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1. INTRODUCCION.

Este trabajo esta orientado a evaluar el dafio toxicolégico que puede producirse, por
efecto del agua residual textil (ART) que es vertida al Rio Atoyac en la poblacion de Villa Alta,
municipio de Tepetitla de Lardizabal. El Municipio de Villa Alta ha sufrido un enorme deterioro
ambiental en los ultimos 20 afios debido al crecimiento demogréfico e industrial, lo cual ha
producido una gran cantidad de contaminantes de todo tipo, y que al no ser manejados de

manera adecuada impactan en la salud de los ecosistemas y de los habitantes de la localidad.

Una de las principales fuentes de contaminacién en el lugar son las descargas de agua residual
vertidas a la cuenca del Rio Atoyac provenientes de las industrias textiles productoras de
mezclilla (proceso Denim) y los talleres de lavanderia de acabado de las prendas

confeccionadas con dicha tela (Vallejo, 2016).

En México, las Normas Oficiales Mexicanas (NOMSs) regulan los limites maximos permisibles
de contaminantes de las descargas de aguas residuales en cuerpos de agua y bienes
nacionales; son antiguas y estan incompletas desde 1996 a la fecha no han sido revisadas y
tampoco adecuadas a las necesidades actuales en materia de proteccién ambiental, ya que,
no se contempla, en el caso concreto de estudio, los limites maximos permisibles del colorante

indigo asi como, el efecto toxico del ART (Rodriguez, 2014).

El objetivo de la presente investigacion consiste en evaluar la toxicidad del agua residual textil
(proceso Denim) vertida al Rio Atoyac y su efecto en la morfologia, fisiologia e histologia del

pez cebra (Danio rerio).

Los andlisis fisicoquimicos realizados en el ART demostraron que siete parametros se
encuentran fuera de Norma 001-SEMARNAT-1996: nitrégeno total, sélidos sedimentables,
grasas y aceites, DBOs, fésforo, DQO, sdlidos suspendidos totales. Dichos parametros
inducen: respuestas fisiolégicas, morfologicas, al estrés, adaptaciones bioguimicas y ajustes
del comportamiento del pez cebra. Cuando se producen cambios en los habitats naturales las
especies pueden lograr sobrevivir con mucho esfuerzo, adaptandose a los cambios generados
en su entorno, pero si la alteracion es grave, como es el caso de Villa Alta, es probable que

los organismos mueran (Vega, 2010).

Las principales aportaciones al conocimiento del presente trabajo de investigacién en la zona
de estudio fueron los siguientes: se determino el flujo de ART aproximado que fue de 3.6 L/s

= 9,331 m3/mes, la carga estimada de contaminantes que fue de 31.2 ton/mes, asi como, la



concentracion letal media (CLso) a la cual sobrevivid el 50% de los peces fue de 19.04% de
ART. El analisis macroscopico en el pez cebra, los efectos a diferentes concentraciones de
ART (13.5-75%) fueron: oscurecimiento de la piel en todo el cuerpo del pez, secrecién
pronunciada de mucus, asi como, reblandecimiento muscular en comparacién con el grupo

control.

El andlisis microscopico en branquias mostré que el ART afect6 la longitud y distribucion de
filamentos y lamelas, el espesor de los epitelios, al unirse en algunas partes de algunos
filamentos se observaron cambios de tamafio de algunos eritrocitos. El analisis molecular,
confirmo la presencia de metalotioneinas en los peces sometidos a la menor concentracion de
ART (13.5%), donde se present6 la sobrevivencia del 100% de peces. De manera particular
se analizé la respuesta toxica del pez cebra al ART durante el tratamiento agudo, mediante el
uso de marcadores bioldgicos. Es importante mencionar que trabajos de este tipo son limitados
en la zona de estudio. También se evidencia la importancia de realizar estudios toxicologicos

para dar respuestas a la problemética ambiental en la zona de estudio.



2. MARCO TEORICO.

2.1. La Ciencia Ambiental.

Las ciencias ambientales son un area del conocimiento que se formé a finales de
los afios sesenta del siglo veinte y nace de la necesidad de buscar soluciones a la grave y
compleja crisis ambiental que vive la sociedad globalizada en sus relaciones con la
naturaleza (RFCA, 2007).

La humanidad debido a su capacidad y desarrollo tecnolégico causa graves impactos en la
naturaleza, esto nos llevara en las siguientes décadas a cambios drasticos en la tierra y los
habitantes. El ser humano ha venido evolucionando a través de los afios para perfeccionar
su condicién y procurarse una vida de comodidades, lo cual nos ha llevado a una serie de
problematicas ambientales globales como el decremento de la capa de ozono, el
calentamiento global, la pérdida de especies, el uso de alimentos transgénicos o el continuo

problema de eliminacion de residuos solidos (McKinney et al., 2012).

Los problemas ambientales son dificiles de resolver porque el medio natural y las personas
que habitan los diferentes ecosistemas forman un sistema complejo interrelacionado no
solamente con elementos ambientales sino también sociales (Enger, 2010; Miller, 2007).
La ciencia ambiental busca explicar como los humanos afectamos nuestro ambiente
observando los problemas que surgen del mal uso que le damos a los recursos naturales
dando respuestas a la sociedad para hacer cambios consistentes para un futuro sustentable
(Wright-Boorse, 2011).

También es fundamental el concepto de sustentable que implica un cambio de modelo de
desarrollo, propone la proteccion de la naturaleza, ademas de la equidad social presente y
futura. El término de desarrollo surge en 1983, cuando la ONU crea la comision sobre el
Medio Ambiente y el Desarrollo. El desarrollo sustentable a partir del medio ambiente
propone un cambio social pacifico y gradual, que de manera planificada modifique nuestra

relacion con la naturaleza y con nosotros mismos (Ramirez, et al.; 2004).

Para poder realizar este cambio de paradigma es basica la intervencion de la Ciencia
Ambiental, que es un campo multidisciplinario de trabajo basado en la investigacion y

pericia de especialistas de numerosas ciencias tradicionales que incluyen a la biologia,



ingenierias, ecologia, quimica, geologia, fisica, antropologia, derecho y economia (Chiras,
2013).

Por lo antes mencionado, el estudio del concepto de ambiente es complejo porque sus
componentes pertenecen a dominios conceptuales de distintas disciplinas, en donde los
diversos aspectos del conjunto son abordados desde las diferentes especializaciones
disciplinares pertinentes, tomando en cuenta su correspondiente bagaje historico,
epistemoldgico, y metodoldgico. La contaminacion es una de las evidencias del deterioro
ambiental, como consecuencia de acciones humanas con efecto negativo sobre la

naturaleza y el medio ambiente humano.

2.2. Contaminacion.

La contaminacién ambiental, en cualquier ecosistema, se presenta cuando se
liberan al ambiente por actividades antropogénicas, comerciales o industriales sustancias
que debido a su composiciéon quimica o la cantidad evitan que se lleve a cabo la funcién de
los procesos naturales lo que conlleva a la alteracion de los habitats e impacta en los
recursos naturales degradando la calidad del aire, el agua y suelo, reduce la biodiversidad,
generando un ambiente indeseable que afecta la salud y bienestar humano, y provoca
problemas sociales y pérdidas econdmicas (EPA, 2016; OCDE, 2003; UNESCO, 1989).

Los contaminantes se propagan y distribuyen mediante la dispersion que esta en funcion
de las propiedades fisicoquimicas (densidad, pH, punto de fusion, punto de ebullicién, punto
de fusién, solubilidad y el coeficiente de difusién) de los materiales y de las condiciones
meteoroldgicas. Entre los factores meteoroldgicos que tienen influencia en la materia y
energia tenemos a la radiacion solar, la lluvia, el viento, las corrientes de agua

principalmente (Segura y Lépez, 2003).

Por otra parte, se debe considerar el aumento en el volumen de emisién de sustancias
contaminantes debido al rapido crecimiento econémico derivado del incremento poblacional
gue presiona al ambiente y produce en los ecosistemas una serie de transformaciones
denominados “impactos ambientales”. Estos cambios pueden ser tanto positivos como
negativos (Baxter, 1997). Las actividades identificadas como generadoras de impacto
ambiental son:

La produccion energética e industrial cuyos impactos se pueden dividir en dos grupos: el
uso de recursos desde su extraccién hasta su desecho, y el consumo de energia. Sus efectos
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mas generalizados son el agotamiento de los recursos naturales tanto abiéticos como
biéticos y la contaminacion del agua, aire y suelo (Bordehore, 1998).

El transporte es responsable de un alto porcentaje de deterioro ambiental debido al uso de
materia prima, transformacion del territorio para la construccion de infraestructuras y
consumo de combustible, aportando el 20% de gases de efecto invernadero y otro porcentaje
similar en deposiciones acidas. Ademas de ser la primera fuente de ruido y malos olores en
las ciudades (Sampere, 2000).

En la agricultura la produccion intensiva vegetal y animal, incluyendo la modificacién
genética pueden generar serios problemas de salud y ambientales. El abuso de fertilizantes,
contribuyen a la contaminacién atmosférica aumentan los 6xidos de nitrégeno intensificando
el efecto invernadero, destruccién de la capa de ozono, deposicién acida, eutrofizacion de
acuiferos, rios, lagos y aguas costeras. Todo lo mencionado anteriormente altera y destruye
parcial o totalmente los habitats causando la fragmentacion y pérdida de biodiversidad (Rico,
2005).

Contaminacion del suelo: El suelo es la capa mas superficial de la superficie terrestre, es
un recurso no renovable que juega un papel esencial en la biosfera (Gatheru et al., 2017)
donde los animales y humanos obtienen alimento y las plantas nutrimentos (Solis y Lépez,
2003). Las causas principales de la contaminacién del suelo son las actividades
antropogénicas como la agricultura, la ganaderia, la mineria y la industria que han
producido una gran acumulacion de contaminantes quimicos organicos e inorganicos entre
los que estan: los compuestos organicos volatiles, metales pesados y metaloides causando

un riesgo significativamente toxico para los ecosistemas (Cachada, 2017).

Ademas, la contaminacion del suelo provoca la reducciéon de la biomasa, afecta la
diversidad taxonémicay las funciones en los procesos microbianos, de este modo desajusta
los ciclos biogeoquimicos de los nutrientes como la mineralizacién y la sintesis de
sustancias organicas entre los que podemos citar ciclos del carbono, oxigeno, nitrdgeno,

fésforo, azufre y del agua (Romero, 2016).

Contaminacién del aire: La contaminacion del aire se define como el deterioro que se
produce por cualquier agente que modifica las caracteristicas naturales de la atmosfera.
Algunas de las actividades que provocan este tipo de contaminacién son la quema de
combustibles fésiles por ejemplo en el transporte, las industrias y generacion de energia;
las actividades de construccion, demolicion, incendios forestales y emisiones volcanicas
(Elias, 2017).

En la atmésfera los compuestos primarios que contribuyen a la contaminacion del aire son

los 6xidos de azufre (SOX), el monéxido de carbono (CO), los éxidos de nitrégeno (NOX),
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los compuestos secundarios que resultan de la reaccion quimica y transformaciones de los
contaminantes primarios como son el ozono (Os), la lluvia acida y la contaminacién
fotoquimica constituida por sustancias oxidadas y luz solar (SEMARNAT, 2013). Los
efectos que se producen son: destruccion de la capa de ozono, inversion térmica y lluvia
acida la cual a su vez produce impactos negativos en los ecosistemas acuaticos y terrestres;
el efecto invernadero, cambio climatico, afectacion a la visibilidad y desde luego a la salud
(Inche, 2004).

Contaminacién del agua: La contaminacion del agua es la presencia de componentes
quimicos, fisicos o biolégicos que producen una condicion de deterioro de un cuerpo de
agua con respecto a algun uso (Linda, 2018). La contaminacion hidrica es uno de los
mayores problemas ambientales de la actualidad. Al igual que los otros tipos de
contaminacion, se ha atribuido principalmente al crecimiento industrial y urbano (Hennigan,
1969).

Los fendmenos de origen antropogénico que mayor dafio producen a los cuerpos de agua
son la lluvia &cida que tiene consecuencias sobre todo en la flora y fauna acuatica (Newbery
et al., 1990). Otro fendbmeno de contaminacion del agua es la eutrofizacién el cual consiste
en un incremento en el suministro de nutrientes, principalmente nitrégeno y fosforo. Las
principales causas del proceso de eutrofizacion son: Las descargas de aguas residuales

las cuales son ricas en nutrientes, contribuye al cambio tréfico del cuerpo receptor.

El uso excesivo de fertilizantes, que aportan nitrogeno en forma de sales como nitrato y
amonio y fosforo como fosfato. La deforestacion y erosion de los suelos agricolas también
impactan en la carga de nutrientes ya que los escurrimientos al pasar por un terreno que

no tiene proteccion edéfica lava y se lleva todos los nutrientes (RAPAL, 2010).

¢ Como impacta la contaminacién del agua a la biodiversidad y al ser humano? Desde un
enfoque holistico la contaminacion hidrica en general se evidencia directamente en biosfera
que es la parte viva que comprende todas las regiones del planeta representada por la flora
y la fauna, que afectan todos los ecosistemas acuaticos y terrestres asi como, los
ecosistemas urbanos compuestos por seres humanos que también dependen del medio

ambiente para su supervivencia (Segura y Lopez, 2003).

La calidad del agua siempre ha sido un factor determinante para el bienestar humano. Las
enfermedades propagadas por el agua contaminada con materia fecal han diezmado

poblaciones de ciudades enteras. Hay todavia epidemias ocasionales causadas por



agentes infecciosos transportados en el agua, como el cdlera, poliomielitis y otras. El agua
insalubre sigue causando graves problemas a las personas que estan obligadas a usarla,

tanto para beber como para la irrigacion de hortalizas y el aseo (Campos, 2003).

2.2.1. Contaminacion del agua en México.

Segun datos del programa de la ONU “Aguas y ciudades”, cerca de 800 millones de
personas residen cerca de rios contaminados, sin servicios basicos ni saneamiento
adecuado, expuestos a altos indices de contaminacion por productos quimicos y riesgo de
enfermedades contagiosas como diarrea, brotes malaria, célera y de manera mas severa

problemas de insuficiencia renal y leucemia (ONU, 2017).

La falta de tratamiento adecuado de las aguas residuales en los paises emergentes ha
contribuido a la contaminacion de los recursos hidricos tanto subterrdneos como
superficiales. De hecho, se calcula que diariamente se descargan dos millones de toneladas
de desperdicios a los rios del mundo. Por otro lado, la proteccion de los recursos hidricos y

la contaminacién del agua tienen un precio mas alla de la degradaciéon ambiental.

La situacién de contaminacion de los rios en el mundo simboliza la grave crisis que aqueja
desde hace muchos afios al planeta. Los principales rios del mundo estdn muriendo como
resultado no solo de su contaminacion también por el cambio climatico y las represas. De

los 500 rios principales del mundo, la mitad estan altamente contaminados (WWF, 2011).

Aunque el agua es un elemento importante para el desarrollo de la sociedad, también se
puede convertir en una amenaza para el ser humano, ya que su contaminacion puede
generar epidemias y enfermedades crénicas (CONACYT, 2016). La calidad del agua es un
factor determinante de salud publica y de los ecosistemas, que restringe la oferta del agua
y su distribucién para sus diferentes usos, ademas de afectar de manera particular a la

salud infantil menores de 5 afios.

En México el deterioro en la calidad del agua se ve reflejado en la contaminacién de los rios
principalmente. México se encuentra en el lugar 81 a nivel mundial entre los paises con una
disponibilidad de agua promedio baja con 465 mil metros cubicos de agua al afio, y tiene
85 rios principales, que se agrupan en tres vertientes: la occidental, la oriental y la interior.
En el pais el 74 % de los cuerpos de agua presentan algin grado de contaminacion, la
principal fuente son descargas de aguas residuales. Las areas urbanas generan 255 m? de

agua residual y no existe la capacidad de tratar este volumen con las plantas de tratamiento



gue disponemaos, una de las formas de disminuir el agua contaminada que arrojamos a los
rios y lagos es disminuir nuestro consumo, en tanto se construyen plantas de tratamiento
que la dejen con un grado de calidad aceptable antes de ser vertida a los cuerpos de agua
naturales SEMARNAT, 2011. Los rios mas contaminados del pais son: Lerma, Bravo,

Papaloapan, Panuco, Turbio, Coatzacoalcos y el Atoyac (INEGI, 2008).

En México la sobreexplotacion de los recursos hidricos es un grave problema que ha ido
aumentando. Los mayores problemas de contaminacion en el agua se presentan en el Valle
de México y el Sistema Cutzamala, seguidos por la peninsula de Baja California. La
contaminacién del agua provoca enfermedades infecciosas intestinales; en el afio 2010, en
nuestro pais, estos padecimientos fueron la tercera causa de muerte en nifios menores de
un afio (CONAGUA, 2011). Las tasas mas altas de mortalidad por cada 100 000 habitantes
por este tipo de enfermedades se concentran en los estados de Chiapas 49.82 %, Oaxaca
44.77% y Puebla 41.59% (FUSDA, 2008).

La Comision Nacional del Agua monitorea la calidad del agua superficial basada en tres
indicadores: la demanda bioquimica de oxigeno a cinco dias que indica la presencia de
materia organica biodegradable, la demanda quimica de oxigeno que reporta el nivel de
materia organica que proviene de descargas municipales e industriales, y los sélidos
suspendidos totales, los cuales se originan por dos vias: las aguas residuales
(GREENPEACE, 2009), y los cambios de cobertura y uso de suelo que alteran la calidad
de los rios ya que se experimentan modificaciones en los aportes del agua y sedimentos

dentro de la cuenca y los ecosistemas (UNAM, 2014).

En el pais, mas de 13 millones de metros cubicos de aguas residuales se vierten
anualmente sobre los cuerpos de agua dulce (CONAGUA, 2010). En México soélo se trata
el 32.6 % de las aguas residuales municipales y el 15.7 % de las aguas industriales y
agricolas (INEGI, 2008). La contaminacién que se genera en los rios de México llega al
mar, afectando la calidad del agua de las zonas costeras de las cuales 338 playas presentan
contaminacioén, desafortunadamente en México la mayoria de las industrias no cuentan con
programas para manejar los desechos que eliminan de sus procesos, y al no contar con
plantas de tratamiento adecuadas, depositan sus residuos, en muchos casos toxicos a
cuerpos de agua que son ensuciados gravemente principalmente los rios (SEMARNAT,
2009).



La industria textil es considerada como una de las principales generadoras de
contaminantes de agua y desechos peligrosos debido a que en su proceso de fabricaciéon
incluye diversas etapas que provocan una seria contaminacion al medio ambiente. Los
principales puntos de generacién de contaminantes estdn centrados en el manejo de
materiales peligrosos, emisiones al aire, residuos sélidos, liquidos, consumo de energia y
generacion de grandes cantidades de aguas residuales altamente coloreadas y constituidas

por compuestos dificilmente biodegradables (Amjad A.K. et al., 2007).

2.3. El desarrollo de la industria Textil en Puebla y Tlaxcala.

La ciudad de Puebla, fundada en 1531, comenz6 a adquirir importancia como centro
productivo a mediados del siglo XVI, gracias a la abundante presencia de agua, a la
proximidad de sitios proveedores de materia prima y a su ubicacion estratégica desde el
punto de vista comercial, la ciudad cont6 con las condiciones que permitieron el desarrollo
de una amplia gama de actividades productivas, de las cuales la textil fue la que cobré

mayor importancia.

La manufactura textil en Puebla surgi6 en el siglo XVI, se convirtié en el siglo siguiente en
el centro de la industria algodonera de la Nueva Espafia, a mediados del siglo XVIII la
industria textil se consolido, en 1835 se inici6 su mecanizacion con la fundaciéon de la
Constancia Mexicana, la primera fabrica textil del centro del pais. Durante el siglo XIX se
establecieron a la orilla del Atoyac, en los estados de Pueblay Tlaxcala, 13 fabricas textiles,
las cuales aprovecharon la energia hidraulica de la corriente. De este modo el agua del rio
Atoyac se volvié un recurso estratégico para la industrializacion entre los siglos XIX y XX,
con el aumento demogréfico el impacto ambiental que tuvo la industrializacion textil provocé

una mayor demanda del liquido y su contaminacion (Rosas, 2012; Handal et al., 2017).

Las primeras fabricas textiles instaladas en Puebla se ubicaron a lo largo del Rio Atoyac,
ya que sus aguas presentaban las mejores condiciones para ser aprovechadas
industrialmente. Los centros fabriles ubicados a lo largo del Rio Atoyac su desarrollo se
caracteriz6 por que las fabricas se ubicaron en las inmediaciones del rio a fin de aprovechar
su agua como fuerza motriz, para lo cual adaptaron edificios de produccion preexistentes
como molinos y haciendas adaptando sus espacios para dar cabida a la hueva maquinaria

y construyendo espacios adyacentes (Ibafiez, 2012).



Con el paso del tiempo los procesos textiles fueron evolucionando, si bien muchas fabricas
se modernizaron incorporando nuevos procesos industriales, otras desaparecieron. Asi, a
partir de 1897, el corredor industrial del Atoyac se conformé por 13 factorias textiles, en
Tlaxcala y Puebla (Gamboa, 1985).

La problemética del Atoyac se agudiza, a partir de la década de los 70s, principalmente por
la incorporacién del agua residual la cual contiene grandes cantidades de sales, metales
pesados, detergentes y grasas, que provienen de las poblaciones de Tlaxcala, San Martin
Texmelucan, Moyotzingo y la ciudad de Puebla. Las aguas negras del Rio Atoyac rebasan
los limites maximos permisibles de las normas oficiales mexicanas para DBOs, DQO,
metales y compuestos toxicos. Las zonas de mayor concentracion de poblacion estan
mayormente expuestas a la diversidad y concentracibn de sustancias quimicas

potencialmente téxicas (Tribunal Latinoamericano del Agua, 2011).

El Rio Atoyac ademas presenta un grado de anoxia severo y las industrias que mas
contaminan son las del ramo textil, metallrgica y de alimentos, ademas de las actividades
domésticas y agricolas. La elevada concentracién de materia organica en el rio implica la
reduccién en el contenido de oxigeno disuelto, lo que afecta a los organismos y los
ecosistemas acuaticos. Por otro lado, a largo plazo pueden presentarse enfermedades en
las poblaciones cercanas, pérdida de biodiversidad, desaparicion de paisajes, etc.
Podemos entonces mencionar que con la contaminacion existente del Atoyac se afecta la
calidad de vida, se pierde sustentabilidad y se pone en riesgo la supervivencia de las

generaciones futuras (Handal, et al., 2017).

El desmedido incremento poblacional e industrial amenaza los recursos hidrologicos de
Puebla y Tlaxcala con la temible expectativa de que la disponibilidad del agua escasee a
niveles criticos comparativo con la Ciudad de México (CONAGUA, 2016). En 2010 se

reportaron en México 14,950 establecimientos del sector textil y del vestido (INEGI, 2011).

Lo anterior conlleva a la generacion de descargas de aguas residuales que son la causa de
contaminacién en los cuerpos de aguas superficiales y subterraneos, algunos de los dafos
que se manifiestan a nivel municipal o en pequefas localidades de Puebla y Tlaxcala son
la pérdida de biodiversidad y efectos negativos en la salud publica (Rodriguez, 2014). El
ejemplo mas representativo del deterioro de calidad del agua de los recursos hidricos en
los estados de Puebla y Tlaxcala se refleja en la cuenca del Rio Atoyac. Se han realizado

caracterizaciones de descargas de agua residual en el Alto Balsas, el cual recibe la mayoria
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de dichas descargas en la cuenca y donde se ubican en los estados de Puebla y Tlaxcala.
Puebla cuenta con varios parques industriales que se ubican en la zona. En el estado de
Puebla se estima un volumen de descarga de aguas residuales que afecta a los Rios Atoyac

y Alseseca de 119.4 Mm? anuales (Saldaiia y Gémez, 2006).

La carga contaminante que trae consigo el Rio Atoyac se ve incrementada cuando entra a
la zona urbana de Puebla, donde esté la mayor densidad demografica del estado y también
estan localizados 14 parques industriales que incluyen empresas de distintos giros:
automotriz, farmacéutico, textil, alimentos, metallrgico entre otras, de los cuales los giros
principales en la zona del Atoyac son la textil (24%), quimico (23%) y de alimentos (17%);
(Pérez, 2017; Saldafa y Gomez, 2006).

En los ultimos 7 afios ha habido un notable aumento en la demanda bioquimica de oxigeno
(49%) y de metales pesados en diferentes proporciones; el rio presenta condiciones
anoxicas (una media de 1.47 mg de O/L), altas concentraciones de contaminantes
organicos y gran poblacién de bacterias coliformes Pérez et al., (2018) identificaron durante
un recorrido del rio de aproximadamente 25 km de longitud desde la localidad de
Covadonga hasta la presa del municipio de Emilio Portes Gil en Puebla, 11 especies de
bacterias patdgenas oportunistas Gram negativas, que pertenecen a las familias entero
bacterias (Morganella morganii, Enterobacteria cloacae, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Hafniaalvei, Kluyvera sp); Pseudomonadaceae (Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomona ssp) y Xanthomonadaceae (Stenotrophomona maltophilia). Tomando en
consideracién estas condiciones podemos afirmar que el Rio Atoyac se encuentra en un

grave estatus de deterioro, lo cual impide la supervivencia de fauna acuatica.

2.3.1. Problemética ambiental del agua residual textil en Puebla y Tlaxcala.

Las actividades antropogénicas impactan al ambiente natural que provocan diversos
problemas ambientales, sin embargo, el ser humano no toma conciencia de que también
forma parte del ambiente natural. La sociedad moderna depende de las fuentes de energia

y los materiales para mantener su civilizacion (McKinney; et al., 2012).

El problema ambiental inicia cuando hay un cambio en la calidad y cantidad de algun factor
ambiental el cual afecta la salud y el bienestar de las personas. Los problemas ambientales
son complejos y el conocimiento para resolverlos esta disperso. Para resolverlos se

requiere que se involucren diversas areas del conocimiento (Ordin, 2017).
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El estudio de un ecosistema natural que ha sufrido la accion del ser humano, ya sea por
medio de la explotacidon de sus recursos por agro sistemas e industrias, o bien por la
instalacion de asentamientos de diversos tipos como grandes ciudades y las obras de
infraestructura, supone la consideracion de una serie de elementos gque intervienen en tales
procesos: elementos sociales, econdmicos y politicos, es decir supone concebir el objeto
de estudio (ambiente y ser humano) como un sistema complejo. La teoria de sistemas
complejos es una propuesta para abordar el estudio de una problematica ambiental. Se

trata de un método para trabajar interdisciplinariamente (Garcia, 2006).

El ambiente como objeto de estudio se defini6 como: "el conjunto de elementos fisicos,
guimicos, biolégicos y de factores sociales, capaces de causar efectos directos o indirectos,
a corto o largo plazo, sobre los seres vivos y las actividades humanas" (Conferencia
Estocolmo, 1972) y es objeto de estudio, de muchas disciplinas entre las principales: la
biologia, la quimica, la geologia, la antropologia, la medicina, la toxicologia, economia, la
politica por mencionar algunas. También se menciond que la toxicologia ambiental estudia
los efectos nocivos de los agentes quimicos, biolégicos y agentes fisicos en los sistemas
biolégicos y que establece, ademas, la magnitud del dafio en funcién de la exposicion de
los organismos, buscando identificar, prevenir y tratar las enfermedades derivadas de

dichos efectos.

Derivado de lo anterior en Puebla y Tlaxcala la industria textil contribuye enormemente al
deterioro del agua debido al tipo de procesos que manejay los grandes volimenes de agua
residual que produce. La composicion del agua residual de la industria textil dependera de
las sustancias quimicas que use en sus procesos; principalmente el tefiido y lavado
contienen una diversa combinacion de compuestos como: colorantes, saponificadores,
surfactantes, suavizantes, entre otras sustancias dificiles de degradar (Cortézar, et al; 2014;
Rodriguez, 2011).

Entre los limites de San Martin Texmelucan, Puebla y Tepetitla de Lardizabal, Tlaxcala; se
han establecido fabricas y talleres productores de tejidos de tela de mezclilla para la
confeccion de jeans (Denim), las cuales generan enormes volimenes de agua residual con
elevadas concentraciones de materia organica, cloruros, hidroxidos de sodio, metales
pesados y compuestos organicos volatiles, algunas de ellas consideradas toxicas y
cancerigenas para los seres vivos. Lo que representa un enorme riesgo de salud no sélo

para los ecosistemas de la zona sino también para las poblaciones cercanas (Vallejo, 2016).
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También en la zona agricola industrial de San Martin Texmelucan, Puebla y Villa Alta,
Tlaxcala se han detectado graves enfermedades como anemia hemolitica, insuficiencia
renal y leucemia; causadas en buena medida por contaminantes arrojados en el Rio Atoyac.
Estudios de biomonitoreo realizados por investigadores de la UNAM determinaron que,
debido a la situacién ambiental de las zonas de San Martin Texmelucan, Pueblay Villa Alta,
Tlaxcala existe una correlacién entre los dafios genotdxicos entre pobladores de las
comunidades cercanas al rio debido a la accién de agentes contaminantes en sus células
(Montero, 2006 y 2012).

Otra de las causas que agudizan la problemética de la contaminacion del agua en el Rio
Atoyac son las industrias que al ahorrar en costos vierten sus aguas residuales sin
tratamiento adecuado. Esto sucede no obstante que existen normas ambientales (NOM-
001-ECOL-1996; NOM-002-ECOL-1996) que exigen que las aguas residuales industriales
cumplan con pardmetros fisicoquimicos de calidad bien definidos. Ademas, el parametro
sobre toxicidad no es tomado en cuenta en la normatividad mexicana por lo que seria
importante establecer limites maximos que puedan ser cumplidos por las industrias para
evitar el deterioro en la calidad del agua de los cuerpos receptores, proteger las
comunidades de sistemas acuaticos y la salud de la poblacién adyacente (Rodriguez,
2014).

La problematica ambiental del Rio Atoyac es resultado del gran deterioro producido tanto
por la expansién demografica sostenida como por desarrollo econémico de los Estados de
Puebla y Tlaxcala, (Fig.1) que se asientan en 2429 km? de extension superficial de la

subcuenca del Atoyac en el Alto Balsas (Sandoval, 2009).
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Figura. 1. Distribucién de laregion hidroldgica del Balsas (CONAGUA, 2009).
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La subcuenca del Atoyac esta localizada entre los estados de Puebla y Tlaxcala formando
parte del inicio de la cuenca del rio Balsas. Histéricamente el Rio Atoyac ha sufrido un
deterioro en su calidad debido a la enorme cantidad de descargas de agua residual tanto

de procesos industriales como de asentamientos humanos (Bravo et al; 2015).
2.4. Proceso Denim.

La industria textil, como ya se mencion6 es una de las mas importantes de México.
La composicién del agua residual, de una industria textil, dependera de las sustancias
quimicas que utilicen durante el proceso (Cortazar, 2017), y es considerada como una de
las principales generadoras de sustancias peligrosas en el agua debido a que en sus
procesos de fabricacién incluye diversas etapas que provocan una seria contaminacion al
medio ambiente. Los principales puntos de generacion de contaminantes estan centrados
en el manejo de materiales peligrosos, emisiones al aire, residuos solidos, liquidos,
consumo de energia y generacion de grandes cantidades de aguas residuales altamente

coloreadas y constituidas por compuestos dificilmente biodegradables.

El agua de los efluentes generados en la industria textil es tipicamente caliente, alcalina y
coloreada. Los principales contaminantes presentes son sélidos suspendidos, aceites
minerales y compuestos organicos, los cuales se consideran compuestos xenobiodticos
recalcitrantes a los procesos biodegradativos. También estan presentes concentraciones
significativas de metales pesados, como cromo, cobre, zinc, niquel o plomo. En el proceso
de fabricacibn de la fibra natural, el agua residual puede contener pesticidas vy

contaminantes microbioldgicos, como bacterias, hongos y otros patégenos.

La falta de tratamiento de aguas residuales de la industria textil es un problema ambiental
al que se le ha dado atencién, ya que muchos colorantes y aditivos textiles son téxicos no
biodegradables y son descargados a canales y rios, permaneciendo en el ambiente (WBG,
2011).

El proceso Denim, es el proceso a través del cual se elaboran los tejidos de algoddn tefiidos
con el colorante indigo o afil, y que se conoce de manera general como mezclilla,
posteriormente la mezclilla se transforma en prendas de vestir. El proceso requiere 5600 L
de agua para producir un par de pantalones. Ademas, el uso de accesorios de metal como
botones, cierres, remaches y etiquetas de aspecto de cuero usados en la produccién hace
dificil reciclarlos (Amutha, 2017).
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El proceso Denim, incrementa significativamente la contaminacion ambiental, debido a su
gran consumo de agua; el colorante indigo es muy irritante para la piel, ojos y mucosas; y
cuando se descompone puede producir anilina y acido picrico compuestos clasificados
como cancerigenos; la sosa caustica que como ya sé menciond anteriormente es utilizada
en los procesos de pre tefido, especificamente en el proceso de descrude y que causa
gquemaduras a 0jos y piel; si se evapora causa irritaciones severas en el aparato respiratorio,
ademas que en solucién confiere altos niveles de pH (de 11 a 13 unidades); el hidrosulfito
de sodio como reductor es peligroso para la vida acuatica, su inhalacién produce en las
personas irritacion severa de las mucosas y tracto respiratorio produciendo dolor
abdominal, vomito, disturbios en el sistema nervioso central, tanto en humanos y animales,
ademas de causar desequilibrio en diferentes ecosistemas acuaticos y cadenas alimenticias
(Periyasamy, 2017).

El indigo que es uno de los més antiguos e importantes colorantes de la historia de la
humanidad tiene poca solubilidad en agua, menor a 2 mg/L, por lo que debe ser
transformado en un producto mas soluble antes de su aplicacién industrial, esto se logra
empleando un agente reductor fuerte que lo transforma en una forma soluble (Sala, 2006).

Las etapas involucradas en el proceso Denim son:

El descrude: Sirve pararetirar las impurezas naturales del algodén como las ceras, pectinas
y proteinas. El algodén puede contener entre 4 y 12% de estas impurezas por peso. El
hidréxido de sodio en caliente (60-70°C), el acomplejante y el surfactante (actGan como
humectantes) son utilizados en esta etapa. El proceso se lleva a cabo en solucién acuosa y
consume grandes volumenes de agua y mucha energia (Santillo, 2005).

Preparacion del colorante: El afiil como se ha mencionado es poco soluble en agua y para
lograr su fijacién se utilizan reacciones de éxido-reduccion (REDOX). En primer lugar, se
reduce el colorante hasta llegar a una forma soluble en agua utilizando hidréxido de sodio e
hidrosulfito de sodio, esto provoca la presencia de sales de azufre en las aguas residuales y
altos valores de pH (Fernelius, 1983).

Proceso de tintura: El indigo reducido es soluble en el agua, tiene una alta afinidad por las
fibras celuldsicas del algodén y entre los espacios abiertos de estas. Las fibras tefiidas se
exponen al aire y de este modo la molécula tefiida se oxida retornando a su forma insoluble.
Las particulas de tinte insoluble son atrapadas dentro de la fibra, coloreando de esta forma
permanentemente la prenda de azul (Quintero y Cardona, 2010).

Enjuague: El propésito de la etapa de enjuague es remover la materia insoluble que no se
ha fijado en la etapa de tefiido en la superficie de la fibra. El enjuague incluye un proceso
fisicoquimico, que remueve la mugre del sustrato o fibra como en la etapa de descrude
(Tecnitex, 1996).

Construccién de la tela o tejido: En términos generales, en este proceso se entrelazan
hebras dispuestas a lo largo (urdimbre) con otras que van en angulo recto a las primeras
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(tramado) pasando por encima o debajo de éstas. A fin de evitar que se rompa la hebra de
la urdimbre como resultado de la friccion que se produce durante la operacién del telar, es
necesario agregar una etapa conocida como engomado (Luna, 2013).

Acabado: Este proceso consta de 4 etapas: Chamuscado que consiste en introducir la tela
que sale del tejido a una cadmara de combustion con el propésito de eliminar pelusa y fibras
salientes de la tela.

Desengomado: Se prepara la tela adhiriendo productos quimicos a través de un bafio con
desengomantes y antiestaticos para realizar el pre-encogimiento y torsion.

Torsidn: Se hace pasar a la tela sobre tres rodillos que tienen el propdsito de mover la tela
hacia la derecha o izquierda dependiendo de la sarga con la que fue tejida para enderezar
su orientacién y no salgan desviadas las prendas al ser elaboradas.

Sanforizado: En este punto el proceso la tela se encoge hasta alcanzar el porcentaje
deseado para evitar que las prendas construidas con esta tela se encojan mas cuando se
laven (del Villar et al; 2010).

Elaboracién de prendas y deslavado: Por otra parte, el lavado del Denim es un acabado
estético para mejorar la apariencia y darle fuerza al tejido. En el lavado de la mezclilla, varios
efectos pueden producirse, tales como, desvanecimiento del color, arrugamiento, pilling
(frisado formacién de nudos o bolitas en el tejido). El lavado de la superficie puede ser a
través de diferentes métodos como con piedras, arena, enzimas de celulosa, hipoclorito de
sodio, permanganato de potasio, peréxido de hidrogeno, laser, ozono, etc.

Por todo lo anterior, el proceso de teflido no solamente necesita colorantes, sino también
varios productos especiales conocidos como auxiliares (Fig.2) entre los que se encuentran:
humectantes, surfactantes, secuestrantes, antiespumantes, colorantes, encolantes,
suavizantes, desengrasantes, lubricantes y estabilizadores antiestaticos (Quiminet, 2008),
los cuales son desechados a través de procesos de enjuague por desborde continlo

(Manual de Saponificacion, 2015).
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Figura.2. Sustancias quimicas utilizadas en el procesos Denim.

Los auxiliares son de gran importancia para que el proceso sea lo mas rapido y homogéneo,

la mayoria son agentes tensoactivos y contienen sustancias xenobitticas persistentes a los
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procesos biodegradativos. También contiene altas concentraciones de metales pesados,
solidos disueltos totales y altas demandas bioquimicas de oxigeno (Sherma et al., 2008).

En particular, las aguas residuales textiles contribuyen enormemente a la contaminacion y
deterioro del agua debido a las grandes descargas en el medio ambiente, principalmente
en cuerpos de agua como los rios y son consideradas como las mas contaminantes de
todos los sectores industriales. Incluso bajas concentraciones de (10-50 mg/L) colorantes
solubles “azo” pueden colorear fuertemente arroyos y rios (Wenjuan, 2012). Los
tensoactivos o surfactantes son productos quimicos, que ejercen su efecto en la superficie

de contacto entre dos fases, mediante la modificacion de su tensién superficial (Sole, 2014).

Saponificacién es una reaccion quimica entre un lipido y una base, en la que se obtiene
como principal producto la sal de dicho &cido. En el aspecto textil la saponificacion consiste
en afadir al bafio de descrude de la fibra sosa caustica a altas temperaturas (Manual de
Saponificaciéon, 2015). Los agentes secuestrantes son compuestos quimicos con la
habilidad de formar complejos solubles de iones metalicos en presencia de agentes
guimicos que normalmente producirian precipitados en soluciones acuosas (Quiminet,
2006).

La carga contaminante generada en las diferentes operaciones del proceso textil ha sido
descrita extensamente por diversos autores (Crespi, 1979; Ourdelot, 1973;). En general la
carga contaminante de los efluentes textiles es de dos a tres veces superior a la de un agua

residual urbana y algo mas toxica.

Estudios realizados han encontrado gran variedad de compuestos organicos en las
muestras de aguas residuales textiles como cloroformos; fenoles (Garcés, 2007); cloro
fenoles (Calderon, et al; 2008), todos compuestos persistentes y moderadamente téxicos
para la vida acuatica (GREENPEACE, 2012). Los altos niveles de contaminacién generado
por las aguas residuales textiles ponen en riesgo a la poblacién cercana, puesto que la
cantidad de bacterias podria generar enfermedades como salmonelosis, tifoidea,

gastroenteritis hasta hongos en piel (Calderén; 2008).
2.5. Toxicologia Ambiental.

La toxicologia tiene como preocupacion principal resolver situaciones en las que se
pone en peligro la vida de un ser vivo, debido al efecto nocivo de una estructura quimica
perniciosa conocida como toxico. Para lograrlo estudia el origen y propiedades de los

toxicos usando modelos experimentales (Gutiérrez y Lépez, 2001).
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Un toxico lo podemos definir como cualquier sustancia xenobiética capaz de producir dafio
adverso en los organismos vivos, entre ellos figuran los farmacos, las sustancias quimicas
industriales, los venenos presentes en la naturaleza y los contaminantes del medio
ambiente (Silbergeld, 2014). El aumento en el uso de sustancias quimicas para diversos
propésitos ha propiciado la presencia de contaminantes téxicos en aire, agua, alimentos y
otras partes del ambiente, lo cual ha motivado a que la toxicologia se subdivida en las
siguientes areas:

Toxicologia forense, que estudia los métodos de investigacion médico-legal, en los casos

de envenenamiento y muerte (Alvarez, 2011).

Toxicologia clinica, es la prevencion, el diagndstico y el tratamiento de las intoxicaciones

gue pueden manifestarse con curso agudo o crénico (Jiménez, 2009).

Toxicologia ocupacional, identifica los riesgos fisicos, quimicos y biolégicos, que se

pueden encontrar en el ambiente laboral, evalia los efectos adversos a la salud de los

trabajadores que surgen de la exposicion de los compuestos téxicos. Establece medidas de

control para prevenir o minimizar dichas exposiciones (Amr, 2002).

Toxicologia ambiental, En la sociedad moderna, la toxicologia es una herramienta

importante de la salud ambiental y de la salud laboral. Esto se debe a que las organizaciones

tanto gubernamentales como no gubernamentales, utilizan la informacion toxicoldgica para

evaluar y regular los peligros presentes tanto en los sitios laborales como en el ambiente en
general (Guerrero, 2011).

La toxicologia ambiental estudia los dafios causados al organismo por la exposicién a los
toéxicos que se encuentran en el medio ambiente. La respuesta téxica en un 6rgano
determinado depende de la exposicion de ese 6rgano al toxico, o sea el dafio depende de
la concentracion de la substancia en el tejido blanco La toxicidad es la capacidad de alguna

sustancia quimica de producir efectos perjudiciales sobre un ser vivo (Pefia et al., 2004).

La evaluacién medio ambiental de sustancias y productos quimicos tiene como objeto
principal, estimar los riesgos que una sustancia quimica puede ocasionar en el medio
ambiente tras su emisién (De la Torre, 2004). Para medir la toxicidad se determina la
“concentracion letal 50" (CLso); este es un indicador estadistico de toxicidad aguda, el cual
sefiala la cantidad del toxico que causa la muerte del 50% de los animales que la reciben

en un determinado periodo de tiempo (Garcia et al., 2013).

La intensidad de toda reaccion toxica depende de varios factores: 1- La capacidad del
producto de atravesar las barreras biologicas y llegar a su lugar de accion. 2- La dosis del
producto activo que se encuentra en el tipo de accion y 3- Las condiciones de este sitio de

accion (receptor, enzima, transportador). Estas circunstancias son funcion de factores que
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dependen del medio ambiente, factores end6genos propios del individuo e induccién o

antagonismo por otros productos (Névalos, 2008).

2.5.1. Cargatoxica e indice toxicologico.

Son dos pardmetros que se utilizan para evaluar y clasificar el nivel de dafio
potencial en los humanos y animales que puede tener una estacion de descarga de agua
residual. Para calcular el indice toxicolégico se debe tomar en cuenta el caudal del
vertimiento industrial, la concentracién letal media del vertimiento y la carga toxica del

efluente con respecto a su cuerpo receptor.

Esta evaluacion es una herramienta Util para establecer prioridades para el tratamiento de
efluentes y asi adoptar estrategias sobre el control en la descarga.

Para el célculo de la carga toxicologica se utiliza la ecuacion:

Carga toxica (UT) =100/(CLso) * QO

Donde:

UT = Carga tdxica expresada en unidas toxicolégicas

CLso = Concentracion letal media de la descarga que produjo la muerte de los
organismos expuestos en el periodo de 96 horas

Q = Caudal promedio del efluente (m®/dia)
Con el calculo y la transformacion logaritmica en base 10 de la carga toxica se

obtiene el indice toxicoldgico de la siguiente forma: IT = Log10 (1 + UT)

Una vez obtenidos los valores del indice de toxicologico se puede clasificar el rango de

riesgo toxicoldgico con base a cuatro criterios (Tabla 1).

Tabla 1. Rangos indice Toxicolégico.

Despreciable l1al.99
Reducida 2a299
Moderada 3a3.99
Considerable 4a4.99
Elevada >5
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2.6. Bioensayos.

Son sistemas de prueba que se realizan con organismos vivos (algas, bacterias,
invertebrados y peces) los cuales se exponen a una sustancia dada o a una mezcla en
condiciones controladas. Sirven para evaluar la toxicidad aguda o el impacto crénico de
quimicos puros o mezclas como las que podemos encontrar en descargas domésticas,

industriales o agricolas (Ariza, 1999).

Los bioensayos son una herramienta muy Util sobre todo en el monitoreo de la calidad del
agua, debido a la numerosa cantidad de sustancias naturales y antropogénicas encontradas
en los cuerpos de agua. Con el incremento en cantidad de compuestos antropogénicos y la
transformacion de productos durante los tratamientos de agua, no es factible la deteccién
analitica y cuantitativa de cada quimico en el agua. Incluso si los compuestos quimicos son
detectados individualmente, maltiples compuestos podrian interactuar e inducir toxicidad en

organismos acuaticos por mecanismos de aditividad o sinergismo.

Para determinar grados de toxicidad en diferentes sustancias como aguas residuales,
metales pesados y compuestos quimicos; se utilizan como biomarcadores distintos érganos
o sistemas como el nervioso (Flavia et al; 2018), las branquias (Riva, Crespi y Balasch,
1980); el higado (Carlson et al., 2013); ademas, se pueden llevar a cabo experimentos en
distintas etapas del desarrollo de los organismos, desde la etapa embrionaria (Brundo et

al., 2016); con alevines, juveniles y adultos (Hollis et al., 1998).

Los bioensayos segun su duracion pueden ser agudos, es decir de duracién a corto plazo
de minutos u horas, con efectos adversos letales o subletales sobre los organismos de
prueba. Crénicos, tienen una duracion de largo plazo de semanas o meses. Que pueden
mantenerse incluso alrededor de la décima parte de la vida media de la especie. Estan
relacionados con cambios de metabolismo, crecimiento o capacidad de supervivencia
(Valero, 2011).

Segun su renovacion del medio se clasifican en estaticos, en este tipo de ensayos de
toxicidad no existe renovacion de la solucidon ocupada en el experimento durante todo el
tiempo que dure, semiestético el cual se caracteriza porque no tiene una renovacion
continua de la solucién ensayo, pero con renovacion periédica de la solucion después de
periodos prolongados por ejemplo cada 48 horas y dindmico en el cual la toxicidad se

renueva constantemente la solucion de los recipientes del experimento (Valero, 2011).
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2.6.1. Modelo experimental.

Los modelos experimentales son organismos ampliamente estudiados, tienen
ventajas particulares: ya que todos los efectos negativos en su desarrollo son detectables
y hacen posible la repeticién rapida y contindia de los experimentos (BIOPEDIA, 2014). Los
peces son los vertebrados mas usados para realizar el biomonitoreo de la calidad del agua
(Li; et al., 2010).

El pez cebra (Danio rerio) se ha convertido en los Ultimos 30 afios en uno de los modelos
biolégicos mas importantes dedicado a la experimentacion junto con otros modelos
animales. La importancia de estudiar este organismo radica en que su patron de desarrollo

es similar al de los vertebrados superiores, incluidos los mamiferos y por lo tanto el hombre.

Debido a la similitud entre el genoma humano y el del pez cebra muchas de las mutaciones
gue se producen en el pez pueden dar lugar a fenotipos similares a los que presentan
muchas enfermedades humanas (Moreno, 2013; Chen, 2006). Entre otros estudios estan
caracterizaciones de estrés oxidativo y dafio cardiovascular en embriones (Huang et al.,
2018); comportamiento genético (Norton y Bally; 2010; Dazy et al., 2008; 2007; Diekman
et al., 2004); investigaciones de enfermedades del higado (Goessling y Sadler, 2015; Wang
et al; 2017); disturbios metabodlicos (Kamel y Ninov; 2017); desarrollo y enfermedades de
riidn (Jerman y Sun; 2017); enfermedades esqueléticas (Luderman et al., 2017); efectos
de sustancias toxicas en del desarrollo embrionario (Yao et al; 2018, Dung y Yen, 2006;
Filho, et al., 2001; Hai et al., 2007); estudios de terapias para pancreas y complicaciones
de diabetes mellitus (Sarras et al., 2015; Prince et al., 2017); dafio en la reparacion del DNA
(Rajaguru et al., 2003; Scandalios, 1997; Seshadri et al., 1994), cancer (Chapman, 1995;
Shin et al., 2002) y otras enfermedades (Sturve et al., 2008; Sumathi, et al., 2001, Sweeney
et al., 1994).

El estudio realizado por Wenjuan Zhang en 2012 donde se caracterizé la toxicidad aguda,
genotoxicidad y estrés oxidativo presentada por efluentes textiles en el pez cebra demostré
que el agua residual textil presenta varios grados de toxicidad que inducen genotoxicidad
del pez cebra (Danio rerio). Se llevaron a cabo estudios comparativos sobre la
caracterizacion de la toxicidad de aguas residuales textiles realizado por K.P Sharma, S.
Sharma y P.K. Singh en 2007 aplicado a peces y se demostré que la toxicidad de dichas
aguas produce lesiones internas y externas de los 6rganos, asi como, dafios en la cantidad

y morfologia de los globulos rojos.
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Como podemos observar el pez cebra (Danio rerio) se utiliza como organismo modelo en
distintos campos como toxicologia ambiental (Hai et al., 2007; Lanciotti et al., 2004; Liu et
al., 2008. Minissi et al., 1996; Morikawa et al., 1997; OECD, 2004), la farmacologia (Prigione
et al., 2008; Puvaneswari, Muthukrishnan y Gunasekaran, 2006), la biomedicina, la toxico
gendmica, para investigar diferentes procesos bioldgicos. Ademas, el pez cebra podria
utilizarse para estudios de monitoreo ecolégico-ambiental y evaluaciones de contaminantes
multitudinarios, como los metales pesados toxicos, disruptores endocrinos, y los
contaminantes organicos (Tsangaris et al., 2011; US EPA, 1991a; US EPA, 1991b).

El pez cebra es un ciprinido de unos 5-6 cm, dulceacuicola y de aguas tropicales (Fig.3).
Es nativo del sur de Asia, se distribuye sobre todo por el norte y este de India, aunque
también se encuentra en Bangladesh y Nepal. Habita en lagos, lagunas y charcas con
abundantes plantas acuaticas, creciendo en la orilla mas que en los rios y arroyos ya que
prefiere los cursos de agua remansada antes que las corrientes (Matthew S. et al., 2002;
Diaz, 2006; Harper et al., 2011). Las ventajas de trabajar con el pez cebra son: rapido
desarrollo / organogénesis y bajo costo, Menos impedimento ético, Tamafio pequefio,
Fertilizacion externa y la embriogénesis, Alta productividad: 100-300 huevos / semana, La
administracién directa de compuestos al medio de embriones, Embriones transparentes y

costo/ tiempo de eficiencia (Chapman, 1995).

il Hln‘lll
.3

Figura. 3. Pez cebra (Danio rerio) (foto de Estrada, A.R., 2016).

Por lo anteriormente expuesto la presente investigacién pretende conocer la composicion
quimica del agua residual textil y los efectos que produce en la morfologia, la fisiologia, y la

genética sobre los organismos acuaticos en concreto, el pez cebra (Danio rerio).

En este estudio los objetivos responden a algunos aspectos de la problemética ambiental,
mismos que se analizan y estudian con ayuda de un conjunto de herramientas propias de
la toxicologia ambiental por consiguiente, es un estudio interdisciplinario donde participan

representantes de distintas disciplinas que trabajan integradamente para resolver la
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problematica de la contaminacion ambiental por el agua residual textil (ART) que se vierte

directamente al Rio Atoyac, en la poblacion de Villa Alta Municipio de Tepetitla de Lardizabal
(Fig. 4).

En la actualidad, el conocimiento cientifico sobre el efecto que produce, el agua residual
textil, en la biodiversidad y la salud ambiental, en México y concretamente en Puebla es

limitado.

| Ciencias Ambientales |

[ Relacién hombre-naturaleza |

Organica | .._ ‘ | Inorganica
(Descarga domestica) Contaminacion (Industria)

Contaminacion hidrica
del rio Atoyac

l

Toxicologia
Ambiental

l

Efectos toxicol6gicos de ART en
un organismo pez cebra

| Moleculares || Histolégicos |

l Problematica ambiental ‘

Fig. 4. Esquema de larelacion de las ciencias ambientales y la toxicologia.
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3. FORMULACION DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION.

La zona de estudio se ubica en la poblacion de Villa Alta, municipio de Tepetitla de
Lardizabal, Tlaxcala. La poblacién de Villa Alta inicialmente era agricola, pero debido a la
poca rentabilidad de la agricultura y a la falta de oportunidades laborales en la localidad,
paso a ser industrial y de servicios, esta reconversién de su economia tuvo un impacto
negativo en el ambiente. En la zona de estudio, el proceso de industrializacién se ha
agudizado con la ubicacion del corredor industrial Ixtacuixtla, que tiene presencia directa en
los municipios de Tepetitla e Ixtacuixtla, y cuya influencia de atraccion de mano de obra

abarca también el municipio de Nativitas.

El deterioro del rio Atoyac esta estrechamente relacionada con la proliferacion de esta
industria que realiza descargas de aguas residuales, asi como a la laxa o nula regulacién
en materia de agua por parte de los distintos niveles gubernamentales. Particularmente, la
industria textil y de confeccion, representada por cientos de talleres familiares asentados
en el municipio, que operan en su mayoria de modo informal y clandestino. Esos talleres
constituyen el principal patrimonio econémico de la localidad y, para la mayoria de los

pobladores, es la Unica fuente de empleo de la familia.

Derivado de lo anterior en Puebla y Tlaxcala la industria textil contribuye enormemente al
deterioro del agua debido al tipo de procesos que maneja y que produce elevadas
concentraciones de materia organica, cloruros, hidroxidos de sodio, metales pesados y
compuestos organicos volatiles, algunas de ellas consideradas toxicas y cancerigenas para
los seres vivos. Lo que representa un enorme riesgo de salud no sélo para los ecosistemas
de la zona sino también para las poblaciones cercanas. Esto ha ocasionado que los costos

ambientales y de salud sean grandes y de relevante importancia,

Aunqgue existen legislaciones y tratados, que tienen como objetivo controlar la emision de
sustancias contaminantes (NOM-001-SEMARNAT-1996). Estas no se cumplen totalmente
0 se cumplen parcialmente y no contemplan el efecto toxico del agua residual textil en los

organismos acuaticos.

Como problema ambiental, se estudié el efecto toxico del agua residual textil (proceso
Denim) que se vierte en el Rio Atoyac y que ha traido como consecuencia el deterioro de
la calidad del agua en el ecosistema y el posible efecto en la salud de los peces. Para

evaluar este dafio se utiliz6 como modelo de estudio al pez cebra (Danio rerio).
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4. JUSTIFICACION.

Este estudio proporciona informacién cientifica nueva y actualizada sobre el efecto
téxico del ART en los organismos acuaticos utilizando el modelo experimental pez cebra
(Danio rerio). La informacion que se genere contribuird al andlisis de la probleméatica

ambiental ocasionada por la actividad industrial textil en la region de Villa Alta.

También serd una propuesta en defensa del ambiente que ayude a complementar las
Normas existentes (NOM-001-SEMARNAT-1996), relacionadas

Es importante mencionar que trabajos de este tipo son limitados en la zona de estudio sobre
los efectos toxicos del ART en la salud de los peces y el ambiente. También se evidencia
la importancia de realizar estudios toxicolégicos para dar respuestas a la problematica

ambiental en la zona de estudio.

5. PREGUNTAS DE INVESTIGACION.

5.1. Pregunta general.

¢,Cuales son los efectos toxicolégicos del agua residual textil (proceso Denim) vertida al Rio

Atoyac en el pez cebra (Danio rerio)?

5.2. Preguntas particulares.

¢.Cudles son las caracteristicas biofisicas de la zona de estudio?

¢,Cual es la calidad fisica, quimica y toxicol6gica del agua residual textil, que se descarga

en el Rio Atoyac?

¢, Se producen alteraciones fisioldégicas, morfologicas o conductuales en el pez cebra (Danio

rerio) por efecto del agua residual textil?
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6. OBJETIVOS.

6.1. Objetivo General.

Evaluar la toxicidad del agua residual textil (proceso Denim) vertida al Rio Atoyac y su

efecto en el pez cebra (Danio rerio).

6.2. Objetivos Particulares.

1. Caracterizacion biofisica de la zona de estudio.

2. Analizar la calidad fisica, quimica y toxicoldgica del agua residual textil del proceso
Denim que se descarga en el Rio Atoyac.

3. Determinar la concentracion letal media aguda (CLso) en el pez cebra (Danio rerio) del

agua residual textil.

4. Evaluar los efectos toxicolégicos del ART en la morfologia, fisiologia y estructura

molecular del pez cebra.

7. HIPOTESIS.

El agua residual textil que se vierte al Rio Atoyac afecta la fisiologia, morfologia y

estructura molecular del pez cebra (Danio rerio).
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8. METODOLOGIA.

La presente investigacion se realizé en el Departamento de Biologia y Toxicologia

de la Reproduccién del ICUAP en el periodo comprendido del 08 de agosto del 2016 al 06

de agosto del 2018. A continuacion, se describe la metodologia de investigacion que se

realizé en la presente investigacion (Fig. 5), misma que esta conformada de 3 fases:

Trabajo de

campo

Trabajo de
laboratorio

Trabajo de
gabinete

8.1. Zona de estudio.

METODOLOGIA DE INVESTIGACION.

1. Describir las caracteristicas biofisicas de la zona de estudio.

2. Determinacién de parametros fisicoquimicos del rio y ART
(Termémetro Baume, pHmetro de bolsillo HI 98107, Hanna Instruments, Kit de
prueba de oxigeno disuelto HI 3810, Hanna Instruments).

3. Toma de muestras de ART (NMX-AA-003-1980).

1-Caracterizacion del agua residual textil (NOM-001-SEMARNAT-
1996).

2-Bioensayos: a) determinar CLso, b) analizar la etologia de los peces
a diferentes concentraciones de ART

3- Determinar el efecto toxico celular a) histologia (Micrétomo LEICA
2125RT, microscopios (ICS Satandar 25 y Stemi 2000-C). b) Analisis
Inmunoblott (Western-Blot).

1- Andlisis de resultados (Probit, ANOVA)

Fig.5. Etapas de la investigacion.

Para ubicar la zona de estudio, e investigar los efluentes de las empresas textiles

gue descargan sus residuos al Rio Atoyac, esto fue posible gracias al apoyo del CIS (Centro

Integral de Servicios) de la Comision Nacional del Agua (CONAGUA). Una vez que se

obtuvieron las coordenadas de localizacion, se realizaron exploraciones y visitas de campo,

se tomaron fotografias de los diferentes puntos de descarga y zonas aledafias. La zona
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seleccionada fue la poblacién de Villa Alta del municipio de Tepetitla de Lardizabal, Tlaxcala

(Fig.6).
T T T N
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Estados Unidos *
30° Mexicanos 30°
Coordenadas Tepetitla de
. 19°17'29”N -98°24'00"0 Lardizabal
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Figura. 6. Zona de estudio, Tepetitla de Lardizabal, Tlaxcala. (INEGI, 2005).

En esta etapa se realizé una descripcion de los aspectos fisicos, quimicos y biolégicos de
la zona de estudio para lo cual se llevé a cabo una minuciosa investigacion bibliogréafica de
articulos en revistas, base de datos de INEGI relacionados con la cartografia, el clima,
hidrografia, flora y fauna de la comunidad de Villa Alta Tlaxcala, documentos oficiales y
revision de articulos de periédicos. También se consultaron datos estadisticos realizados
por el Consejo Nacional de Poblacién (CONAPO).

8.2. Trabajo de campo.

Las muestras, de agua residual textil se tomaron del efluente en la zona de estudio
con base a lo que marca la NMX-AA-003-1980 “Aguas Residuales Muestreo”, que es la
Norma Oficial Mexicana que establece los lineamientos generales y recomendaciones para
muestrear las descargas de aguas residuales, con el fin de determinar sus caracteristicas

fisicas y quimicas.
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Para la colecta de muestras se coloco un recipiente de plastico de 4 L a la salida del efluente
de la descarga (antes de que llegue al rio), el volumen del liquido en el recipiente se vacio
en dos recipientes de plastico de 20 L cada uno hasta llenarlos. Este procedimiento de
realizé cada cuatro horas, tres veces al dia (7:00, 12:00 y 16:00 horas) en el mismo lugar
con la finalidad de obtener un volumen final de 120 L (Fig.7). Las muestras se trasladaron
inmediatamente al laboratorio donde se mezclaron para asi obtener una muestra de agua
residual textil compuesta (ARTC) o “solucién madre”. A partir de este momento se montaron

los bioensayos con esta agua asi como, se procedi6 al andlisis fisicoquimico del ARTC.

Figura 7. Toma de muestras del ART en la zona de estudio.

También se midieron el oxigeno disuelto, el pH y la temperatura del agua residual textil
(ART) y del rio in situ por triplicado con diferentes equipos y técnicas. El oxigeno se midio
con ayuda de un kit. Aplicando el método de titulacion. Las mediciones se realizaron por

triplicado in situ en dicha localidad.

El agua residual textil (ART) se colecto en la zona de estudio (Fig.7) de la siguiente manera:
a las 7:00 am se colect6 80 L de ART en garrafones de plastico previamente tratados con
HCl al 10% y agua potable, luego a las 12:00 y 17:00 horas. Posteriormente 240 L de ART
se trasladaron inmediatamente al laboratorio donde se mezclé y a esta agua se le llamo
agua residual textil compuesta (ARTC) o solucion “madre” (100%). A partir de esta solucién
se realizaron los analisis de los siguientes parametros: DQO, DBOs y turbidez asi como, la

realizacion de los Bioensayos.

Para la medicion de la DQO se tom6 un volumen de 70 ml de agua de rio, y para la DBOs

un volumen de 300 ml. Ambos tipos de muestra se almacenaron en botellas de vidrio con
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tapa esmerilada, y se mantuvieron en frio y protegidas de la luz para ser inmediatamente

analizadas al llegar al laboratorio.

En cuanto a la turbidez, el volumen de la muestra fue de 50 mL y se almacendé en frascos
de polietileno de cuello ancho; y se mantuvieron en frio para su conservacion. El
procedimiento para la recoleccién y andlisis de muestras se realiz6 de acuerdo a la norma
NMX-AA-042-1987 con algunas modificaciones.

8.3. Trabajo de laboratorio.

En el andlisis fisicoquimico del ARTC (proceso Denim) se utilizaron las técnicas de
referencia que marca la NOM-001-SEMARNAT-1996, que establece los limites maximos
permisibles de contaminantes para el control de descargas de aguas residuales, en aguas
y bienes nacionales (Tabla. 5). El objetivo principal de la norma es la de proteger la calidad

del agua y asi salvaguardar la salud de los ecosistemas y las personas.

Para el analisis de la DQO se utilizé un kit de prueba Spectroquant para un rango de 25-
1500 mg/L. la prueba se basa en el método de la determinacién del cromo Il y la oxidacién
del &cido cromo sulfurico, y contiene una serie de tubos y celdas de reaccion, en las cuales
se colocaron 3 ml de muestra. Una vez que la muestra se afiadié cuidadosamente por las

paredes del tubo, se tapd y agit6é vigorosamente.

Luego se realizé este procedimiento con cada muestra, estas se colocaron en un termo
reactor a 148°C por dos horas para posteriormente dejarse enfriar en la gradilla del kit por
10 minutos. Finalmente, las mediciones se realizaron en un fotdbmetro Nova 60
Spectroquant Merck, en el cual se introdujo el tubo directamente, seleccionando el nimero
de método 138.

La medicion de la turbidez también se llevé a cabo con el fotbmetro Nova 60 Spectroquant.
El método es muy simple, y solo consistié en trasvasar un volumen de aproximadamente
10 ml de la muestra, sin ningun tipo de tratamiento ni filtrado, a una celda de medicion
rectangular de 50 mm de espesor, para luego colocarla en el fotémetro seleccionado el

numero 177.

Para medir la demanda bioquimica de oxigeno (DBOs) se utilizé un incubador OxiTop
control OC 100, el cual contiene 12 botellas ambar de 500 mL provistas de un sistema de
medicion manométrica de presion, en cada una de las tapas. El método consiste en la

medicién de los cambios de presién parcial del oxigeno como consecuencia del consumo

30



en la oxidacion biologica de la materia organica, afadiendo previamente (inicio de
incubacién) un inhibidor del proceso de nitrificacion, y absorbiendo del sistema, el CO;
producido mediante pastillas de KOH. Este método respirométrico proporciona una medida
directa de oxigeno consumido por los microorganismos en un recipiente cerrado en
condiciones de temperatura y agitacion constante (60 rpm). El tiempo de incubacién fue de

5 dias a una temperatura de 20 °C.

Es preciso sefialar que antes de verter las muestras en las botellas incubadoras, se
comprob6 que el pH de la misma se encontrara entre las 6 y 8 unidades; en caso de ser
necesario el pH se ajustdé con una solucion de hidréxido de sodio o acido sulfarico. El
volumen de la muestra que se colocé en la botella de incubacién fue de 250 ml; este valor
se establecié en funcion de los valores de la DQO medidos en un ensayo preliminar con
agua del Rio Atoyac, los cuales sirvieron de referencia tomando en cuenta las

concentraciones de oxigeno registradas.

Luego de afadir las muestras de agua en las respectivas botellas incubadoras, se coloco
en cada una de ellas, un agitador magnético, el KOH y una gota de inhibidor de la
nitrificacion. Finalmente se colocaron las tapas sensores, se resetearon y se inicié el ciclo
de medicion. Se anotaron las medidas registradas diariamente durante 5 dias, sin

necesidad de realizar ningan calculo.

8.3.1. Analisis fisicoquimico del ARTC.

El analisis fisicoquimico del ARTC se realizé con base a los siguientes métodos de

prueba, por triplicado (tabla. 2).

Tabla.2. Normas de referencia y equipos utilizados en los analisis fisicoquimicos del ARTC.

Parametro Norma de Material y equipo
referencia
Solidos NMX-AA-004-SCFI-2013 | Cono de sedimentacién Imhoff.

sedimentables

Sdlidos suspendidos | NMX-AA-034-SCFI-2015 | Equipo de filtracidn, balanza analitica,
horno de secado, desecador, crisol Gooch.
Grasas y aceites NMX-AA-005-SCFI-2013 | Embudo Biichner, desecador, equipo de
extraccion Soxhlet, estufa eléctrica,
balanza analitica, equipo de filtracion a
vacio.

Nitrogeno total NMX-AA-026-SCFI-2016 | Digestor con sistema de extraccion,
destilador con sistema de condensacion,
balanza analitica, balanza granataria.
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DBOs NMX-AA-028-SCFI-2001 | Equipo de aireacion con difusor, incubador
con termostato.

DQO NMX-AA-30/1-SCFI-2012 | Aparato de reflujo, mantilla de
calentamiento, bureta clase A, materiales
auxiliares de ebullicion.

Fosforo total NMX-AA-029-SCFI-2001 | Balanza analitica, espectrofotometro.

Metales pesados NMX-AA-051-SCFI-2016 | Espectrofotometro de absorcién atémica.

8.3.2. Determinacion de concentracién del colorante indigo.

La determinacion del colorante indigo en el ARTC se llevd a cabo mediante analisis
espectrofotométrico UV/VIS (espectrofotometro Perkin Emler modelo lamda 20) y se realiz6
la construccion de la curva de calibracién de la siguiente manera: Se prepar6 una solucion
patrén de concentracidn conocida del colorante indigo (2500 mg/L). A partir de esta solucion
se procedi6 a realizar diluciones con diferentes concentraciones en % en volumen. De las
diluciones realizadas se procedié a pipetear 1 ml y se agreg6é en celdas desechables
traslucidas de 1.5 mL PS semi micro (marca RAND). Se calibré el espectrofotometro
colocando una celda con agua destilada y seleccion6 el rango maximo de longitud de onda
para el colorante azul indigo que corresponde a 660 nm. La curva se ajusté utilizado el
software Origin 6.1 a fin de analizar y graficar datos obtenidos. Por Gltimo, se cuantificé la

concentracion del colorante indigo.

8.3.3. Aclimatacion de los peces.

Se aclimataron un total de 270 peces cebra (Danio rerio) adultos hembras y machos
reproducidos en criaderos de Cuautla en el estado de Morelos. Los peces se aclimataron
durante una semana en las siguientes condiciones de laboratorio: los peces se distribuyeron
en cuatro acuarios de 40 L cada uno con agua potable marca esu (BUAP), el fondo de los
acuarios tenian filtro, la temperatura del agua se mantuvo constante a 27°C + 1°C con ayuda
de un termostato, el pH fue de 7.3 a 7.5, la dureza del agua fue de 5° a 15° DGH, las
condiciones de iluminacion fueron de 14:10 (luz/obscuridad) y la concentracion del oxigeno
fue de 3.5 a 4 mg/L, los peces fueron alimentados con hojuelas comerciales Wardley dos
veces al dia. Durante el periodo de aclimataciéon y mantenimiento de los organismos los
parametros fisicoquimicos se mantuvieron constantes. Diariamente se registraron y

controlaron los parametros fisicoquimicos del agua (Fig.8).
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8.4. Bioensayo.

Para la ejecucion de los bioensayos se tomé como guia los lineamientos de la OCDE
502, para pruebas de quimicos de 1992. Se conto con la aprobacion del Comité Institucional
de la BUAP para cuidado y uso de los animales de experimentacion (CICUAL) para el
desarrollo de la parte experimental del presente trabajo de investigacion.

Peces cebra de granja adultos
Acondiciona d ‘
(Semiestatico) 9
Duracion 7 dias

Organismos 90 Calentador fijo de 100W

T°C 25-28° Sl Santhil
02 constante 4 i
T o @«

Bomba oxigeno Acuajet
modelo 202

Agua purificada esu

Figura. 8. Acondicionamiento de peces para los trabajos experimentales.

El agua residual textil (ART) se colecto en la zona de estudio (Fig.9) de la siguiente manera:
a las 7:00 am se colect6 80 L de ART en garrafones de plastico previamente tratados con
HCI al 10% y agua potable, luego a las 12:00 y 17:00 horas. Posteriormente 240 L de ART
se trasladaron inmediatamente al laboratorio donde se mezclé y a esta agua se le llamé
agua residual textil compuesta (ARTC) o solucion “madre” (100%). A partir de esta solucion
se realizaron las sucesivas diluciones con agua de garrafon (75% ARTC + 25% agua de

garrafon) y asi sucesivamente en las siguientes diluciones 50, 35, 25y 13.5% (Fig.10).
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Fig.9. Toma de muestras en zona de
estudio.

Fig.10. Grupo control y bioensayos a
diferentes diliiciones de ARTC.

Cada bioensayo esta formado por el grupo control (agua de garrafén) y cinco grupos

experimentales. En cada grupo se colocaron 15 peces (previamente aclimatados) durante

96 horas (tratamiento agudo) en condiciones de laboratorio. A partir de este momento se

registraron los cambios conductuales y la sobrevivencia de los peces del grupo control y de

los grupos experimentales. Las observaciones se realizaron cada 4 horas segun lo

establecido en la tabla 3. Los bioensayos se realizaron por triplicado (Fig.11). En cada

bioensayo se utilizaron 90 peces.

Control Grupos experimentales a diferentes diluciones de ARTC

0% ARTC || 13.5% ARTC || 15% ARTC

(. Z g. E

50% ARTC 75% ARTC

Etologia (270 ejemplares)
» Hoja clinica

Histologia (126 ejemplares)
- Branquias e Higado

Bioensayo Estatico —

Tratamiento (agudo) 96 h —
Fotoperiodo 8 Luz / 16 o
Obsc. N
Volumen Final 30L ——
Organismos 15 / acuario )
Replicas 3 ==

Analisis Molecular
+ Pez completo (144 ejemplares)

Figura 11. Bioensayo agudo (96 h) para determinar la concentracién letal media CLso.

Los peces que mueren durante el

tiempo del

experimento fueron eliminados

inmediatamente, porque al descomponerse pueden causar estrés al resto de los peces. El

signo de mortalidad en los peces se determiné por la inmovilidad y/o ausencia de

movimiento del opérculo espiratorio y/o falta de reaccién a un estimulo mecénico.
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El nimero de peces que presenten anomalias corporales deben registrarse en funcién de
la naturaleza de la anormalidad descrita. Cuando las deformidades estén asociadas al
comportamiento anormal se consideran tan graves que existe un considerable sufrimiento
para el organismo, dichos animales sufrieron eutanasia y ser tratados como mortalidades
durante el analisis. Comportamiento anormal: hiperventilacion, natacién descoordinada
atipica quiescenciay la conducta alimentaria atipica deben registrarse una vez al dia (Tabla
3).

Al final de la prueba todos los organismos se pesan. Se reporté el peso humedo y el peso
en seco. Longitud: se mide la longitud individual total y longitud estandar. La informacion se
registré cada cuatro horas durante 4 dias en los grupos experimentales (control, 75, 50, 35,

25,15y 13.5%) en el formato correspondiente.

Tabla 3. Formato de registro hoja clinica

Formato de registro C/ 4 h = Hoja clinica
FECHA: JUVENIL

NORMAL ANORMAL

i ~ . Conducta
- iper atacion

Hora MNo. | Acuario Vivo Muerto P Quiescencia Alimentaria Lot |Lsto Puum | Psec
Ventila. |s/ coord. 3
Atipica

Experimento 1

Experimento 2

Experimento 3

Experimenton

Observaciones:

Experimento a1
Experimento 2

Experimento 3
Experimento n

Los ejemplares que murieron durante los bioensayos se colocaron en frascos de cristal con
solucion de paraformaldehido al 4%, para su fijacion, se rotularon debidamente y se
mantuvieron a temperatura ambiente hasta el analisis histolégico. Los ejemplares que
sobrevivieron al experimento fueron sacrificados y se colocaron en frascos de cristal,

rotulados debidamente y almacenados en ultra congelador ScienTemp a -40 °C.

8.5. Andlisis histoldgico.

De los ejemplares que murieron durante cada uno de los bioensayos, se
seleccionaron dos ejemplares, de cada grupo experimental. A cada ejemplar se le realizo

la diseccion y se le extrajeron las branquias e higado los que fueron fijados en
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paraformaldehido y se colocaron en frascos de cristal con liquido de Bouin debidamente
identificados durante 24 horas. Posteriormente los 6rganos se deshidrataron colocandolos
en sucesivas soluciones de alcohol al 70, 96 y 100%, durante 24:00 horas en cada
concentracion de alcohol. Después del proceso de deshidratacion los 6rganos fueron
incluidos en parafina y cortados en forma seriada a 10 micras con la ayuda de un micr6tomo
marca LEICA 2125RT. Los cortes se tifieron en Hematoxilina — Eosina. Posteriormente se
observaron con ayuda de los microscopios ICS Standar 25 y microscopio Stemi 2000-C
marca ZEISS.

8.6. Analisis molecular.

Para efectuar este analisis se empleé la técnica conocida como Western Blot. Se
utilizaron 2 ejemplares de pez completo del grupo control y dos ejemplares del grupo
experimental del 13.5% de ARTC. Los ejemplares fueron introducidos en una solucion
buffer de lisis (0.02M tris HCI pH 7.4, 0.1m NacCl, 0.1M glicina y Tx 0.1%) sumado a un
grupo de inhibidores de proteasas 1 mM PMSF y 1 mM ditiotreitol, después se procedi6 a
homogeneizarlos con un rotor marca Labnet H5500. Posteriormente el homogeneizado fue
centrifugado durante 30 minutos a 13400 rpm, todo esto se hizo a una temperatura de 4°C
para evitar la desnaturalizacion proteica. El liquido sobrenadante se recuperd y mediante el

método de Bradford se llevé acabo la cuantificacion de las proteinas.

Posteriormente se realiz6 la separacion electroforética de las proteinas utilizando geles de
poliacrilamida y dodecil sulfato de sodio. Las proteinas fueron transferidas a una membrana
de nitrocelulosa PMSF SIGMA y fueron incubadas con solucion de leche descremada al 5%
y 0.1% tween-20 en TBS (Tris-HCI pH 7.4, NaCl 150 mM) durante una hora a temperatura

ambiente, para evitar que se presentaran uniones inespecificas de los anticuerpos.

El siguiente paso fue volver a incubar las membranas durante 18 horas a 4°C, con el
anticuerpo primario diluido en proporcion de 1:300 en leche descremada al 1% y 0.1%
tween-20 en TBS. Después se incubaron con el anticuerpo secundario (Goat-antimouse
IgG Santa Cruz Biotechnology, Inc.) acoplado a peroxidasa diluido en leche descremada al

1%y 0.1% Tween-20 en PBS, durante 2 horas a temperatura ambiente.

Las proteinas de las muestras se separaron mediante electroforesis. Las bandas
inmunorreactivas se revelaron usando el kit de quimioluminiscencia Super Signal West Pico
Pierce. Los resultados se expresaron en densidad Optica de banda de metaloteoneina sobre

la membrana tefiida con tinta china para cada uno de los grupos.
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8.7. Andlisis estadistico.

Los andlisis estadisticos que se utilizaron fueron el analisis de regresion Probit y el

analisis de varianza (ANOVA), del paquete estadistico Statgraphic.

9. CARACTERIZACION DE LA ZONA DE ESTUDIO.

La zona de estudio se localiza en la comunidad de Villa Alta localizada en el
municipio de Tepetitla de Lardizabal, al suroeste del estado de Tlaxcala. Tepetitla de
Lardizabal cuenta con una extension territorial de 28.709 kmz2, a una altitud media de 2,260
m.s.n.m. Colinda con los municipios de Ixtacuixtla, Nativitas y el Estado de Puebla. El clima
predominante es el templado subhimedo. Cuenta con una poblacién total de 18,725
habitantes de los cuales el 52 % son mujeres y 48 % son hombres. Existe un aproximado
de 4,401 viviendas (INEGI, 2012).

Tepetitla se divide en cuatro localidades de importancia administrativa y urbana. Su
poblacion se asienta de la siguiente manera: la cabecera municipal, Tepetitla, aloja el
50.65%, Villalta el 28.29%, San Mateo Ayecac el 15.73%, Guadalupe Victoria el 3.71% y el
porcentaje restante se aloja en pequefios asentamientos rurales. El recurso hidrico
superficial mas importante de Tepetitla es el Rio Atoyac. Cuenta ademas con un arroyo de
caudal sélo en época de lluvias llamado Canal Rojano. Tiene mantos freaticos y seis pozos
para extraccion de agua, que es su fuente de suministro urbano municipal (Rodriguez et al,
2011).

De las 1,424 hectareas que conforman la superficie del municipio el 84 % es destinado a
los cultivos de ciclo corto, 213 hectareas se ocupan para ganaderia y 4 hectareas no tienen
vegetacion. La vegetacion silvestre es de tipo secundario relacionada fundamentalmente
con los terrenos de cultivo. Con respecto a la fauna, aun cuando las zonas urbanas han
crecido sin control, todavia se pueden encontrar en menor nimero especies silvestres
caracteristicas de la zona como conejos, tlacuaches, topos y viboras de cascabel. Al norte
del municipio esté localizado el corredor industrial Ixtacuixtla que est4 conformado por 13
empresas de las cuales siete estdn clasificadas como grandes empresas, dos como
medianas y cuatro como chicas. Son empresas de indole agroindustrial, alimentaria,
automotriz, textil, petroquimica, de minerales no metalicos, agroquimicos y confeccion, que

generan un total de 3,788 empleos (Rodriguez, 2014).
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9.1. Villa Alta.

Villa Alta se ubica en el municipio de Tepetitla de Lardizdbal en el estado de Tlaxcala
se localiza en las coordenadas geograficas 19°17°29”N -98°24°00”0 a una altura de 2,240
msnm. Limita al norte con la localidad de San Gabriel Popocatla, al sur con San Mateo
Ayecac y San Martin Texmelucan Puebla, al oeste con San Martin Texmelucan Puebla y al

este con Villa Mariano Matamoros y San Gabriel Popocatla (Fig.6).

El poblado de Villa Alta se ubica en la Provincia del Eje Neo volcénico, Sub provincia Lagos
y Volcanes de Anahuac, sistemas de topo formas llanura aluvial con lomerio. Pertenece a
la Region RH18 que corresponde al Alto Balsas, cuenca Rio Atoyac de la subcuenca Rio
Atoyac-San Martin Texmelucan, ademas hay otras corrientes menores como el Rio Rojano
y el Ajejela que convergen en la corriente principal del Rio Atoyac. Su clima es Templado

subhumedo con lluvias en verano, de humedad media (Mufioz, 2013).

9.1.1. Usos del suelo.

Debido a que Villa Alta esta situado en la zona Neo-volcanica los tipos de suelo que
predominan son de origen evidentemente coluvial y aluvial son suelos muy ligeros, pero de
gran productividad ricos en materia organica, buena porosidad y estructura, principalmente
predominan los cambisoles y los Phaeozems. De este modo la comunidad a lo largo de su
historia ha sido eminentemente agricola. El uso del suelo estéa distribuido en agricultura 66.5
%, zona urbana 32.59 % y vegetacion pastizal 0.91 %. La agricultura de esta zona es de
temporal entre los principales cultivos que se producen estan: tomate, avena, alfalfa,

cilantro, cebolla, betabel, col y coliflor (Mufioz, 2013).

9.1.2. Clima, floray fauna.

Por su ubicacién geografica, clima, y gran crecimiento urbano, el municipio
practicamente no presenta vegetacion silvestre, la vegetacion actual es de tipo secundaria,
asociada a los terrenos de cultivo, donde se observan arboles de sauce (Salix
bonplandiana), tejocote (Crataegus pubescens), capulin (Prunus serotina), tepozan
(Buddleia cordata) y pirul (Schinus molle). En las calles, caminos vecinales y carreteras se
encuentran arboles de fresno (Fraxinus uhdei), cedro blanco (Cupressus benthamii), y
especies introducidas como la casuarina, el eucalipto y el trueno. El Gnico vestigio de

vegetacion silvestre esta representado por la vegetacién de galeria que se localiza en la
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ribera del Rio Atoyac, misma que estd constituida fundamentalmente por ailes (Alnus

acuminata), fresnos (Fraxinus uhdei) y sauces (Salix bonplandiana).

No obstante, el crecimiento y expansion acelerada de la mancha urbana, en el territorio del
municipio, todavia es comun encontrar algun tipo de fauna silvestre como: conejo (Silvilagus
floridanus), liebre (Lepus californicus), tlacuache (Didelphis marsupialis), topo y otros
roedores. Aves como zopilote (Coragyps atratus), gavilan (Falco sparverius) y una gran

variedad de pajaros. Reptiles como vibora de cascabel (Crotalus sp.) (Mufioz, 2013).

9.1.3. Aspectos socioecondmicos y ambientales de Villa Alta.

Este estudio esta centrado en la poblacion de Villa Alta en el municipio de Tepetitla
de Lardizabal en el estado de Tlaxcala, que en los ultimos 30 afios ha experimentado una
profunda transformacién en su estructura econdémica. De ser una comunidad agricola, ha
pasado a ser preponderantemente manufacturera y, a la fecha, su poblacién vive
practicamente de la realizacién de actividades industriales (Vallejo Roman, 2016). Debido
al acelerado crecimiento de la industria de la mezclilla, México se convirtid en el séptimo
pais exportador mundial de este tejido (Torres, 2001) y Puebla a nivel nacional ocupa el

segundo lugar en produccién (INEGI, 2011).

El resultado de este desarrollo en la industrial textil, especificamente la industria de la
mezclilla, es que el Rio Atoyac se ha clasificado como uno de los rios mas contaminados
del pais, a consecuencia de la degradacioén histérica que ha sufrido el medio ambiente por
la falta de saneamiento y el tratamiento inadecuado de las aguas residuales, los métodos
inseguros en la eliminaciéon de complejos productos quimicos y la gestion irresponsable del
agua todos estos factores tienen una influencia directamente en la calidad y productividad
de los ecosistemas, asi como en la salud humana en la forma de mortalidad, morbilidad y
bienestar. Prueba de ello son los efluentes generados, por la industria textil, y que son

vertidos en el Rio Atoyac, algunos se ubican en la poblacién de Villa Alta.

Lo anteriormente expuesto, se ha demostrado a través de diferentes documentos oficiales
y académicos como por ejemplo: el “Estudio de Clasificacién del Rio Atoyac”; los informes
rendidos por la CONAGUA, en la “Caracterizacion de los Rios Atoyac, Xochiac o Hueyapan
y sus afluentes”, la “Evaluacion del riesgo sanitario ambiental de las zonas aledafas al Rio
Atoyac” que realizd la CONAGUA y en la “Evaluacién de UNAM en el 2006, son documentos

donde se revelan factores de riesgo para la salud en la poblacion en relacion al contacto
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con sustancias quimicas toxicas presentes en el Rio Atoyac, provenientes de descargas de

aguas residuales industriales no controladas.

En la recomendacion de la CNDH sobre el Rio Atoyac (2017) respecto a la falta de
operaciéon de las plantas tratadoras de agua residual y el funcionamiento de un niamero no
determinado de talleres dedicados al proceso de tefiido de mezclilla que descargan
directamente a la red de alcantarillado; se enlistan una serie de compuestos quimicos
utilizados en las industrias aledafias al rio, y que han sido reportados en las descargas de
aguas residuales efectuadas hacia el Rio Atoyac y sus afluentes, que tienen potencial
genotoxico y carcindgeno en humanos, sefialando a las mujeres embarazadas como un
foco de mayor vulnerabilidad ya que se expone a sus hijos en desarrollo al efecto
genotdxico. Asimismo, hace referencia a que en los Ultimos afios estos problemas han
levantado la preocupacion de organizaciones de la salud como la Organizacién Mundial de
la Salud a través de la Agencia Internacional de Investigacién de Cancer y del Programa
Internacional de Seguridad Quimica.

Por su parte, la COFEPRIS en el oficio CGJC/3/UR/557/2015 de fecha 22 de julio de 2015,
hace referencia a un analisis de riesgo realizado por esa autoridad en los municipios
cercanos al Rio Atoyac, “detectando una relacion entre la exposicion a COV'’s (tolueno,
benceno y xilenos) y la presencia de diversos padecimientos, como leucemia mieloide; que,
si bien sefial6 que las causas pueden ser multifactoriales, destaca la existencia de riesgos
potenciales”. Al respecto en la poblacién de Villa Alta, la contaminacién del Rio Atoyac se
ha evidenciado por los estudios de Navarro et al., (2003) quienes detectaron casos de
personas enfermas o muertas de trombocitopenia, leucemia y otros tipos de cancer, entre
1996 y 2003. Otro estudio realizado por Morales (2010), advirtié afecciones a la salud en
comunidades de Tlaxcala y Puebla aledafas al rio y sefialo que a partir de 2002 se observo
incremento de enfermedades como leucemia linfoblatica, parpura trombocitopénica y

anemia hemolitica.
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10. RESULTADOS Y DISCUSION

10.1. Trabajo de campo.

Los resultados del andlisis fisicoquimico del agua residual textil (proceso Denim) en
la estacion de descarga y del agua del rio (antes de mezclarse con el ART) se muestran,
en la tabla 4.

La toma de muestras del agua residual textil, la toma de muestras del rio in situ se

tomaron de la zona de estudio (Fig. 12).
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Figura. 12. Ubicacion geogréfica de la zona de estudio en la Localidad de Villa Alta (Elaboracion propia
Estrada A. R., 2016).

El valor obtenido de pH de 8.2 + 0.4 presenté un comportamiento ligeramente alcalino e
indica que se encuentra dentro de limite méaximo permisible segun la NOM-001-
SEMARNAT-1996. Este parametro juega un papel muy relevante en el desarrollo de los
organismos acudticos, estudios realizados por (Srineetha, et al., 2014) mostraron que los
efectos de pH &cidos reducen la capacidad de consumo de oxigeno en los peces en

diferentes etapas de desarrollo, sin embargo, se ha reportado que los puntos letales de
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acidez y alcalinidad son de pH 4 y pH 11 respectivamente, aguas con valores de pH de 6.5
a 9.0 son adecuadas para la sobrevivencia de organismos acuaticos (Nicovita, 1998).
Respecto a los valores obtenidos de temperatura entre el ART y el rio, hubo en promedio,
una diferencia de aproximadamente 15°C. Sin embargo, la temperatura de descarga del
efluente fue de 29° C y cumple con lo estipulado por la NOM respecto al limite maximo
permisible que sefiala puede alcanzar hasta 40°C.

Los valores promedio de temperatura en el agua del rio tienen un rango de 12 a 18°C que
son temperaturas idéneas para la vida acuatica, no obstante, es importante mencionar que
el incremento de temperatura del agua condiciona la absorcion y disminucién de oxigeno
de hasta un 30% cuando aumenta el gradiente en 15°C en el cuerpo receptor, como lo
indican los resultados de los estudios realizados por la Asociacion Americana de Salud
Publica (APHA, 1992).

Otros estudios muestran el impacto negativo que las altas temperaturas tienen sobre los
cuerpos de agua receptores como el de Mahemet en 2017 quien registrdé temperaturas en
los procesos textiles de hasta 80°C. Esta diferencia de temperaturas implica que el cuerpo
receptor disminuya su contenido de oxigeno disuelto, lo que aumenta la susceptibilidad de
enfermedades y muerte en los peces.

Tabla 4. Resultados fisicoquimicos In situ del agua residual textil y del rio.

ART 8.2+04
pH
Rio 8..0+0.3
T (C) ART 20.1+1.1
Rio 158 +3
oD (mglL) ART 0.0
Rio 1.7+£13
Q (L/S) ART 3.6+0.6
o ART Fuerte olor a sulfuro, irrita 0jos, nariz y garganta.
Caracteristicas Color azul fuerte abundante espuma
organolépticas
Agua Rio Sin olor, no irrita mucosas.
Atoyac Color café intenso y turbio.

Los resultados obtenidos en la cuantificacion de oxigeno disuelto demostraron que el ARTC
es anodxica lo cual afecta la oxigenacién del cuerpo receptor. Con respecto al rio se
determiné que la concentracion de oxigeno disuelto es sumamente baja equivale a 1.7 mg/L
en promedio; en estas concentraciones no es posible el sustento de vida acuatica aerobia.
De acuerdo a lo establecido por SEMARNAT en (2010), relacionado con el indice de la

calidad del agua, el valor minimo de concentracion de oxigeno disuelto del agua potable
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debe ser 5 mg/L. En base a este pardmetro podemos afirmar que tanto el agua residual
textil como el del agua del rio estan fuertemente contaminadas. Estos resultados coinciden
con los obtenidos por Pérez C. et al., (2018) que obtuvo un promedio de concentracion de
oxigeno disuelto en el Rio Atoyac de 1.47 mg/L en temporada de lluvias y de 0.27 mg/L de
oxigeno disuelto en época seca, también Bravo en 2015 monitoreo varias estaciones de
descarga en un recorrido de aproximadamente 35 km del Rio Atoyac mostrando un nivel
de marcada hipoxia menor a 0.34 mg/L, por lo que podemos afirmar que el agua del Rio
Atoyac bajo estas condiciones pierde su capacidad de sustentar vida de organismos
acuaticos aerobios.

Respecto a las caracteristicas organolépticas el agua del efluente present6é color azul
intenso y espuma. El color azul es indicativo de la presencia de colorante indigo, por otra
parte la espuma es una caracteristica habitual en el agua residual del proceso Denim, y se
debe a los surfactantes utilizados en los procesos de tefiido para el acondicionamiento de
las fibras, esta espuma al ser eliminada en los enjuagues ocasiona interferencia en el
proceso de absorcion de oxigeno atmosférico en el agua y por lo tanto disminuye el oxigeno
disuelto que perjudica la sobrevivencia de los peces (Giovanni, 2011; Jaramillo, 2018).

10.2. Analisis del agua residual textil compuesta (ARTC).

El andlisis fisico quimico del ARTC demostré lo siguiente: se analizaron 17
parametros en total, de los cuales siete parametros: sélidos sedimentables, nitrégeno total,
fosforo, grasas y aceites, solidos suspendidos totales, DBOsy DQO; rebasan los limites
maximos permitidos por la Norma Oficial Mexicana (NOM-001-SEMARNAT-1996), tanto
para uso en riego agricola como, para proteccion de la vida acuatica (Tabla 5).

Se determiné que los sdlidos sedimentables del agua residual textil fueron de 10 mg/L en
comparacion con la concentracion aceptada por la NOM-001-SEMARNAT-1996, que es de
2 mg/L, (Tabla. 5) estos valores estdn muy por encima de la NOM y al compararlos con los
obtenidos por Navarro I. et al., 2003, quienes obtuvieron un valor de 2 mg/L en Villa Alta,
es cinco veces mayor. Es decir que, la cantidad de solidos sedimentados en el rio, en el
transcurso de 15 afios se incrementd 5 veces. Esta situacion aunada a que la cantidad de
sélidos suspendidos en el agua incrementan la turbiedad por estar compuestos tanto de
material organico como inorgénico y que la cantidad presente en el rio refleja el nivel de

erosion de la zona.
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Dado que en aguas limpias su contenido son muy bajos practicamente inexistentes,
podemos inferir, por los resultados obtenidos, que el agua residual textil contiene gran
cantidad de material que no es soluble y que al no ser removidos y ser vertidos sedimentan
en poco tiempo en el rio; estos resultados coinciden con los obtenidos por Severiche,
(2013). Estos materiales debido a su gran peso se van acumulando progresivamente en el
fondo del rio formando fangos y trae como consecuencia que en las zonas de desove los
lechos de grava se cubran por sedimentos finos e impidan el desove de los peces (FAO,
1997; Grimalt, 2005). Adicionalmente, las descargas industriales y municipales contribuyen
al aumento de los solidos sedimentables.

Respecto al contenido de nitrdgeno y fosforo total en el agua residual, estos exceden los
limites maximos permisibles para sustentar vida acuética que son de 25 mg/L y 10 mg/L
respectivamente (tabla.5). Los excesos de estos elementos producen el crecimiento
excesivo de algas (APHA, 1998). A su vez, el crecimiento excesivo de las algas evita el
paso de luz a capas internas interrumpiendo el proceso de la fotosintesis, las algas al morir
por falta de nutrientes se descomponen y consumen gran parte del oxigeno del medio que
afecta la vida acuatica de la flora y la fauna, porque obstruye el intercambio gaseoso y desvia
los rayos luminosos, que aprovecha el fitoplancton para llevar a cabo el proceso de
fotosintesis (Romero, 2010).

Por investigaciones realizadas se sabe que el nitrdgeno y el fésforo son elementos comunes
que se hallan en la superficie terrestre y en la atmdésfera. El primero, en forma de gas, es el
principal constituyente del aire que respiramos, es un constituyente de los organismos vivos
y por ello un nutriente fundamental. El fésforo por su parte tiene una funcion fundamental
en la generacién de energia en los organismos vivos y constituye otro pilar en la nutricion
de los mismos. Sin embargo, cuando se produce un excesivo aumento de estos en el
ambiente, como es el caso del agua residual textil vertida al Rio Atoyac generalmente trae
como consecuencia en las actividades humanas, el aire y el agua que resultan
contaminados. Cantidades altas de estos elementos en rios, lagos, bahias y demas cursos
de agua permiten un crecimiento elevado de algas y plantas. Este crecimiento excesivo
desestabiliza los ecosistemas.

Por consiguiente, estos resultados demuestran disminucién en la calidad del agua del Rio

Atoyac en la zona de estudio.
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Tabla 5. Cuadro comparativo entre el ART y la NOM-001 (Uso riego agricola, Proteccién de vida

acuética.
mg/L Uso en riesgo agricola Proteccién de vida acudtica

~ Parametro ART P.M. P.D. P.M. P.D.
NITROGENO TOT 47.76 40 60 15 25
SOL. SED. 10 1 2
GRAY ACE 66 1 2
DBO5S 696.67 150 200 30 60
FOSFORO 10.89 20 30 5 10
DQOo 1332.8 320 320 320 320
SST 1160 150 200 40 60
As (Arsénico) 0.006 0.2 0.4 0.1 0.2
Cd (Cadmio) 0.02 0.2 0.4 0.1 0.2
Cu (Cobre) 0.053 4 6 4 6
Cr (Cromo) 0.245 1 1.5 0.5 1
Hg (Mercurio) 0.001 0.01 0.02 0.005 0.01
Ni (Niquel) 0.096 2 4 2 4
Pb (Plomo) 0.148 0.5 1 10 0.4
Zn (Zinc) 0.133 10 20 10 20

*PD Promedio diario. ** PM Promedio mensual

Los resultados obtenidos demuestran que la concentracién de oxigeno disuelto disponible
para organismos como los peces disminuyé drasticamente haciéndolos vulnerables y
propensos a morir. Al no haber oxigeno en el medio todos los procesos se ven alterados.
Los compuestos organicos provenientes de los organismos muertos y otras
contaminaciones son dificilmente oxidados y degradados aumentando ain mas el
problema. El impacto sobre las personas es notable. El agua obtenida de lagos y rios
degradados es dificilmente aprovechable debido a la contaminacién impidiendo su uso para
beber. El exceso de estos contaminantes proviene de la agricultura intensiva con un
elevado uso de fertilizantes aplicados a plantas, el riego excesivo produce canalizaciones
de agua que arrastran los fertilizantes hasta los cursos de agua. El estiércol del ganado
también es otra fuente importante de contaminacion, especialmente de nitrdgeno,
detergentes y otros productos de uso domésticos pueden contener cantidades apreciables
de fosforo en forma de sales que terminan en el agua entre otras (Baker, J.L. 1983; Pérez
M.L. 2002).

En relacion al exceso de grasas y aceites, el promedio obtenido fue de 66 mg/L que es un
valor sumamente alto con respecto a los limites maximos permitidos que marca la NOM-
001 de SEMARNAT, que es de 2 mg/L (Tabla. 5). Sin embargo, al comparar estos
resultados con los obtenidos por Navarro I. et al., (2003) quienes reportaron en la zona,

descargas de agua residual, industrial y/o municipal en el Rio Atoyac de grasas y aceites
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(12 — 74 mg/L): podemos concluir, que a través de los afios el problema se ha incrementado
y representa un problema de contaminacién importante; porque en los cuerpos de agua
estas sustancias interfieren en el intercambio gaseoso entre el agua y la atmdsfera y no
permiten el libre paso del oxigeno hacia el agua, ni la salida del CO, del agua hacia la
atmosfera; en casos extremos pueden llegar a producir la acidificacion del agua, esta
situacion se agrava con la ausencia de oxigeno disuelto en la zona, ademas de interferir
con la penetracién de la luz solar. Todos estos fendmenos impiden la sobrevivencia de los
organismaos acuaticos, situacion que coincide con lo reportado por Tomohito, (2018).

Con relacion a los sélidos suspendidos totales en el ARTC, la concentracion cuantificada
fue de 1160 mg/L y la cantidad permisible es de 200 mg/L como promedio diario para uso
en riego agricola y 60 mg/L como promedio diario para preservacion de vida acuética
(Tabla.5). Este exceso de material suspendido trae como consecuencia el aumento de la
turbidez del agua del rio que también evita la penetracion de la luz para que se pueda llevar
a cabo el proceso de fotosintesis en el cuerpo de agua, lo cual conlleva a la disminucién de
oxigeno disponible para la respiracion de los peces.

Otros estudios realizados, como el de Kashif en 2017, que obtuvo valores de hasta 3360
mg/L en aguas residuales textiles, estos resultados se encuentran muy por encima en
comparacion con los obtenidos, por otro lado, otras investigaciones como la de Yukelser et
al., en 2017 encontraron concentraciones de solidos suspendidos en aguas residuales
textiles entre 90 y 350 mg/L valores que estan por debajo, en comparacion con los obtenidos
en la presente investigacion. Lo que significa que existe un intervalo muy amplio de valores
para este parametro, sin embargo, en todos los casos mencionados los valores obtenidos
exceden lo que marca la Norma Oficial Mexicana.

La demanda bioquimica/biolégica de oxigeno (DBOs) mide la cantidad de oxigeno
consumido requerido para degradar la materia organica del ARTC, en procesos biol6gicos
aerobios durante cinco dias fue de 696.67 mg/L, el valor maximo permitido en la NOM-001
oficial es de 60 mg/L y para la proteccién de vida acuatica, el excedente es de 636.67 mg/L
(Tabla. 5).

Este valor indica la cantidad de materia organica degradable que es vertida por el efluente
de ART al Rio Atoyac y demuestra el alto grado de contaminacién existente en el agua y
representa el impacto negativo en la fauna acuatica (Huma, et al, 2015). Este es un
indicador asociado a procesos de respiracion microbiana (EPA, 2014). Navarro |. et al.,
(2003) reportaron, para la zona, una concentracion de DBOs (45 mg/L) estos valores para

el afio en que se determinaron ya reflejaban contaminacion. Sin embargo, al comparar estos
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resultados con los obtenidos quince afios después demuestran el estado critico en el que
se encuentra la calidad del agua del Rio Atoyac ya que la cantidad de oxigeno requerido
por los organismos en sus procesos metabdlicos al consumir la materia organica presente
en las aguas residuales es de 696.67 mg/L y equivale a diez veces mas, con respecto a lo
sefialado en la NOM-001. Esto nos permite predecir que las descargas de los efluentes
domeésticos e industriales se ha incrementado y por consiguiente los niveles de oxigeno se
han abatido y como resultado no hay peces en el Rio Atoyac, al menos en esta zona de
muestreo.

La demanda quimica de oxigeno (DQO) en el agua residual textil fue de 1332.8 mg/L en
comparacion con la permisible por la NOM-001-SEMARNAT-1996 que es de 320 mg/L
(Tabla. 5) existe un excedente de 1012.8 mg/L de materia organica. Estos resultados
significan que la calidad del agua residual del efluente es poco biodegradable, y posee un
grado de contaminacion extremadamente alto (Gil, 1998); con este grado de contaminacion
organica es imposible la preservacion de vida acuatica porque practicamente consume todo
el oxigeno disuelto, que de acuerdo a los indices obtenidos en el medio no hay oxigeno,
por consiguiente las sustancias de ser oxidadas por medios quimicos no se realiza, lo cual
demuestra el alto grado de contaminacién existente (Grimalt, 2005).

Sabemos que la biodegradabilidad de la materia organica es la propiedad que permite que
las aguas residuales puedan ser depuradas por medio de microorganismos, los que utilizan
estas sustancias como alimento y fuente de energia para su metabolismo y reproduccién.
La consideracion de la aceptabilidad medioambiental hacia determinados compuestos
organicos puede incluir no solo su biodegradabilidad, persistencia y toxicidad a
microorganismos sino también, el efecto sinérgico de sustratos mezclados como los efectos
inhibidores de posibles metabolismos.

Es conocido que el valor de la DQO siempre sera superior al de la DBOs. Debido a que
muchas sustancias organicas pueden oxidarse quimicamente pero no biolégicamente. La
diferencia es que los gramos o miligramos de oxigeno se refieren, en el caso de la DBOs a
los requeridos por la degradacion bioldgica de la materia organica; mientras que en el caso
de la DQO representan los necesarios para la degradacién quimica de la materia organica.
La relacién entre DBOs/DQO nos da una idea del grado de degradacién de la materia
organica. Si la relacion (DBOs/DQO) <0,2 entonces hablamos de unos vertidos de
naturaleza industrial, poco biodegradables y son convenientes los tratamientos
fisicoquimicos. Si la relacion (DBOs/DQO)>0,5 entonces hablamos de unos vertidos de

naturaleza urbana, puede ser tratadas mediante tratamientos biolégicos. Al sustituir estos
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valores por los resultados obtenidos tenemos (696.67/1332.8) =0.52 este valor indica que
los vertidos son mayormente urbanos y pueden ser tratados biolégicamente.

Con base en los analisis fisicoquimicos realizados, podemos inferir que el agua residual
textil que se vierte al Rio Atoyac en la zona de muestreo no recibe el tratamiento adecuado
y representa un riesgo para los cuerpos de agua superficiales, por el aporte de nutrientes
que se derivan de la materia organica en descomposicion o de compuestos quimicos de
origen antropogénico como metales pesados y compuestos nitrogenados (Cervantes-
Zepeda, 2011), los cuales son sumamente téxicos (Yusu - Sonibare, 2004, Savin - Butnaru,
2008).

Por todo lo anteriormente expuesto se ha demostrado la gran cantidad de materia organica
existente en el ARTC, que es vertida al Rio Atoyac mismo que no contiene oxigeno.
Situacién que agrava aun mas la contaminacion ya existente en el rio. En relacion con los
valores obtenidos de los metales pesados, podemos concluir que todos los parametros se
encuentran dentro de los limites permisibles de la NOM -001.

Las causas de este mal manejo del agua residual se debe a varios factores, entre ellos la
falta de estandarizacion de los procedimientos de la planta tratadora, la nula vigilancia de
las autoridades y principalmente la irresponsabilidad de las empresas que buscan el
maximo de ganancias con la minima inversion posible. Los resultados obtenidos confirman
que los pardmetros mas caracteristicos de las aguas residuales textiles son: la DQO, la
DBOs (como indicadores de contaminacién organica), nitrégeno y fosforo (indicadores de

nutrientes), SS, conductividad (presencia de sales), color y tensioactivos.

10.3. Determinacion de la cantidad de colorante indigo, en el ARTC.

La cuantificacién del colorante se determind mediante analisis espectrofotométrico
UV y se midi6 el % de absorbancia de tres muestras de ARTC y por interpolacion se obtuvo
la concentracion del colorante en cada muestra (Fig.13). Con base en esta informacion se
determind la concentracion promedio de indigo residual en mg/L que fue de 34.9 + 20.6 gr/L
(Tabla 6).
Al respecto no se encontraron estudios que hayan determinado la cantidad de indigo en el
agua residual textil, sin embargo si se menciona que el indigo puede descomponerse en
sustancias mas sencillas como la anilina (Montero, et al; 2006), la legislacion ambiental de
China y Alemania establecen para la anilina un limite maximo de descarga en agua residual

textil de 1.0 mg/L (Zongping, 2011); la anilina puede ser téxica si se ingiere, inhala o por
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contacto con la piel; dafia a la hemoglobina, la EPA en 2006 determiné que la anilina

probablemente es carcinogénica en seres humanos.
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Fig. 13. Concentracion de indigo en el agua residual textil.

En México la norma que evalla la concentracion de anilina es la NOM-081-STPS-1993, en
el medio ambiente laboral en el aire. Al respecto, no se encontré ninguna otra norma para

su determinacion en solucion.

Tabla 6. Concentracion promedio de indigo residual en muestras de ARTC.

Muestras ARTC | Fecha de toma de muestras mg/L

1 18 de marzo de 2017 7.53

2 27 de Julio de 2017 49.5

3 28 de septiembre de 2017 47.8
Promedio 3494 +23.7

A nivel internacional la EPA (Agencia de Proteccion Ambiental, 1986) calcul6 el factor de
estimacion de riesgo de cancer para personas expuestas a la anilina y determind que en
concentraciones de 600 ug/L de cada diez mil personas una de ellas puede desarrollar
cancer. Sabemos que el colorante al degradarse en el ambiente se transforma en anilina a

partir de este supuesto, inferimos que la cantidad existente de colorante en el agua residual
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textil es cincuenta y ocho veces mayor, al compararla con los datos de la EPA 2006. Este
dato refleja el alto porcentaje de probabilidad de que la poblacion este expuesta a contraer

cancer.

Se realizaron tres mediciones de agua residual textii compuesta para determinar la
concentracion promedio y los resultados demostraron que existe una gran dispersion en las
lecturas £+ 23 mg/L, esto podria deberse a que probablemente no hay un procedimiento
estandarizado en la planta tratadora de agua residual de la empresa, el hecho es que las
descargas del colorante varian y como no existe una reglamentacion al respecto, porque
en las NOM este parametro no esta contemplado.

Sin embargo, se ha demostrado que los colorantes textiles tienen gran persistencia en el
ambiente y los métodos de eliminacion clasicos no son utiles debido a que oxidaciones o
reducciones parciales pueden generar productos secundarios altamente toxicos. Una gran
proporcion de los colorantes no son directamente téxicos para los organismos vivos; sin
embargo, la fuerte coloracién que imparten a los medios de descarga puede llegar a
suprimir los procesos fotosintéticos en los cursos de agua, por lo que su presencia debe ser
controlada.

El tratamiento del agua residual textil, con contenido de tintes y especificamente con tinte
indigo, es uno de los mas dificiles; esto es asi, porque el tinte es de origen sintético y tiene
una estructura molecular aromatica compleja, la cual es mas estable y mas dificil de
biodegradar (Frijtersa et al.,, 2006). Diversos estudios han constatado el efecto del
colorante, que impide en el agua el paso de luz solar, inhibiendo el proceso de fotosintesis,
reduce el oxigeno disuelto por lo que dafia severamente la vida acuatica. Se ha demostrado
gue algunos colorantes azo (indigo) pueden ser carcinogénicos y muta génicos, ademas de
gue los productos resultantes de su degradacion pueden resultar mas toxicos (Brown y De
Vito, 1993; Gavril y Hodson, 2007).

Montero en (2006) sefialé que este tipo de colorantes al ser desechados en el agua residual
producen irritacion en la piel y mucosas, ademas de que su descomposicion en sustancias
mas simples genera anilinas compuestos considerados como cancerigenos y muta génicos.
También existen trabajos donde se reportan cambios en el contenido total de lipidos y
colesterol, ademas de alteraciones sobre la sintesis de proteinas sobre las células
espermatogénicas y se han evidenciado dafios morfoldgicos observados en las células del
higado (Mathur et al., 2003).

Por consiguiente, es importante mencionar que en las Normas Oficiales Mexicanas se

contemple el colorante indigo, el cual no esta regulado en la actualidad, tomando en cuenta
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que a nivel mundial México ocupa el sétimo lugar como exportador de mezclilla y Puebla el

segundo lugar.

10.4. Determinacién de caudal volumétrico del efluente textil.

La corriente del Rio Atoyac avanza de Oeste a Este a una velocidad media de 2.5
m/s, el ancho del rio en la zona de muestreo fue de 8 - 10 metros (Fig. 8). El diametro del
tubo de drenaje del ART es de 70 cm. La profundidad del rio en temporada seca fue de 120
cm y en temporada de lluvias fue de 145 cm. Con estos datos se pudo calcular el flujo
volumétrico del caudal de salida del ART (Flujo volumétrico Q = volumen / tiempo), por
triplicado a diferentes horas del dia. El promedio obtenido de descarga del flujo de ART al
Rio Atoyac que fue de 3.6 L/s, y equivale a 12, 960 L/dia y 311,040 L/mes (311.04

m®*mensuales) de acuerdo con la formula siguiente:

3.6L 3600 s 24 h 30 dias

Flujo volumétrico (Q) = == x == x 2 =311 040 ﬁ

Al comparar estos resultados con los publicados por Saldafia (2006) quien estimé que 48
empresas descargaban un volumen diario de 6340 m3/d, lo que equivale a 1.53 L/s en
promedio y Bravo (2015) contabilizaron 73 descargas industriales, entre Puebla y Tlaxcala
y el caudal fue de 4.2 L/s. Al respecto podemos decir que el volumen de descargas se ha
incrementado de manera importante en el transcurso de 9 afios, asi como, el nUmero de
empresas. En esta investigacion estamos comparando el valor obtenido que corresponde
a la descarga de una empresa (3.6 L/s) comparada con valores de descarga de 48 (1.53
L/s) y 73 (4.2 L/s) empresas. Estos valores obtenidos hace doce y tres afos
respectivamente, nos dan una idea del incremento en los volimenes de agua utilizados que
es proporcional a la cantidad de agua residual textil y a la contaminacioén que se vierten al
Rio Atoyac a través del tiempo y demuestra como la sociedad civil y los diferentes niveles

de gobierno no hacen nada al respecto.

10.5. Carga de contaminantes vertida en la estacion de muestreo.

En la tabla 5 se presenta el promedio del flujo de descarga del efluente del ART de
los siete pardmetros que rebasan los limites maximos permitidos por la Norma Oficial

Mexicana (NOM-001-SEMARNAT-1996), tanto para uso en riego agricola como, para

51



proteccion de la vida acuatica que son: sélidos sedimentables, nitrégeno total, fosforo,
grasas y aceites, sélidos suspendidos totales, DBOs y DQO. Con base en esta informacién
se estimé la descarga de compuestos quimicos gque el efluente vierte en el Rio Atoyac, que
fue de 31.26 toneladas/mes (Tabla 7).

Tabla 7. Carga de contaminantes que exceden la NOM-001-SEMARNAT-1996.

mg/L kg/mes Ton/mes
PARAMETRO Promedio Promedio Promedio
ARTC ARTC ARTC
NITROGENO 47.76 448.13 0.45
SOL. SED. 10 93.83 0.09
GRAY ACE 66 619.28 0.62
DBO5 696.67 6536.88 6.54
FOSFORO 10.89 102.18 0.10
DQO 1332.8 12505.72 12.51
SST 1160 10884.33 10.88
INDIGO 39.7 370.44 0.37
TOTAL 31.26

Este volumen de descargas de sustancias quimicas representa un riesgo para la salud del
ecosistema del Rio Atoyac, ya que esta cantidad representa la contaminacion
antropogénica existente en el rio, misma que el rio no tiene la capacidad de asimilacion y
dilucion para su auto depuracién; lo que trae como consecuencia problemas de
eutrofizacion y anoxia del cuerpo de agua y por consiguiente, impide sustentar cualquier

tipo de vida aerobia ademas, de representar un grave problema de salud publica.

10.6. Bioensayo.

El objetivo del bioensayo fue estimar la CLso (concentracion letal 50) a 96 horas (tratamiento
agudo) a diferentes concentraciones de agua residual textil compuesta (t6xico) en el pez
cebra (Danio rerio) que es el modelo experimental o bioindicador utilizado por su alto grado
de sensibilidad. Denominamos bioensayo al proceso de determinar la potencia de una
sustancia, en este caso del ARTC, a partir de las respuestas producidas por el organismo
biol6gico (pez cebra). Para el caso las dosis de sustancia se expresan en porcentajes de

agua potable y ARTC. Las respuestas son una medida del resultado de la aplicaciéon de
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ARTC en las concentraciones (75, 50, 35, 25, 15y 13.5%) y las respuestas son cuantitativa
y cualitativa.

Cada bioensayo o0 modelo experimental consta de seis grupos experimentales y un control.
En cada Bioensayo se colocaron quince ejemplares (Tabla 8).

Para evaluar los efectos adversos del ARTC a diferentes concentraciones (75, 50, 35, 25,15
y 13.5%) en el pez cebra (Danio rerio) bajo condiciones estandarizadas y reproducibles en
el laboratorio. El efecto toxico agudo, se determiné en el transcurso de 96 horas en cada
concentracion de cada bioensayo se colocaron 15 peces. En las concentraciones 75, 50,
35% todos los peces murieron. En las concentraciones 25 y 15% el efecto fue severo (el
50% sobrevivid) y en la concentracién 13.5%, el 100% de los ejemplares sobrevivieron
(tabla 8).

Tabla 8. Mortalidad promedio de pez cebra (Danio rerio) en diferentes concentraciones de ARTC.

MORTALIDAD PROMEDIO
TOTAL DE TIEMPO DE
%ARTC Bioer115ayo Bioer;sayo Bioegsayo MUERTOS MO?SE‘I\_;ILDAD VIDA
75 15 15 15 45 1.0 40’
50 15 15 15 45 1.0 1h51
35 13 15 15 43 0.95 13 h 42
25 11 12 15 38 0.84 40 h 33
15 9 5 9 23 0.51 54 h 41
135 0 0 0 0 0 96 h
Control 0 0 0 0 0 96 h
196

El comportamiento en los peces que murieron fue similar en todas las concentraciones. Se
evallio el movimiento espontaneo del pez que se reflejé en la velocidad y direccion de
desplazamiento en el agua, asi como, la coordinaciéon de los movimientos. También se
evaluaron, el equilibrio, el tono muscular y la frecuencia respiratoria, que se evallta por el
movimiento el opérculo, que es la estructura 6sea que cubre las branquias. Organos que
permiten el intercambio gaseoso en los peces.

La diferencia que se observé fue en el tiempo de sobrevivencia de los peces fue
proporcional a la concentracion del ARTC, es decir, a mayor concentracion de ARTC, el
tiempo de sobrevivencia fue considerablemente menor (Tabla.8). Con estos criterios se han
descrito tres niveles: Estado I. Inmovilidad, pero movimiento opercular. Estado Il
movimientos corporales descoordinados (nado vertical a veces pegado a las paredes de

vidrio del acuario, boquea y en repetidas veces sale a la superficie) y movimiento opercular.
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Estado IIl: Movimiento opercular y desplazamiento normal. La muerte en los peces paso
sucesivamente del estado Il al Il y al | en el transcurso de 40-13 h 40’ en las
concentraciones (75-35%), en las concentraciones 25y 15% fueron 40 h 30’ y 54 h 40’
respectivamente.

Podemos concluir que, en relacibn a la conducta del pez ante las diferentes
concentraciones letales de agua residual textil, estas fueron respuesta de organismos al
sindrome general de adaptacion (estrés). Este Gltimo se define como la suma de todas las
respuestas fisioldgicas que ocurren cuando los organismos al intentar establecer o
mantener la homeostasis corporal interna. El estrés agudo o letal se observé entre 75-35%
de ARTC y las respuestas de muerte ocurren rapidamente como respuesta a
perturbaciones a corto plazo, la duracion en término de tiempo de sobrevivencia fue entre
40’-13 h 40’ horas.

El estrés crénico o subletal (25-15 % de ART) Las respuestas adversas son las mismas,
pero menos evidentes e intensas y tardan en expresarse. Podemos concluir que cuando
los organismos se exponen a concentraciones subletales el comportamiento de los peces
es de subsistencia y tratan de mantener a toda costa el equilibrio homeostatico; este
comportamiento fue caracteristico en exposiciones del ARTC a mayor tiempo y a menor

concentracion del ARTC.

Es importante mencionar que las condiciones de temperatura, pH, concentracion de
Oxigeno, alimento en todos los acuarios fue igual, la Unica diferencia fue la variacion en la

concentracion del ARTC.

La concentracion letal media (CLso), también se obtuvo mediante el método estadistico
Probit. La concentracion del toxico (variable independiente) y la respuesta de la poblacion
(mortalidad=variable dependiente) seran las variables del modelo experimental. La técnica

estadistica a emplear sera una regresion de tipo Probit.

La regresion Probit es un tipo particular de regresion lineal que se construye para conocer
la relacién que existe entre una variable independiente (las diferentes concentraciones de
agua residual textil) y una variable dependiente (la respuesta=mortalidad) para especie
(Danio rerio) a 96 horas de exposicion (4 dias) tiempo que dura la exposicion al agua
residual textil. Para ello la respuesta acumulada de los organismos (mortalidad acumulada)
se transforma a unidades Probit (eje Y) y la concentracion del agua residual textil (toxico)

se transforma logaritmicamente (eje X). El resultado es una recta en la cual podemos
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interpolar el 50% de la respuesta y conocer que concentracion del agua residual textil

compuesta causa la muerte del 50% de los organismos (Fig. 14).
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Fig. 14. Concentracion — Respuesta con transformacién Probit y logaritmica con un 95% de confianza.

Por los resultados obtenidos en la figura 14 podemos concluir que la CLsg en el tratamiento
agudo del pez cebra a 96 horas, fue de 19.01%, es decir que la concentracién del agua
residual textil necesaria para causar la muerte del 50% de la poblaciéon de estudio (Danio
rerio) en un tratamiento agudo, a 96 horas, fue de 19.01% y representa la dosis letal (DLso).
Por consiguiente, la concentracion de 19.01% de agua residual textil compuesta, es la
respuesta del pez cebra a la cual se muere el 50% de la poblacion de peces y representa
la mortalidad acumulada que es la cantidad de los compuestos téxicos del agua residual

textil que hay en el organismo, dosis letal (DLso).

11. ANALISIS MACROSCOPICO DEL EFECTO DEL ARTC EN EL PEZ CEBRA (Danio
rerio).

Al comparar los peces del grupo experimental 75% de ARTC con el grupo control
(Figuras 16 y 15) se observé como principales hallazgos que el colorante cubri6 todo el
cuerpo del pez y este presentd una coloracion corporal mas oscura. Se observo
reblandecimiento de la musculatura en todo el cuerpo y deformacién del ojo y gran cantidad
de secrecion de mucus en toda la superficie del cuerpo. Esta secrecion actia como una
respuesta 0 mecanismo de defensa ante el estrés, por la elevada concentracion de
colorante que le impide ver y poder orientarse, ademas, que impide el intercambio gaseoso

a nivel de las branquias (Figuras 15, 16 y 18).
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Vega, (2010) explicé que el epitelio y mucus son la primera barrera protectora del pez contra
agentes externos como hongos, bacterias y parasitos; ya que contiene carbohidratos,
péptidos antibacterianos y proteinas como mucina, aglutinina, proteina C reactiva y lisozima
las cuales, son una barrera de defensa quimica primaria. La investigacion de Sharma et al.,
en 2007 demostr6 en un estudio comparativo de agua residual textil tratada y no tratada
sus efectos en la respuesta inmune innata de los peces provoca obscurecimiento de la piel
y secrecién pronunciada de mucus; estas respuestas coinciden con las obtenidas en

nuestros resultados (Figura. 16).

Con respecto, al reblandecimiento muscular algunos estudios demuestran que la carne del
pescado se ablanda después de 24 horas de almacenamiento post mortem debido a la
pérdida de textura que es ocasionada por la accibn de proteasas sobre las fibras

microfibrilares y de algunos tipos de colageno (Suarez et al., 2007).

Fig. 15. Grupo control en agua de garrafon Fig. 16. Grupo experimental 75% ARTC,
(microscopio Standar 25 ZEISS) (microscopio Standar 25 ZEISS)

Al comparar el grupo control (Fig. 15) con el grupo experimental 75% de ARTC (Fig. 16) se
pudo observar, debido a que el operculo es transparente, gran cantidad de colorante
distribuido al interior del aparato branquial que lo oscurece y sobre el opérculo, se encuentra

gran cantidad de pigmento.

Al interior del aparato branquial se observé coloracién negra por la infiltracion del colorante
através de la abertura del operculo. Al comparar este grupo con el grupo control, se observo

gue en el grupo control, el operculo es transparente y mantiene su coloracién rosada que
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es caracteristica del aparato branquial sano, que refleja la normal circulaciéon de la sangre

en los vasos capilares alojados en las lamelas de los filamentos en los arcos branquiales.

Aparato
branquial

Opérculo

Fig. 18. Grupo experimental 75 % ARTC.
Aparato  branquial obscuro (indigo),
secrecién mucosa (microscopio Standar 25
ZEISS)

Fig. 17. Grupo control en agua de garrafon
(microscopio Standar 25 ZEISS)

Al comparar el aparato branquial de los peces del grupo control (Fig. 17) con el grupo
experimental 75% de ARTC (Fig. 18). Se observé que, en los peces del grupo experimental,
restos de colorante que se distribuyen entre las lamelas de los filamentos lo cual impide el
intercambio gaseoso entre el agua y el interior de los vasos sanguineos por simple difusion.
En cambio, en los peces del grupo control el aparato branquial se observa transparente,
brillante y presenta coloracion rosada (Fig. 17).

Al comparar el grupo control (Fig. 19) con el grupo experimental (Fig. 20) se puede observar
en el grupo experimental una compactacion de las lamelas en los filamentos; mientras que
en el grupo control estas se encuentran separadas, también se observo en los filamentos
la presencia de vasos sanguineos en cambio, estos no se observan en el grupo
experimental.

Esta condicion evita que se pueda llevar a cabo el intercambio de gases. En cambio, en el
grupo control, se observd que el aparato branquial es translucido y se pueden observar

unos canales finos rojos son los vasos sanguineos en las lamelas de los filamentos (Fig.19).
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colorante

Fig. 19. Grupo control (microscopio Fig. 20. Grupo experimental 75 % ART.
Standar 25 ZEISS) Aparato branquial (indigo), Arco branquial,
filamentos (microscopio Standar 25 ZEISS)

En la figura 21 correspondiente al grupo control en comparacion con el grupo experimental.
Se observo que en el aparato branquial de los peces del grupo experimental 75% en ARTC,
hay residuos de colorante adheridos a las branquioespinas, los filamentos estan muy
compactos, su coloracion es oscura y opaca, no hay division entre las lamelas y estas se

encuentran compactas (Fig. 22).

Residucl)\s de colorante

Filamento (F) Lamelas (L) Branquipinas (BQ)

Fig. 22. Grupo experimental 75 % ARTC.
Residuos de colorante, Branquiespinas,
Filamentos y Lamelas (microscopio Standar
25 ZEISS)

Fig. 21. Grupo control (microscopio
Standar 25 ZEISS)
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Mientras que en el grupo control los filamentos estan bien definidos, independientes y
separados. Las lamelas estan brillantes, su coloracion es translicida y se puede observar

en ellas los vasos sanguineos (Fig.21).

En la figura 23 se observé un acercamiento de las lamelas en el grupo experimental 75%
de ARTC, las cuales se observan inflamadas, muy compactas, con manchas de colorante,
incluso los vasos sanguineos presentan un color purpura verdoso, que indica la infiltracion
del colorante al torrente sanguineo y como ya se menciono evita el correcto intercambio de
gases necesario para la oxigenacion de los peces, produce la asfixia que llevo a la muerte

del organismo.

Vasos Sanguineos (V: <]

Fig. 23. Vista
macroscopica de los
filamentos (F), vasos
sanguineos (VS), lamelas
L) y colorante.
(Microscopio ICS Standar
25 ZEISS)

En la figura 24 se observd el arco branquial y las branquioespinas de los peces en la
concentracion 75% de ARTC con residuos de colorante adheridos a la estructura 6sea, lo
gue corrobora la penetracion del indigo al interior del aparato branquial. Aunque en estas
estructuras 0seas el colorante no representa un riesgo para la sobrevivencia del organismo
acuatico, sin embargo, en el caso de los filamentos branquiales estas adherencias impiden

la respiracion eficiente de los peces.
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Fig. 24. Vista microscdpica del pez cebra (Danio
rerio) del grupo experimental 75%.
Branquiespinas (BE), arco branquial (AB), azul
indigo (CO). (10X, microscopio 6ptico ZEISS)

12. HISTOLOGIA.

12.1. Histologia de branquias.

Al comparar los cortes histologicos de las branquias en los organismos de los grupos
experimentales y el grupo control las principales diferencias que se observaron fueron: con
respecto a la forma, la longitud y distribucion de los filamentos y lamelas, como podemos
observar en la figura 25 con respecto a la 26. El grupo control tiene los filamentos uniformes
con estructura cilindrica estan alargados y la distribucion de las lamelas es uniforme y estan

extendidas a lo largo de los filamentos, el grosor de la capa epitelial es uniforme (Fig. 25).

En el grupo experimental con 75% de ARTC (Fig. 26) se observd que los filamentos estan
mas delgados, y en el extremo final del filamento se puede ver incremento en el grosor del
epitelio, las lamelas estan distribuidas asimétricamente, torcidas e incluso algunas estan
adheridas entre si, debido posiblemente al exceso de mucina, ademas de que el epitelio

tuvo un aumento en el espesor por la secrecién de mucus.

Estos resultados coinciden con lo reportado por Sharma, (2007); Olaf, (2015) y Ling (2016)
que sefialan, que la superficie de las branquias se encuentra cubierta con una delgada
membrana mucosa la cual estd en contacto con el ambiente acuoso y cuando grandes
cantidades de sustancias xenobioticas solubles o bien agentes patdégenos logran penetrar,

estas producen una respuesta inmune en el epitelio branquial generando secrecion de
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mucina e incremento en capa epitelial como respuesta defensiva innata, estos resultados

coinciden con los obtenidos en nuestra investigacion.

Fig. 25. Grupo Control. Filamentos (F), Fig.26. Grupo 75 % ART. Filamentos (F), lamelas (L),
lamelas (L). Tincién Hematoxilina-eosina 40x  epitelios (E). Tinciébn Hematoxilina-eosina  40x
(microscopio ICS estandar 25 Zeiss). (microscopio ICS estandar 25 Zeiss).

El hecho de que las lamelas se encuentren adheridas o pegadas limita el area util para la
realizacion del intercambio gaseoso (Fig.27) ademas, el engrosamiento del epitelio también
dificulta la difusion de los gases para que el oxigeno pueda introducirse en los vasos
sanguineos ser captado por los eritrocitos y transportado a los diferentes tejidos (Musso,
2014).

Otro hallazgo importante que se observo, fue la presencia de eritrocitos con aneurisma en
la zona apical de la lamela (Fig. 28) lo cual trae como consecuencia la pérdida en la
funcionalidad de estas células que se encargan de transportar los gases para la
detoxificacion y oxigenacion de los organismos, ademas de que los eritrocitos a causa de
esta condicion pueden reventarse condicion conocida como hemolisis, esto genera una
menor cantidad de células que transporten oxigeno y como consecuencia el pez sufre un
desequilibrio de oxigenacion que le puede causar debilidad y la consecuente muerte
(Romén, et al., 2009).
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Fig. 27. Grupo experimental 75% ART. Fig.

28. Grupo Experimental 75% ARTC.

Lamelas (L). Tincion Hematoxilina-eosina Aneurisma (A) de eritrocito (E). Tincion
40x (microscopio ICS estandar 25 Zeiss). Hematoxilina-eosina 40x  (microscopio ICS
estandar 25 Zeiss).

12.2. Histologia de higado.

Los resultados del andlisis histolégico del higado no mostraron diferencias al

comprar los grupos experimentales (Fig.30) con el grupo control (Fig.29).

Fig. 29. Grupo control I6bulo hepético clasico
triado: conducto biliar (CB), vena central (VC),
cordones hepaticos (H) y sinusoides (S).
Tincién Hematoxilina-eosina 40x (microscopio
ICS estandar 25 Zeiss).

Fig. 30. Vista panoramica del I6bulo hepéatico del
grupo experimental 75% ART. Conducto biliar
(CB), vena central (VC), cordones hepaticos (H) y
sinusoides (S). Tincién Hematoxilina-eosina 40x
(microscopio ICS estandar 25 Zeiss).

Se pudo observar en ambos casos una estructura tipica de l6bulo hepatico (Figuras 29 y

30), los hepatocitos mantuvieron su estructura normal con buena definicion de nucleos, los
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cordones de hepatocitos, sinusoides, conductos biliares y vena central sin alteraciones
aparentes en tratamiento agudo.

Sin embargo, otros estudios han demostrado que la toxicidad de otros tipos de agua residual
0 sustancias xenobioticas producen dafos en la morfologia y fisiologia hepatica del pez
cebra. La cloroanilina causa deformacién y cambios de pigmentacién de los hepatocitos,
nucleo, mitocondrias, en el almacenamiento de glucégeno y la presencia de macréfagos
(Burkhardt, et al 1999). El trabajo efectuado por Gomes en (2018) al someter peces cebra
a bioensayos con aguas residuales de una planta de celulosa mostraron cambios
morfolégicos hepéticos que sufrieron vacuolizacion, areas con necrosis celular y tejido
hepético con infiltracion de grasa (Gomes, 2018). Yang et al., en (2018) realizaron
bioensayos sometiendo al pez cebra a bioensayos con thifluzamida un fungicida
ampliamente utilizado en los cultivos de arroz, los hallazgos del trabajo indicaron efectos
degenerativos vacuolizacién del tejido hepético, cambios ultra estructurales en los
hepatocitos como inflamacion del reticulo endoplasmico.

Los dafios ocasionados al higado de los peces por la toxicidad de las sustancias
xenobioticas nos indican la importancia de incluir la evaluacion toxicolégica de los efluentes
industriales para poder determinar el grado de peligrosidad de las descargas industriales.
Aungue en nuestro caso no se observé dafio del ARTC en la histologia del higado del pez
cebra, esto no quiere decir como se vera mas adelante, que no haya una manifestacion de
desequilibrio homeostético en los peces a causa del ARTC. Es importante aclarar que no
existen trabajos que constituyan un marco de referencia relacionado con los dafios que
ocasiona el ARTC (proceso Denim) de la zona de estudio, sobre las alteraciones en el

higado de los peces.

13. ANALISIS MOLECULAR.

El andlisis para determinar la toxicidad a nivel molecular del ARTC en el pez cebra
se enfocd en determinar la expresion de las metalotioneinas (MTs) en el pez completo,
mediante la técnica Western Blot. EI Western Blot es una técnica analitica usada para

detectar una proteina especifica en un extracto crudo, mediante el uso de anticuerpos.

Por investigaciones realizadas, las MTs se expresan de manera coordinada y lo hacen en
casi todos los tejidos del organismo, siendo particularmente importante su presencia

en Organos parenquimatosos como el higado, rifién, intestino, testiculos, pulmoén,
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corazébn y cerebro (Zelazowski and Piotrowski, 1977). Las metalotioneinas estan
presentes en todos los organismos, constituyen una familia de proteinas intracelulares
capaces de unirse a otros metales de transicion y metales pesados. En 1985, Karin
sefalé que la funcion de estas proteinas estaba relacionada con la desintoxicacion de
metales pesados y xenobidticos, regulacion homeostatica de metales esenciales y

funciones antioxidante celulares.

Sabemos que las metaloteoneinas son proteinas que se encargan de detoxificar al
organismo de metales pesados. Las metalotioneinas se unen a los metales a fin de agotar
los iones metalicos y asi, evitar que estos, actden sobre el sistema enzimatico y generen
toxicidad (Juarez, 2014).

El dafio por la toxicidad de los metales pesados ha sido investigado ampliamente (Nava y
Mendez, 2008; Londofio, et al., 2016; Kobielska et al., 2018; Edelstein, 2018; Ji et al., 2018;
Dabhri et al., 2018), quienes demostraron gue altas concentraciones de metales pesados se
vuelven téxicos para la vida celular y que varios 6rganos se pueden ver afectados como:
rinones, pulmones, higado, el sistema gastrointestinal, pero principalmente el sistema
nervioso central y periférico. Los metales pueden comportarse como cancerigenos,

promoviendo transformaciones malignas.

De ahi la importancia de utilizar la expresion de las metaloteoneinas como biomarcador
para evaluar el riesgo de la toxicidad del agua residual textil que serviria para complementar
el analisis fisicoquimico que marca la NOM-001-SEMARNAT-1996.

Se ha demostrado ampliamente que la industria textil es una industria que consume
grandes cantidades de agua, energia y productos quimicos auxiliares, ademas genera una
gran cantidad de agua residual; estos efluentes poseen elevadas concentraciones de
colorantes, contaminantes organicos refractarios, compuestos toxicos, componentes
inhibidores, tensoactivos, componentes clorados. Los procesos de la industria textil no
liberan grandes cantidades de metales; sin embargo, aun las pequefias concentraciones
involucradas pueden producir acumulacion en los tejidos de animales acuéticos. Muchas
veces los efectos se observan a largo plazo, y en la mayoria de los casos son dificiles y

costosos de tratar.

Estos resultados demuestran que la sobrevivencia de los peces en la concentracion de
13,5% de ARTC fue del 100%, y de acuerdo al andlisis fisicoquimico del ARTC la

concentracion de metales pesados se encuentra por debajo de la NOM-001 (Tabla.5), sin
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embargo, podemos observar por la expresion de MTs (Fig. 31) la presencia de metales
pesados presentes en el ARTC, que pueden afectar la acumulacion del metal en diferentes

organos especialmente en Branquias e higado.

Expresion de mataloteoneinas
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MT’s expresa una respuesta a la
detoxificacion del organismo ante la
contaminacién del ARTC a 13.5%.

Fig. 31. Western Blot 13.5% ARTC. Se observa expresion de MT solo en el grupo experimental.

Estos resultados constituyen un importante hallazgo. Primero se demostrd que los niveles
de los metales pesados estan dentro de los limites permisibles por la NOM -001 (Tabla 5),
también se demostré que en la concentracion de 13.5% de ARTC todos los organismos
sobrevivieron y por consiguiente se presume que no habia dafio (Tabla 8). Sin embargo,
por los resultados obtenidos del Western blot se observo, la induccion de respuesta al

estress celular por la presencia de los metales pesados.

Con lo cual se demostro la presencia de metales pesados en el organismo y por otro lado
la expresion de MTs es directamente proporcional a la cantidad de metal presente en el
organismo que entra al organismo del pez a través de las branquias y la boca. Por
consiguiente, los metales pesados son potencialmente secuestrados por las MTs del medio
interno para poder mantener el equilibrio metabdlico interno y de esta manera mantener al

organismo Vvivo.

Debe, por lo tanto, existir un claro vinculo entre las concentraciones de metales pesados
presentes en el ARTC del medio y la concentracion de MTs. Nuestros resultados coinciden
con los obtenidos por Bianchini et al., 2002 en organismos acuaticos. De esta manera, la

65



induccién de MTs en este escenario tiene un caracter de adaptacion, es decir, que las MTs
tienen el objetivo fundamental de eliminar metales a fin de mantener al organismo vivo, en

virtud de sus propiedades desintoxicantes (Viarengo et al., 2000).

Por todos los resultados obtenidos podemos inferir que, la expresion de las metalotioneinas
participa en la regulacién de la homeostasis corporal interna de los peces para mantener
su medio interno dentro de ciertos parametros. Estar fuera de estos pardmetros por algo
mas que un corto periodo llevaria al organismo a la muerte o al desarrollo de enfermedades,
como lo pudimos observar en las concentraciones (75-35%) asi como, los resultados

observados en su comportamiento.

14. CONCLUSIONES.

1. Las variables analizadas en el ARTC (nitr6geno total, solidos suspendidos totales,
fosforo total, DBOs, DQO, solidos sedimentables, grasas y aceites y metales
pesados) en el agua residual textil compuesta y su efecto en el pez cebra (Danio
rerio) asi como, su innegable interrelacion en las respuestas fisioldgicas, respuestas
al estrés, adaptaciones bioquimicas y ajustes del comportamiento del pez cebra

tienen implicaciones importantes en la pérdida de biodiversidad en la zona.

2. Cuando se producen cambios en los habitats naturales, las especies pueden lograr
sobrevivir con mucho esfuerzo, adaptandose a los cambios generados en su
entorno, como se demostré6 en los peces que sobrevivieron al 100% en la
concentracion de 13.5% de ARTC, pero si la alteracion es grave, como es el caso,
de lo que ocurre en Villa Alta es probable que los organismos que dependen de ellos

no puedan adaptarse y mueran.

3. Lalocalidad de Villa Alta es un claro ejemplo de cémo el desarrollo socioeconémico
en una comunidad se lleva a cabo sin cuidar el ambiente anteponiendo intereses de
poder del sector industrial con la permisibilidad del sector publico. Esta falta de
planeacion ambiental compromete la conservacion de los recursos naturales de la
region y por consecuencia el bienestar social actual e incluso el de las generaciones

futuras.
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16. ANEXOS.

Anexo 1

Norma Oficial Mexicana NOM-001-SEMARNAT-1996, que establece los limites maximos
permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales en aguas y bienes
nacionales.

1. Objetivo y campo de aplicacion

Esta Norma Oficial Mexicana establece los limites maximos permisibles de contaminantes
en las descargas de aguas residuales en aguas y bienes nacionales, con el objeto de
proteger su calidad y posibilitar sus usos, y es de observancia obligatoria para los
responsables de dichas descargas. Esta Norma Oficial Mexicana no se aplica a las
descargas de aguas provenientes de drenajes separados de aguas pluviales.

2. Referencias

Norma Mexicana NMX-AA-003 Aguas residuales - Muestreo, publicada en el Diario Oficial
de la Federacion el 25 de marzo de 1980.

Norma Mexicana NMX-AA-004 Aguas - Determinacion de solidos sedimentables en aguas
residuales - Método del cono Imhoff, publicada en el Diario Oficial de la Federacién el 13
de septiembre de 1977.

Norma Mexicana NMX-AA-005 Aguas - Determinacion de grasas y aceites - Método de
extraccion soxhlet, publicada en el Diario Oficial de la Federacion el 8 de agosto de 1980.

Norma Mexicana NMX-AA-006 Aguas - Determinacion de materia flotante - Método visual
con malla especifica, publicada en el Diario Oficial de la Federacion el 5 de diciembre de
1973.

Norma Mexicana NMX-AA-007 Aguas - Determinacién de la temperatura - Método visual
con termémetro, publicada en el Diario Oficial de la Federacion el 23 de julio de 1980.

Norma Mexicana NMX-AA-008 Aguas - Determinacion de pH - Método potenciométrico,
publicada en el Diario Oficial de la Federacion el 25 de marzo de 1980.

Norma Mexicana NMX-AA-026 Aguas - Determinacion de nitrogeno total - Método Kjeldahl,
publicada en el Diario Oficial de la Federacion el 27 de octubre de 1980.

Norma Mexicana NMX-AA-028 Aguas - Determinacién de demanda bioquimica de oxigeno
- Método de incubacidn por diluciones, publicada en el Diario Oficial de la Federacién el 6
de julio de 1981.

Norma Mexicana NMX-AA-029 Aguas - Determinacion de fésforo total - Métodos
espectrofotométricos, publicada en el Diario Oficial de la Federacion el 21 de octubre de
1981.
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Norma Mexicana NMX-AA-034 Aguas - Determinacion de solidos en agua - Método
gravimétrico, publicada en el Diario Oficial de la Federacion el 3 de julio de 1981.

Norma Mexicana NMX-AA-042 Aguas - Determinacion del niamero mas probable de
coliformes totales y fecales - Método de tubos multiples de fermentacién, publicada en el
Diario Oficial de la Federacion el 22 de junio de 1987.

Norma Mexicana NMX-AA-046 Aguas - Determinacién de arsénico en agua - Método
espectrofotométrico, publicada en el Diario Oficial de la Federacion el 21 de abril de 1982.

Norma Mexicana NMX-AA-051 Aguas - Determinacion de metales - Método
espectrofotométrico de absorcion atomica, publicada en el Diario Oficial de la Federacion
el 22 de febrero de 1982.

Norma Mexicana NMX-AA-057 Aguas - Determinacién de plomo - Método de la ditizona,
publicada en el Diario Oficial de la Federacion el 29 de septiembre de 1981.

Norma Mexicana NMX-AA-058 Aguas - Determinacion de cianuros - Método colorimétrico
y titulométrico, publicada en el Diario Oficial de la Federacion el 14 de diciembre de 1982.

Norma Mexicana NMX-AA-060 Aguas - Determinacién de cadmio - Método de la ditizona,
publicada en el Diario Oficial de la Federacion el 26 de abril de 1982.

Norma Mexicana NMX-AA-064 Aguas - Determinacién de mercurio - Método de la ditizona,
publicada en el Diario Oficial de la Federacion el 3 de marzo de 1982.

Norma Mexicana NMX-AA-066 Aguas - Determinacién de cobre - Método de la
neocuproina, publicada en el Diario Oficial de la Federacién el 16 de noviembre de 1981.

Norma Mexicana NMX-AA-078 Aguas - Determinacién de zinc - Métodos colorimétricos de
la ditizona |, la ditizona Il y espectrofotometria de absorcion atémica, publicada en el Diario
Oficial de la Federacion el 12 de julio de 1982.

Norma Mexicana NMX-AA-079 Aguas Residuales - Determinacion de nitrdgeno de nitratos
(Brucina), publicada en el Diario Oficial de la Federacién el 14 de abril de 1986.

Norma Mexicana NMX-AA-099 - Determinacion de nitrégeno de nitritos - Agua potable,
publicada en el Diario Oficial de la Federacion el 11 de febrero de 1987.

3. Definiciones

3.1 Aguas costeras Son las aguas de los mares territoriales en la extension y términos que
fija el derecho internacional; asi como las aguas marinas interiores, las lagunas y esteros
gue se comuniquen permanente o intermitentemente con el mar.

3.2 Aguas nacionales Las aguas propiedad de la Nacion, en los términos del parrafo quinto
del articulo 27 de la Constitucion Politica de los Estados Unidos Mexicanos.

3.3 Aguas residuales Las aguas de composicion variada provenientes de las descargas de
usos municipales, industriales, comerciales, de servicios, agricolas, pecuarios, domésticos,
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incluyendo fraccionamientos y en general de cualquier otro uso, asi como la mezcla de
ellas.

3.4 Aguas pluviales Aquéllas que provienen de lluvias, se incluyen las que provienen de
nieve y granizo.

3.5 Bienes nacionales Son los bienes cuya administracion esta a cargo de la Comisién
Nacional del Agua en términos del articulo 113 de la Ley de Aguas Nacionales.

3.6 Carga contaminante Cantidad de un contaminante expresada en unidades de masa por
unidad de tiempo, aportada en una descarga de aguas residuales.

3.7 Condiciones particulares de descarga El conjunto de parametros fisicos, quimicos y
biol6gicos y de sus niveles méaximos permitidos en las descargas de agua residual,
determinados por la Comisién Nacional del Agua para el responsable o grupo de
responsables de la descarga o para un cuerpo receptor especifico, con el fin de preservar
y controlar la calidad de las aguas conforme a la Ley de Aguas Nacionales y su Reglamento.

3.8 Contaminantes basicos Son aquellos compuestos y parametros que se presentan en
las descargas de aguas residuales y que pueden ser removidos o estabilizados mediante
tratamientos convencionales. En lo que corresponde a esta Norma Oficial Mexicana sélo se
consideran los siguientes: grasas y aceites, materia flotante, sélidos sedimentables, sélidos
suspendidos totales, demanda bioquimica de oxigeno5, nitrégeno total (suma de las
concentraciones de nitrégeno Kjeldahl, de nitritos y de nitratos, expresadas como mg/litro
de nitrégeno), fésforo total, temperatura y pH.

3.9 Contaminantes patdgenos y parasitarios Son aquellos microorganismos, quistes y
huevos de parasitos que pueden estar presentes en las aguas residuales y que representan
un riesgo a la salud humana, flora o fauna. En lo que corresponde a esta Norma Oficial
Mexicana s6lo se consideran los coliformes fecales y los huevos de helminto.

3.10 Cuerpo receptor Son las corrientes, depdésitos naturales de agua, presas, cauces,
zonas marinas o bienes nacionales donde se descargan aguas residuales, asi como los
terrenos en donde se infiltran o inyectan dichas aguas cuando puedan contaminar el suelo
o los acuiferos.

3.11 Descarga Accion de verter, infiltrar, depositar o inyectar aguas residuales a un cuerpo
receptor en forma continua, intermitente o fortuita, cuando éste es un bien del dominio
publico de la Nacion.

3.12 Embalse artificial Vaso de formacion artificial que se origina por la construccién de un
bordo o cortina y que es alimentado por uno o varios rios 0 agua subterranea o pluvial.

3.13 Embalse natural Vaso de formacion natural que es alimentado por uno o varios rios o

agua subterranea o pluvial.
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3.14 Estuario Es el tramo del curso de agua bajo la influencia de las mareas que se extiende
desde la linea de costa hasta el punto donde la concentracion de cloruros en el agua es de
250 mg/l.

3.15 Humedales naturales Las zonas de transicion entre los sistemas acuaticos y terrestres
que constituyen areas de inundacion temporal o permanente, sujetas o no a la influencia de
mareas, como pantanos, ciénegas y marismas, cuyos limites los constituyen el tipo de
vegetacion hidrofila de presencia permanente o estacional; las areas donde el suelo es
predominantemente hidrico; y las areas lacustres o de suelos permanentemente humedos,

originadas por la descarga natural de acuiferos.

3.16 Limite maximo permisible Valor o rango asignado a un parametro, el cual no debe ser

excedido en la descarga de aguas residuales.

3.17 Metales pesados y cianuros Son aquéllos que, en concentraciones por encima de
determinados limites, pueden producir efectos negativos en la salud humana, flora o fauna.
En lo que corresponde a esta Norma Oficial Mexicana so6lo se consideran los siguientes:

arsénico, cadmio, cobre, cromo, mercurio, niquel, plomo, zinc y cianuros.

3.18 Muestra compuesta La que resulta de mezclar el nUmero de muestras simples, segln
lo indicado en la Tabla 1. Para conformar la muestra compuesta, el volumen de cada una
de las muestras simples debera ser proporcional al caudal de la descarga en el momento

de su toma.

3.19 Muestra simple La que se tome en el punto de descarga, de manera continua, en dia
normal de operacion que refleje cuantitativa y cualitativamente el o los procesos mas
representativos de las actividades que generan la descarga, durante el tiempo necesario
para completar cuando menos, un volumen suficiente para que se lleven a cabo los andlisis
necesarios para conocer su composicion, aforando el caudal descargado en el sitio y en el

momento del muestreo.

3.20 Parametro Variable que se utiliza como referencia para determinar la calidad fisica,

guimica y biolégica del agua.

3.21 Promedio diario (P.D.) Es el valor que resulta del analisis de una muestra compuesta.
En el caso del parametro grasas y aceites, es el promedio ponderado en funcién del caudal,
y la media geométrica para los coliformes fecales, de los valores que resulten del analisis

de cada una de las muestras simples tomadas para formar la muestra compuesta. Las
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unidades de pH no deberén estar fuera del rango permisible, en ninguna de las muestras

simples.

3.22 Promedio mensual (P.M.) Es el valor que resulte de calcular el promedio ponderado
en funcién del caudal, de los valores que resulten del analisis de al menos dos muestras

compuestas (Promedio diario).

3.23 Riego no restringido La utilizacion del agua residual destinada a la actividad de
siembra, cultivo y cosecha de productos agricolas en forma ilimitada como forrajes, granos,

frutas, legumbres y verduras.

3.24 Riego restringido La utilizacién del agua residual destinada a la actividad de siembra,
cultivo y cosecha de productos agricolas, excepto legumbres y verduras que se consumen

crudas.

3.25 Rio Corriente de agua natural, perenne o intermitente, que desemboca a otras

corrientes, o a un embalse natural o artificial, o al mar.

3.26 Suelo Cuerpo receptor de descargas de aguas residuales que se utiliza para

actividades agricolas.

3.27 Tratamiento convencional Son los procesos de tratamiento mediante los cuales se

remueven o estabilizan los contaminantes basicos presentes en las aguas residuales.

3.28 Uso en riego agricola La utilizacién del agua destinada a la actividad de siembra,
cultivo y cosecha de productos agricolas y su preparacion para la primera enajenacion,

siempre que los productos no hayan sido objeto de transformacién industrial.

3.29 Uso publico urbano La utilizacion de agua nacional para centros de poblacion o

asentamientos humanos, destinada para el uso y consumo humano, previa potabilizacion.
4. Especificaciones.

4.1 La concentracion de contaminantes basicos, metales pesados y cianuros para las
descargas de aguas residuales a aguas y bienes nacionales, no debe exceder el valor
indicado como limite maximo permisible en las Tablas 1y 2 de esta Norma Oficial Mexicana.

El rango permisible del potencial hidrogeno (pH) es de 5 a 10 unidades.

4.2 Para determinar la contaminacion por patégenos se tomard como indicador a los

coliformes fecales. El limite méximo permisible para las descargas de aguas residuales
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vertidas a aguas y bienes nacionales, asi como las descargas vertidas a suelo (uso en riego
agricola) es de 1,000 y 2,000 como numero mas probable (NMP) de coliformes fecales por

cada 100 ml para el promedio mensual y diario, respectivamente.

Tabla. 1.

LIMITES MAXIMOS PERMISIBLES PARA CONTAMINANTES BASICOS

PARAMETROS e EMBALSES NATURALES

¥ ARTIFICIALES AGUAS COSTERAS SUELD
Prateccién User Explotacién
il litra, " " ; Usa " " E N Humedales
il eI Uso en riegz | Uso Plblice | de vida = plblico pesquera, | Recreacién | Estuarios | Usoen riego “
excepto cuande se " riege naturales
especiique) agricola (A) | Urbana (B) | acudtica ricola (B) urbano | navegaciény (B ) agricola (A) Py
P (%] "8 ©) otres uses (A}

PM. | PD. [ PM. [ PD. | PM. [PD|PM. | PD. |PM.|PD.| PM. | PD. | PM. |PD.| PM. | RD.| PM | PD. | PM. | PD.

Temperatura °C (1) NA, | NA | 40 40 40 40 | 40 40 | 40 | 40 40 49 40 | 40 | 40 40 | NA. | NA.| 40 | 40

Grasas y Aceites (2) 15 25 15 a5 15 a5 15 a5 15 | 25 15 a5 15 25 15 25 15 a5 15 a5

Materia Fletante (3)

ausente
ausente

ausente
ausente
ausents
ausente
ausente
ausente

ausents
ausente
ausente
ausente
ausente
Ausente
ausente

ausente

ausente
ausente

S4lidos Sedimentables

,_.
e
-
w
-
e
-
.
"
"
"
e
-
e
-
e

NA. | N
(ml/) B M ’
xl‘::s“’”"d'd“ 150 [200| 75 |125| 40 |60 | 75 | 125 40 | 60| 150 |200| 75 [125) 75 |125| M. | ma| 75 | 128

Demanda Bioguimica 150 | 200 | 75 | 150 30 60| 75 | 150 | 30 | &0 150 | 200 | 75 |150| 75 [150) MN.A. [ NA.| 75 | 150

de Oxlgeno,

Nitrégeno Total 40 | 60 | 40 | 60 | 15 [ 25| 40 | 60 | 15 | 25 | MA. | MNA | NAL[NA| 15 | 25 | NA, | NA | NA | NA,
Fésfora Total 20 | 30 | 20 | 30 5 10 20 | 30 | 5 | 10| NA | NA | NA [NA| 5§ 10 | NA, | NA [ NA | NA,
(1) Instanténeo P.D.= Promedio Diario; PM.= Promedio Mensual; N.A = No es aplicable
(22 Muestra Simple Promedio Ponderado (A), (B) y (C): Tipo de Cuerpo Receptor segiin laLey Federal de

(3) Ausente segun ¢l Método de Prueba definido en la NMX-AA-006. Derechos.

Tabla. 2.

LIMITES MAXIMOS PERMISIBLES PARA METALES PESADOS ¥ CIANUROS

“""‘?:Tms Rios m’:i‘;:‘c‘lﬂ"“ AGUAS COSTERAS SUELD
Explotacién
tmiligramos par ”I_’:;" Uso plblico :':':ﬁ::: Usoen riego | Uso plblica n’:::::n Recreacién | ESTUARIOS | Usoen riego m
litred aariealn () urbano (B) © agricola (B) | urbano (C) yotrs usea ® 1)) agricola (A) ®
(A)

em.| D | PM. | PO | B, | PO | P | PO | em PO | R | PO |Em | RO | P | DL | BM. | DL | BM | RO
Arsénico 0.2 0.4 0.1 03 01 0.2 0.2 0.4 0.1 0.2 a1 0.2 02| 04 0.1 02 0.2 0.4 0.1 02
Cadmio 02| 04| 01 |02| 01 |02 02| 04| 01 |02 01 |62 |oz|oe| 01| o0z |00s| 01| o1 | oz
Cianura 10| 30 10 a0 10 1.0 2.0 3.0 1.0 2.0 1.0 10 | 10| 3.0 1.0 0 2.0 30 10 2.0
Cabre 40| 60| 40 |60| 40 |60 | 40| 60| 4 |60| 4 |60 40|60 40| ec| 4 | 60| 40 | 60
Cramo 1 15 Q.5 1.0 Q.5 1.0 1 1.5 05 1.0 0.5 10 1 15| 05 1.0 0.5 1.0 0.5 1.0
Mercuric 0.01| 0,02 | 0.005 | 0.01 | 0.005 | 0.01 | 0.01 | 0.02 0005|001 001 | 0.0z [0.01]|002] 001|002 [000s| 001 | coos | co1
quuel a o4 2 4 2 4 a 4 2 4 ] 4 2 i a 4 ] 4 F 4
Ploma 05| 1 | 02 |04| 02 |04 | 05| 1 [0z |o4| 02 |c4|0s5| 1 |02|0a| 5 | 10| 02 | o4
Zinc 10 0 10 20 10 fris] 19 0 i+ 0 10 0 10 | 20 19 20 10 20 19 a0

(*) Medidos de manera total.
PD.= Pramedie Diario, PM= Pramedio Mensual; N.A = No es aplicable
(A). (B) v (C): Tipo de Cuerpo Receptor sexin lalev Federal de Derechos,
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Anexo 2
NMX-AA-003-1980.

Norma Mexicana "aguas residuales. - muestreo".

1.- OBJETIVO Y CAMPO DE APLICACION

Esta norma establece los lineamientos generales y recomendaciones para muestrear las
descargas de aguas residuales, con el fin de determinar sus caracteristicas fisicas y
quimicas, debiéndose observar las modalidades indicadas en las normas de métodos de
prueba correspondientes.

2.- DEFINICIONES
2.1 Agua residual.

Es el liquido de composicion variada proveniente de usos municipal, industrial, comercial,
agricola, pecuario o de cualquier otra indole, ya sea publica o privada y que por tal motivo
haya sufrido degradacion o alteracion en su calidad original.

2.2 Canal abierto.

Cualquier conducto en el cual el agua fluye presentando una superficie libre.

2.3 Colector.

Es un conducto abierto o cerrado que recibe las aportaciones de agua de otros conductos.
2.4 Descarga.

Es el conjunto de aguas residuales que se vierten o disponen en algin cuerpo receptor.
2.5 Muestra simple.

Es aquella muestra individual tomada en un corto periodo de forma que el tiempo empleado
en su extraccion sea el transcurrido para obtener el volumen necesario.

2.6 Muestra compuesta.

Es la que resulta del mezclado de varias muestras simples.

3.- APARATOS Y EQUIPO.

3.1 Recipientes para el transporte y conservacion de las muestras.

Los recipientes para las muestras deben ser de materiales inertes al contenido de las aguas
residuales. Se recomiendan los recipientes de polietileno o vidrio.

Las tapas deben proporcionar un cierre hermético en los recipientes y se recomienda que
sean de material afin al del recipiente. Se recomienda que los recipientes tengan una
capacidad minima de 2 dm?. (Litros).

3.2 Muestreadores automaticos.
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Se permite su empleo siempre y cuando se operen de acuerdo con las instrucciones del
fabricante del equipo muestreador dandoles el correcto y adecuado mantenimiento,
asegurandose de obtener muestras representativas de las aguas residuales.

3.3 Valvulas y accesorios.

Cada toma de muestreo debe tener una valvula de cierre que permita el paso libre de las
aguas residuales y de los materiales que puedan contener y proporcionar el cierre
hermético de la toma. Esta valvula y los accesorios necesarios para su instalacién, deben
ser de materiales similares a los de la toma y/o los conductos en que éstas se instalen.

3.4 Hielera o refrigerador.
3.5 Material comUn de laboratorio.
4.- IDENTIFICACION DE LAS MUESTRAS.

4.1 Se deben tomar las precauciones necesarias para que en cualquier momento sea
posible identificar las muestras. Se deben emplear etiquetas pegadas o colgadas, o
numerar los frascos anotandose la informacion en una hoja de registro. Estas etiquetas
deben contener como minimo la siguiente informacion.

Identificacién de la descarga. Numero de muestra. Fecha y hora de muestreo. Punto de
muestreo. Temperatura de la muestra. Profundidad de muestreo. Nombre y firma de la
persona que efectla el muestreo.

4.2 Hoja de registro.

4.2.1 Se debe llevar una hoja de registro con la informacién que permita identificar el origen
de la muestra y todos los datos que en un momento dado permitan repetir el muestreo.

4.2.2 Se recomienda que la hoja de registro contenga la siguiente informacion:

Los datos citados en el inciso 4.1.

Resultados de pruebas de campo practicadas en la descarga muestreada.

Cuando proceda, el gasto o flujo de la descarga de aguas residuales que se muestrea.

Descripcion detallada del punto de muestreo de manera que cualquier persona pueda tomar
otras muestras en el mismo lugar.

Descripcion cualitativa del olor y el color de las aguas residuales muestreadas.
5.- PROCEDIMIENTO.

5.1 Cualquiera que sea el método de muestreo especifico que se aplique a cada caso, debe
cumplir los siguientes requisitos.

3.2 Muestreadores automaticos.

Se permite su empleo siempre y cuando se operen de acuerdo con las instrucciones del
fabricante del equipo muestreador dandoles el correcto y adecuado mantenimiento,
asegurandose de obtener muestras representativas de las aguas residuales.
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3.3 Valvulas y accesorios.

Cada toma de muestreo debe tener una valvula de cierre que permita el paso libre de las
aguas residuales y de los materiales que puedan contener y proporcionar el cierre
hermético de la toma. Esta valvula y los accesorios necesarios para su instalacién, deben
ser de materiales similares a los de la toma y/o los conductos en que éstas se instalen.

3.4 Hielera o refrigerador.
3.5 Material comUn de laboratorio.
4.- IDENTIFICACION DE LAS MUESTRAS.

4.1 Se deben tomar las precauciones necesarias para que en cualquier momento sea
posible identificar las muestras. Se deben emplear etiqguetas pegadas o colgadas, o
numerar los frascos anotandose la informacién en una hoja de registro. Estas etiquetas
deben contener como minimo la siguiente informacion.

Identificacién de la descarga. Numero de muestra. Fecha y hora de muestreo. Punto de
muestreo. Temperatura de la muestra. Profundidad de muestreo. Nombre y firma de la
persona que efectla el muestreo.

4.2 Hoja de registro.

4.2.1 Se debe llevar una hoja de registro con la informacién que permita identificar el origen
de la muestra y todos los datos que en un momento dado permitan repetir el muestreo.

4.2.2 Se recomienda que la hoja de registro contenga la siguiente informacion:

Los datos citados en el inciso 4.1.

Resultados de pruebas de campo practicadas en la descarga muestreada.

Cuando proceda, el gasto o flujo de la descarga de aguas residuales que se muestrea.

Descripcion detallada del punto de muestreo de manera que cualquier persona pueda tomar
otras muestras en el mismo lugar.

Descripcion cualitativa del olor y el color de las aguas residuales muestreadas.
5.- PROCEDIMIENTO.

5.1 Cualquiera que sea el método de muestreo especifico que se aplique a cada caso, debe
cumplir los siguientes requisitos.

5.6.1 Se recomienda que las muestras sean compuestas (ver inciso 2.6), para que
representen el promedio de las variaciones de los contaminantes. El procedimiento para la
obtencién de dichas muestras es el siguiente:

5.6.1.1 Las muestras compuestas se obtienen mezclando muestras simples en volimenes
proporcionales al gasto o flujo de descarga medido en el sitio y momento del muestreo.

5.6.1.2 El intervalo entre la toma de cada muestra simple para integrar la muestra
compuesta, debe ser el suficiente para determinar la variacién de los contaminantes del
agua residual.
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5.6.1.3 Las muestras compuestas se deben tomar de tal manera que cubran las variaciones
de la descarga durante 24 horas como minimo.

5.7 Preservacion de las muestras.

Solo se permite agregar a las muestras los preservativos indicados en las Normas de
Métodos de Prueba.

5.8 Preservar la muestra durante el transporte por medio de un bafio de hielo y conservar
las muestras en refrigeracion a una temperatura de 277K (4°C).

5.9 Se recomienda que el intervalo de tiempo entre la extraccion de la muestra y su analisis
sea el menor posible y que no exceda de tres dias.
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