Revista de la Sociedad Quimica de México, Vol. 46, Nim. 4 (2002) 341-348

Revision

El coprostanol como biomarcador de la contaminacion fecal.
Una revision de sus aplicaciones en el medio marino

José Antonio Gonzédlez Oreja*

Departamento de Quimicay Biologia, Escuela de Ciencias, Universidad de las Américas-Puebla. 72820 Puebla. México.
E-mail: jgonzorj@mail.udlap.mx, jgonzorj@hotmail.com. Tel: (01)(222)2292-416. Fax: (01)(222)2292-419

Recibido & 21 de mayo del 2002; aceptado e 12 de noviembre del 2002

Resumen. El coprostanol como biomarcador de la contaminacion
fecal. Una revision de sus aplicaciones en el medio marino. General-
mente, la contaminacion fecal de las aguas se ha evaluado por medio
del contaje de microorganismos, como Escherichia coli. Sin embar-
go, estos métodos presentan problemas que comprometen su aplica-
bilidad. Por ello se han propuesto otros indicadores, como com-
puestos derivados de las moléculas esteroidales. El biomarcador
quimico de aportes fecales mas utilizado en la actualidad es el
coprostanol (5b-cholestan-3b-ol), un metabolito de su precursor
biolégico, e colesterol, producido por microorganismos intestinales
simbiontes de los seres humanos. En condiciones aerobias €l copros-
tanol se degrada répidamente, por lo que su deteccion en ambientes
oxigenados se considera como un indicador de una contaminacion
reciente por aguas residuales domeésticas. Ahora bien, en condiciones
anoxicas su degradacion ocurre muy lentamente, lo que permite €l
andlisis de sus concentraciones como un biomarcador del curso de la
contaminacion fecal generada por el vertido de aguas residuales
domésticas. Los métodos de andlisis del coprostanol se desarrollan en
un proceso de multiples etapas que se inician con una extraccion
lipidica seguida de un aislamiento de los esteroles mediante cro-
matografia en capa fina o en columna, para finamente identificar y
cuantificar las moléculas de interés mediante cromatografia de gases
0 espectroscopia de masas. Métodos mas recientes simplifican este
protocolo mediante un sélo ciclo que sincroniza varios pasos. El
enfoque principal de los trabajos que aplican el coprostanol como un
biomarcador de la contaminacion fecal en el medio marino es infor-
mar sobre variaciones espaciales de aportes recientes de materia
organica, cuyo origen fecal se trata de evaluar mediante el andlisis de
muestras de agua y/o de sedimento. Un menor nimero de estudios
han considerado a la vez las variaciones temporales del curso de la
contaminacion, reveladas por € estudio de perfiles verticales de los
sedimentos. Finalmente, el estudio del coprostanol permite también
profundizar en el conocimiento de la geoquimica de |os sedimentos.
Palabras clave: Contaminacién fecal, biomarcadores quimicos,
coprostanol, 5b-cholestan-3b-ol, aguas residuales domésticas, medio
ambiente marino, aguas costeras, estuarios, variaciones espaciales y
temporales en la contaminacion fecal, geoquimica de los sedimentos.

Abstract. Coprostanol as a biomarker of fecal pollution. A review of
its applications to the marine environment Fecal pollution in waters
has been classically evaluated by means of microorganisms counting,
such as Escherichia coli. However, these methods exhibit several dif-
ficulties regarding their applicability. Therefore, other indicators have
been proposed, such as several compounds derived from steroid mo-
lecules. Currently, coprostanol (5b-cholestan-3b-ol) is the most wide-
ly applied chemical biomarker of fecal pollution. Coprostanol, a
metabolite of its biological precursor, cholesteroal, is produced by
human symbiotic intestinal microorganisms. As coprostanol is easily
degraded under aerobic conditions, its detection in well oxygenated
environments is considered as an indication of a recent sewage pollu-
tion. Under anoxic environments, on the other hand, its degradation
happens really slowly, which facilitates the analysis of its concentra-
tions as a biomarker of fecal pollution due to sewage spillage.
Methods of coprostanol analysis involve a multi-step process which
imply first a lipidic extraction, then the fractionation of the sterol
component by means of thin layer or column chromatography, and
finally, the identification and quantification of the interest molecules
by gas chromatography or mass spectroscopy. More recent methods
simplify this protocol in just one cycle which match various previous
steps. The main focus of the investigations which consider
coprostanol as a biomarker of fecal pollution in marine, coastal and
estuarine environments is to report about spatial variations in fresh
inputs of organic matter, which fecal origin is to be assessed by ana-
lyzing sediments and/or water samples. A lesser number of papers
have simultaneously taken into account temporal variationsin sewage
pollution, revealed by studying vertical sediment cores. Finally,
coprostanol study also allows to enhance knowledge of sediment geo-
chemistry.

Key words: Fecal pollution, chemical biomarkers, coprostanol, 5b-
cholestan-3b-ol, sewage spillage, marine environment, coastal
waters, estuaries, spatial and temporal variations in fecal pollution,
sediment geochemistry.

Introduccion

La contaminacién de los sistemas acuéticos naturales por el
vertido de las aguas residuales domésticas y urbanas es una de
las principales causas de pérdida de calidad ambiental de los
rios, los estuarios y las aguas costeras en genera [1, 2]. La
gestion correcta de éste y otros problemas sdlo puede abor-
darse tras conocer cud es laidentidad y la importancia de las
fuentes de los contaminantes descargados en el sistema recep-

tor. En este sentido, €l uso de biomarcadores representa una
aproximacion nuevay ventgjosa para distinguir entre los dife-
rentes origenes de la contaminacion fecal [3-6]. Asi, puede
entenderse que los biomarcadores son compuestos organicos
gue, una vez liberados a medio, mantienen una integridad
suficiente como para reconocer su fuente originaria [4]. Igual-
mente, los biomarcadores se han considerado como compues-
tos faciles de determinar que informan de la historia pasada (y
futura) de una muestra[7].
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Las aguas residuales domésticas pueden contener una
gran diversidad de agentes contaminantes de naturaleza qui-
mica, capaces de provocar cambios importantes en los eco-
sistemas locales, asi como numerosos microorganismos paté-
genos (bacterias, virus), de efectos indeseables sobre la salud.
Por lo tanto, evaluar la calidad de las aguas y su grado de con-
taminacion por materia fecal es una labor de importancia por
razones de tipo ecol 4gico, sanitario y estético [8-12].

Desde principios del siglo XX, el control de la calidad
sanitaria de las aguas se ha determinado por medio de méto-
dos microbioldgicos, como €l estudio y la enumeracion de
microorganismos intestinales, particularmente bacterias coli-
formes como Escherichia coli [13]. Sin embargo, se ha cues-
tionado seriamente el uso de estos organismos como indicado-
res de la contaminacién fecal y como predictores del riesgo de
transmision de enfermedades ligadas al agua, pues dichos
meétodos sufren de problemas como (a) la falta de reproducibi-
lidad debido a la inherente variabilidad de la respuesta bacte-
riana en medios variables, (b) la muerte de las bacterias indi-
cadoras por estrés fisiolégico, y (c) la incapacidad de ofrecer
informacion acumulativa sobre la historia de los aportes de
contaminacién [14]. Ademés, dichos ensayos son lentos y
consumen gran cantidad de tiempo, por lo que las posibles re-
comendaciones que de ellos emanen pueden llegar demasiado
tarde para evitar efectos nocivosalasalud[3, 10].

Debido a éstas y otras limitaciones, se han propuesto una
gran coleccion de indicadores y trazadores de la contaminacion
fecal complementarios y/o suplementarios a los contgjes bacte-
rianos. Segun Vivian [13], dichos marcadores pueden dividirse
en dos grandes grupos:. (a) marcadores activos, substancias afia
didas artificialmente a las aguas residuaes, como indicadores
activables, magnéticos y/o radioactivos, y (b) marcadores
pasivos, substancias encontradas naturalmente en las aguas
residuales, como compuestos organicos e inorganicos naturales
y sintéticos, isdtopos estables y trazadores microbiolégicos. En
concreto, los compuestos organicos naturales que pueden uti-
lizarse como trazadores de la contaminacion fecal deben encon-
trarse en altas concentraciones en las aguas residuales y en
bajas concentraciones en el medio receptor, asi como ser
resistentes a los procesos de degradacion, o por lo menos
degradarse lentamente. En este sentido, se han utilizado como
trazadores organicos naturales (a) las semillas de ciertas plantas
exdticas, como € tomate (Lycopersicon esculentum), € melon
(Cucumis melo) o € kiwi (Actinidia deliciosa), (b) la propor-
cién entre @ carbono organico total y los hidratos de carbono
totales, y (c) los esteroides fecales [13]. Otros indicadores no
microbiol égicos que han sido propuestas como marcadores de
la contaminacion humana son moléculas como la cafeinay la
urobilina, subproductos de la actividad humana que se hallan en
la orina y/o las heces de nuestra especie [12, 15]. El empleo
generalizado de otros biomarcadores esteroidales, como los &ci-
dos biliares, necesita de un mayor trabgjo para comprender los
procesos que gobiernan su distribucion y abundancia en €l
medio ambiente como trazadores pasivos de la contaminacion
fecd [11]. Sin embargo, véanse las recientes investigaciones a
respecto de Elhmmali et al. [16] y Chaler et al. [17].
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La importancia de la fraccion lipidica en las aguas resi-
duales domésticas es considerable, pues llega a suponer entre
el 20 %y € 30 % de la materia organica que contiene. Debido
a su naturaleza quimica, los lipidos hallados en las aguas
residuales tienen una composicién especifica rica en acidos
grasos y esteroides. De hecho, en las aguas residuales prove-
nientes de actividades domésticas se encuentran grandes canti-
dades de esteroides, moléculas no iénicas y no polares, poco o
muy poco solubles en agua, que tienden a asociarse con la
materia particulada y depositarse en los sedimentos. Entre los
indicadores quimicos de naturaleza esteroidea propuestos
como marcadores de la contaminacién por aportes fecales se
encuentran diferentes esteroles, como el colesterol (cholest-5-
en-3b-ol), cuya concentracién en las aguas residuales permi-
tirfa su uso como un trazador [13]. Sin embargo, también se
halla en condiciones naturales en muchos otros materiales
biologicos de muy diversa procedencia, por 1o que no puede
considerarse como un marcador especifico de origen fecal
Unico [18].

Una caracteristica del perfil esteroideo de las aguas
residuales es su elevada concentracion en 5b-estanoles,
compuestos derivados de la hidrogenacion intestinal de los
esteroles y, por tanto, con un caracter especifico de los resi-
duos fecales. En conjunto, los 5b-estanoles suponen entre €l
50 % y el 60 % de los esteroles totales presentes en las aguas
residuales domésticas sin tratar [19]. El esteroide mas utiliza-
do como marcador de aportes de origen fecal es, de hecho, un
5b-estanol: € coprostanol (5b-cholestan-3b-ol), un compuesto
producido en € tracto intestinal de los animales superiores por
reduccion microbiana del colesterol, que satisface la mayoria
de los requisitos de un buen indicador de la contaminacion
fecal [13, 14, 20]. En efecto, su concentracion en las aguas
residuales domésticas esta aproximadamente entre 700 pg g
y 7000 pg g1 (valores sobre peso seco del fango eliminado
[14]), pues es € principal componente de los esteroles fecales
neutros, llegando a congtituir aproximadamente e 35 % de la
concentracion total de esteroides [13], y cerca del 50 % de la
carga de esteroles asociados a las particulas en suspension
[19]. Por otro lado, al menos en teoria, €l coprostanol esté
ausente de los medios no contaminados, aunque en realidad su
concentracion puede estar por debajo de los limites de detec-
cion de la técnica analitica empleada [14]. Finalmente, €l
coprostanol no resulta aterado por procesos como lacloracion
[21], por lo que puede ser utilizado como un biomarcador
ideal de la contaminacion fecal en aquellas circunstancias en
las que los indicadores biol 6gicos resultarian eliminados como
consecuencia de diferentes factores, como latoxicidad [22].

Estructura quimica y propiedades
de los esteroles fecales

Los esteroides son compuestos lipidicos de estructura molecu-
lar compleja, derivada de los 4 anillos carboxilicos del iso-
preno (ciclopenta]a]fenantreno). En general, la estructura del
isopreno esta total o parcialmente reducida en los esteroides,
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Fig. 1. Estructuras moleculares de (a) colesterol [cholest-5-en-3b-ol],
(b) colestanol [5a-cholestan-3b-ol], (c) coprostanol [5b-cholestan-
3b-ol], y (d) epicoprostanal [5b-cholestan-3a-ol].

por lo que su grado de insaturacién es minimo. La gran ma
yoria de los esteroides poseen uno o dos grupos metilo (CHy)
en los atomos de carbono C-10 y C-13 [23]. Los esteroles son
uno de los principales grupos de esteroides, en los que existe
un grupo hidroxilo (OH) en la posicién C-3 (normalmente con
configuracion b), y cadenas laterales adicionales en C-17. Su
distribucién en la naturaleza es muy amplia. En generd, los
esteroles son lipidos insaponificables, pues no reaccionan a la
hidrélisis alcalina. Son poco o nada solubles en agua (por lo
que tienden a adsorberse a la materia orgénica particulada), y
solubles en disolventes organicos como la acetona (2-propa
nona, H;CCOCH,), € cloroformo (clorometano, H;CCl), o €
metanol (CH;-OH). A su vez, los colestanos (C,;) forman
parte de una de las divisiones de los esteroles. Se caracterizan
por ser, al menos estructuralmente, derivados del colestano
(cholestano). EI compuesto més familiar y conocido entre los
colestanos es € colesterol (cholest-5-en-3b-al), un esterol ca
racteristico de las lipoproteinas del plasma sanguineo y las
membranas celulares de los animales superiores [23].

El coprostanol (5b-cholestan-3b-ol) es estructuralmente
muy similar a su precursor bioldgico € colesterol, del que se
diferenciatan solo por la ausencia de un doble enlace entre los
atomos de carbono C5 y C6 [23]. Al hidrogenarse dicho doble
enlace se obtienen 2 isdmeros espaciales: (a) el propio
coprostanol (3b-hidroxicoprostano), € uUnico estanol que en
condiciones naturales se presenta en configuracion cis [24], y
(b) el colestanol o dihidrocolesteral (3b-hidroxicolestano, 5a-
cholestan-3b-al), en configuracién trans. El coprostanol, €l
colesterol y € colestanol (Fig. 1) son los principales esteroles
fecales en el ser humano. Un epimero diferente del copro-
stanol es el epicoprostanol (5b-cholestan-3a-ol; Fig. 1), que
€s un componente minoritario en las heces humanas [4, 5].

Biosintesis y degradacion del coprostanol

Clasicamente, se han propuesto dos rutas metabdlicas para la
formacion enzimatica del coprostanol a partir del colesterol.
Laprimera(Fig. 2; Vial), sugiere lareduccion enzimética por
hidrogenacién estereoespecifica del doble enlace del coles
terol en C-5y C-6, que produce directamente coprostanol. La
segunda (Fig. 2; Viall), implica la oxidacion e isomerizacion
del colesterol, con formacion de una serie de metabolitos tran-
sitorios: cholest-5-en-3-0na, que se isomerizara a colestenona
(cholest-4-en-3-ona), para reducirse posteriormente a copros-
tanona (5b-cholestan-3-ona), y ésta finalmente a coprostanol
[20].

Estudios de incorporacién de colesterol marcado radioac-
tivamente con tritio (3H) y carbono 14 (34C) fueron incapaces
de precisar la ruta exacta de formacién del coprostanol. Sin
embargo, si quedo clarala necesariaimplicacion en dicho pro-
ceso de microorganismos simbiontes intestinales [20]. Freier
et al. [25] aislaron un cultivo puro de una pequefia bacteria
anaerobia y Gram positiva (Eubacterium coprostanoligenes
ATCC 51222), capaz de reducir a coprostanol aproximada-
mente el 90 % del colesterol inicialmente presente en el medio
de cultivo. El estudio de Ren et al. [26] con dicho microorga:
nismo concluy6 definitivamente que la via principal para la
reduccién del colesterol a coprostanol por E. coprostanoli-
genes implica la formacién intermedia de colestenona y
coprostanona (Fig. 2; Viall).

Estudios sobre la degradacion de la materia orgénica pre-
sente en las aguas residuales urbanas han demostrado que una
estacion depuradora (planta de tratamiento) de aguas residua
les con tratamiento secundario por fangos (lodos) activados
puede producir un efluente en el que el coprostanol esté
ausente, 0 a menos en muy bajas concentraciones [18, 20, 21,
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Fig. 2. Rutas metabdlicas propuestas para la conversion enzimética
del colesterol [cholest-5-en-3b-ol, (a)] en coprostanol [5Sh-cholestan-
3b-ol, (e)]. Vial, directa tras reduccion por hidrogenacion estereoes-
pecifica. Viall, indirecta con formacién de metabolitos transitorios:
cholest-5-en-3-ona (b), colestenona [cholest-4-en-3-ona, (¢)], ¥y
coprostanona [5b-cholestan-3-ona, (d)]. Véanse las referencias [20] y
[26].
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27]. Es probable que esta desaparicion sea el resultado de
complejos procesos fisicos y biolégicos [28], incluyendo la
degradacién de los compuestos organicos por la accion de
exoenzimas bacterianos y €l desarrollo de otros microorganis-
mos de tamafio inferior, como hongos, levaduras o protozoos
microflagelados bacteriéfagos [29]. En cualquier caso, una
vez liberado a medio ambiente, € coprostanol se degrada ae-
robiamente por medio de una variedad de microorganismos
presentes en condiciones naturales en las aguas y los suelos
[13, 20, 30]. Sin embargo, durante los procesos de degrada-
cién aerobia que tienen lugar en € medio marino, a pesar de
los cambios existentes en la composicion de la fraccion este-
roidea asociada a las particulas en suspension [19, 28, 30], la
importancia relativa de los 5b-estanoles permanece constante.
Por ello, pueden considerarse como la “huella dactilar” carac-
teristica de la contaminacién fecal en aguas costeras [19, 28,
30]. De hecho, Bartlett [9] concluyd que la presencia de
coprostanol en un entorno aerobio es, per se, una clara indi-
cacion de contaminacion reciente por aguas residuales domés-
ticas. Ahora bien, en condiciones andxicas, como las que se
registran bajo la superficie de la mayoria de los sedimentos de
grano fino, la degradacién del coprostanol ocurre muy lenta
mente, por lo que tiende a sobrevivir en sedimentos inalte-
rados [31] y cualquier descenso en su concentracion se debe
principal mente a procesos fisicos de transporte [9].

Métodos de andlisis del coprostanol

Segun Walker et al. [20], las técnicas rutinarias de andlisis del
coprostanol (y, por extension, de otros esteroides fecales)
desarrollan los siguientes puntos: (1) Extraccién de lafraccion
lipidica con un disolvente organico. Se trata de eliminar del
proceso analitico posterior todos aquellos componentes que no
tengan un caracter lipidico, y que no se disuelvan en disol-
ventes organicos. El proceso “clasica” de extraccion utilizaun
aparato tipo Soxhlet. (2) Separacion de los compuestos grasos
extraidos, aislando especificamente la fraccién de esteroles,
bien por medio de cromatografia en capa fina, bien por medio
de separacién en columna. (3) Andlisis instrumental (identifi-
cacion y cuantificacion) de los esteroles en general, y del
coprostanol en particular, por medio de cromatografia de
gases (GC) bajo condiciones estrictamente controladas. Véase
Horning [32] para una revision de las aplicaciones de las téc-
nicas GC al estudio de las hormonas esteroidales y sus
metabolitos derivados. Véase también, Readman et al. [14],
quienes desarrollaron un protocolo analitico completo para
evaluar €l grado de contaminacion por las principales fuentes
de contaminantes organicos de los medios acuaticos. aguas
residuales; hidrocarburos arométicos poaliciclicos, y derivados
ddl petroleo; y MacCarthy et al. [33], y referencias alli dadas,
para una revision de las técnicas de andlisis de contaminantes
organicos en €l agua. Las principales diferencias entre |os pro-
tocolos analiticos concretos estriban en la inclusién o no de
una etapa de saponificacion alcalina de la fraccion extraida, y
una derivacion (silanizacion) de la fraccién de esteroles a
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estudiar, previa a andlisis GC, con formacion de trimetil-silil
(TMS) éteres[20].

Més recientemente, se han desarrollado nuevos métodos
para simplificar el analisis del coprostanol. El protocolo
analitico convencional de mdiltiples etapas de extraccion y
derivacion brevemente expuesto puede ser més eficiente si se
reemplaza por un proceso que se redlice en un solo ciclo, lo
gue reduce €l tiempo de extraccion desde aproximadamente
24 h hastaunos 25 + 5 min [5]. Esto se logra sincronizando la
formacion de los derivados TM'S con €l proceso de extraccién
en fluido de didxido de carbono (CO,) mantenido en condi-
ciones supercriticas [5, 34, 35, 36]. En conclusion, la determi-
nacion de las concentraciones de éste y otros esteroides
fecales en muestras medioambientales puede ser una labor
mucho mas rapida, sencillay eficiente. Véase también la
novedosa aportacion de Borgesson et al. [37].

El coprostanol ha sido considerado como un compuesto
dificil de analizar por medio de cromatografias que impliquen
lecturas de color, ya que carece de un croméforo en su estruc-
tura quimica. Sin embargo, Piocos de la Cruz [12] consiguie-
ron formar un derivado mediante la adicién de p-nitrobenzoa
to, que se acopld mediante una acilacion sencilla en una
atmosfera de N, con lo que la molécula resultante, benzoato
de coprostanol, pudo ser analizada mediante cromatografia
liquida de altaresolucién (HPLC).

Cromatografia de gases y resolucion correcta
del par coprostanol / epicoprostanol

Debido a las notables similitudes estructurales que existen
entre los principales esteroles fecales humanos (i.e., copros-
tanol, colesterol, colestanol), puede haber problemas en su
correcta identificacion y cuantificacion, pues tienen igual-
mente propiedades cromatogréficas comunes. Afortunada-
mente, el coprostanol puede separarse adecuadamente del
colesterol y €l colestanol bajo condiciones cromatogréficas
estrictamente controladas [38]. No obstante, la bibliografia
recoge distintas opiniones sobre la resolucion correcta del par
isomeérico coprostanol / epicoprostanol [28, 39].

Asi, por un lado, Matusik et al. [40] describieron una
aproximacion por medio de cromatografia de gases acoplada a
espectroscopia de masas, aplicada sobre extractos animales no
derivados, capaz de eiminar las posibles interferencias entre
el coprostanol y el epicoprostanol. Por otro lado, Nguyen et
al. [34], Choi et al. [38] y Writer [41], reconocieron la impor-
tancia de la formacion previa de los trimetil-silil derivados
(TMS) para separar sin ambigledades al par de isdbmeros,
pues una vez silanizados sus propiedades cromatogréficas son
diferentes, lo que permite su correcta resolucion. De hecho,
Choai et al. [38] concluyeron que puede determinarse e con-
tenido en esteroles fecal es de una muestra medioambiental por
medio de cromatografia de gases acoplada a un detector de
ionizacion de llama, tras haber eliminado las interferencias
entre el par coprostanol / epicoprostanol por medio de la con-
version previa a sus derivados TMS,
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¢Un origen no fecal del coprostanol?

El origen fecal del coprostanol, como un producto més del
metabolismo de su precursor, € colesterol, esta generalmente
aceptado por la comunidad cientifica. Sin embargo, algunos
autores aducen en ocasiones un origen diferente. Asi, tras un
estudio sobre los cambios temporales que tienen lugar en la
abundancia relativa de los esteroles asociados a la materia or-
ganica particulada presente en la columna de agua de la Bahia
de Bedford, Nueva Escocia (Canadd), Pocklington et al. [42]
observaron una correlacién positiva 'y estadisticamente signi-
ficativa entre las variaciones del coprostanol y las de un con-
junto de fitosteroles (esteroles derivados Unicamente de las
algas presentes en € area de estudio). Este patron de covaria-
cién no tiene una explicacién razonable suponiendo un origen
Unico -fecal- parael coprostanol. Es mas, segin los autores:

Ces reésultats offrent une autre explication de la
présence des stanols dans ces sediments (...), [y] sug-
gérent que I'origine du coprostanol n'est pas unique-
ment anthropique.

Por lo tanto, Pocklington et al. [42] cuestionaron la
validez de la simple presencia del coprostanol en el medio
marino como una indicacion de la existencia de aportes de
contaminacion fecal. Sin embargo, tal y como reconocieron
Venkatesan & Santiago [43], la contribucion de ésta y otras
posibles fuentes alternativas a la abundancia de coprostanol en
areas costeras densamente pobladas, en donde |os aportes
fecales son muy importantes, es rotundamente despreciable.
Véase, en el mismo sentido, Takadaet al. [44].

El coprostanol como trazador
de la contaminacion fecal

|. Animales inferiores

Algunos animales acudticos que viven en areas afectadas por
la contaminacién fecal, especialmente aquéllos de héabitos ali-
mentarios filtradores, pueden mostrar en ocasiones evidencias
de la presencia de coprostanol [40, 45-50].

O'Rourke [22] estudié la capacidad para producir copros-
tanol por animales inferiores de entornos acuaticos marinos y
terrestres, con diferentes habitos de alimentacion. Los organis-
mos sel eccionados fueron las siguientes 13 especies: Mya are-
naria y Mytilus edulis (Mollusca), Nereis virens (Annelida),
Homarus americanus y Procambarus clarkii (Arthropoda), y
Pseudopleuronectes americanus, Melanogrammus aeglefinus,
Catostomas commersoni, Perca flavescens, Lepomis
macrochrirus, Salmo salar, Notophthalmus viridescens y
Rana clamitans (Chordata). En los andlisis realizados sobre
todos los animales de aguas no contaminadas no se encon-
traron cantidades detectables de coprostanol. Esto sugiere que
dichas especies no poseen la flora intestinal necesaria para
reducir e colesterol a coprostanol. Sin embargo, en los andli-

sis realizados sobre algunas de las especies de animales (M.
arenaria, H. americanus) localizadas en habitats acuaticos
afectados por la contaminacion fecal, si se encontraron canti-
dades apreciables de coprostanol.

En términos generales, los andlisis de esteroides rediza
dos sobre extractos de animales inferiores han concluido que
la posible presencia de coprostanol se debe a contaminacion
fecal previa del medio ambiente local. La razon l6gica expre-
sada en tales casos es la ingestion de materia organica particu-
lada, a la que €l coprostanol se adsorbe en condiciones nor-
males[20].

El coprostanol como trazador
de la contaminacion fecal

1. Animales superiores

El coprostanol es el componente principal de los esteroles
neutros presentes en las heces de los animales superiores.
Como valor medio, e ser humano excreta cada dia de 0.2 a
1.0 g de coprostanol [20]. Ademas de encontrarse en |os restos
fecales del ser humano (Homo sapiens), se ha encontrado en
los de animales domésticos como la gallina (Gallus gallus), la
oveja (Ovis aries), € cerdo (Sus domesticus) y la vaca (Bos
taurus), y en distintas especies silvestres de los 6rdenes
Rodentia (Gen. Rattus) y Primates (Gen. Papio) (Mammalia).
Andlisis detallados sobre € perfil esteroideo de la composi-
cién de la materia fecal del ser humano y de otros animales,
posibles fuentes de coprostanol, han demostrado que la con-
centracion de coprostanol en las heces humanas esde 1 a 3
ordenes de magnitud superior que en las de los otros animales
investigados [4, 5, 6]. De hecho, la “huella dactilar” de los
esteroles fecales de cada especie animal, formada por las pro-
porciones relativas en que se presenta cada uno de ellos,
exhibe suficientes diferencias como para poder distinguir ade-
cuadamente las posibles fuentes de contaminacion fecal en los
entornos acuéticos estudiados [4, 5, 6]. Un gemplo de la apli-
cacion del coprostanol como trazador de la contaminacion
fecal producida por animales domésticos es el trabajo de
Simpson et al. [51], quienes analizan el perfil lipidico de
muestras de suelos de los siglos X11 a XI1X sometidos a deter-
minadas précticas de enriquecimiento por adicién de estiércol
de cerdo. Estos andlisis enriquecen asi 1os resultados obteni-
dos con técnicas convencionales de andlisis de suelos.

Por otro lado, se ha postulado que la tinica fuente capaz de
explicar las elevadas concentraciones de coprostanol regis-
tradas ocasionalmente en mares abiertos, no contaminados por
aguas residuales domésticas, esta relacionada con las heces de
los grandes mamiferos marinos [13]. En efecto, Venkatesan et
al. [52] encontraron atos niveles de coprostanol en muestras
de sedimento de la Peninsula Antértica, un &rea en donde la
escasa contaminacion fecal humana no puede explicar las e
vadas concentraciones haladas. Sin embargo, la presencia del
epicoprostanol, un isdbmero del coprostanol presente en las
heces humanas en niveles traza, confiere una huella caracteris-
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tica a esta contaminacién, atribuida a la presencia continuada
de grandes mamiferos marinos como la foca de Weddell (Lep-
tonychotes weddellii), & elefante marino (Mirounga leonina) y
el rorcual jorobado (Megaptera novaeangliae). En conclusion,
Venkatesan et al. [52] cuestionaron el uso del coprostanol
como Unico trazador de aportes fecales en aquellas zonas en las
que la abundancia de grandes mamiferos marinos pueda ofre-
cer resultados discordantes. Sin embargo, la contribucién de
ésta y otras fuentes a la abundancia de coprostanol en otras
aress es claramente despreciable [43].

El coprostanol como trazador
de la contaminacion fecal

I11. Medio ambiente marino

Desde que Murtaugh & Bunch [18] y Kirchmer [21] pro-
pusieron € uso del coprostanol como un biomarcador de la
contaminacién fecal generada por €l vertido final de aguas
residuales domésticas y urbanas, se ha realizado un conside-
rable nimero de estudios en el medio ambiente acuético mari-
no, costero y estuarino propiamente dicho.

(a) Estudio de las variaciones espaciales

El enfoque de la mayor parte de los trabajos realizados en
ambientes marinos, costerosy estuarinos, que han analizado la
concentracion de esteroides fecales en general y de coprosta-
nol en particular es informar sobre las posibles variaciones
espaciales de la contaminacion doméstica'y urbana actual. Por
gjemplo, Jones et al. [53] utilizaron los valores de las concen-
traciones de coprostanol para clasificar puntos de muestreo en
contaminados y no contaminados. Véase también el ambi-
cioso trabgjo de Kolpin et al. [54], quienes evaluaron en un
amplio estudio sobre la contaminacion de los rios en Estados
Unidos un total de 95 contaminantes organicos presentes en
las aguas residuales, entre ellos el coprostanol. Con dicho
proposito, se estudian generalmente muestras de la columna
de agua y/o de la matriz de sedimento superficial, tanto inter-
mareal como submareal. Los resultados obtenidos en ambos
medios reflejan aportes recientes de materia organica, cuyo
origen fecal setratade valorar [3- 7, 10, 14, 15, 38, 41, 42, 45,
55-85]. Véanse, también, las revisiones de Vivian [13] y
Walker et al. [20], para estudios anteriores a 1985.

(b) Estudio de las variaciones espacio-temporales

Desde que Hatcher & McGillivary [8] y Hatcher et al. [86]
sugirieran que € coprostanol puede tener una clara aplicacién
en e estudio de la historia de la contaminacion fecal de los
sedimentos de un medio receptor, un nimero de estudios han
combinado €l andlisis espacial de la contaminacién fecal con
el de muestras de sedimentos tomadas con cilindros toma-
muestras (corers, en inglés) a una cierta profundidad. La
supervivencia del coprostanol en condiciones anoxicas, como
las que se registran en profundidad en la mayoria de los sedi-
mentos de grano fino, queda de manifiesto al considerar que
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se han registrado concentraciones detectables en muestras de
suelo y sedimentos asociados con el depdsito de aguas resi-
duales de notable antigliedad: el sistema de alcantarillado y
cloacas de la Antigua Roma [11]. El estudio seriado de las
correspondientes secciones horizontales ofrece informacion
integrada en el tiempo sobre € curso de la contaminacién. En
ocasiones, se incluyen andlisis paralelos sobre la cronologia
sedimentaria local, pues se ofrece informacién sobre la data-
cién temporal de las correspondientes secciones analizadas [ 8,
43, 44, 52, 87-98].

(c) Geoquimica de los sedimentos

Finalmente, algunos estudios combinan la informacion obteni-
da por medio de la cuantificacion de esteroides fecales en €
aguay los sedimentos con otros parametros sobre los origenes
y tasas de deposicion de la materia organica disuelta y, en
especial, asociada a las particulas en suspensién. Pues, en
efecto, las descargas de aguas residuales domésticas y urbanas
pueden suponer una importante fuente de materia organica
particulada para los sistemas costeros y estuarinos que, en
ocasiones, es de una magnitud comparable a aporte natural
debido alos rios tributarios [30, 44, 60, 63, 67, 91, 99-105].
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