugiere la modificacién de los drenajes que
desembocan a los canales y la creacién de fosas asépticas
en el lago de Xochimilco, asi como aumentar ¢l nimero de
plantas de tratamiento de aguas residuales y evaluar perid-
dicamente el funcionamiento de las existentes en la cuenca
Lerma-Santiago.
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