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1.0 INTRODUCCION

En las Gltimas décadas el problema de la contaminacidn del agua
se ha ido agravando debido al extenso uso de preparados deter-
gentes sintéticos para fines domésticos (Ledén, 1973) industria-

les, agricolas y otros (Mohnot, 1975; Cabridenc, 1979).

Con el nombre de detefgente se conoce a aquei]a formulacidén ca-
paz de eliminar manchas y suciedad ponié&ndolas en solucidn o
dispersién (Cabridenc, op cit.). Esta formulacién contiene tog
puestos activos 1lamados surfactantes y compuestos complementa-
rios que son los coadyuvantes, reforzadores, secuestradores,

cargas y aditivos.

En general, cualgquier molécula de surfactante posee una cadena
polar alifdtica que es hidrofflica y una parte aromdtica que es

hidroffbica; a esta dualidad se deben las propiedades de 1los de



tergentes.

Dependiendo de Tla naturaleza del grupo polar hidrofilico, se
conocen 3 tipos de surfactantes: anidnicos y catibénicos (in-

cluidos los anféteros) y no i6nicos.

Los Surfactantes Anidnicos representan a la mayoria de los pro
ductos utilizados para el lavado; entre ellos se encuentran
los de origen petrolifero: alquifsuldatos, alquiﬂbuﬂéonata5 y
alguilanilsul fonatos de cadena lineal o ramificada. Poseen
uno o varios grupos funcionales que se disocian en solucién

acuosa suministrando iones negativos.

Los Surfactantes CatiGnicos se emplean sGlo en aplicaciones es
peciales; son sales de amonio que poseen uno o varios grupos

funcionales que dan en solucién acuosa iones cargados positiva

mente.

Los Surfactantes AnfOteros poseen uno o varios grupos funciona
les y se ionizan dependiendo de las condiciones del medio, con

firiendo asf al compuesto el cardcter catifénico o aniénico.

Los Surfactantes no 1idnicos, no se ionizan en solucibn. Su

empleo estd reservado a ciertas aplicaciones como la industria

textil.



Debido a que l1os detergentes son arrojados a los cuerpos de
agua,modifican las propiedades fisicas y quimicas de la misma,
rompen el equilibrio ecol6qgico y alteran los procesos natura-
les de depuracidn (Koskova et at, 1979). Un dafic particular
de los detergentes es que son téxicos para Tos organismos acu§
ticos ain en bajas concentraciones y particularmente en el ca-
so de exposiciones crdénicas; ademds, pueden potenciar los efec
tos nocivos de otros contaminantés presentes en aguas natura-
les tales como el petrdleo y sus destiiados, anilinas, pestici
das, etc. {Cabridenc, op cit.). Asimismo, son la fuente prima

ria de contaminacidn por fosfatos (Koskova et al, op cit.).

Es sabido el poder contaminante de los detergentes anidnicos
como el ABS (afqudil bencen suffonato) y UBS (dodecilf bencen
sulfonato de sodico) entre otros, y de sus efectos téxicos y le-
tales a 1a fauna acudtica (Cabridenc, op ci@.; Martinez, 1971
Banerji, 1970; Mohnot, 1975; Hokanson, 19713 Abel, 1974; Broma-
ge, 1976; Marchetti, 1964; Eisler, 1972; Brown, 1978; Marchetti,
1965). Esto ha influido para que algunos paises cambien de es-
tas formu]dciones que no son biodegradables, a compuestos sus-
ceptibles de ser transformados por microorganismos a sustan-
cias mds simples, tal es el caso del LAS {(sulfonato de alquilo
Lineal) también conocido como Laurdif suffonato de sodic {Cabri-
denc, op cit.; Martinez, op cit.; Lépez, 1973). Sin embargo,
el efecto no tdéxico de este Gltimo compuesto,asi como de otros

tipos de detergentes biodegradables, estdi sujeto a discusidn



por parte de los especialistas. en tox{éidad dé\detergentes

(Abel, 1974; Abel ‘et al, 1975),

E!l primer jabdn artificial o détergente fue el di-=4Lsopropil
naftalen suffcnate, desarrollado en 1916 por el -alemdn Fritz
Gunther como respuesta a la dificultad para obtener grasas du-

rante la primera guerra mundial {(Waite, 1984) .

En 1932 se vendié en Estados Unidos el primer detergente de
uso doméstico, el cual fue elaborado en respuesta a la necesi-
dad de substituir el jabon en aquéllas dreas del pafis con aguas

duras (Waite, op cit.).

Los detergentes sintéticos fueron introducidos por primera vez
al mercado mundial en el afo de 1949 y riapidamente alcanzaron

un uso generalizado, sobretodo en el ambiente doméstico (Ledn,

op cit.).

Actualmente en México, la industria fabrica detergentes con
una base activa de DBS, adicionando algunos compuestos como
fosfatos, sulfato de sodio, colorantes, perfumes y blanqueado-
res entre otros. Petrfleos Mexicanos es el dnico productor de
DBS,el cual se elabora en las Refinerias de Azcapotzalco y ciu
dad Madero, Tamaulipas (Tabla I),pero la problemitica del uso
crecienté de detercentes propicifé que se 1levara a cabo una

prueba industrial en la planta "MU" de la refinerfa de Cd. Ma-



TABLA 1. CONSUMO APARENTE DE PBS (TON/ANO)

ARO .  TONELADAS
1980 115 039
1981 118 121
1982 141 521
1983 135 134
1984 125 767
1985 78 613

. 1986 103 405

Fuente: Subdireccidn de Estudios Econbmicos y
Planeacién, Instituto Mexicano del
Petr6ieo. (1986)

+ Valor estimado



dero, Tamps., con el propGésito de producir ABLS (Azqﬁil'bencen
2ineal sulicnato de sodio}l para sustituir al DDB (dodecif ben-
ceno) que a].su1fonarse y neutralizarse produce la base para
detergente, el DBS,de baja biodegradacién que es de produc-

cidn regular.

Para ello era necesario realizar una serie de estudios de bio-
degradacién, factibilidad econdmica, toxicidad etc., que permi
tieran establecer un criterio acertado para favorecer o no la
sustitucidn de detergentes no biodegradables a biodegradables

en nuestro pafs.

Por tanto, en el presente trabajo se realizé la comparacidén de
la toxicidad del detergente formulado a partir del ABLS, con-
tra el detergente correspondiente al DBS de produccién regular,
asf como la de sus respectivas bases activas, en la carpa Cy-

prinus carpdlo.

Este estudio se 1lev6 a cabo en el Laboratorio de Biotecnolo-
gia del Instituto Mexicano del Petréleo (IMP) y en el Laborato
rio de Invertebrados de la Facultad de Ciencias de la Universi

dad Nacional Auténoma de México {UNAM).

Dependiendo de los resultados del presente estudio y de una se
rie de trabajos mds sobre estos detergentes, en el ya menciona

do Instituto, se evaluard la conveniencia de cambiar la produc



cidén del ABLS para producir1o industrialmente como base de

los detergentes comerciales que se fabrican en México.

1.1 Antecedentes

La Titeratura que trata de l1os efectos de detergentes én peces
se basa principalmente en estudios efectuados en el extranje-
ro, sobretodo en Estados Unidos de Norteamérica, Inglaterra,

Alemania, Francia y algunos en Italia.

Lta informacidon que hay respecto a la toxicidad de los detergen
tes no biodegradables data de los afios 1957 a 1960 y para el
ABLS de 1962 a 1964, ya que en los Estados Unidos de Norteamé-
rica el cambio de proceso de detergentes no biodegradables a
biodegradables tuvo lugar en 1965 y en Alemania e Inglaterra

en 1966 (L6pez, op cit.).

En afios anteriores en nuestro pafs se usaba como base para de-
tergentes el ABS, actualmente se usa el DBS, ambos detergentes
anifnicos parecidos estructuralmente y no biodegradables, por
este motivo, 1os estudios realizados en México sobre este tema
se han basado en las comparaciones de toxicidad del ABS con
respecto al ABLS (Alquif bencen Lineal suffonato) asi como con
otras bases para detergentes del tipo A0S (ALquil oleffn sulfo
nato) en diferentes especies de peces (Tiflapia melanopleuna,

Satmo gaindnieni, Cyprinus canpio y Ctenopharyngodon idella).
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En el Instituto de Ingenierfa de la UNAM se realizaron estu-
dios acerca de "Los efectos de los detergentes sobre los peces
y plantas", encomendados por la Secretaria de Agricultura y Re
cursos Hidrdulicos (SARH) durante el perfbdo de 1973 a 1979.
A continuacién se citan los resultados obtenidos, las bases pa

ra detergentes usadas, asi como las especies seleccionadas.

Los estudios realizados por LOpez et al, 1973, usando ABS, LAS
y sus detergentes comerciéles, mostraron que é&stos (Gl1timos no

producen efectos mortales en C. carpio en las concentraciones

de 1 a 22 mg/1, sin embargo, se obtuvieron valores de LTm {LE-
mite de Toferancia medio) a las 96 horas para las bases acti-

vas de 18 mg/1 para ABS y de 5 mg/1 para ABL, 1o que indica

que esta Ultima base es mucho mds téxica.

En 1974, Lépez et al, estudiaron los efectos de algunos deter-
centes en €. canpdio, Tifapia melanopleura y Salmo gadlndnierd

encontrindose 10s siguientes LTm: (Tabla II).

En 1978, Flores et al, realizaron estudios con los detergentes
anteriores en carpa herbivora Ctenopharyngodon {delffa, observan

dose las siguientes LTm a 96 hr: (Tabla II1).

Otros ensayos sobre esperma y huevecillos de charal demuestran
que 1 y 2 mg/1 de detergentes de los tipos mencionados anterior

mente, reducen la movilidad del esperma y la fecundacidn se ve



TABLA

IT. RESULTADOS PARA EL LTn OBTENIDOS POR LOPEZ ET AL.,
DE INGENIERIA,

SURFACTANTE

A0S
A0S
ABS
'ABL
ABS
ABL
ABS

-ABL

ABS
ABL
ABS
ABL

comencial
con enzimas

comereLal
con enzdimas

comenrcial
comencial
comenrcLal

comercial

UNAM

ESPECIES PROBADAS

Cyprinus carpio
Tikapia melanopleura
T. melanopleunra

T. melanopleunra
Salmo gadinrdniens

S. gaindnieni

C. canpio
C. carpio

T. melanopleunra
T. melanopleunra
8. gadindniend

S. gaindniend

1974, INSTITUTO
RESULTADOS
(mg/1)

LTm - 24 hn 3.2
LTm - 96 ha 2.0
LTm - 96 hn  37.0
LTm - 96 ha "23.0
LTm 96 ha 5.5
LTm - 96 ha 1.0
LTm 24 hn 12.5
LTm - 24 hn 5.4
LTm - 96 ha 23.0
LTm 26 ha 4.6
LTm - 96 ha 7.0
LTm - 96 hn 5.5
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TABLA III. RESULTADOS PARA EL LT, OBTEMIDOS POR FLORES ET AL.,
1978. INSTITUTO DE INGENIERIA, UNAM.

SURFACTANTE LTm-96 hn
{mg/1
ABS 5.4
ABS comenrcial 10.2
ABS comencial ccon 15.6
enzimas
LAS 10.2
LAS comercial 5.2
LAS comenrcial con 10.2
enzimas

afectada en un 20 a 30% con las mismas concentraciones. En con
centraciones de 7 a 10 mg/1 se observa una aceleracién en la

eclosidén de 1os huevos (Flores et al, op cit.).

Estudios letales con alevines de carpa herbivora indican que es
1a concentracién y no el tipo de detergente 10 que afecta el

desarrollo normal de estos organismos (Flores et al, op cit.).

En México se encontrd que no existen estudios histopatolégi-
cos formales con respecto a la toxicidad de los detergentes en

peces.

En un s6io estudio (Lbépez, 1979) se muestran idnicamerte fotogra

fias de cortes histoldgicos de branquias, sin descripcidn de
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1os dafios causados por los detergnetes y sin mencionar la téc-

nica de tincidén utilizada.
1.2 Obfetivos
E1 presente trabajo tiene como objetivos:

- Determinar la toxicidad aguﬁa de 1os ingredientes activos
DBS, ABLS, MIXTO (82.2% DPBS + 17.3% ABLS) y de 1o0s deter-
gentes comerciales fabricados a partir de ellos, en la

carpa C. caapio.

- Observar el dafic causado .por los detergentes formulados
comerciales a nivel tisular en branquias, higado y rifén,

por ser estos de los 6rganos mds susceptibles de resultar

afectados.



2.0 MATERIALES Y METODOS

El método usado para evaluar ta toxicidad de ios detergentes y
de sus bases activas fue el de Bioensayo a corto plazo, debido
a que es un método cuantitativo conocido y estandarizado que
permite evaluar la toxicidad de cualquier producto, es decir,
permite determinar un valor que refleje el efecto de un produc
to con una respuesta observable y cuantificable en un cierto
periodo de tiempo (Spraque, 1970 y 1973; Stepharn and Mount,
1973; Cairns, op cit.; APHA-AUWA-WPCF, 1982; Comité de Métodos
para Pruebas de Toxicidad... EPA, 1974}. '

Es comdn utilizar peces en este tipo de pruebas de toxicidad,

por ser organismos individualmente sensibles que se encuentran
permanentemente expuestos a desechos de efluentes, contaminan-
tes disueltos o particulados, etc., con una capacidad minima

para eliminarlos (Erichsen, 1964; APHA-AWWA-WPCF, op cit.).
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Los criterios usados en la seleccidn de C. caapio para estu-
diar el efecto de los detergentes y de las bases activas fue-

ron los siguientes:

Es una de las especies sugeridas para hacer estudios de toxici

dad (APHA-AWWA-WPCF, op cit.).
Amplia distribucién y consumo en nuestro pafs.

Fdcil manejo, biotecnologia de cultive desarrolliada, gran adap
tabilidad a condiciones ambientales, aceptabilidad de alimento
especial etc. (L6pez, op cit.; Gutiérrez, 1980; Secretarfa de

Pesca, 1982).

Los peces C. caxapio utilizados se encontraban en estado juve-
nil (de 3 a 7 cms de longitud) y provinieron del Centro Pisci-
cola Tezontepec de A]dama, Hgo., los cuales fueron transporta-
dos al laboratorio en bolsas de plastico de 16 x 30 cms con

previa inyeccidén de oxfgeno.

La aclimatacidén de los peces se Tlevd a cabo en peceras de 20 £
de'capacidad, a las que se agregd agua de manantial del Centro
Piscicola transportada en tres recipientes de polietileno con
capacidad aproximada de 200 1 cada uno. La aclimatacién se
realizé en un periodo de 10 dias, antes de 1a iniciacidn de los

bioensayos, durante el cual los peces fueron alimentados con alj
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mento comercial en escamas marca "Tetra Pérez".

£1 porcentaje de mortalidad de tos peces durante la aclimata-
cion fue menor al 10%, porcentaje que se encuentra por debajo
del 1imite aceptable para un lote de peces sujetos a estudios

de toxicidad (APHA-AWWA-WPCF, op cit.; EPA, op cit.).

Una vez terminado el periodo de aclimatacifn, se procedid a

efectuar los bioensayos aplicando el método de bioensayo suge-
rido por Cubillas, 1982; APHA-AWWA-WPCF, op cit; Sprague, 1973
(ASTM); Stephan and Mount, 1973 (ASTM); Peltier, 1978; y Comi
té de Métodos para Pruebas de Toxicidad con Organismos Acudti-

cos (EPA), 1975.

E1 procedimiento consiste de dos pruebas conocidas como bioen-
sayo exploratorio (0 a 24 hr de duracidén) y bioensayo final o
formal (0 a 96 hr de duracidén}, en las cuales ltos organismos
con los que se va a experimentar, en este caso 10s peces, se
‘'sujetan a una serie de diferentes concentraciones de un téxico

conocido o probable, en este caso el detergente.

l.as bases o los ingredientes activos y los detergentes formula

dos comerciales usados en este estudio fueron Jlos siguientes:
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2.1 1Inghredientes activos

Ingrediente activo AlLquif Bencen Lineal Sufionatce de Sodio
{ABLS). Se obtuvo a partir del ALguil bencen 2ineal ABL, de
la planta "MU" de Ciudad Madero Tamaulipas de Pemex, que al
sulfonarse y neutralizarse a escala laboratorio se obtuvo el

ABLS con pureza de 40.32%.%

Ingrediente activo Dodecil Bencen Sulfonato de Sodio (DBS).
Se obtuvo a partir del dodecif bencen {DPDB} de produccidn re-

gular, con pureza del 39.4837.

Ingrediente activo mixto (17.3% ABLS + 8§2.2% DBS}

Origen de planta industrial con pureza del 57.67%+‘
2.2 TDetengentes fornmulados comerciales

Detergente Formulado ABLSF

Como no fue posible obtener esta muestra a escala industrial,

el. ABL se sulfon6é y neutralizd a escala jaboratorio para obte

+ Material e Informacién proporcionados por la Divisién de
Procesos Petroquimicos de ta Subdireccidn de Tecnologia de
Refinacién y Petroquimica del Instituto Mexicano del Petrd
leo.
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ner el ABLS y con la adicién de otros compuestos que Se mencio

nan en la Tabla IV se prepard el detergente formulado ABLS,

para lavado de ropa.
Detergente formulado FAB LIMON DBSF

Se obtuvo a escala industrial a partir del ingrediente activo
DBS, adicionando otros compuestos (Tabla IV) que dieron como

resultado el detergente fbrmulado Fab Limé6n DBSF para lavado

de ropa.

Detergente formulado Mixto FAB LIMON MIXTO.
Se obtuvo anadiendo 17.3% del ABLS y 82.2% del DPBS y con la
adicién de otros compuestos sefialados en la Tabla IV se gene-

ré industrialmente el detergente formulado Fab Limén Mixon

para lavado de ropa.
2.3 Bioensaye exploratonio

En el bioensayo exploratorio estdtico (0-24 hr) se evaluaron
1as‘concentraciones de 1,5,10,100,200 y 500 mg/1 para cada ti-
po de base activa y de detergente formulado comercial de mane-
ra independiente, con un testigo y una prueba original de tres
peces para cada concentracifén, repartidos individualmente en

peceras de 8 1 de capacidad ilevadas a un volumen de 5.5 1 con



TABLA 1V. DETERGENTES FORMULADOS

COMPUESTOS , ABLS, 08S MIXTO,
(porcentajg)

Ingrediente activo 17.1 21.2 ‘ 19.6
Sulfato de sodio 45.9 41.8 43.4
Tripolifosfato de

sodio ) 20.5 20.5 20.5
Silicato de sodio 7.5 7.5 . 7.5
Perfume y color 1.0 1.0 1.0
Humedad 8.0 8.0 8.0

Lt
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aeracidén artificial durante todo el experimento.

A partir de los resultados obtenidos en los bioensayos explora
torios se procedid a determinar las concentraciones a utilizar
en los bioensayos finales o formales, para cada tipo de base

activa asi como para los detergentes comerciales.
2.4 Bioensayo final o formal

E1 bioensayo final estdtico a corto plazo (0-96 hr) se realizé
con las concentraciones obtenidas a partir del bioensayo explo
ratorio que se muestran en 1a Tabla V, utilizando una prueba
original, una réplica y un testigo con cinco peces para cada
prueba, repartidos individuaimente en peceras de 8 1 de capaci
dad, llevadas a un volumen de 5.5 1 con aeracidn artificial.

{(lamina 1)

2.5 Panrdmetros de toxicidad

Como parametros de toxicidad se cpnsideraron los siguientes:
Concentracidn Letal Media (CLSO). Concentracién en la cual el
50% de 1o0s organismos expuestos al tédxico mueren en un tiempo

especifico de observacién. Por ejemplo CLSo - 96 ha.

Este pardmetro de toxicidad fue evaluado Gnicamente para los

detergentes formulados comerciales.






TABLA V. CONCENTRACIONES DE L0S DETERGENTES COMERCIALES USADAS
EN LOS BIOENSAYOS: . FINALES O FORMALES

ABLSF DBSF MIXTOF
(mg/2) {mg/2}) - Img/e)
50 75 ) 110
75 g5 130‘;
125 115 .. 150
150 135 170
"175 - 155 - o ‘190

61
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Limite de Tolerancia Medio (LTm). Tiempo especifico de sobre-
vivencia del 50% de 1a poblaciéon de los organismos sometidos a

prueba, en una concentracién previamente conocida del contami-

nante.

Este pardmetro de toxicidad fue evaluado dnicamente para los

ingredientes activos con las siguientes concentraciones:

ABLS - 16.86 mg/t
DBS - 22.31 mg/L
MIXTO - 26.19 mg/e

Las concentraciones usadas para determinar el LTm fueron calcu
ladas a partir de la CLSO - 96 ha., de cada uno de los detergen

tes usados dependiendo del contenido y pureza de 1os ingredien

tes activos.

Para conocer la cantidad del ingrediente activo puro, conteni-

do en la CL50 - 96 hn. de Tos detergentes formulados se hizo

1o siguiente:

. &b
100
donde:.
x = cantidad del ingrediente activo puro en mg/l

a = CLSO - 94 hn de cada uno de 1os detergentes formulacdos
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b = porcentaje del ingrediente activo contenido en cada uno
de los detergentes formulados comerciales sometidos a

prueba.

Para calcular la cantidad de ingrediente activo requerido para

realizar lTa determinacion del LTm se realizd 1o siguiente:

x-100
y =
P
donde:
y = cantidad de ingrediente activo requerido
x = cantidad de ingrediente activo puro
p = pureza del ingrediente activo en porcentaje.

Curvas asintdéticas de toxicidad. En ellas se muestran las re-
laciones toxicas de 1a concentracién letal del producto nocivo
con respecto al tiempo del experimento.

Para 1a determinaci6n de los pardmetros de toxicidad menciona-

dos se siguieron l1os siguientes pasos:
CLSO concentracidén letal media:

Se graficé en papel semilog la concentracidén del detergente
formulado (escala logaritmica) contra porcentaje de sobrevi-
vientes (escala milimétrica) para los diferentes tiempos de ex

posicibén de los peces (Cubillas, op cit.).
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Se realiz6 un ajuste de la curva usando regresidn lineal. Se
obtuvo el logaritmo en base 10 de la concentracidn del deter-

gente para poder obtener una regresidén lineal.

Se hizo una interpolacidn para conocer la concentracidn letal
con un 50% de sobrevivientes y posteriormente se obtuvo el

antilogaritmo de este valor, teniendo como resultado la CL50.

Los puntos anteriores se elaboraron tanto para el experimento
original como para el experimento réplica. Se obtuvo el prome
dio de ambos resultados, siendo &ste el que se observa en las

Tablas de resultados.

Se calculd el limite de confianza al 95% para la CLSO‘

Limite de Tolerancia Medio LTm

Se graficé el porcentaje de mortalidad (escaia probabilistica)
contra el tiempo de duracién del bioensayo en horas (escala 1o
garitmica). E1 valor del LT, se obtuvo interpolando el 50% de
mortalidad con el tiempo correspon&iente, segiin 1o indica el

método grafico.
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Curvas asintéticas de toxicidad

'
Para obtener las curvas asintﬁticas de toxicidad se graficé en
papel logaritmico 1a duracidn del experimente (horas.o dfas)
contra las concentraciones letales medias de cada uno de los
detergentes formulados comerciales.

2,6 Categorizaciln de Los Indices de toxicidad

La calificacidfn de los fndices de toxicidad se determind de
acuerdo a la publicacién técnica especial de la ASTM (Cairns,

op cit.) en los siguientes rangos:

"Parcialmente no téxicos" con un umbral agudo letal arri

ba de 1¢ 000 mg/1 o aproximada

mente 1%
"Ligeramente téxico® con un umbral de 1000 a 10 000
mg/1
"Moderadamente toxico” . con un umbral de 100 a 1000
mg/1
"Téxico" s con un umbral de 1 a 10€ mg/1

"Muy t6xico" con un umbral inferior a 1 mg/1
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2.7 Deilenminacibn de parfimeinos fisicoquimicos

Con objeto de cuantificar las caracteristicas fisicoquimicas
del agua utiiizada durante los bicensayos, se realizaron medi-
ciones de los siguientes pardmetros: temperatura, conductivi-

dad, salinidad, oxigeno disuelto, potencial hidrbceno y dure-

Za.

La temperatura se determindé empleando termémetro de mercurio

de -10 a 50°C marca Brand.

La conductividad se midié con un concuctimetro marca Bridge mo

delo 31.

La salinida¢ se obtuvo por el método indirecto de Richards,
1977.

E1 oxTgeno disuelto se determin6 mediante el método Winkler o
método Yodométrico modificado con azida de sodio segln APHA.
También se determin6 mediante métcdos electrométricos utilizan

do un Oximetro New Brunswick Scientific.
E1 pH se midié mediante un potencidémetro Corning modelo 1Z5.

Por G1timo, la dureza se obtuvo siguiendo 1a metodologia indi-

cada por APHA.
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Estas mediciones se realizaron al inicio y final de cada bioen

sayo.
2,8 Estudios histolbgicos

Estos estudios se realizaron como parte complementaria a los
bioensayos, con la finalidad de observar el dafio causado por
los detergentes a nivel tisular en branauias, higado y rifién,
selecciondndose estos 6rganos rnr ser de Tos més susceptibles
a ser dafiados por tdxicos, especialmente las branquias debido

a su contacto directo con los detergentes.

Se realizd la diseccidn de Tos peces sometidos a las concentrgA
ciones madxima y minima utilizadas en los bioensayos formales
para cada detergente (Tabla V). "Esta se efectio empleando un
microscopio estereoscopico Wild modelo M5 inmediatamente des-

pués de su muerte.
" Adem&s, se realizd la diseccién de peces testigo con el objeto
de obtener l1os mismos O6rganos necesarios para la histolcgia nor

mal.

La histologia (normal y patoldgica) se 1levé a cabo tomando 3

peces de cada concentracién y 3 peces testigo.

Para las branquias en particular, se tomaron 2 laminas branquia
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les (una de cada lado) siendo éstas Tas terceras en posicidn de

afuera hacia adentro ce la cavidad branquial.

Los 6rganos fueron fijados en formol al 10%, manteniéndose un
minimo de 24 hr. Posteriormente se lavaron con agua corriente
durante 12 hr. minimo, para continuar con la técnica de inclu-

sidén en parafina (Estracda et al, 1982).

La parafina'empLeada tuvo un punto de fusidén de 56 a 58°C y su
presentacién fue en escamas. Se obtuvieron cortes con un gro-

sor de 7u en un microtomo rotatorio American Optical.

La técnica de coloracidon usada fue 1a de Hematoxilima-Eosina
(hematoxilina de Harris-eosina alcohdélica) segin Estrada, et

a], op cit.

Esta es una técnica sencilla que permite resaltar las caracte-
risticas generales de las cé&lulas en un tejidc, ademds de ser
una de las mas utilizadas en estudios histoldgicos ¥y en traba-

jos comparativos de toxicidad con detergentes (Eisler, op cit.)

Los tiempos de tincién empleados fueron: (minutos)

Hematoxilina ------ Eosina
Branquias 3 1.00
Higado 3 0.50

Rifidn 3 0.45
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.

Una vez que se obtuvieron las preparaciones correspondientes,
se continué con el estudio histoldgico utilizando un microsco-
pio 6ptico American Optical modelo microstar, acemds de selec-
cionar los campos mis representativos de cada concentracién y
de cada O6rgano para tomar las fotografias corresponﬁientes,
mismas que se elaboraron en el Laboratorio de Microcine de la
Facultad de Ciencias, UNAM.. Estas fotografias sirvieron para
apreciar mejor las comparaciones entre la histologia normal y
la patoldégica al observar el cambio ocasionado por efecto de

Jos detergentes.



3.0 RESULTADOS
3.1 Bioensdayes de toxdlcddad

En el diacrama de flujo 1 se muestra el procedimiento seguido
para la realizacién de las pruebas de toxicidad que incluyen-
una primera etapa de bioensayos y una segunda de histologfa

con cortes histoldgicos normales y afectados,

Alcunos datos meristicos de 1os peces sometidos a bioensayos
de toxicidad se muestran en la Tabla VI, con el propdsito de
sefialar cuales fueron sus caracteristicas particulares y de
mostrar que éstos se encontraron dentro del tamafio y condicio-

nes adecuadas para ser usados experimentalmente.

Los valores promedio de los pardmetros fisicoquimicos determi-~

nados durante la realizacidn de los bicensayos con detergentes
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formulados e ingredientes activos, se presentan en la Tabla
VI1. Los resultados observados muestran que_e] agua u;ada en
1a realizacidn de las pruebas de toxicidad fue la adecuada pa-
ra la especie seleccionada y cue los cambios ocurridos en los

parametros fisicoquimicos fueron debidos a 1la presencia de los

detergentes.

E1l registro de los peces sobrevivientes en los bjoensayos ex-
ploratorios usardo detergentes formulados comerciales se mues-
tra en la Tabla VYIII, con el fin de determinar las concentra-
ciones a las cuales se llevaron a cabo los bioensayos finales.
En la grdfica 1 se observan las CL50 preliminares obtenidas a

partir de 10s bioensayos exploratorios.

Las concentraciones usadas en la determinacidon de las Clep,
asi como el registro de peces sobrevivientes con los detercen-
tes formulados'ABLsF, DBSF y MIXTOF en Tos diferentes tiempos
de exposicién, se observan en las Tablas IX, X, y XI respeﬁti-
vamente. Las ClL;, encontradas, con intervalos de confianza al

95%, se muestran en las ardaficas 2, 3 y 4.

Lag CLso encontracas de los 3 detergentes foqulados comercia-
les usados en los diferentes tiempos de exposiciEn, se resumen
en la Tabla XII, en la cual se observa gue el ABLSF fue el de-
tergente formulado mds téxico por presentar una concentracitn

letal media (96 hr) de 3 y casi 5 veces menor que el DBS. y
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MIXTOF respectivamente; esta toxicidad del ABLSF ya se habfa

hecho evidente desde los bioensayos exploratorios.

La gr&fica 5 presenta las curvas de toxicidad de cada uno de
los detergentes formulados en donde se observa claramente la
mayor toxicidad del ABLSF. siguiendo en orden decreciente el

DBS. y el MIXTO..

Con el propésito de observar la toxicidad entre los ingredien
tes activos (ABLS, DBS y MIXT0) y de comparar la toxicidad de -
éstos con los detergentes formulados, se realizd un bioensayo
final para determinar el LT de Tos ingredientes activos cuyo

registro de mortalidad se muestra en la Tabla XIII.

Los valores de LTm de los ingredientes DPBS y MIXTO no se pudie
ron determina; durante las 96 hr. debido a gque no se presentd
una mortalidad igual o mayor al 50%, sin embargo se obtuvo un
valor de 60% para el ABLS, lo que demuestra que éste es el in-

grediente activo mas tdéxico de los tres. Grafica 6.

La comparacidn formal de detergentes formulados contra ingre-
dientes activos se analizard posteriormente en la discusién de

resultados.

E1 registro del porcentaje de peces afectados durante los bio-

ensayos finales con detergentes formulados e ingredientes actji’



vos, utilizando las concentraciones mds bajas empleadas en los
bioensayos formales con detergentes formulaéos, se indica en

la TABLA XIV.

Se consideré como pez afectado a todo aquél que presentara
cualquier cambio, modificacién o alteracidn en su conducta nor
mal. Estas alteraciones de conducta se muestran en la Tabla
XV que sefiala 1a sintomatologia manifestada por la exposicidn
de las carpas a los detergentes formulados e ingredientes acti

vos.

Los sintomas que se presentaron durante todo el experimento
fueron el boqueo continuo y movimientos constantes del opércu-

1o, siendo mas acentuados en las primeras 4 hr. de exposicidn.

La presencia de mucus de la epidermis y branquias se manifestd
{inicamente durante las 2 primeras horas de exposicién, espe-

cialmente en el ABLS ¥y ABLSF.

La pérdida del equilibrio se observd como promedio depués de

las 4 hr de exposicién.

Algunos peces se mantuvieron estdticos en la superficie y fon-
do de 1a pecera antes y a partir de 1as 24 hr de exposicidn

respectivamente.
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Como sintoma de una muerta préxima, alcunos peces presentaron

movimientos bruscos y acelerados en posicidn vertical.

Se considero 1a muerte del pez en el momento en el que cesé el

movimiento opercular.

Finalmente, la catecorizacidn téxica de 1os diferentes deter-
gentes e inoredientes activos usados, en funcién de las CLSO Yy

del LTm encontrados a 96 horas, se muestra en la Tabla XVI.

TABLA VI. CATOS MERISTICOS DE LOS PECES* SOMETIDCS A BIOENSA
YOS DE TOXICICAD

Fromedio Desviacidn Estdndar
PARANETRO X . ST
Peso (gr) 3.25 1.02
Longitud
Patrén (cm) 4.58 0.58
Longitud

Total (cm) 5.78 0.70

* Poblacién total = 350 dndividuos.



TABLA VII. PROMEDIO DE LOS PARAMETROS FISICOQUIMICOS DEL AGUA USADA PARA LOS BIOENSAYOS

FINALES DE TOXICIDAD DE LOS DETERGENTES FORMULADOS COMERCIALES Y SUS INGRE-
DIENTES ACTIVOS EN Cyprinus carpio.

Parametro pH Temperatura Dureza Salinidad
Detergente (°c ppm CaCOg ppm
X ST X SoT
ABLS, * 8.46 0.18 20+ 2 76.44 1.97 780
ABLS* . 8.55 8.02 20+ 2 187.50 57.28 620
DBS 7.58 2.43 20+2 72.21 8.77 800
UBS* 8.44 0.04 20 + 2 125.00 0 620
MD(TOF 8.51 0.24 20+ 2 68.92 2,32 800
MIXTO* 8.39 0.06 20 + 2 156.20 54.13 €40
Testigo 8.15 - 0.15 20 + 2 69.35 7.07 670

* Ingrediente activo

ve



TABLA VIII. REGISTRO DE SOBREVIVENCIA EN LOS BIOENSAYOS EXPLORATORIOS PARA
DETERMINAR LA COHCERTRACION LETAL MEDIA {CLgg) DE LOS DETERGEN
TES FORMULADOS, EN Cypadlnus caxrpdo

Concentracion % DE SOBREVIVENCIA
Detergente KBLSF DBSF MlXTOF

mg/1

1 100 100 100

5 100 100 100

10 100 100 100

100 33 67 100

200 0 0 0

500 0 0 0

GE
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Grafica No. 1.

Concentraciones Letales Medias {CL;,) para Cyprinus

canpio obtenidas en el bioensayo exploratorio
para los detergentes comerciales
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TABLA IX. REGISTRO DE SOBREVIVENCIA DE LOS BIOENSAYOS FINALES PARA DETERMINAR LA CLgg DEL DETERGENTE
FORMULADO COMERCIAL FABRICADO CON LA BASE ACTIVA {

Concentraciones
mg/1)
50
75
125
150
175

Clgy
Intervalos del

1imite de con-
fianza al 95%

-

Experimento

original
réplica
original
réplica
original
réplica
orioinal
réplica
original
réplica
original
réplica

No. de peces
sometidos a
prueba

[LYT RN TR TS R R Y]

100
60

80
40

80
40

20

60

131.11
71.36

114.24
88.24

80

60

60

10

30

101

Valores obtenidos por método grdfico en papel logaritmico

80
60

40
40

40
40

20
0
40

92.95
71.16

85.97
78.2
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TABLA- X.

Con;entraciones
(mg/1}
75
95
115
135
155

Clgg

Intervalo de
confianza al
95%

FORMULADO COMERCIAL FABRICADO CON LA BASE ACTIVA DBS, EN Cyprinus ecanpio.

Experimento

original
réplica

original
réplica

original
réptica

original
réplica

original
réplica

original
réplica

superior

inferior

No. de peces
sometidos a

prueba

Mo e ;e i T

2
100

100

100
100

80
100

80
100

60
40

190.63
144.69

213.6
121.8

100

100

90

100

100

100
60

80
100

80
40

40
40

150.93
105.65

163.5
113.3

%
X

100

80

90

60

40

138

DE  SOBREVIVIENTES

24
100
80

100
40

80
40

80
60

40
40

150.97
105.65

173.6

83.3

X

90

70

60

70

40

128

a8

80
60

80
40

80
40

80
60

20
40

126.07
96.17

141.0
81.2

HdizAs
X

70

60

60

70

30

111

72

80
60

80
40
80
20
80
60
20
20

126.07
83.97

147.1
62.9

70

60

50

70

20

105

REGISTRO DE SOBREVIVENCIA DE LOS BIOENSAYOS FINALES PARA DETERMINAR LA CLzy DEL DETERGENTE

‘96
80

60
80
40
80
20
- 80
60

20
20

126.02
83.96

147.1

62.9

70

60

50

70

20

105



Concentraci6n-del detergente (mg/1}
{Escala Jogaritmica)
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Gr&fica No. 3. Concentracifn Letal Media (ClLsg) para Cypriimus carpdo en
diferentes tiempos de exposicidn en el detergente formu-
lado comercial DBSp



TABLA XI. REGISTRO DE SOBREVIVENCIA DE LOS BIOENSAYOS FINALES PARA DETERMINAR LA CLsg DEL DETERGENTF
. FORMULADO COMERCIAL FABRICADDO CON LA BASE ACTIVA MIXTA EN Cyprinus carnio.

Conc?nt;?t):iones Experimento No. d;edpeces % DE SOBREVIVIENTES EN HORAS
mg. sometidos a
prueba 2 X 4 X 24 X a8 X 72 X 96
original 5 . 100 80 60 60 60 60
110 © réplica 5 80 90 80 80 80 70 80 70 80 70 80
original 5 100 60 60 60 60 60
130 réplica 5 80 % 40 50 0 50 40 50 40 50 40
original 5 80 80 80 80 80 80
150 réplica 5 80 80 80 80 80 80 80 80 80 80 20
original 5 0 0 0 0 0 0
170 réplica 5 20 10 20 0 20 10 20 10 20 10 20
original 5 60 0 0 0 0 0
190 réplica 5 20 40 20 10 20 10 20 i0 20 10 20
original 157.18 143.45 141.19 141.19 141.19 141.19
Clsg réplica 152.2 154 145075 195 145075 183 145075 193 qa5i7s 183 145075,
-Intervalos del superior 159.7 146.9 148 148 ‘148 148

1imite de con-
fianza al 95% inferior 149.7 148.3 139 139 139 139

70
50
80
10

10



Concentracidn del detergente (ma/1)
(Escala logaritmica)
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Grifica No. 4. Concentracién Letal Media (CLsgl para Cypriws carpic
en diferentes tiempos de exposicién en el detergente
formuiado comercial MD(TOF
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TABLA XII. CONCENTRACIONES LETALES MEDIAS (CLsp) PARA DIFERENTES TIEMPOS
. DE EXPOSICION EN LOS DETERGENTES FORMULADOS COMERCIALES, EN
Cyprinus carpio

Tiempo de Exposicidn ABLS, - 7DBSg MIXTO,.
horas :

(mg/1)  (mg/1) (mg/1)

2 101.2 167.7 154.7

4 82.0 138.4 144.6

24 46.0 128.3 143.5

48 ‘ ~46.0 111.1 143.5

72 31.0 105.0 143.8

96 31.0 105.0 143.5

13
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TABLA

ABLS

0BS

MIXTO

XITI.. REGISTRO DE MORTALIDAC,EN LOS BIOENSAYOS PARA DETERMINAR LT,
DE LOS INGREDIENTES ACTIVCS ABLS, TES Y HIXTO EN Cyprinus

carpio.
Concentracién (mg/1) PORCENTAJE DE MORTALIDAD (hr) er
2 4 24 48 72 96
16.36 0 60 6C 60 60 60 3.4
22.31 0 20 1] 490 40 } 40 >96
28.19 0 0 20 20 20 20 >26

St
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Grifica No. 6.
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TABLA XIV.

ABLSF

DBS
MIXTOF
ABLS
DBS

MIXTO

REGISTRO DE PECES AFECTADOS DURANTE LOS BIOENSAYOS UTILIZANDO DETER
GENTES FORMULADOS E INGREDIENTES ACTIVOS EN Cyprdinus carpio.

Concentracidn PORCENTAJE DE PECES AFECTADOS (hr)
(mg/1)

0.5 _ 1.0 96

50 _ 100 " 100 100

75 100 100 100

110 50 60 100

16.86 T 100 ) 100 100

22.31 100 100 100

28.19 k 100 100 100

Ly



TABLA XV. SINTOMATOLOGIA CE Cyprinus carpio DURANTE LA REALIZACION
TOXICIDAD DE INGREDIENTES ACTIVOS Y DETERGENTES

Frecuencia del Sintoma en el Detergente

SIHTOMAS Formulado Comercial
M1 )(TOF D&QF AB LSF
Boqueo continuo (1) hdoiiel bbbl ARRN

Presencia de mucus en

1a epidermis y branquias(2) *x o -
Movimientos rapiuos y

continuos de las

aletas pectorales (1) arn *xxx praes
Desplazamientos lentos (5) bkl bbb d TRAN
Pérdida del equilibrio (3) b ke P,
Sin desplazamientos(en :

el fondo de la pecera) (4) *ax -y TS

Sin desplazamientos (en
Ja superficie de la

pecera) (6) ok rw ey

Movimientos continuos : .

del opérculo (1) whw e Py

Movimientos acelerados

(bruscos y alocados)  (5) *% il e

Posicién vertical (a) i > il

1) Se present6 durante todo el experimento,siendo mds acentuado en las haalolad
primeras 4 hr.

2) Se present6 Gnicamente durante Yas 7 primeras hr. del experimento i

3) Se presentaron después de las 4 hr. de exposicidgn

4) Se presentd a partir de las 24 hr. de exposicidn i

5) Posteriormente ocurrid 1a muert>

6) Se presentd antes de las 24 hr. de exposicidn *

DE LOS BIOENSAYOS FORMALES DE

Frecuencia del sintoma en el ingre-

diente activo
MIXTO

P

KhAN

*w

*RRN

e

e

e

Sintoma presente
arroximadamente
Sintoma presente
aproximadamente
Sintoma presente
aproximadamente
Sintoma presente

UB8S ABLS

il s ] tekeley

Ll g

Nhhk Ri ot

Hekew R

" *k

WhAW *hAk

ke £ 13

i R

Eid L]

ke o

en el 100% de la poblacién
en el 75% de 1a poblacién
en el 50% de la poblacifn

en

el 25% de 1a poblacién



TABLA XVI. CATEGORIZACION TOXICA PARA LAS 96 HORAS DE LOS DIFERENTES DETERGENTES E
INGREDIENTES ACTIVOS USADOS

DETERGENTES E PARAMETRO DE CATEGORIA DE
INGREDIENTES ACTIVOS TOXICIDAD EVALUADO TOXICIDAD
ABLSF CLSO Téxico
' Moderadamente
UBSg Clgy téxico
Moderadamente
MIXTOF ) Clsy ) o téxico
ABLS LTm . Téxico
DBS ) LTm ~--
MIXTO LT -

-~ No se pudo determinar

11}
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3.2 Estudios histolbgicos

A continuacitn se presenta una breve descripcibn de los drga-
nos usados en los bicensayos de toxicidad, con el objeto de
facilitar la observacidn e identificacidn de l1os dafios causa-
dos por efecto de 1os detergentes, ya que no es propSsito de
este trabajo el mostrar un estudio detallado de la histologfa:

de los Organos empleados,

Branquias .

La carpa, como telefsteo que es, tiene 5 pares de arcos bran-
quiales, cada arco estd formado por delgadas 1&minaé branquia-
"1les que se dividen a su vez en laminillas. La superficié de
éstas estd cubierta por una doble capa de c&lulas epiteliatles,
por una gran cantidad de capilares y pbr células pilares. EI
lumen de los capilares se encuentra ocasionalmente ocupado por

eritrocitos, las células pilares delimitan o rodean a l10s capi

Jares.-

Entre las ladminas branquiales se encuentran células interlame-
lares y en los espacios de éstas se hallan las glédndulas muco-
sas que aunque no se presentan constantemente en todos los es-

pacios, s7 tienen un arreglo ordenado.

En cortes longitudinales, se observan filas de cartflago hiali
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no corriendo'a 1o Jarge y al centro de cada 1dmina branquial;
perpendicularmente a ellas :y superior al inicio del arco bran
quial se encuentra tejido conjuntivo laxo. Ver l&minas 2 y
3. '

Los dafios histol8gicos observados en este 6rganc por efecto

de los detergentes formulados se muestran en la Tabla XVII.

Los disturbios mds evidentes ocasionados por los tres detergen
tes son la invasién de eritrocitos tanto en léminas branquia-
les como en tejido conjuntivo (l1&minas 4, 5 y 6), exfoliacién
de las células epiteliales y pilares,asi como 1a desintegra-
cién de &stas y de las glindulas mucosas (1&minas 4 y 8) ade-

més de la expansidn del lumen capilar ‘(1dminas 7 y 8).

De los tres detergentes probados, el md&s tdéxico fue el ABLS,
n6tese en las 1dminas 9 y 10 como Ta branquia pierde toda orga
. nizacidon, desintegréndose practicamente todos sus componentes

celulares, especiaimente en 1a concentracidn mds elevada.

Otro dafio que 1lama particularmente la atencifn, es 1a prolife
racién de condrocitos (l&mina 11) que se presenta iinicamente

con el detergente biodegradable y que no ha sido»reportado por
otros autores. Lo mismo sucede con la desintegracitn del teji

do conjuntivo. (L&mina 5).
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Lamina 2. Corte longitudinal de branquia normal de c. canpio.
H.E.200X

ce

cr
Lédmina 3. Corte longitudinal de branquia normal de c. carpio.
H.E., 240%
cp - célula pilar gl - gldndula mucosa
ce - célula epitelial cr - cartilago

c - capilar e - eritrocito



Corte longitudinal de branquia de C. caxpdio tratada

con DBS. - 15 mg/1. H.E., 290 X.
?eritrgcito; ("% ) ausencia de gldngulas mucosas.

Lédmina 4.

Invasidn de entrocitos en tejido conjuntivo y en 18
minas branguiales en branquia de C. caxrpdo tratada
con ABLS - 175 mg/1. H.E., 200X.

Lédmina 5.
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Lamina 6. Eritrocitos en tejido conjuntivo de branquia de C.
carpio tratada con ABLS. - 50 mg/1, H.E., 1500X.

Dilatacién del lumen capilar (% ) en laminilla bran
quial de C. caxapic tratada_con DSy - 155 mg/1.
H.E. Contraste de fases, 700X.

Ldmina 7.



Lamina 8.
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Exfoliacifn de células pilares y e jteliales ( 1)
dilatacidon del lumen capilar bkg en laminilVlas
branquiales de C. canplo tratadas con MIXTOF - 190

mg/1. H.E., 1000 X.
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Laminas 9 y 10.

ELRO

56670

Cortes longitudinales de branguias de C. cax
pio tratadas con ABLS. - 175 y 50 me/1 res-—
pectivamente. H.E. Eontraste de fases 290X,
120X. Nbétese 1la casi total destruccidn de
1a 14amina branquial. .



4 ) en branquias de

Proliferacidn de condrocitos (
H.E., 100X.

Lamina 11.
c. carpio tratada con ABLSF - 50 mg/1.

Lamina 12. Proliferacidon de células interlamelares en 14mina
branquial de C. caxpio tratada con MIXTOF - 190

mg/1. H.E., 200X.
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Lamina 13. Secreciones de gtdndulas mucosas (4) de branquia
de C. carp.c tratada con MIXTO_. - 190 mg/1, H.E.,
1000%. F



59

La proliferacidn de células interlamelares es un dafio presen-

te solamente para el detergente MIXTOF. Ver ldmina 11.

En 1a 1admina 13 se observan secreciones producidas por las
gldndulas mucosas, mismas que fueron evidentes s6lo para el

DBSp y MIXTO.

La presencia de linfocitos y de células plasmdticas se consi-
der6 como una respuesta moderada a la accién de los detergen-

tes, ver lamina 7.
Rifi6n

- En el corte transversal de la l&dmina 14 se observa que el ri-
nén estd formado por corpisculos y tibulos renales y por teji

do conjuntivo.

E1 corpisculo renal esta formado a su vez por el glomérulo re
nal y la cdpsula de Bowman, esta cédpsula tiene una pared in-
terna y otra externa de células epiteliales aplanadas y alar-

gadas.

Los tdbulos estdn formados por cE&lulas epiteliales clbicas con
niicleo basal, cilios o microvellocidades (dependiendo del tipo

de tiibulo: distal o proximal) en el lumen tubular.
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Ldmina 14. Corte transversal de rif6n de C.
Hibiya, 1982.

;

Ladmina 15. Invasién de eritrocitos,linfocitos y células plas

miticas en rinén de C. canpio, tratado con ABLSFT
175 mg/i. H.E., 200X.



Liamina 16.

Lamina 17.

Oclusidén del lume

Oclusidn del lumen tubu
tina, pérdida de defini
celulares en rinén de ¢
175 mg/Y. H.E., 1500X.

n tubular enr
tratado con DBSF - 155 mg/1. H

lar,

6n de C.

f carpio
LE., 1500X.

condensacidon de croma

cién tubular y de limites
. casp{o tratado con ABLSF
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Limina 18. Rompimiento de cédpsula de Bowman (f) por efecto
del detergente ©UBS - 155 mg/1 en rificn de C.
canrpio. Glomérulo renal (). H.E., 1500X.
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E1 tejido conjuntivo esti formado por células reticulares,

gran cantidad de capilares y c&lulas sangufneas.

En la Tabla XVIII se mencionan los dafios hist6logicos observa

dos como respuesta al uso de detergentes.

La oclusidén del tubo renal, 1a invasibn de eritrocitos, linfo
citos y células plasmdticas fueron los dafios que se presenta-
ron, en mayor o menor medida, para los tres detergentes (L&mi
nas 15 y 16). Hubo algunos que se presentaron de manera fre-
cuente, especiélmente para el ABLSF, como 1o fué 1a cromatina
condensada de los nicleos de las c&lulas tubulares, la pérdi-
da de los 1imites celulares y de definicién tubular. (Ldmina
17).

Desgraciadamente no se observé en todas las laminillas histo-
16gicas realizadas la presencia de cdpsula de Bowman, por 1o
que en algunos casos no fue evidente su destruccién (ldmina

18), sin que signifique que el dafio no estuvo presente.

Higado

La superficie del hfgado estd cubierta por una membrana serosa
y por tejido conjuntivo,parte de &1 se extiende al parénquima

hepdtico, formado por las cé&lulas hepéticas o hepatocitos.
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La arteria hepdtica y la vena porta se introducen al parénqui
ma, esta Gltima se ramifica y en ocasiones se divide en gran
cantidad de capilares sanguineos 1lamados sinusoides. Las cé&
Jutas hepidficas se encuentran entre los capilares en forma de
trab&culas o cordones celulares con ramificaciones miltiptes,
cﬁnocidos como cordones hep&ticos. Cinco o seis hepatocitos
(we1séh y Storch, 1976) rodean a los canaliculos biliares que
se hallan en el centro de cada cordén. (Ver lémin;\lg).

La pé&rdida de cordones hepaticos y del 1imite celular asi co-
mo la infi]tracién.de eritrocitos y linfocitos fueron los da-
fos causados por la accidén de los detergentes probados, se

muestran en 1a Tabla XIX y en las laminas 20 y 21.

Los dafios mis severos se observaron con el ABLSF disminuyendo

para el DBSF y MIXTOF.
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Corte transversal de higado normal de C. canpio.

Lamina 19.
H.E., 100X.






TABLA XVII. DAROS HISTOLOGICOS OBSERVADOS EN BRANQUIAS DE C.
DETERGENTES FORMULADOS ABLS

Datios
Causados

Concentraciohes
(mg/1)

Invasibén de eritrocitos en 1amina branquial
Invasion de eritrocitos en tejido conjuntivo
Desintegracidn de glanduias mucosas
Secreciones de las glandulas mucosas
Exfoliacién de células pilarés y epiteliales
Expansién del lumen capilar

Proliferacidn de condrocitos

Presencia de linfocitos y cé&lulas plasmiticas
Desintegracifn del tejido conjuntivo laxo
Proliferacion de cé&lulas interlamelares

- No se presentd
* Incipiente

** Moderado
***Severo

Y MIXTOF.

DBS
Fr PBSg
AB
LSg
50 175
ki sehede
*k ok
Kok Jekdk
*kk Hodedk
*hk Kdek
Hekdk *hk
£ e
wkk *hK

75

*edde

Ckdkek

wk

"

vBS

155

*RK

Kk

ok

e

canpio POR EFECTO DE LOS

110

MIXTO,

190

dede

£33
kK
*

Fedede

L9



TABLA XVIII. DARNOS HISTOLOGICOS OBSERVADOS EN CORTES DE RIRON DE C. caapio POR EFECTO

DE LOS DETERGENTES ABLS

DAROS
CAUSADOS

CONCENTRACICNES
(mg/1)
Oclusién del lumen del tibulo

rena'_l

Destruccién de la.cédpsula de
Bowman

Pérdida de los 1imites celulares
en tdbulos renales

Invasi6n de eritrocitos

Invasi6én de linfocitos y células
plasmaticas

Cromatina condensada
Pérdida de tejido conjuntivo

Pérdida de definicién tubular

. & no se observd
- no se presentd
* incipiente

** moderado
***severo

F »
ABLSF

50 175
ek whk
A A
*k *kk
Seede .
*N sekk
*¥k dekd
*e Fwe

UBS

F'Y MIXTO

15

e

ede

*x

F*

DBS

155

ek

**

**

*h

MIXTO,
110

190

_ede

Y

*%

89



TABLA XIX. DARNOS HISTOLOGICOS OBSERVADOS EN CORTES DE HIGADO DE C. canpio POR EFECTO

"DE LOS DETERGENTES ABLSF, DBSF Y MIXTOF.
Dafios
Causados ABLSF DBSF MIXFOF
Concentraciones 50 115 75 155 110 190
(mg/1) :
Pérdida del 1imite celular - wohk ki * *x * *
Pérdida de cordones hepdticos falald *hk * * * *
Infiltracién de eritrocitos y
" i ﬂfocitos . *kk Kk ke ** * *

b Incipiente
**  Moderado
**%  Severo

69



4.0 DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos en este estudio estdn sujetos a las
caracteristicas particulares de los productos sometidos a prue
ba, al método usado, tipo de experimento {(bioensayo estdtico a
corto plazo), condicidn especifica de 1os organismos probados

y tipo y caracteristicas del agua usada. ©De esta manera, los
resultados obtenidos quedan como una medida de toxicidad aguda
de los ingredientes activos y de sus detergentes formulados pa -
ra 96 hr. en C. caapio, mds no como un indice de sobrevivencia
en peces por tiempos indefinidos. Esta toxicidad indica el po

tencial nocivo de 1os productos evaluados, bajo condiciones de

laboratorio.

Las oscilaciones observadas en 1os pardmetros fisicoquimicos,

son ocasionadas por la presencia de los detergentes formulados
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e jngredientes activos, principalmente por el aumento de la
dureza y salinidad. Algunos autores mencionan que ciertas va
riaciones en los pardmetros fisicoquimicos influyen directa-
mente en la toxicidad del producto, que, al interactuar con
otras propiedades particulares de los detergentes ocasionan
la muerte de los peces. (Abel, op. cit.; Henderson et al,

1959; Hokanson et al, op cit.).

Los bioensayos exploratorios mostraron las concentraciones re
queridas para realizar los bioensayos finales, indicando su-
perficialmente la toxicidad de los diferentes productos estu-

diados, siendo 1a més evidente l1a del detergente ABLSF.

Las CL50 encontradas para el ABLSF (Tabla IX) muestran que la
toxicidad de este producto se hace evidente desde el inicio
del experimento, aumentando la nocividad conformg.transcurre
su desarrollo. Es importante hacer notar que la toxicidad del
producto aumenta un cincuenta y cinco por ciento (101.2 a

46.0 mg/1) durante los tiempos iniciales de exposicion (2 a 24
hrs) tendiendo a estabilizarse el efecto nocivo durante el res

to del experimento.

E1 comportamiento descrito anteriormente hace suponer que du-
rante las primeras 24 horas el detergente no ha empezado a bio
degradarse o bien que esta degradacifn sea tan incipiente que

no se ha hecho evidente en ese perfodo, debido a esto en las
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primeras horas la toxicidad del producto aumenta notoriamente.
Se conocen 2 tipos de biodegradacibn: primaria y terminal.

En 'a primera los microorganismos atacan sole una parte de la
molécula y 1a segunda ocurre cuando la molé&cula del tensoacti-
vo es degradada hasta COz y agua; por 1o que, no debe excluir-
se ta posibilidad de que la degradacidn ocurra desde un prin-
cipio y que los causantes de la marcada toxicidad sean precisa
mente 10s compuestos originados por la degradacidn.primaria,
pues como la menciona Montes de Oca (1986) estos compuestos

pueden ser mds nocivos que el compuesto original.

Lamentablemente, es dificil saber en este tipo de estudio cual
de las dos posibilidades es la causante del notable incremento
" de toxicidad durante las primeras horas de exposicién, por lo
que se sugieren estudios de biodegradacidén usando el mismo ti-
po de agua utilizada en esta experimentacién, recordando que

la biodegradacién va a depender de la eficiencia y diversidad

de los microorganismes presentes en el agua.

La estabilizacidon en la toxicidad que ocurre de Tas 24 a las
96 hr puede ser debida a que el detergente ha empezado a biode
gradarse 0 a que se ha hecho evidente o bien a que lo0s produc-
tos originados de la degradacién primaria han sido'degradados,
por 1o que la toxicidad no aumenta tan acentuadamente -aunque

sigue incrementdndose debido a un posible efecto acumulativo o
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que 1la molécula de detergente no se ha degradado totalmente,

de esta manera la intensidad se ateniia, pero no la toxicidad.

Los valores de CLy, para el detergente DBS. (Tabla X) muestran
también que la toxicidad del producto se incrementa conforme
aumenta el tiempo de exposicidn, sin embargo, este detergente
tiene un comportamiento difeéente al ABLSF, pues mientras este
iGl1timo presenta aumentos notables de toxicidad en un corto pe-
riodo de tiempo, el DBSF l1a incrementa paulatinamente hasta ha
cerse constante para las 72 y 96 hr. Este hecho probablemen-
te se deba a que él DBS al ser un detergente duro o de baja
biodegradabilidad su comportamiento es mds estable que el ABLSF
como se observa en los resultados, siendo también acumulativa
su toxicidad, de tal manera que la Cl;, a las 96 hr es mds pe-

quefia que a las 2 hr de exposicién.

La CL50 para el detergente MZXTOF (Tabla XI) fue acentuada a
1as primeras 2 hr en comparacidn con las siguientes 4 a 96 hr
en donde la CLSO permanecé casi constante. En este comporta-
miento se observa un desarrollo similar al del ABLS.; esto
era de esperarse debido a que el detergente en cuestidn es una
mezcla de sus respectivos ingredientes activos. Es probable
que el efecto t6xico de las 2 primeras horas sea debido prim-
cipalmente a la accién del ABLS. pues Ta Clzy a las Z hr es ma

yor para el MIXTOF que para el DBSF y conforme transcurre el
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experimento, el comportamiento se asemeja al del DBSF por ser
éste no biodegradable y el que se encuentra en mayor propor-
cién, sin olvidar el efecto aditivo del A.BLSF aunque no tan
acentuado por no estar en gran cantidad y por 1a degradacién

a 1a que ha estado sujeto. Se aprecia que a las 96 hr el
efecto téxico letal es menor para el MIXTOF que para el vssF,
contrariamente con 10 observado al principio del experimento
10 que viene a apoyar la hipStesis de que durante las primeras
horas de exposicibfn es el detergente biodegradable el que ejer
ce pr{ncipa1mente el efecto téxico.

De 10 anterior se concluye que en orden decreciente la toxici-
dad se presenta de este modo: ABLSF, DBSF, MIXTOF péra 96 hr

de expoéici&n.

La determinacién de toxicidad de los ingredienfes activos se
realizé con el propbsito de observar el efecto de los agentes
aditivos de 1os detergentes formulados, con respecto a la to-
xicidad de ambos productos, es decir, la diferencia en toxici-
dad entre ingredientes activos y detergentes formulados esta
dada por la presencia de los compuestos aditivos en los deter-
gentes. L6 anterior se obtuvo mediante el 1imite de toleran-
cia medio, se partid del hecho de que ya se conocian las CLso
de los detergentes formulados por 10 que se calculé y se some-

tid a prueba una comncentracién {inica para cada ingrediente ac-
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tivo, equivalente a la contenida en Vas CL50 -~ 96 hr de cada

detergehte (ver métodos).

De los resultados obtenidos (Tab]a XI1II) se observa que, en
general, 10s ingredientes activos son menos té6xicos que los
detergentes formulados, contrariamente a Yo reportado por Hen
derson et al, 1959 en Pimephales promelas y Cairns et al,
1962 quienes mencionan que los ingredientes activos pueden
ejercer un ligero efecto antagdnico con los aditivos provocan
do una disminucidn de la toxicidad; sin embargo, Abel, 1974
refiere en un értfcu1o que los aditivos comunes de los deter-
gentes contribuyen en su toxicidad; ademds, no debe excluirse
que los detergentes formulados tienen una gran cantidad de
compuestos aditivos que de acuerdo con la marca usada, varfan

en porcentaje y en composicidn.

Henderson et al,comentan que el ingrediente activo usado pudo

- no haber sido exactamente el mismo que el que contenfan los de
tergentes sintéticos probados, pues como se mencionard mis ade
- lante, .son muchas las variables que existen en la identifica-
Iciﬁn de surfactantes y detergentes formulados; este no fue el
caso del presente estudio debido a que se usaron detergentes
de una sola marca comercial (Fab Limén) facilitdndose y asegu-
rindose asi, la obtencién de los respectivos ingredientes acti

vos para cada detergente.
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La disparidad de resultados no es poco comin en trabajos de
toxicidad con detergentes e ingredientes activos, por lo que
se sugiere que para propbsitos de investigacibn se usen bases
activas (Abel, op. cit.) o bien que se especifiquen el conte-
nido y cantidades de los aditivos en 1os detergentes formula-
dos usados, como se hace en este estudio, para facilitar Ta

comparacién o bien para hacerla més certera,

Por 1o que concierne a la toxicidad de los ingredientes acti-
vos en particular, se observé que el ABLS fue el mds tdxico '
de los tres, coincidiendo con los resultados anteriores, si-
guiendo en orden el DBS % MIXTO. E1 ABLS fue al (dnico que
pudo determindrsele LTm a las 96 hr, pues en los otros dos
surfactantes no se observd el 50% de mortalidad durante las
96 hr de exposicidn, 1o que hace suponer que el LTm es mayor
de las 96 hr o bien Iq_qqncentracién a la que se sometid a
prueba es menor de 22.3 y 28.2, para DBS y MIXTO respectiva-

mente.,

Por otro lado, diferentes autores frecuentemente reportan am-
plias diferencias en Tas concentraciones tdxicas para la misma
esbecie; este trabajo no ha sido la excepcidén, pues las Clgy ¥
LT, aqui obtenidas no concuerdan con las encontradas en otros

estudios.
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Los valores de LT, ¥y Clgy para 96 hr encontrados en una gran
cantidad de trabajos, fluctian desde 0.6 mg/1 hasta valores
mayores de 100 mg/1, en varias especies de peces incluyendo
C. cawpdlo y algunos invertebrados, con bases activas y deter-
" gentes anidnicos similares a 1os probados en este estudio
(Abel, et al, 1975; Cairns et al, 1962; Arthur, 1970; Hender-
son et al, op.cit.; Jong, 1964, Katz et al, 1971; Kenneth et
al, 1971; Lépez op. cit.; Marchetti, op. cit.; Marchetti, op.
cit.; Margaritis and Creese 1979; Pickering, 1966; Pickering
et al, 1983; Reiff et al, 1978; Swisher et al, 1964; Thatcher,
1966), tal diferencia de resultados puede ser debida a uno o

varios factores que se mencionan a continuacidn:

Las especies usadas para experimentacid6n fueron distintas, en
algunos casos a la usada en este trabajo. Debido a que las
Clgy aqui obtenidas para €. carpio son mayores a l1as reporta-
das, es posible suponer que esta especie es mids resistente a
detergentes e ingredientes activos que las usadas en otras in
vestigaciones como S. galrdnderd, T. melanopleura, Pimephales
promelas, etc. (Flores, op. cit.; Henderson, et al, op. cit.)};
en los trabajos en 1os que se usaron carpas, se obtuvieron los

CL50 [ LTm més elevadas (Thatcher, op. cit.; Flores, op.cit.).

Thatcher considera que cuando se evalGa el efecto potencial de
un contaminante, la susceptibilidad de las especies a este to6-

xico es variable. Por lo anterior, es recomendable someter
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diferentes especies de peces para evaluar el efecto t6x1éo.de:
los mismos detergentes y surfactantes bajo iguales condicio- "

nes de laboratorio.

Los detergentes formulados y/o bases activas usadas, también
fueron distintas en muchos de los casos; si bien se probaron
productos similares: detergentes aniGnicos, biodegradables y
no biodegradables, no se probaron con 1a misma especie o vice

versa.

Un problema muy grave que existe con respecto a 1os detergen-
tes es que difieren de la mayorfa de los t6xicos en que un

' nombre puede englobar a un gran nimero de compuestos por la

gran cantidad de isfmeros que contienen, por ejemplo el ABS

tiene 80 000 isbmeros en escala de C;, a Cyy y tan solo Cy,

tiene 3057 isdmeros, pero aiin, la naturaleza precisa de la

muestra puede no ser conocida ni siquiera por su fabricante

(Abel, op. cit.; Swicher, 1963).

También es de tomarse en cuenta que bajo condiciones de prue-
ba, los detergentes se pueden concentrar a los lados de las
péceras, en la interface aire-agua o0 bien en 1a superficie ex
puesta del pez, lo que trae como consecuencia una diferencia
en 1a toxicidad del producto aidn cuando se aplique l1a misma

concentracién; hecho que seguramente se presentdé en este tra-
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jo, debido a que se observaron algunas peceras en las que el
detergente estaba prdcticamente "pegado" al fondo o a los la-
dos, ademds de que se observs abundante presencia de mucus en

epidermis y branquias en los peces que murieron mis rdpidamen

te.

E1 cardcter miitiple de los detergentes mencionado en los péd-
rrafos anteriores explica muchas de las variaciones en los re
sultados reportados, sin:olvidar también que 1a marca del sur
factante, contenido y porcentaje de aditivos varfan en los di

ferentes productos aln cuando &stos tengan la misma denomina-

cidn.

La configuracidn de la molécula de detergente influye grande-
mente en la toxicidad, algunos autores han reportado que ésta
se incrementa conforme aumenta el nimero de dtomos de carbono
(Abel, op. cit.; Martinez, op. cit.), desgraciadamente no
siempre se puede saber cufntos dtomos de carbono posee el té-
xico probado, ya sea por falta del equipo apropiado o de
otros recursos, de cualquier forma los detergentes deben ser
descritos tan ampliamente como sea posible: 1longitud y natu-
raleza de la cadena de hidrocarbures, fuente y marca y cuando
se trate de detergentes formulados especificar los otros cong
tituyentes y sus cantidades pues éstos también influyen en la
toxicidad del producto en mayor o menor medida. Los detergen

tes pueden tener el mismo nombre pero su comportamiento puede
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ser absolutamente diferente como ya se menciond anteriormente.

Otro factor de gran importancia es que a pesar de que el bio-
ensayo es una metodologia estandarizada, existen una serie de
modificaciones que hacen los autores de acuerdo con el tdxico
a probar, asi, algunos usan oxigenacidn (sugerida por Peltier,
1978) y otros no, o bien 1a usan solo al principio del experi

mento, y no durante todo su dasarrollo.

En este trabajo, los bioensayos se realizaron con aereacién
artificial ya que es factor determinante, porque sin &l se es
tarfa evaluando un efecto indirecto de los detergentes acti-
vos y los peces morirfan por la anoxia ocasionada Por falta -
de oxigenacidn y no por la provocada por Tos tdxicos al redu-
cir 1a tensidn superficial. Para evitar el uso de oxigena-
cién artificial, seria. necesario disminuir la concentracién
del t6xico quizd hasta aquellas mencionadas por otros autores.
También debe tomarse en cuenta que ta aereacién artificial po
dria facilitar la degradacidn del producto oxidandolo, con 1o
que su toxicidad disminuirfa, especialmente en el caso de los
productos poco estables, razén por 1o que tal vez en este ca-

so las Clg, evaluadas resultaron mds altas a las reportadas.

Otro factor a considerar es la talla de los individuos someti

dos a prueba, que en algunos casos no se menciona y que sin
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embargo tiene gran importancia, pues la sensibilidad a los de
tergentes e ingredientes activos varfa con respecto a la ta-
1la y peso del organismo sometido a prueba (lLépez Z., op.cit.)
asi como de la etapa del ciclo de vida en que se encuentre

(Abel, op.cit.).

Hokanson y Smith (1971) observaron que los peces son capaces
de aclimatarse a los detergenteé; esta aclimataci6n seguramen
te debe estar de acuerdo con la resistencia del pez, dada por
1a especie probada o bien por 1a etapa del ciclo de vida del
organismo. ‘Este hecho bien pudo haber ocurrido en el presen-
te estudio, pues como se observa en la Tabla XII, la Clg, se
hace casi constante a partir de las 24 hr para los tres deter
gentes, sin olvidar los efectos ejeréidos por la biodegrada-

cifn y estabilidad de los detergentes mencionadas anteriofmeg
te.

Un factor ambiental también puede modificar la toxicidad del
producto, ya sea, afectando a los organismos prueba, sensibi-
1izdndolos al téxico o bien modificando el estado quimico del
producto o ambos. Los factores fisicoquimicos como dureza,
salinidad, temperatura y alcalinidad influyen directamente en
1a toxicidad; varios autores han encontrado que Tos detergen-

tes son mds t6xicos en aguas duras que en blandas (Tovell et
at, 1975; Lang, 1965).
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Hokanson y Smith (1971) consideran que 1a dureza del agua es
la variable ambiental mas significativa, pudiendo ser minimi-
zada éon una mezcla heterogénea de detergentes l1a cual no es
influenciada por la dureza. Este hecho concuerda s0lo para
el detergente MIXTOF en donde no hay gran diferencia entre és
te y el testigo, sin embargo para el ingrediente activo MIXTO
si se observa una disparidad con_el testigo, por 1o que se ha
ce evidentebla influencia de los aditivos.

La informaci6én que hay respecto a la influencia de la tempera
tura y salinidad es escasa, se ha visto que a mayor temperatu
ra la toxfcidad disminuye; la salinidad es un factor que debe
rd ser mis estudiado en relacidn al "stress" osmoregulatorio

en la accién téxica.

Martine; et al, consideran que algunos compuestos aditivos co
mo el sulfato de amonio no son téxicos para peces, pero cual-
quier sal a 9000 ppm en aguas blandas y 13000 en aguas quras
causaria que l1os peces de agua dulce sucumbieran debido a

efectos osmbéticos.

Como puede observarse es necesario que en estudios de este ti
po se especifique 1a caracterizacibn fisicoquimica del égua
usada o bien se sefialen los pardmetros fisicoquimicos evalua-

dos.’
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Como ha podido notarse son muchas las causas que influyen en
1a toxicidad de los detergentes ocasionando variabilidad en
1os resultados, estos factores no pueden ni deben aislarse ya
que interactdan entre si para dar resultados diferentes en ca
da estudio de ahf que las amplias diferencias sean debidas a
que los factores bi6ticos y abifticos que afectan la toxici-
dad no han sido estandarizados, de tal manera que la compara-

cién de resultados se hace virtualmente imposible.

A pesar de que 165 valores que evalldan la toxicidad obtenidos
en este trabajo son muy distintos a Jos reportados por otros

autores, ée encontr6 una gran similitud: 1los detergentes biog
degradables son mds t6xicos que los no biodegradables (Picke-
rings, op. cit; Thatcher y Santner, 1967; Swicher et al, op..
cit.; Abel, op. cit.; Hokanson y Smith, op. cit.).

La toxicidad de los surfactantes del tipo ABLSF y ABLS se ve
compensada precisamente por su biodegradabilidad, es decir,
que los residuos de este tipo de detergentes que sean descar-
gados al drenaje al ponerse en contacto con una gran variedad
de microorganismaos, capaces de deﬁradar1os, van a ser mucho
mas rapido desdoblados en compuestos mds simples que 105 de-
tergentes del tipo DBS, que aunque también se degradan,se con
sideran inadecuadamente por tener un porcentaje de biodegrada

bilidad menor del 80% (Montes de Oca, op. cit.).
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La adecuada biodegradacitn del ABLS y ABLSF provoca que antes
de llegar a 10s cuerpos receptores finales (rfos, lagos, etc.)
ya se hayan descompuesto en otros productos mds simples. Sin
embargo, estd sujeto a discusifn y a otras investigaciones el
cardcter t6xico de los compuestos originados de la degrada-

cién primaria y el tiempo en el que se 1leva a cabo 1a bjode-

gradacidn hasta ser terminal,

Las respuestas manifestadas por 1os peces ante el efecto de

1os surfactantes son de gran ayuda en estudios como éste, es-
pecialmente por la gran cantidad de variables que existen, Tlas
observaciones realizadas al respecto ofrecen un gran apoyo en
1a interpretacitn de resultadeos y se sugiere que sean inciui-

das en trabajos en los que se efectiuen este tipo de pruebas.

E1 boqueo continuo, los movimientos r&pidos e incesantes de
aletas pectorales asi como el lento desplazamiento de los pe-
ces, son signos presentes en igual proporcifn en todos los de
tergentes (ver Tabla XV), estos sintomas, particularmente el
primero, manifiestan posiblemente la falta de oxfgeno, pues
una de las caracteristicas de los mencionados productos en so
Tucitn es 1a de reducir Ta tensidn superficial del agua impi-
diendo asf la captaci6n de oxigeno. La posible angustia res-
piratoria fue mds -evidente durante Tas horas iniciales de ex-

posici6n, los peces que sobrevivieron mds de las 24 hrs, espe
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cialmente en MIXTOF y los tres ingredientes activos, se recu-
peraron mostrando un comportamiento casi normal durante el

bioensayo.

E1 sintoma que se presenté con mayor discrepancia entre los
productos tdxicos fue el de la presencia de mucus en epider-
mis y branquias, este hecho es de gran importancia debido a
que otra de las propiedades que los detergentes tienen en co-
min es la tendencia a concentrarse en superficies, &€5ta no
uni forme distribucién del t6xico en solucidn no ha sido sufi-

cientemente estudiada (Abel, op. cit.).

Algunos autores mencionan la importancia de considerar la con
centracidn del t6xico en la superficie de 1a branquia mds que

en el agua.

Como puede observarse en la tabla de sintomatologia de C. can
pio los surfactantes que tuvieron un mayor porcentaje de pre—
sencia de  moo fueron precisamente ‘10s productos mis téxicos,’
por 1o que es importante tomar en cuenta que 1a concentracidn
del téxico puede perderse sin ejercer su efecto cuando no se

adhiere en la superficie del pez, especialmente cuando el de-

tergente es inestable.

Hokanson y Smith reportan Que e] mucus desprendido se incre-
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menta conforme aumenta lq concentracibn del detergente y tiem
po en Lepomis macrochirusd usando LAS, esto no coincide con lo
observado en el presente estudio ya que la presencia de mucus
fue evidente Gnicamente durante las dos primeras horas del ex
perimento, hecho que posiblemente se relacione con la resis-

tencia del pez o con la pureza del surfactante.

E1 resto de l1os sTntomas observados estdn presentes en igual
proporcidn en los tres tipos de detergente%/gngredientes acti
vos, coincidiendo con los reportados por Hokanson y Smith
(1971), 1o que hace suponer que son respuestas que Se presen-
tan en general por la accidén de un téxico sin ser especificas

para surfactantes.

ta pérdida del té6xico durante el desarrollo de biocensayos ya
ha sido reportada por algunos autores (Abel, op. cit.), por
1o que es muy importante que los resultados esten basados en
mediciones de los efectos causados, m&s que en concentracio-
nes calculadas, de ahf 1a importancia de los estudios histolf
gicos como una medida cualitativa de toxicidad y de apoyo en
los bioensayos, pués como ‘se observa en los resultados de his
tologia obtenidos en el presente trabajo, es mds el tipo de
detergente que la concentracidén 10 que marca una mayor o me-

nor toxicidad.
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Hara et al, 1978 y Abel, op cit, consideran que existe mids de
un modo de accién de los detergentes: remocifn de moco, des-
naturalizacibébn y solubilizacidén de protefnas, alteracibn en

la permeabilidad de 1a membrana asi como de las caracteristi-

cas de transporte y la reduccidn de la tensidn superficial

del agua.

Resulta dificil saber cudl de estos mecanismos es o son los
causantes de la muerte de los peces por efecto de 1os deter-
gentes, sin embargo los estudios histolfgicos proporcionan
amplia informacién y contribuyen al esclarecimiento de las po
sibles causas de muerte de las carpas en este estudio, ya que
siﬁ ellos seria imposibie pretender dar una u otra probable

explicacidn.

Sin duda alguna, los efectos provocados en las branquias son
1os que proporcionan mayor informaci6n, por ser 6rganos que

se encuentran directamente expuestos a 1a solucién del téxico.

Como es sabido, los detergentes son agentes de superficie acti
va que modifican la tensidn superficial del agua, imp%diendo
asi, 1a captacién de oxfgeno; la entrada de este elemento tam-
bién se ve afectada por la formaci6n de espuma. Partiendo de
este hecho, es posible suponer que 10s peces mueren por asfi-

xia,provocada por la falta de oxigeno; sin embargo el papel de
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Ta reduccidén de la tensidn superficial como causa directa de
la muerte de los peces ha causado gran controversia, debido a
que algunos estudios han revelado que los peces pueden tam-

bién asfixiarse cuando son sometidos a substancias que no son
de superficie activa o bien que la modifican de manera insig-

nificante. (Abel, op. cit.).

Las fotograffas que se presentan en este estudio, asi como ta
das las analizadas, son prueba fehaciente de l1a magnitud de
los danos causados por l1os detergentes, particularmente en
branquias y muy especialmente para el biodegradable, 1o que
hace suponer que la muerte de los peces va mucho mis alld de

una simple reduccifén en la tensidn superficial del agua,

Los dafios branquiales traen consigo disturbios en 1a activi-
dad respiratoria, provocando que 1os peces mueran por la asfi
xia ocasionada por la baja eficiencia; la presencia de eritrg
citos, en mayor o en menor cantidad, es posible interpretarla
como una forma de acelerar el suministro de oxigeno, de ahf
su abundante presencia en aquellos peces que se sometieron al
detergente mds t6xico.

La asfixia provocada por el dafic a branquias puede no ser la
inica causa de muerte de los organismos usados, debe tomarse

en cuenta el papel osmoregulatorio de las brangquias y el efec
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to toxico que pueden ejercer las sales presentes en los otros
componentes de los detergentes, ademds de los ingredientes ac
tivos, tomando en consideracidén que 10s detergentes formula-

dos resultaron ser mds t6xicos que los ingredientes activos.

La exfoliacion de las células epitetiales y de las pilares
puede ser debida a dos causas: Algunos autores reportan que
el desprendimiento epitelial puede ejercer un efecto de pro-
teccidén al incrementarse la distancia de difusi6én dificultén-
do asi el paso del tdxico, cabe mencionar que los autores no
contemplan que este posible efecto de proteccifn podria 1le-
varse a cabo a costa de la eficiencia respiratoria; en el ca-
so particular de este estudio, se observé también que ademés
del desprendimiento epitelial, las c&lulas pilares también se

exfolian.

Otra explicacién y posibiemente la que mids concuerda con lo

observado en este estudio, es la sugerida para otros tdxicos

por Hibiya, 1982, quien propone que el mencionado dafio es con
secuencia de la dilatacifn de Tos capilares debido at aumento
en el nimero de eritrocitos, provocdndose una congestién. E1
aumento del lumen capilar fue un dafio que se presenté de mane
ra frecuente {(1&mina 9), es posible que tal dilatacién ocasio
nara compresién en las células circundantes dando como resul-

tado su exfoliacibn,
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Las secreciones mucosas de branquias y epidermis fueron res-
puestas observadas ante la acci6én de los surfactantes (Tabla
XI); estas secreciones concuerdan con aquellas producidas por
las gldndulas mucosas (ldmina 13) que posiblemente surgen co-
mo respuesta a 1a solubilizaci6n de grasas provocada por los

detergentes, para evitar la sequedad.

No obstante, en 1o0s cortes de l1dminas branquiales que fueron
tratados con ABLS. no se observaron descargas de las gldndu-
las mucosas pero sf secreciones mucosas de branquias y epider
mis, este hecho aparentemente contradictorio puede no serlo
"si se toma en cuenta que los cortes histolégicos no se reali-
zaron en el momento en que se observé la presencia de mucus,
'sino hasta que ocurrid 1a muerte del pez, tiempo durante el
cual el detergente ya habia destruide las glandulas mucosas,

incluso toda 1a ldmina branquial.

La descarga de las glandulas mucosas no es comunmente reporta
da en los estudios histoldgicos de toxicidad en branquias

(Abel, op. cit.).

E1 uso de detergentes como desnaturalizantes y soiubi\izantes
de protefnas es comin en estudios biocqufmicos o celulares, se
ha visto que cuando el detergente estd presente en forma de

micelas tienen la propiedad de solubilizar la materia orgdni-
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ca. Es posible que este modo de accidén de los productos pro-
bados haya ocurrido para la concentracién mids elevada del de-
tergente mds téxico, en donde se observd l1a casi total des-

truccién de la 1amina branquial (Ldminas 9 y 10).

La degradacidn proaresiva (Hibiya, op. cit.} manifestada por
la proliferacién de células interlamelares llenando los espa-
cios de las laminillas branquiales, ha sido reportada para
concentraciones mds bajas a las usadas en este estudio y se
presentd Gnicamente para el MIXTOF, este detergente fue el me
nos tdéxico, por lo que es posible suponer que el dafio se mani
fieste como una respuesta inicial al efecto de los detergen-
fes O bien para concentraciones bajas, es probable que el men
cionado efecto también pueda observarse para los otros deter-
gentes, pero en tiempos iniciales de exposicion, perdiéndose
a medida que continida el desarrolio del experimento. También,
es posible Pensor una respuesta a la inversa, si se llegara
a aumentar el tiempo de exposicidn o bien la concentracidn

del detergente MIXTOF.

En T1a mayoria de los estudios histoldgicos de toxicidad por

detergentes se reportan dafios en el epitelio branquial, princi
palmente, en células pilares y en capilares, ocasionalmente se
mencionan descargas de gléndulas mucosas y presencia de linfo-

citos; sin embargo la abundancia de eritrocitos y la prolifera

o
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cién de condrocitos son danos que no han sido reportados por
otros autores. Se ha mencionado una posib]é explicacién de
la presencia de eritrocitos como transportadores de oxigeno;
sin embargo, es muy dificil darla para la proliferacidn de
condrocitos, es posible que &sta respuesta suria como una me-
dida de proteccién por la pérdida de esias cé]u\aswe tal mane
ra que se inicia una multiplicacién desordenada de las mis —
mas, se observd que esto ocurre principalmente cuando los eri
trocitos han invadido al cartilago. De cualquier forma son
necesarios mids estudios al respecto, en donde se observe la
evolucidn del dafo, por lo que se sugieren estudios histoldgi
cos a diferentes tiempos de exposicidén de 1os peces sin espe-
rar su muerte, de tal manera que se pueda observar cual es el
momento y Tos factores que involucran la mencionada prolifera

cién.

Es sabido que las sustancias disueltas en el agua pueden pa-
sar al torente sanguineo a través de las branquias, la pene-
tracidn varia segiin el grado de disociacidn del compuesto;

sin embargo ta ruta de absorcidn, metabolismo y excrecifén de

Tos detergentes no ha sido suficientemente estudiada.

Tovell et al, 1975, sugieren que una vez que el detergente ha
entrado al torrente sanguineo, &ste se distribuye por todos

los tejidos del organismo, absorbiéndose y metabolizdndose en
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el higado, los productos metabolizados son regresados a la
circulacidén 6 secretados dentro de la vesicula biliar, aqué-
1los que regresaron al torrente sanguineo son excretados por
el rinén. Estos autores mencionan que no debe excluirse Ja

posibilidad de que también exista excresidn via alimentaria.

De acuerdo con 1o anterior, la posibilidad de encontrar daifios
en riién y en el higado de los organismos usados es grande,

como se observd en el presente trabajo.

Lang, 1965, menciona que los dahos observados en higado y ri-
ién no fueron considerables, mientras que L6pez et al, 1979
no observd disturbios en los cortes histoldgicos realizados
del sistema digestivo y glandulas anexas. La severidad de
1os dafios encontrados en este estudio es posiblemente debida
a las altas concentraciones usadas de detergente en compara-

cion con las usadas en los trabajos anteriores.

Los rifiones contribuyen a la eliminacibn de las sustancias t6
xicas presentes en la sangre. Segin Leynaud, 1979 no hay in-
toxicacidn siempre que esta eliminacidn sea tan répida como

la entrada de sustancias téxicas.

Considerando los dafios ocasionados por los detergentes, no se

estd lejos en suponer que el rifién pierde completa-é casi com
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pletamente su funcifn como Grgano excretor, especialmente con
Tos detergentes ABLSF y DBSF, prueba de ello es la oclusién,
total o parcial, de los tﬁbu]os renales que impiden la elimi-
naci6n del téxico o de sus productos metab6licos, o bien se
hace poco eficiente al disminuir la velocidad de salida con

1a reduccién de la Tuz tubular.

La pérdida de los 1imites cé&lulares en los tubos renales y de
definicién tubular podria resultar como una consecuencia de la
oclusidén, concentrdndose y reabsorbiéndose de esta manera el
producto a ser excretado. Sin embargo, podrfa ser que la acu-
mulacidon de ciertos materiales como glioproteinas fueran las
responsables de la pérdida de luz tubular y que estas causaran
necrosisy -una gradual destruccidn de las células epiteliales,

perdiéndoée posteriormente Ta definicidn tubular.

Se cree que la presencia de glicoproteinas puede ser ligada a
un mal funcionamiento de los glomérulos. Este tipo de degene-
raciones tubulares han sido reportadas en carpas tratada; con

aloxan (Hibiya, op. cit.).

Desafortunadamente no se puede asegurar con la técnica de co-
loracidn usada en este trabajo, si las glicoproteinas son o
no, las causantes de 1a reduccidn del lumen y de la necrosis

observad& en las células epiteliales. Estos materiales se co-
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lorean con eosina y PAS (Hibiya, op. cit.).

La observacidn de corpisculos renales en los cortes de rifién
no fue posible para los detergentes ABLSF y MIXTOF, misma que
hubiera resultado de gran ayuda,sobretodo para observal’ si .~
el dafio de los corpilsculos renales esta relacionado con 1la
oclusidn tubular y necrosis epitelial o viceversa. Por lo
que se sugiere que este 6rgano se estudie mids ampliamente,
realizando cortes histol6gicos a diferentes niveles (segmento

distal, proximal y ducto colector).

Una de las funciones que tiene el higado es la desintoxicar
al organismo, metabolizando los productes nocivos, por 1o que
los dafios provocados a &ste van a repercutir en un mal funcig

namiento.

Se ha reportado que l1a acumulacidén de grasas y de glticdgeno,
que se observan como vacuoiizaciones en el citoplasma, son
respuestas tipicas ante la presencia de téxicos, los métodos
de inclusidn en parafina y de coloracifn con hematoxilina-eosi
na ocasionan precisamente esta apariencia, mor esta razén no
se incluyd en la Tabla XIX vacuolizacidén de citoplasma como

dafio causado por efecto de los detergentes.

Si las vacuolizaciones en citoplasma son ocasionadas por gli-
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cégeno, es muy probable que éste sea ‘el  causante dé:Ta necro-
sis de hepatocitos con Jla consiguiente pérdida de los cordo-

nes hepdticos.

La gran cantidad de eritrocitos es p}obablemente debida al
rompimiento de 1o0s sinusoides, causado por congestionamiento
de las vias dhe transportan el flujo sangufneo desde respues-
tas iniciales en las branquias.

Las alteraciones mencionadas en los parrafos anteriores son
pruebas evidentes del acentuado dafo ocasionado por 1los com-
puestos evaluados, trayendo como consecuencia una baja efi-
ciencia para metabolizarlos y secretarlos a vesicula biliar o

al torrente sanguineo. -

Debido a que 1a vesicula bilijar tambi&n juega un papel impor-
tante en la desintoxicacidn, se sugieren hacer estudios histo
patoldgicos en este G6rgano,asi como en la epidermis por estar
en contacto directo con los productos tGxicos que se encuen-

tran en solucidn.

Una observacidén que es importante comentar es que en los tres
6rganos estudiados y con los tres detergentes evaluados inclu
yendo 1os testigos, se observdé la presencia de un precipitado

de origen desconocido cuyo color se encuentra entre verde se-
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co y café amarillento. €Este precipftado se hizo mids evidente
a altas concentraciones distribuyéndose de manera irregular
en branquias y rifn6n (1aminas 5, 6 y 12) y en forma redondea-
da en hfgado (14mina 19). E1 posible origen podria conocerse
usando técnicas histoquimicas como las sugeridas por Hinton
et al, 1973, las cuales se consideran fuera de los objetivos

de este estudio.

A pesar de que este trabajo proporciona una amplia informacidn
con respecto a la toxicidad de los detergentes evaluados, no
es posible extrapoliar 10s resultados a condiciones naturales,
por tal motivo, tampoco se puede recomendar o dejar de hacer-
1o, un cambio en la formulacidén de los detergentes que se fa-

brican en nuestro pafs.

Es necesario que se tomen en cuenta otros factores que existen
en condiciones naturales. Los desechos que son arrojados a
los cuerpos de agua, entre ellos los detergentes, son elimina
dos de manera casi ininterrumpida a los cuerpos de agua por
1o que se sugiere gue se realicen bioensayos de flujo conti-
nuo "IN SITU", utilizando diferentes especies de peces y otras
de distintos niveles tr6ficos, asi como en diferentes etapas
del ciclo de vida, ya que la susceptibilidad a los detergentes
varia de acuerdo con la especie seleccionada y con la etapa

del ciclo de vida. Flores et al, op. c¢it., encontraron que la
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movilidad del esperma de charal se ve afectada con 1a presen-
cia de detergentes, ademds de que 1a eclosidn de l1os huevos

se ve acelerada.

No debe olvidarse que otros compuestos quimicos o elementos

++
como Cu

y Hg++ presentes en aguas naturales pueden poten-
ciar el efecto téxico de los detergentes, (Henderson, op.

cit.; Sprague, 1979; Margaritis et al, 1970).

Banerji, op. cit, encontr6 que la combinacibn parathion-sur-
factante produce efectos sinergisticos, asi como con aceite
combustible, pesticidas e insecticidad (Hokanson, et al, op.

cit.).

Debe tomarse en cuenta que la toxicidad del producto puede
agudizarse con un incremento en la dureza y una disminucuidn
de la temperatura, mismos que pueden modificarse por la pre-

sencia de otros compuestos.

Se recomienda también hacer estudios de toxicidad crénica o
subletal de los productos .tensocactivos. Existen varios estu-
dios en 1os que se observa que a bajas concentraciones, los
detergentes modifican la respuesta olfativa, dafian los quimig
receptores disminuyendo asf le capacidad de buscar alimento o

bien de huir de los enemigos, etc. (Hara et al, op. cit.; Bar
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dach et al, 1965). En este estudio se observé que los peces

que no muerieron durante los bioensayos, dificilmente se recu
peraron, ya que fueroh muy susceptibles a otras enfermedades,
principalmente a las ocasionadas por protozoarios, concordan-

do con lo reportado por Cairns et al, 1962.

E1 cambio de detergentes no biodegradables a biodegradables
puede ser posible, como 1o ha siﬁo en otros pafses, si se to-
man en cuenta los factores mencionados y las condiciones de
nuestro pais. De cualquier forma, se sugiere también profun-
dizar en el estudio de otro tipo de detergentes, como los no
iénicos que en algunos paises desarrollados ya se empiezan a
introducir al mercado de los detergentes domésticos (European
News) y que algunos autores reportan que son menos téxicos co
mo el Triton X-100 y el polyoxdietilen ester, comparativamen-
te con los anidnicos {(Hara et al, 1978; Henderson et al, op.
cit.) sin embargo tienen el problema de que su coﬁto de pro-

duccidn es mas elevado que el de 1os anifnicos.

Por filtimo, Margaritis et-al, 1970 sugieren el uso de b%osur—
factantes {produccién de surfactantes por medio de microorga-
nismos) quienes resultan ser menos téxicos que los detergen-
tes sintéticos, ademds de tener un costo mucho mds bajo. Re-
sultarfa muy interesante ahondar en el estudio de este tipo

de surfactantes.



5.0 CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio son una medida de to
‘'xicidad aguda de los ingredientes activos y de sus detergen-

tes formulados comerciales, evaluados en este trabajo para 96
hr de exposicién en Cyprinus carpic, m&s no como un indice de

sobrevivencia en peces por tiempos indefinidos.

Los resultados de este trabajo no pueden ser extrapolados a
condiciones naturales ambientales debidc a que fueron realiza

dos bajo caracterfisticas de laboratorio.

Las variaciones en los pardmetros fisicoquimicos fueron oca-
sionadas por la presencia de los detergentes formulados e in-

gredientes activos.
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Cuantitativamente y en orden decreciente la toxicidad de los
detergentes formulados estd dada de la siguiente manera:

ABLS, DBSp y MIXTO[.

ta toxicidad de los ingredientes activos sigue el siguiente

orden de mayor a menor; ABLS, DBS y MIXTO.

Los detergentes formuiados comerciales son mds tdxicos que

los ingredientes activos, por las sales y aditivos que contie

nen.

De acuerdo con la categorizacidn téxica el ABLSF y el ABLS
son iguaimente tdxicos (categorizacidn: “Toxico") asimismo

el DBSp y MIXTO (categorizacién: '"Moderadamente téxico").

Los detergentes y/o bases activas usadas deben ser descritos
1o mas ampliamente posible: <&ong<tud de La cadena de hidrocan
buros, fuente y marca del producto, tipo y cantidad de los de-

ma&s constituyentes de l1os detergentes.

La gran variabilidad de los detergentes hace que las compara-

ciones con otros estudios de toxicidad sean casi imposibles.

La sintomatologia presentada por los peces durante el desarro-

110 de 1o0s bioensayos son manifestaciones de posibles disfun-
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ciones internas, como la falta de oxigeno, mostrada con el

.boqueo continuo.

Los estudios histolfgicos proporcionan amplia informacién en

el esclarecimiento del modo de accidn de los surfactantes.

Cualitativamente el detergente mias téxico es el ABLSF por ha-~

ber causado dafies mis severos en branquias, hfgado y rifi6én,
siguiendo en orden decreciente el DSSF y MIXTOF.

Las branquias son los Srganos mis afectados por la accidn de

-los detergentes debido a su casi total destruccibn.

La principal causa de muerte en los peces es la asfixia oca-

sionada por una baja eficienciz respiratoria.

E1 dafio comln para los tres &rganos fue la invasidn de eritro
citos y linfocitos.

Los dafios que no se reportan en otros estudios histoldgicos

por efecto de detergentes son: 1invasibn de eritroc¢citos, pro-

1iferacifn de condrocitos, desintegracién de 1dminas branquia

les asf como de tejido conjuntive, oclusifn de tibulos rena~

les, pérdida de 1imites celulares en epitelio tubular renal,

condensacién de cromatina en niicleos renales, pérdida de defi
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nicidon de hepatocitos y de cordones hepdticos.

E1 detergente biodegradable es mis téxico que el no biodegra-
dable, sin embargo,la alta toxicidad del detergente ABLSF sk

ve compensada por su biodegradabilidad.

Se considera que este estudio no es determinante para recomen
dar el cambio de formulacibn de detergentes no biodegradabies
o biodegradables, debido a la necesidad de realizar estudios
;ub]eta]es. I SITU, con diferentes especies de peces y etapés
del ciclo de vida, asi como con distintos niveles tréficos y

velocidades de biodegradacidn entre otros.
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