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Resumen

Las nanoparticulas (son particulas que va de un tamano entre 1 y 100 nm) hoy en
dia son utilizadas en diversas aplicaciones, cientificas, electronicas, en medicina,
cosmeéticos y debido a sus propiedades fisicas y quimicas, como su tamano, el color,
la transparencia, la solubilidad, y su sintesis, son ahora ampliamente usadas en
cosmeéticos, medicinas, agroquimicos, y otras aplicaciones como electronica y la
industria alimenticia. Estudios actuales, han demostrado la presencia y toxicidad de
nanoparticulas en ambientes acuaticos y terrestres, sin embargo; han sido escasos,
aunque existen reglamentos regulatorios sobre el uso de nanoparticulas como el
del Registro, Evaluacion, Autorizacion y Restriccion de Sustancias Quimicas
(REACH) de la Union Europea. Existe la evidencia de que las nanoparticulas son
toéxicas por su tamafo, composicion quimica, estructura superficial, solubilidad,
forma y agregacion. Dos nanoparticulas muy usadas son el didxido de titanio (TiOz2)
y 6xido de zinc (ZnO) como componente en varios productos usados cotidianamente
por el ser humano en todo el mundo, por ejemplo; talcos, pastas de dientes,

bloqueadores solares, cremas topicas, desodorantes, y jabones. Todos los



productos quimicos con nanoparticulas usados por el ser humano llegan a los
ecosistemas acuaticos, en toneladas cada afno. Los sistemas de tratamiento de
agua residual no son capaces de removerlos. Por lo tanto, existe un riesgo alto de
efectos adversos en las poblaciones y comunidades de microorganismo acuaticos,
esenciales para la salud del medio ambiente. Por ello, es importante analizar su
toxicidad en una bateria de microorganismos para estudiar sus efectos agudos y
cronicos, estimar y predecir el riesgo al medio ambiente, porque son pocos los
estudios que han evaluado los efectos ecotoxicologicos y el riesgo ambiental de las
nanoparticulas de diéxido de titanio (TiO2) y del 6xido de zinc (ZnO) con un enfoque
integral, es decir usando diferentes niveles tréficos, y usando especies autdctonas

con distribucién dentro de la regién de estudio.

Abstract

Nanoparticles (ranging in size from 1 to 100 nm) are currently used in various
applications, including scientific, electronic, medical, and cosmetic fields. Due to their
unique physical and chemical properties—such as size, color, transparency,
solubility, and synthesis—they are now widely employed in cosmetics, medicines,
agrochemicals, and other industries such as electronics and food production. Recent
studies have demonstrated the presence and toxicity of nanoparticles in aquatic and
terrestrial environments. However, these studies remain limited, even though
regulatory frameworks like the European Union's Registration, Evaluation,
Authorization, and Restriction of Chemicals (REACH) exist to govern nanoparticle
use. Evidence shows that nanoparticles are toxic due to their size, chemical
composition, surface structure, solubility, shape, and aggregation. Two widely used
nanoparticles, titanium dioxide (TiO,) and zinc oxide (ZnO), are components of
various products commonly used by humans worldwide, such as talc, toothpaste,
sunscreens, topical creams, deodorants, and soaps. All chemical products
containing nanoparticles eventually reach aquatic ecosystems, releasing tons of
these substances annually. Wastewater treatment systems are unable to remove
them effectively, posing a significant risk of adverse effects on aquatic microbial

populations and communities, which are essential for environmental health.



Therefore, it is crucial to analyze their toxicity using a range of microorganisms to
study both acute and chronic effects, estimate and predict environmental risks, and
address the lack of comprehensive studies evaluating the ecotoxicological effects
and environmental risks of titanium dioxide (TiO;) and zinc oxide (ZnO)
nanoparticles. This should involve an integrated approach that considers different

trophic levels and utilizes native species distributed within the study region.



1. INTRODUCCION

Las nanoparticulas (NP) de dioxido de titanio (TiO,) y el 6xido de zinc (ZnO), son
componentes basicos de en una amplia variedad de productos industriales, y debido
a sus propiedades unicas a escala nanométrica (1-100 nm), presentan amplios usos
y beneficios en comparacion a los materiales a granel o productos de molienda fina;
existe una amplia y potencial variedad de aplicaciones, se utilizan en cosméticos,
alimentos, dispositivos médicos, pinturas y protectores solares, como protectores
solares, cosméticos, pinturas y recubrimientos superficiales (Fisher & Egerton,
2001; Kaida et al., 2004), se usan en los procesos de descontaminacion del suelo y
del agua (Esterkin et al., 2005; Choi et al., 2006), en areas biomédica, campos
opticos y electronicos; muchas de sus aplicaciones derivan del aumento en la
relacion entre el area superficial, el volumen, sus dimensiones por debajo de la
longitud de onda de la luz, estas propiedades los hace transparentes, con
aplicaciones en el envasado, cosméticos y revestimientos con excelente
rendimiento de administracion via oral, vias de inyeccion o dérmicas; presentando
una mayor biodisponibilidad, un alto nivel de acciéon farmacoldgica; tiendo
aplicaciones en control y entrega dirigida por ejemplo, para la terapia génica; las
nanoparticulas pueden estabilizarse para tener una larga vida util, o ser
ampliamente usados como portadores de farmacos con una alta estabilidad, y
capacidad, asi como, viabilidad de la incorporacidn por presentar propiedades
hidrofilicas y/o hidrofobas, con mejora de la biodisponibilidad de farmacos y
reduccion de la frecuencia de dosificacion (Shinde et al., 2012).

Bundschuh et al. (2020) indica que el incremento en la produccion de nanoparticulas
a lo largo de las ultimas décadas esta relacionado con las propiedades unicas que
presentan como es el caso del tamafo de las particulas, el tamafo, area superficial,
reactividad superficial, carga y forma; en relacion con sus contrapartes a granel o
disueltas; y su composicion cristalina. Las nanoparticulas de didéxido de titanio (TiOz2)
y oxido de zinc (ZnO) son componentes en diversos productos y por tanto son de
amplia produccion a nivel mundial (Clément et al., 2013), estas nanoparticulas se
usan ampliamente en numerosos productos de consumo, muchas de sus

propiedades, pueden influir en su toxicidad y que esta relacionado con la



concentracion el tamarfo de particula inicial, ademas esto ha provocado la liberacion
inevitable en el medio ambiente, especialmente en sistemas acuaticos (Jankovic &
Plata, 2019; Azimzada et al., 2020).

La creciente produccion y uso de nanomateriales ha suscitado preocupaciones
significativas sobre su destino ambiental y los posibles efectos téxicos en los
organismos acuaticos, por lo que la preocupacion sobre la cantidad de
nanoparticulas que estan siendo descargados en los ecosistemas esta referenciado
en diversas investigaciones (Chen & Mao, 2007; Gottschalk et al., 2009), por sus
usos en la produccion industrial, metalurgica, automotriz, textil, plastica, alimentaria,
y ahora regida por nuevas tecnoldgicas y cuyo principio es la creacion o
manipulacion de materiales que van de 1 a 100 nm (Clément et al., 2013), por lo
tanto, las nanoparticulas forman parte de la gran cantidad de contaminantes
presentes en los ecosistemas (metales pesados, hidrocarburos aromaticos
policiclicos (PAH), contaminantes organicos persistentes (COP), los productos
farmacéuticos y de cuidado personal (PPCP) (Hinojosa-Guarro et al., 2020). Las
nanoparticulas y sus compuestos asociados estan biodisponibles, y presentan una
alta toxicidad, pueden interferir en el sistema reproductivo, causar danos en el ADN,
generando efectos crénicos tal es el caso de TiO2 (Franklin et al., 2007; Bayen,
2012; Djearamane et al., 2016; Rohit et al., 2018), en el caso del ZnO ha demostrado
ser en bajas concentraciones altamente toxico, causar efectos en la eclosion y
vialidad de nauplios en crustaceos como Artemia sp. (Shi et al., 2016; Rohit et al.,
2018).

Las nanoparticulas causan también efectos en la inhibicién del crecimiento algas,
por lo que la solubilidad y el tamafo juegan un papel importante en los efectos
toxicologicos (Franklin et al., 2007). La bioacumulacién es un factor importante en
el desplazamiento de estas nanoparticulas en las redes tréficas y en las cadenas
alimenticias, existe evidencia de la presencia en diversos grupos: peces,
zooplancton y fitoplancton, lo que sugiere potenciales efectos a largo plazo en la
salud de los ecosistemas acuaticos (Shi et al.,, 2016). Aunado a que cada
nanoparticula presenta un comportamiento individual, unico de transporte y

propiedades, relacionadas con el tamano, y como se comentd anteriormente la
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solubilidad y debido a este desarrollo tecnoldgico su presencia en el medio ambiente
se incrementa y como resultado, también el riesgo de los posibles efectos adversos,
en los sistemas naturales (Bundschuh et al., 2020).

Aunque estas nanoparticulas ofrecen amplios beneficios en diversas aplicaciones,
su produccion y uso extensivos aunado al desarrollo tecnolégico ha elevado el
riesgo de efectos adversos en los sistemas naturales (Bundschuh et al., 2020). Las
nanoparticulas inertes pueden interactuar con la biota a través de vias fisicas, como
el revestimiento de superficies biologicas, interferir con el crecimiento vy
comportamiento de los organismos expuestos, y exacerbar los efectos de otros
contaminantes en el medio ambiente e inertes que pueden interactuar con la biota
a través de vias fisicas como el revestimiento de superficies bioldgicas e interfiere
con el crecimiento y el comportamiento de los organismos expuestos, asi como con
otros contaminantes en el medio ambiente, dado el potencial impacto de TiO, y ZnO
en los ecosistemas acuaticos, es crucial investigar sus efectos agudos y cronicos
en organismos clave. Este estudio tiene como objetivo llenar las lagunas existentes
en la literatura cientifica, sobre sus efectos agudos y crénicos, proporcionando
informacion esencial para la gestibn y regulacion de estos contaminantes

emergentes.

1.1 Marco teodrico

1.1.1 Nanoparticulas

En sentido estricto para considerarse nanométrico, los nanomateriales, deben ser
menores a 100 nm, categorizandose en tres sistemas: 1) sistemas unidimensionales
(1D), 2) bidimensionales (2D) y 3) tridimensionales (3D) (Tan & Kotov, 2005), en la
figura 1, se ejemplifica las 3 categorias, sin embargo pueden derivar de diversos
materiales como ceramicos, metales, semiconductores, polimeros o bien una
combinacion de ellos, presentando propiedades fotonicas, electronicas, magnéticas
y cataliticas (Tan & Kotov, 2005), y presentar propiedades muy distintas a sus
homoélogos a granel y moleculares (Pratim & Chang-Yu, 2005), muchas de sus

diversas caracteristicas estan relacionadas con sus propiedades, su tamafo, el area



y la reactividad superficial, la carga y forma (Pratim & Chang-Yu, 2005; Bundschuh
et al., 2020) (figura 1).

Figura 1. Imagen conceptual de Kebede & Imae (2019).

1.1.2 Caracteristicas fisicas y quimicas del diéxido de titanio (TiOz2)

El diéxido de titanio (TiO2) es un compuesto que se puede encontrar en la naturaleza
en varias formas estructurales: como rutilo (estructura tetragonal), anatasa
(estructura octahédrica) y brookita (estructura ortorémbica); en la figura 2 se
observa la estructura molecular de dos de las principales estructuras del TiO2. El

rutilo y anatasa se produce en grandes cantidades a nivel industrial. El diéxido de
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titanio (TiO2) esta clasificado por la agencia de Registro de Efectos Téxicos de
Sustancias Quimicas con el numero XR2775000, su registro o numero CAS es #
13463-67-7. La principal presentacion comercial del dioxido de titanio (TiOz2) es de

un pigmento blanco.

Figura 2. Imagen izquierda: Modelo conceptual de la estructura cristalina
tetragonal del rutilo (ICSD: No-9161) derecha, estructura cristalina octaédrica de la
anatasa ICSD 202242.

1.1.3 Uso y aplicaciones de las nanoparticulas de didéxido de titanio (TiO2)

Debido a su brillo y su alta refraccion, aspectos conferidos por sus propiedades de
dispersion y cataliticas, su estabilidad quimica, tienen un amplio uso en la
produccion de materiales ceramicos, para generar blancura u opacidad, en pinturas
y tintas se utilizan en recubrimientos o revestimiento de superficies e integrar celdas
solares, e integrar plasticos, papel, medicinas (pildoras y tabletas). (Fisher &
Egerton, 2001; Kaida et al., 2004, Esterkin et al., 2005; Choi et al., 2006), en el caso
de la industria alimentaria se utiliza como colorante en proporciones no mayores al
1 %, en productos como caramelos, dulces, helados, chicles, cremas para cafés,
ensaladas, lacteos; en la industria cosmética, se utiliza en jabones, cremas,
protectores solares (Warheit et al., 2007), en los procesos de descontaminacion del

suelo y del agua o tratamiento de agua (Esterkin et al., 2005; Choi et al., 2006).



1.1.4 Toxicidad del diéxido de titanio (TiO2)

Algunos estudios con dioxido de titanio (TiO2) demuestran que en la presencia de
compuestos como el tetrahidrofurano (THF), generando un posible sinergismo o
antagonismo, incrementando la toxicidad aguda en crustaceos como Daphnia
magna. El TiO2 presenta un CEso = 5.5 mg de TiOz2 I'); mientras que el CEso es 100
mayor al interactuar el TiO2 con el tetrahidrofurano (THF) (Clément et al., 2013), lo
que implica procesos mas complejos de lo que se piensa, lo que demuestra la
posible interaccion con otras sustancias. Zhu et al. (2009) determiné el efecto de la
agitacion de las nanoparticulas de dioxido de titanio (TiO2) suspendidas en muestras
de experimentacion para pruebas de toxicidad aguda en D. magna y comprobd que
ECso0 a 48 h de exposicion tuvo un valor de 3.53 mg/L con particulas nanométricas
(<20 nm), y comprobando que son mucho mas téxicos que sus micrométricos de
(10 um), resultados obtenidos por diferentes autores, en experimentales similares,
indican la gran variabilidad de los valores de CEso (48 h), lo que implica la necesidad
de evaluar los efectos de la combinacion de diferentes compuestos y de
nanoparticulas en pruebas de toxicidad. Ji et al. (2010) resalta que el aumento de
la toxicidad de nanoparticulas de didxido de titanio (TiO2) esta dado por la estructura
cristalina de anatasa, esto se debe a la forma del diéxido de titanio (TiOz2), es decir
el rutilo y anatasa son dos formas alotropicas distintas de diéxido de titanio (TiO2),
la primera es lipofilica, mientras que la segunda es hidrofilica; por lo que existe un
mayor efecto toxico de anatasa, en comparacion con el rutilo y ademas la toxicidad
se incrementa drasticamente para D. magna, cuando el tiempo de exposicion se
extiende a 72 h.

Queda claro que el resultado establece que los intervalos de tempo son factores de
exposicion que pueden incrementar la toxicidad, es decir entre mayor tiempo de
exposicion mayor efecto, de las nanoparticulas (Clément et al., 2013). Se han
demostrado que la inhalacion de las nanoparticulas de dioxido de titanio (TiO2)
causa inflamacién pulmonar, y Clément et al. (2013) demuestran que las
nanoparticulas de diéxido de titanio (TiOz2), utilizadas en protectores solares,
cosméticos, pinturas y revestimientos superficiales en su forma de cristal de



anatasa, son toxicas, sin embargo, muchos de los estudios de toxicidad de las
nanoparticulas de dioxido de titanio (TiO2), se han orientado a mamiferos y
humanos , algunos de los organismos utilizados fueron roedores (ratones y ratas),
o diversas lineas celulares. Ciertamente pocos estudios han establecidos o
evaluado los efectos ecotoxicologicos y el riesgo ambiental de las nanoparticulas
de didxido de titanio (TiO2), en conjunto con los parametros fisicos-quimicos
relacionados con su toxicidad; y sin haber sido bien establecidos en la literatura; asi
como las especificidades de la toxicidad; aun falta por caracterizar, los efectos de
las nanoparticulas en el zooplancton, como el caso de rotiferos marinos como:

Brachionus plicatilis (Clément et al., 2013).

1.1.5 Caracteristicas fisicas y quimicas del éxido de zinc (ZnO)

El zinc es un elemento que se puede encontrar de manera natural como esfalerita
(sulfuro de zinc), asociada en menor proporcion a la galeana y se presenta de forma
granular y cristales finos (Nufiez & Arriaga, 1991), como Smithsonita (carbonato de
zinc) (Galan, 2017) o como Hemimorfita (silicato de Zinc) (Tritlla et al., 2006), y como
franklinita (6xido mixto de hierro y zinc) o como cincita (éxido de zinc) (Ruiz, 2008),
la figura 3, esquematiza la forma en cdmo se organizan los atomos de oxigeno y
zinc en una estructura hexagonal. El zinc se puede encontrar como elemento traza,
en las plantas y animales, teniendo importantes funciones metabdlicas, en la
formacion de acidos nucleicos, en el metabolismo hormonal, la respuesta
inmunitaria y en la estabilizacién de los ribosomas en la membrana (Rubio et al.,
2007). EI o6xido de zinc, es un compuesto clasificado con el No. RTECS:
ZH4810000, y con No. de CAS: 1314-13-2. El 6xido de zinc es un compuesto

altamente importante por sus usos y aplicaciones (Rubio et al., 2007).
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Figura 3. Estructura hexagonal cristalina de ZnO.

1.1.6 Uso y aplicaciones de las nanoparticulas de 6xido de zinc (ZnO)

El zinc es usado para proteger metales ferrosos de la corrosion, actuando como
(dnodo) polo positivo con el hierro, y por ello los agentes corrosivos atacan al zinc y
lo que permite alargar la vida de los metales (3-6 afios), se puede usar en la
generacion de las laminas galvanizadas; y tener aleaciones con otros metales; es
utilizado en la fabricacion de piezas automotrices, herramientas de maquinaria,
ornamentos y juguetes y cuando se alea con cobre se genera laton o bronces
(Holmberg et al., 1998), “Actualmente la mayor parte del zinc producido se emplea
en la galvanizacion del hierro y acero, asi como en la manufacturacion del laton. Los
objetos galvanizados (alambres, clavos, laminas, etc.) se emplean en la industria
del automovil, la construccion, equipamientos de oficinas y utensilios de cocina, etc.
También se utilizan grandes cantidades de zinc en polvo como agente reductor”
(Rubio et al., 2007, 101), otras de las caracteristicas del zinc tiene altas propiedades
de activador y acelerador de pigmento, y mejora las propiedades fisicas del cauchos
y polimeros de alto rendimiento; es usado en pomadas; 0 como pigmento e



inhibidores de moho en diferentes productos ceramicos, en pinturas; se utiliza en
alimentos como aditivo, en la conservacion de alimentos, o como suplemento en
alimentos, y conservacion de semillas; potencializa cosméticos; es utilizado como
semiconductor o fotoconductor.

Las nanoparticulas de 6xido de zinc (ZnO), se estan desarrollado e incorporado a
diversos productos por su capacidad catalitica unica, propiedades optoelectronicas,
actividad antimicrobiana (Oskam, 2006), su estructura cristalina de wurtzita,
contribuye a sus propiedades optoeléctricas unicas (Wang, 2004), semiconductor
de banda ancha, presenta una gran energia de excitacién lo que exhibe una
emision de UV, y conductividad transparente, y por ello proporciona revestimientos
en superficies, como piezas eléctricas; por lo que son particularmente atractivas
para sensores electronicos, energia solar y transductores (Ma et al., 2013).

El 6xido de zinc (ZnO) es un fotocatalizador que se usa en remediacion de
contaminantes ambientales y desinfeccion médica (Hoffmann et al., 1995). Las
nanoparticulas en polvo se utilizan en productos plasticos, ceramica, vidrio,
cemento, caucho, lubricantes, pinturas, pigmentos, alimentos (fuente de nutrientes),
baterias, retardadores de fuego, comunmente estan presentes en productos del
cuidado personal, como: cosméticos y protectores solares, debido a su excelente

absorcidn de rayos UV y/o propiedades reflectantes (Ma et al., 2013).

1.1.7 Toxicidad del 6xido de zinc (ZnO)

Se esperaria que las nanoparticulas interactien de manera solubles o como
especies particularizas, lo que sugiere diversas vias de accion toxica (Brunner et
al., 2006). El Zn?* solubilizado de nanoparticulas de 6xido de zinc (ZnO), ha
demostrado que contribuyen considerablemente a la citotoxicidad de estas (Brunner
et al., 2006; Heinlaan et al., 2008). El é6xido de zinc (ZnO), es un fotocatalizador que
promueve la generacion de especies reactivas de Oxigeno (ROS), bajo irradiacion
con energia; existiendo la evidencia de que este proceso produce una importante
toxicidad para organismos superiores (Navarro et al., 2008; Ma et al., 2013), estos
mecanismos contribuyen a los efectos toxicos y que en esencia podrian estar

generando un peligro potencial por el riesgo de las nanoparticulas (Ma et al., 2013).



1.2 Antecedentes

La acumulacion de metales en diferentes compartimentos ambientales supone un
riesgo tanto para el medio ambiente como para la salud de la biota (Gomes et al.,
2016). En el caso especifico de México, por ejemplo, en el sistema lagunar costero
de la Laguna de Términos, Campeche, México, presenta una contaminacion por
residuos quimicos agricolas e industriales; y una amplia variedad de compuestos
organoclorados y organofosforados. En el agua se detectaron clorpirifos,
compuestos organoclorados, en sedimentos y en la biota, asi como hidrocarburos
clorados, como DDT, PCB, endosulfan y lindano (Carvalho et al., 2009), en Sonora,
las concentraciones de metales pesados (mg/kg) detectados en sedimento, indican
que las concentraciones de Cd estan por debajo del limite de deteccién, BDL-3.50),
Cr (3-41), Cu (238-1090), Fe (41267—61033), Mn (678-1143), Ni (18-35), Pb (51—
124) y Zn (116-356), para las dos zonas de estudio el Jaralito y la Méxicana, en
ambas corrientes presentaron alto grado de enriquecimiento en Cu, Fe, Mn, Ni, Pb
y Zn, lo que indica un origen antropico de estos metales.

Los sedimentos de Jaralito y la Mexicana exhiben una textura mayoritariamente
gravosa-arenosa con mayores contenidos de metales que en las fracciones finas y
los valores del indice de geoacumulacion de sedimentos sugieren que Jaralito
presenta una contaminacién de moderada a alta de Ni, Pb y Cu, mientras que
Mexicana presenta una amplia contaminacién por Cd, Cu, Pb y una contaminacién
moderada; lo que representa un riesgo ambiental y sustancial, debido a la movilidad
y disponibilidad de los metales. Los autores establecen que se necesitan estudios
pertinentes a futuro, considerando la biota y la quimica del agua, como parte de una
evaluaciéon completa y determinar el impacto de la contaminacién en este caso de
los arroyos Jaralito y la Mexicana, lo que confirma la urgencia de implementar
practicas efectivas de manejo ambiental (Aguilar-Hinojosa et al., 2016).

La presencia de metales traza en organismos acuaticos es latente, y la distribucion
de estos metales esta dado en funcion de las practicas agricolas intensivas, los
estudios demuestran que existe bioacumulacién de metales. La concentracion varia
como es el caso de la Laguna Xnoha en Campeche, donde se presenta la mayor
concentracion de metales (Cd, Cu, Fe, Zn, Hg y Cr) en rio Palizada, el rio la
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Candelaria, rio Ululmal, las Maravillas y Lopez Mateos, por lo que se evidencia, la
presencia de metales en los sistemas acuaticos tropicales de la peninsula de
Yucatan, del mismo se identifico el enriquecimiento de metales pesados a través de
la acumulacion de Cd y Pb en el rio Palizada de Campeche y en la laguna de
Términos, lo que representa un riesgo toxico ecoldgico por la presencia cronica de
metales pesados en un area prioritaria para la conservacion de la biota acuatica y
terrestre como es el sistema Palizada, debido a su alta toxicidad aun en bajas
concentraciones. Por ello, es importante evaluar sus efectos sub-letales en los
organismos que habitan este sistema, lo que requiere la implementacion de un
monitoreo integral (Navarrete-Rodriguez et al., 2020).

Otro caso especifico es el sistema hidrolégico de los rios San Juan-Taxco se
encuentra dentro de uno de los distritos mineros mas antiguos e importantes de
Meéxico que de los cuales las comunidades aprovechan para el abastecimiento de
agua domestico y el riego de cultivos; la presencia de metales pesados en el
sedimento, con respecto a metales pesados y metaloides, establece que el cadmio
es el que presenta mayor concentracién y posteriormente el Zinc como se muestra
a continuacién: Cd>Zn>Pb>Cu>As>B>Mn>Ni>Fe >Co>Ba>AlyCr.
Los estudios revelan con respecto a los indices geoquimicos de nuevo una
importante influencia antropogénica en los rios; el enriquecimiento es muy alto de
As, Cu, Pb y Zn, y extremadamente alto de Cd, derivado en gran medida por la
erosion de los relaves mineros, las aguas residuales y la escorrentia agricola, el Cd,
Zn, Pb, Cuy As fueron los principales elementos de riesgo potencial que provocaran
efectos bioldgicos nocivos en el medio fluvial (Salcedo Sanchez et al., 2021). Segun
Rodriguez-Espinosa et al. (2018), metales como el zinc entre otros podrian ser un
peligro ecoldgico potencial, y que su presencia deriva de en muchos casos de
fuentes industriales, Morales-Garcia et al. (2020) indica que en el lago de Texcoco
la concentracion de metales en sedimentos de Cd, Cu, Pb, Zn y Hg es alta y
derivado de los efluentes urbano-industriales de los municipios aledafios y de la
ciudad de México, se determina que los metales como el Cu, Pb y Zinc tiene este
origen, lo que contribuye a un posible riesgo ambiental. La presencia de metales en

sedimentos representa un riesgo para los ecosistemas costeros y la concentracion
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de metales como Al, Fe, Hg, Cd, Cr, Cu, Ni, Pb y Zn en sedimentos de zonas
portuarias es mayor que en la plataforma continental (Buruaem et al., 2012).

Los metales pesados en el mar pueden encontrase en forma de soluto y unidos a
particulas en suspension o sedimentos (fitoplancton, zooplancton, escombros,
arcillas y limos) y las concentraciones en forma de soluto son en su mayoria mas
bajas que las normativas, lo cual puede deberse a una alta sorcién de metales por
particulas en suspension, fitoplancton y moluscos o cultivos de algas. En muchos
casos el monitoreo de los metales trazas en la biota se determina para predecir el
riesgo de contaminantes para humanos y estudiar posibles procesos de
biomagnificacion; en el caso de los sedimentos la utilidad esta basada en las
posibles implicaciones para comprender varios efectos posibles de los metales en
la biota a los que estan expuestos a las condiciones de su habitat (Arifin et al., 2012).
Con la presencia de metales traza en manglares se demuestra la biodisponibilidad
y bioacumulacién de metales en la biota (Bone et al., 2012). La mayor parte de los
estudios de toxicidad se basan en la evaluacién del potencial toxicolégico de estas,
en humanos, mamiferos como ratones y ratas, o diferentes tipos de lineas celulares.
Algunos estos estudios han demostrado que la inhalacidén de las nanoparticulas de
diéxido de titanio (TiOz2) causa inflamacion pulmonar (Warheit et al., 2007). Algunos
autores establecen la presencia de estos materiales, en los sistemas acuaticos y
terrestres, y en muchos casos como nanoparticulas (Clément et al., 2013). Existen
forma de regulacion y control de sustancias quimicas y las nanoparticulas son parte
de estas sustancias, aunque de manera independiente no hay una reglamentacion
para las nanoparticulas; el Reglamento (CE) n°® 1907/2006 (REACH), Registro,
Evaluacion, Autorizacién y Restriccion de Sustancias y Mezclas Quimicas de la
Union Europea ha establecido algunos lineamientos, y con el cual se registran,
evaluan, autorizan o se restringen sustancias quimicas bajos los estatutos de
normatividad, es por ello que su propésito es vigilar o prever que los fabricantes, e
importadores, proveedores o comercializadores cumplan con los criterio para su
uso, y demostrar que su producto fabricado no genera dafios a la salud humana y

el medio ambiente, previo a ser comercializado (Clément et al., 2013).

12



Las nanoparticulas tienen que ser reglamentadas de manera independiente de las
sustancias quimicas, por sus innumerables comportamientos, y siendo estas un
riesgo por si solas al poder influir por su tamafo en los ciclos de vida de los
organismos, es claro entonces que lo verdaderamente preocupante es que no existe
una disposicion o postura oficial sobre las nanomateriales. Existen pocos estudios
sobre la evaluacién de los efectos ecotoxicoldgicos y riesgo ambiental de las
nanoparticulas de dioxido de titanio (TiOz2), y los parametros fisicoquimicos
causantes de la toxicidad son variables e indefinidos (Griffitt et al., 2008). La
toxicidad de las nanoparticulas de diéxido de titanio (TiO2) estan correlacionadas al
método de preparacion de la suspension, la forma de la particula y estructura
cristalina (Crane et al., 2008; Navarro et al., 2008), y la duracion del tiempo de
exposicion. Las nanoparticulas mas utilizadas en productos quimicos usados por el
ser humano son didxido de titanio (TiOz2) y el 6xido de zinc (ZnO), se requiere
determinar el impacto sanitario y medioambiental de estos materiales por lo que los
estudios toxicologicos son necesarios, y asi establecer los efectos
medioambientales (Clément et al., 2013).

La produccion mundial de las nanoparticulas de diéxido de titanio (TiOz2) y 6xido de
zinc (ZnO) para productos de proteccion solar durarte el 2003-2004 se estim6 de
1000 toneladas (Borm et al., 2006), en el 2012 la produccion de nanoparticulas de
ZnO en Europa aumento a 1600 toneladas, (Sun et al., 2014), por lo tanto, el
incremento de la produccion y su uso amplificado de las nanoparticulas de 6xido de
zinc (ZnO) aumenta su potencial liberacion al medio ambiente, actuales
estimaciones de las concentraciones de nanoparticulas de 6xido de zinc (ZnO) en
el rango ambiental del Reino Unido desde menos de 0.1 mg/L en agua) hasta unos
pocos mg/kg (en sedimento) (Boxall et al., 2007), un estudio mas reciente de
Gottschalk et al., (2009) informaron concentraciones de nanoparticulas de 6xido de
zinc (ZnO) de 10 ng/L en agua superficial y 430 ng/L en aguas residuales tratadas
en Europa. Se espera que aumenten los niveles ambientales de nanoparticulas de
oxido de zinc (ZnO) continuamente dada la amplia aplicacion de estos
nanomateriales (Daughton & Ternes, 1999). Para el caso de las nanoparticulas de
oxido de zinc (ZnO), se demuestra que, dependiendo de su tamano, este puede
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hacerlas menos o mas toxicas, por ejemplo, de 50-70 nm para los protozoos
Tetrahymena thermophila el efecto fue similar en diferentes mezclas en
comparacion al ZnO y ZnSO4 a granel, y esto se demostré a 4 h de exposicion, la
CEso0 se obtuvo a 3.7, 3.9 y 4.9 mg/L de Zn biodisponible, que ademas la toxicidad
de los nanoparticulas esta causada por su fraccién solubilizada (Mortimer et al.,
2010).

Si consideramos los estudios de toxicidad en invertebrados acuaticos estos son
escasos en comparacion a los estudios en bacterias, en crustaceos de agua dulce
como Daphnia magna y Thamnocephalus platyurus (Blinova et al., 2010; Heinlaan
et al., 2008). Algunos estudios informaron que la CLso es comparables en D. magnha
y T. platyurus. Heinlaan et al. (2008) informaron CLso de 48 h para nanoparticulas
de 6xido de zinc (ZnO) que van de 50-70 nm de 3.2 mg/L y 0.18 mg/L con D. magna
y T. platyurus. Blinova et al; (2010), informaron que la CEso a 48 h de es de 2.6 mg/L
para D. magna y LCso de 24 h de 0.14 mg/L a T. platyurus. Lo que se demostr6 a
raiz de los resultados es que, la toxicidad de las nanoparticulas de 6xido de zinc
(Zn0O) se debio a los iones de Zn solubilizados, como se sugiri6 en bacterias
sensoras de Zn recombinantes. Un estudio comparativo de nanoparticulas menores
a 200 nm y menores de 1000 nm de 6xido de zinc (ZnO) indicaron que en D. magna
la CEso a 48 h se genera inmovilizacion en ambas formas de ZnO y cercano a 1
mg/L (Wiench et al., 2009); lo que establece que la toxicidad de ZnO fue
independiente del tamano de particula, del recubrimiento de particulas, de la
agregacion de particulas y el tipo de medio o el pretratamiento aplicado de las
dispersiones de prueba (agitacion, ultrasonidos o una combinacion de ambos) (Ma
et al., 2013).

En un estudio cronico con el anfipodo marino Corophium volutator las
nanoparticulas de ZnO en agua (35-10 nm) a 1 mg/L tuvieron efectos significativos
sobre la supervivencia, el crecimiento y la reproduccion, y esta toxicidad no fue
Unicamente debido al Zn?* solubilizado (Fabrega et al., 2011). En el contexto de la
regulacion REACH, los limitados datos disponibles en la literatura no permiten
generar una opinion sobre el impacto ambiental del uso de nanomateriales, debido

a la falta de conocimiento e informacion sobre la caracterizacién fisicoquimica, el
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estado, el destino de las nanoparticulas en el medio ambiente y sus efectos en
organismos que viven en estos, por lo tanto, hay una necesidad de estudios eco-
toxicologicos adicionales y caracterizacion fisicoquimica de nanoparticulas para
asegurar la consistencia de los resultados. Los datos de la literatura se refieren
principalmente al estudio de toxicidad de las nanoparticulas de dioxido de titanio
(TiO2) en un tipo de organismo como es el caso de D. magna. Se han realizado
estudios de las nanoparticulas a varios grupos troficos y taxondmicos organismos
bioldgicos (microcrustaceos, algas, plantas), con diferente toxicidad y niveles
(agudos o cronicos), y la caracterizacion del efecto a largo plazo (48 h) de la

exposicion a nanoparticulas en el rotifero Brachionus plicatilis.

1.3 Planteamiento del problema

Existen pocos estudios integrales de la toxicidad de diéxido de titanio (TiOz2) y 6xido
de zinc (ZnO), usando una bateria de especies acuaticas indicadoras de la salud de
los ecosistemas acuaticos los cuales permitan realizar estudios actuales sobre el
riesgo ambiental de nanoparticulas. En el caso de las nanoparticulas de dioxido de
titano (TiOz2) su toxicidad esta correlacionada con los métodos de preparacion de la
suspension, la forma y tamafio de la particula y su estructura cristalina (Crane et al.,
2008; Navarro et al., 2008), y mas aun con el tiempo de exposicién y la reactividad
superficial de las particulas esta dada por la estabilidad de la suspension coloidal
de nanoparticulas de didxido de titanio (TiOz2) en sistemas acuaticos (Ostiguy et al.,
2006; Navarro et al., 2008), el pH y su fuerza idnica; son en total propiedades que
determinan, la toxicidad de las nanoparticulas de diéxido de titanio (TiOz2), en los
organismos (Baveye y Laba, 2008).

Para el caso de las nanoparticulas de 6xido de zinc (ZnO), se demuestra que,
dependiendo de su tamafio, estas pueden ser menos o mas téxicas, por ejemplo,
de 50-70 nm para los protozoos Tetrahymena thermophila el efecto fue similar en
diferentes mezclas en comparacion al ZnO y ZnSO4 a granel, y esto se demostro a
4 h de exposicién, la CEso se obtuvo a 3.7, 3.9 y 4.9 mg/L de zn biodisponible, que
ademas la toxicidad de las nanoparticulas de esta causada por su fraccion

solubilizada (Mortimer et al., 2010). Si consideramos los estudios de toxicidad en

15



invertebrados acuaticos estos son escasos en comparacion a los estudios en
bacterias, en crustaceos de agua dulce como Daphnia magna y Thamnocephalus
platyurus (Blinova et al., 2010; Heinlaan et al., 2008). Algunos estudios informaron
CLso comparables en D. magna y T. platyurus. Heinlaan et al. (2008) informaron
CLso de 48 h para las nanoparticulas de 6xido de zinc (ZnO) (50-70 nm) de 3.2 mg/L
y 0.18 mg/L a D. magna y T. platyurus. Blinova et al., (2010) informaron ECso de 48
h de 2.6 mg/L para D. magna y LCso de 24 h de 0.14 mg/L a T. platyurus. Un estudio
comparativo de nanoparticulas menores a 200 nm y menores de 1000 nm de 6xido
de zinc (Zn0O) indicé que en D. magna la CEso a 48 h se genera inmovilizacién en
ambas formas de ZnO y cercano a 1 mg/L (Wiench et al., 2009); lo que establece
que la toxicidad de 6xido de zinc (ZnO) fue independiente del tamafio de particula,
del recubrimiento de particulas, de la agregacion de particulas y el tipo de medio o
el pretratamiento aplicado de las dispersiones de prueba (agitacion, ultrasonidos o
una combinacién de ambos) (Ma, Williams, & Diamond, 2013). Si bien existen
valores toxicolégicos en especies indicadoras, no son especies nativas de México,
y no se analizaron procesos de adsorcion, absorcion y bioacumulacion de
nanoparticulas en diferentes niveles troficos, en consecuencia, se prioriza el estudio
letal y cronica de las nanoparticulas en una bateria de especies nativas de México,

para comprender la magnitud de su problema en la biota acuatica.

2. JUSTIFICACION
El diéxido de titanio (TiO2) y el éxido de zinc (ZnO) son componentes basicos en
productos de cuidado personal; que genera cambios en la composicion del agua,
modificando su pH; ademas, se ha demostrado que el didxido de titanio (TiO2) y el
oxido de zinc (Zn0O), puede reaccionar con otras sustancias y que, dependiendo de
su estructura, presentan mayor toxicidad. Por lo tanto, es prioridad analizar los
efectos agudos y crénicos de las nanoparticulas del didxido de titanio (TiO2) y el
oxido de zinc (ZnO) en varios grupos tréficos y taxondmicos: rotiferos, cladéceros,
y ostracodos y mejor aun, usando especies de dos regiones en dos zonas de
importancia socio-econémica y cuentan con la logistica operativa y técnico-cientifica

toxicologica. Zona 1: Bajio, Aguascalientes de la region hidrolégica VIl Lerma-
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Santiago Pacifico y Zona 2: Sureste, Quintana Roo: region hidrologica Xl de la
Peninsula de Yucatan; ambas, regiones del pais con descargas de aguas residuales

y escases de informacion sobre la prediccion de riesgo ambiental de nanoparticulas.

2.1 Preguntas de investigacion

¢, Cual es la sensibilidad de especies de rotiferos, cladéceros y ostracodos del centro
y sur de México expuestas a las nanoparticulas de dioxido de titanio (TiO2) y del
oxido de zinc (Zn0O)?

¢ El dioxido de titanio (TiOz) y del 6xido de zinc (ZnO) se pueden bioacumular en los
organismos del zooplancton seleccionados en este estudio?

¢ Los rotiferos, cladoceros y ostracodos aislados de algunos cuerpos de agua de
Aguascalientes y Quintana Roo tienen el potencial de usarse como organismos
modelo de estudios ecotoxicoldgicos de nanoparticulas?

¢ La contaminacién de nanoparticulas de diéxido de titanio (TiOz2) y del 6xido de zinc
(Zn0O), representan un riesgo para los ecosistemas acuaticos de Aguascalientes y

de Quintana Roo?

3. HIPOTESIS
Las nanoparticulas de dioxido de titanio (TiOz2) y del 6xido de zinc (ZnO), son téxicas
para las especies de zooplancton en todos los niveles troficos, y se bioacumulan; lo
que potencializa la biomagnificacion de nanoparticulas; por lo tanto, son un riesgo

para las especies de zooplancton de los ecosistemas acuaticos.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Determinar los efectos agudos y crénicos de nanoparticulas de didxido de titanio
(TiOz2) y del 6xido de zinc (ZnO), en diferentes especies del zooplancton aisladas de
cuerpos de agua de Aguascalientes y Quintana Roo.
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4.2 Objetivos Especificos

1.- Aislar e identificar especies de zooplancton de cuerpos de agua de
Aguascalientes y Quintana Roo para su uso como organismos modelos en pruebas
ecotoxicologicas.

2.- Caracterizar las nanoparticulas de diéxido de titanio (TiOz2) y 6xido de zinc (ZnO)
y mediante microscopia electronica de barrido y analisis de rayos X.

3.- Estudiar los efectos agudos de nanoparticulas de dioxido de titanio (TiOz2) y 6xido
de zinc (Zn0O), en las especies seleccionadas.

4.- Estudiar los efectos cronicos de nanoparticulas de dioxido de titanio (TiO2) y
oxido de zinc (ZnO), en especies seleccionadas.

5.- Estudiar la bioacumulacion de nanoparticulas de diéxido de titanio (TiOz2) y 6xido

de zinc (Zn0O), mediante microscopia electronica de barrido y analisis de rayos X.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Trabajo en campo

5.1.1 Colecta de zooplancton en Aguascalientes y Quintana Roo

1.- Se realizaron las colectas de zooplancton, durante el afio 2021-2022, en dos
regiones climaticas distintas, una con climas semiseco del estado de Aguascalientes
y la otra subhumeda de Cancun, Quintana Roo; en cada sitio se ubicaron puntos de
recolecta y mediante una red de plancton de 54 micras de apertura de malla; se
realizd un arrastre de la zona limnética vy litoral, con la cual se filtraron 500 ml de
agua, de los cuales 250 ml se preservaron a 4 % de formol, para identificacion de

las especies y los otros 250 ml para su aislamiento.

5.2 Trabajo en laboratorio

5.2.1 Identificacion de las especies de zooplancton de las dos zonas de
estudio (Aguascalientes y Quintana Roo)

En el laboratorio se realizé la identificacion del zooplancton, con las claves

dicotémicas y pictéricas de Koste (1978), Nogrady et al. (1993), Nogrady & Segers
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(2002), para cladéceros se utilizaron las claves de Elias-Gutiérrez et al. (2008); para
ostracodos, las claves de Roessler (1986) y Meisch (2000). Se observaron los
caracteres taxondmicos en un microscopio Optico marca Olympus CH3 modelo

CH30LF100 y se determiné el nombre de las especies.

5.2.2 Aislamiento y establecimiento de cultivos monoclonales en zooplancton
de Aguascalientes y Quintana Roo

Posteriormente se hicieron los cultivos monoclonales de las especies en cajas de
cultivo de 24 posas de poliestireno, en un mililitro de medio reconstituido (EPA,
1996). Los cultivos de rotiferos, cladoceros y ostracodos se realizaron acorde a los
protocolos de Pérez-Legaspi y Rico-Martinez (1998); para los cultivos se utilizo el
medio de cultivo de la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA,
1996). Para los cultivos de rotiferos y ostracodos se utilizé una camara bioclimatica,
con un fotoperiodo, de 16 h luz/8 h obscuridad, a una temperatura de 25 °C £+ 2 °C
y el cultivo de los claddceros, se mantuvo a una temperatura de 20 = 2 °C, con un
fotoperiodo, de 16 h luz/8 h obscuridad. El pH del medio reconstituido se mantuvo
entre 7.5 y la dureza de 80-100 mg/L de CaCO:s.

Para la alimentacién de los rotiferos y claddceros se utilizé la microalga Chlorella
sp, la concentracién 6ptima del cultivo para rotiferos fue de 1X10° cel/ml y para los
cladéceros fue de 750,000 cel/ml para los ostracodos, se utilizaron 0.5 cm? de
lechuga (lactuca sp) (Lépez-Gutiérrez et al., 2018). Las especies requieren un
minimo de dos meses para el proceso de aislamiento y aclimatacién, para
posteriormente realizar las pruebas téxicas. La microalga Chlorella sp se cultiva con

Bold's basal medium (BBM) usando agua destilada o des ionizada (Nichols, 1973).

5.2.3 Cultivo de algas
A continuacion, en el cuadro 1, se presentan las cantidades a considerar para la
elaboracién de este medio mineral estandar (Bold's basal médium-MBB) utilizando

un litro de agua desionizada o destilada (Nichols, 1973).
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Cuadro 1. Macronutrientes requeridos para el Medio mineral estandar (BBM).

Macronutrientes Cantidad
NaNO3 250 mg
CaCl2.2H20 25mg
MgS04.7H20 75 mg
K2HPO4 75 mg
KH2PO4 175 mg
Vitaminas 2ml
Metales traza 2ml
Vitamina Cantidad
Tiamina 100 mg
Biotina 5 mg
Vitamina B12 5 mg

Cuadro 2. Solucion stock de metales traza para elaborar 500 ml de medio mineral

estandar.

Metales Cantidad
NaFeEDTA 25¢g
MnCl2.4H20 90 mg
CuS04.5H20 5 mg
ZnS04.7H20 11 mg
CoCl2.6H20 5 mg

NaMoO4.2H20 3.2mg
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Cuadro 3. Requerimiento de sales para el medio reconstituido (EPA, 1996), para

el cultivo de los rotiferos, claddceros y ostracodos de agua dulce.

Sales Peso
NaHCO3 96 mg
CaS04 2H20 60 mg
MgSO4 7H20 60 mg
KCI 4 mg

Nota: En el caso de las especies marinas o de agua salada se utiliza sal marina en

una proporciéon de 15 g/L, diluidos en agua destilada o desionizada.

5.2.4 Caracterizacion de las nanoparticulas mediante microscopia electrénica
de barrido, y EDS

Para la preparacion de los stocks se pesaron de 0.01-0.03 ug de las nanoparticulas
(Anatasa, anatasa-rutilo, 6xido de zinc) y se diluyeron en agua desionizada,
posteriormente se deshidrataron y se colocaron sobre un disco de granito de 1 cm?
para su recubrimiento. Para el recubrimiento de oro; el cilindro se coloca en un porta-
muestras del recubridor de oro (Denton Vacuum) y se aplica un flujo de corriente de

80 segundos. Finalmente se obtuvieron las imagenes de barrido.

5.2.5 Generacion de histogramas de tamaio

Las fotografias de barrido, se analizaron en el programa ImageJ (Java 64 bit); se
obtuvieron 500-600 mediciones de los tamafos de nanoparticulas, a su vez se
obtuvieron la media, los minimos, maximos y la desviacion estandar de las
nanoparticulas, mediante el uso de Statistica Versién 7, del afo 1993, de la empresa
Statsoft Inc.
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5.2.6 Determinacién del diametro hidrodinamico

La determinacion del diametro hidrodinamico en nm se realiz6 a partir de la
asociacion de la empresa Anton Paar México S.A. de C.V. mediante la técnica de
dispersion de luz dinamica (DLS); utilizando un equipo Litesizer 500; numero de
serie: 82759650, Software version 2.26.3, bajo una temperatura de 25 °C. Para la
determinacion del diametro hidrodinamico, se utilizaron 8 stocks a una
concentracion de 100mg/l preparados con agua desionizada y medio reconstituido,
los intervalos de lectura de cada muestra fueron 10 min. Se obtuvieron ocho lecturas
por cada muestra; 64 lecturas en total, ademas de obtenerse el promedio, la
desviacion estandar, el porcentaje de polidispersion, el porcentaje de trasmitancia y
el coeficiente de diferenciacion.

De Las lecturas correspondientes; el promedio del diametro hidrodinamico de la
muestra 1, fue de 1048. 3 nm, con una desviacién estandar de 69.95 nm, y un
porcentaje de polidispercion de 26.0, con una desviacion estandar de 1.7, el
promedio del diametro hidrodinamico de la muestra 2, fue de 1369.1 nm, con una
desviacidén estandar de 75.42 nm, y con un porcentaje de polidispercion de 25.9,
con una desviacion estandar 2.7, el promedio del diametro hidrodinamico de la
muestra 3, fue de 1197. nm, con una desviacién estandar de 116.50 nm, y con un
porcentaje de polidispercion de 8.6, con una desviacion estandar 10.2, el promedio
del diametro hidrodinamico de la muestra 4, fue de 1387.3 nm, con una desviacion
estandar de 49.91 nm, y con un porcentaje de polidisperciéon de 23.9, con una
desviacion estandar 4.1, el promedio del diametro hidrodinamico de la muestra 5,
fue de 3488 nm, con una desviacion estandar de 298.1 nm, y con un porcentaje de
polidispercidon de 22.5, con una desviacion estandar 17.7, el promedio del diametro
hidrodinamico de la muestra 6, fue de 2335 nm, con una desviacion estandar de
158.81 nm, y con un porcentaje de polidispercion de 27.2, con una desviacion
estandar 1.2, el promedio del diametro hidrodinamico de la muestra 7, fue de 1426.3
nm, con una desviacion estandar de 79.50 nm, y con un porcentaje de polidispercion
de 25, con una desviacion estandar 0.4 y por ultimo el promedio del diametro

hidrodinamico de la muestra 8, fue de 1469.1 nm, con una desviacion estandar de
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82.73 nm, y con un porcentaje de polidispercion de 22.5, con una desviacion
estandar 2.7.

Las lecturas obtenidas de las muestras diluidas en agua desionizada vs medio
reconstituido, nos indica un incremento en el diametro hidrodinamico, comparando
la muestra 1 vs 5,2 vs 6, 3 vs 7 y 4 vs 8, e independientemente del tamario de las
nanoparticulas. Lo que indica que existen un efecto de las sales presentes en el
medio reconstituido, en el incremento del tamafo de las nanoparticulas y su
diametro hidrodinamico. A continuacion, se muestra en la tabla la descripcion de los

stocks.

Cuadro 4. Descripcién de las muestras utilizadas para la determinacién del

diametro hidrodinamico.

No. DILUYENTE
MUESTRA MUESTRA (agua) DESCRIPCION (nanopolvo)
1 Titanio IV. TiO2 (Anatasa) Desionizada <25 nm. 99.7 % metal base trasa
2 Titanio IV. TiO2 (Anatasa- Rutilo)  Desionizada <100 nm. 99.5 % metal base trasa
3 Oxido de Zinc Desionizada <100 nm. <80 % metal base trasa
4 Titanio IV. TiO2 (Rutilo) Desionizada <25 pm. 299.9 % metal base trasa
Medio
5 Titanio IV. TiO2 (Anatasa) reconstituido <25 nm. 99.7 % metal base trasa
Medio
6 Titanio IV. TiO2 (Anatasa-Rutilo)  reconstituido <100 nm. 99.5 % metal base trasa
Medio
7 Oxido de Zinc reconstituido <100 nm. <80 % metal base trasa
Medio
Titanio IV. TiO2 (Rutilo) reconstituido <25 pym. 299.9 % metal base trasa
Agua desionizada XXXXXXXX XXXXXXXX
10 Medio reconstituido XXXXXXXX XXXXXXXX

5.2.7 Pruebas de toxicidad aguda en zooplancton
5.2.7.1 Rango exploratorio

Para la obtencidn del rango de exposicion se realizaron pruebas previas de toxicidad
a diferentes concentraciones, para las cuales se considera el porcentaje de dilucion:
10%, 5%, 1%, 0.5%, 0.25%, 0.10% y 0.05 % y 0.02 % del stock. Los medios
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reconstituidos, usados en las pruebas, dependieron de las especies (dulce o
marina). Las pruebas de exploracién se realizaron por triplicado y se obtuvieron las

concentraciones iniciales para las posteriores pruebas de toxicidad aguda y crénica.

5.2.7.2 Preparacion del stock

Para la preparacion del stock de las nanoparticulas de diéxido de titanio (TiO2) y
oxido de zinc (ZnO) se consideraron 100 mg/L. Se pesaron 10 mg de las
nanoparticulas en una balanza analitica y se colocaron en un matraz, aforado a 100
ml de agua desionizada, para su posterior agitacion y sonicado (marca Elmasonic
xtra TT). La agitacién se realizé por un periodo de 30 min y posteriormente se sdnico

por un tiempo de 25 min.

5.2.7.3 Pruebas de toxicidad aguda

Para la prueba aguda con rotiferos se utilizaron cajas de 24 pozas de poliestireno
estériles, Marca Costar®, en la cual se colocaron 10 neonatos en 1 ml de medio
reconstituido (EPA, 1996), con sus respectivas concentraciones y réplicas, asi como
sus controles negativos. Previamente la prueba exploratoria nos permitié obtener el
rango de exposicion y finalmente con los datos obtenidos de la prueba de rango, se

realizaran las pruebas agudas (Figura 4).

Figura 4. Esquema de las pruebas de toxicidad aguda con sus réplicas, y

controles y el respectivo stock a 100/L.
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Como se indicé anteriormente, se realizaron tres réplicas con cada concentraciéon
de exposicion, cada réplica contd con un control negativo tanto de didxido de titanio
(TiO2) y de oxido de zinc (ZnO), con medio reconstituido dulce o salado. Finalmente
se registré la mortalidad a 24 y 48 horas. Los organismos de prueba se incubaron
bajo las mismas condiciones de cultivo antes mencionadas, asi como en las pruebas
realizadas.

Para los claddceros y ostracodos, se utilizaron cajas de 24 pozas de poliestireno
estériles, Marca Costar®, en la cual se colocaron 5 cladéceros en 1 ml de medio
reconstituido (dulce) con su respectiva concentracion; con cada poza se consideré
una réplica de exposicion; para obtener 3 réplicas y finalmente, con los resultados
obtenidos de las exposiciones se registraron. Bajo este propdsito se considera la
mortalidad a 24-48, horas y se incubaron en una camara bioclimatica; de manera

semejante a la forma de proceder con los rotiferos (Cuadro 5).

Cuadro 5. Especificaciones y controles de calidad para realizar las pruebas

toxicoldgicas en zooplancton y el numero de organismos a utilizar por repeticion y

total.
Medio # # Total de org/[conc] # réplicas -
ol.
reconstituido  Org/rep.
Salado/dulce 10 30 3 1 M

5.2.8 Pruebas de toxicidad crénica

Se colocaron 10 neonatos de B. angularis en una poza de poliestireno, en 3 ml de
prueba toxicolégica con sus respectivas concentraciones a evaluar de cada toxico:
nanoparticulas de dioxido de titanio (TiO2) y de 6xido de zinc (ZnO), y debidamente
el control negativo con medio de cultivo reconstituido (EPA, 1996), y se agregé el
alimento a 1X108 células/ml de Chlorella sp. las pruebas se colocaron en la camara
bioclimatica a 16/8 de luz, obscuridad, a una temperatura de 25 °C +- 2 °C durante
5 dias.
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Para el caso de la prueba cronica con el cladocero C. sphaericus y el ostracodo C.
vidua, se colocaron 5 organismos, en cada posa de 3 ml, con una densidad de 1
org/ml, por lo que se utilizaron 5 réplicas de 3 ml (15 organismos/15 ml) de una caja
de poliestireno, y debidamente el control negativo con medio de cultivo reconstituido
(EPA, 1996), y con sus respectivas concentraciones a evaluar de cada téxico:
nanoparticulas de dioxido de titanio (TiOz2) y de 6xido de zinc (ZnO), se agreg6 el
alimento a 7.5 X10° células/ml de Chlorella sp. para el caso de los claddceros, para
el caso de los ostracodos se alimentaron con 3 cm? de lechuga. Las pruebas se
colocaron en la camara bioclimatica a 16/8 de luz, obscuridad, a una temperatura
de 25 °C + 2 °C durante, 20 dias para claddceros. Para la prueba con ostracodos,
el periodo de exposicion fue de 31 dias. Al término del tiempo de exposicion se
cuentan los organismos vivos y de cada poza y con ello obtener el valor r con la

siguiente formula:

__In(Nt—No)
r= t
Donde:
Nt= numero de organismos Vvivos.
No= numero inicial de organismos.
In= logaritmo natural.

t= tiempo

5.2.9 Microscopia electrénica de barrido (SEM) y rayos X, para la deteccion
de nanoparticulas en estructuras externas e internas

5.2.9.1 Procedimiento para realizar la técnica de barrido

1.- Fijacion: Se realiz6 la fijacion con 2.5 % de glutaraldheido durante 2 horas. Se
lavé con PBS 30min-2 horas, y posteriormente se fijé con tetradxido de osmio al 1%
por 1-2 horas.

2.- Lavado: Después del fijado con tetradxido de osmio, se lavé con PSB durante
30-2 horas.
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3.- Deshidratacion: Los especimenes se deshidrataron con una solucion del 50 %
de alcohol o acetona, después los especimenes se lavaron con soluciones del 60,
70 80, 90, 96 y 100 %, durante 10-15 min. La inmersion del 100 % se realizé por 2
ocasiones.

4.- Secado: El secado se realizé6 de manera natural o mediante un aparato Smadri
marca Tousimis.

6.- Montaje: Los especimenes, se colocaron en un cilindro sobre un disco de granito
de 1 cm?.

7.- Recubrimiento de oro: El cilindro se coloco en un portamuetras del recubridor de

oro (Denton Vacuum). Se aplicé un flujo de corriente de 80 segundos.

Nota. Para la deteccién de las nanoparticulas en estructuras internas se realizarén

disecciones de los organismos previo al recubrimiento de oro.

5.2.9.2 Procedimiento para la deteccion de nanoparticulas en estructuras
externas e internas usando el microscopio electréonico de barrido y rayos X

Se tomaron 200-500 rotiferos, de 50-100 claddceros y ostracodos y se expusieron
a diferentes concentraciones por duplicado (se valora la CLso, CL10, el NOEC Y
LOEC y la CEso). Para ver donde se acumula las nanoparticulas, se realizod

microscopia electrénica (SEM) y EDSx para los tres organismos.

Nota: Para la deteccion de las nanoparticulas en estructuras internas se realizaron

disecciones, de los organismos previo al recubrimiento de oro.

5.3 Analisis de gabinete
Este se divide en 4 secciones:
e Caracterizaciéon de la nanoparticulas de diéxido de titanio (TiO2) y 6xido de
zinc (ZnO), por medio de microscopia de barrido analisis de fotografias del
SEM y EDS, y medicion de los tamafios de nanoparticulas con el programa
de ImagedJ (Java 64 bit).
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e Determinacién de las concentraciones letales agudas y crénicas: CLso, CL10,
el NOEC y el LOEC.

e Deteccion de nanoparticulas en estructuras externas e internas usando el
Microscopio Electronico de Barrido y Rayos X.

¢ Obtencion de los factores de bioconcentracidén en el zooplancton.

5.4 Analisis estadistico

Al finalizar las pruebas de toxicidad aguda y crénicas con las nanoparticulas de
diéxido de titanio (TiO2) y oxido de zinc (ZnO), se contabilizaron los organismos
vivos y muertos observados del grupo Rotifera, Cladécera, Ostracoda. Se
generaron hojas de calculo en Excel por cada uno de los grupos selectos y los datos
obtenidos se expresaron en porcentajes de mortalidad, se obtuvo el logaritmo de la
concentracion y se utilizé los valores Probit, para obtener las regresiones lineales
multiples y obtener las CLso y CL10; posteriormente un analisis de varianza (ANOVA)
de una via con 5 tratamientos (cada uno con sus réplicas correspondientes).
Ademas, se realizaron pruebas de Duncan (p>0.05), para senalar las diferencias
estadisticas significativas entre las medias de cada tratamiento y el control. De esta
manera se obtuvieron los valores NOEC, y LOEC. El valor de la concentracion letal
media (CLso), se calculd por medio de las regresiones lineal, entre la dilucién
(concentracion de exposicion) y los porcentajes de mortalidad. Empleando el
paquete estadistico Statistica Version 7 (Statsoft Inc, 1993). Adicionalmente se
reporto el coeficiente de variacion de la regresion lineal, es decir los valores r, y el

intervalo de confianza al 95% para cada CLso.

6. RESULTADOS

6.1 Identificacidn de las especies selectas de zooplancton y estandarizacion
de los cultivos

Se identificaron y cultivaron 5 especies de zooplancton (Figura 5) presentes en la
zona limnética, litoral y benténica de cuerpos de agua de Aguascalientes y Quintana

Roo, de Aguascalientes fueron; un rotiferos: a) Brachionus angularis b), un
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cladécero: Chydorus sphaericus, ¢) y un ostracodo: Cypridopsis cf. vidua, y un
rotifero: d) Lecane cornuta y un ostracodo (Cypridopsis cf. vidua) de Quintana Roo,
para este propdsito se baso en la 1) amplia distribucion, 2) en la facilidad para
manipular y cultivar, 3) la presencia en cuerpos de agua de Aguascalientes vy
Quintana Roo, 4) que se utilizan pequefios volumenes y ciclos cortos a
relativamente cortos.

Figura 5. Bateria de especies de Aguascalientes y Quintana Roo. Fuente:

fotografias propias a), b), c); fotografia d) de Alvarado-Flores.

Cuadro 6. Caracterizacion fisicoquimica del agua desionizada, medio
reconstituido, y stock de nanoparticulas a 100 mg/L, con sus respectivos

promedios y desviacion estandar.

Agua desinizada Promedio Desviacion estandar
Temperatura (°C) 31.83 0.06

pH 7.97 0.77
Conductividad (uS) 405.00 297.92
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Sdlidos totales ( ppm) 195.33 160.51

Medio reconstituido Promedio Desviacion estandar
Temperatura (°C) 32.03 0.47

pH 8.69 0.73
Conductividad (uS) 344.00 24.58
Sdlidos totales ( ppm) 169.00 7.21
Anatasa( TiO2) a 100 pg/L Promedio Desviacion estandar
Temperatura (°C) 32.07 0.67

pH 8.69 0.80
Conductividad (uS) 185.00 12.53
Sdlidos totales ( ppm) 94.67 2.08
Anatasa-rutilo ( TiO2) a 100 pg/L Promedio Desviacion estandar
Temperatura (°C) 32.00 0.62

pH 8.73 0.91
Conductividad (uS) 174.00 6.56
Sdlidos totales ( ppm) 87.67 2.89

Rutilo ( TiO2) a 100 pg/L Promedio Desviacion estandar
Temperatura (°C) 32.03 0.57

pH 8.36 0.77
Conductividad (uS) 194.00 8.54
Sdlidos totales ( ppm) 96.00 5.00

Oxido de zinc (ZnO) a 100 pg/L Promedio Desviacion estandar
Temperatura (°C) 31.97 0.49

pH 8.58 0.85
Conductividad (uS) 165.67 4.51

Sdlidos totales ( ppm) 83.00 2.65




6.2 Caracterizacidon de las nanoparticulas de diéxido de titanio (TiO2) y de
6xido de zinc (Zn0O)

La composicion de quimica de las nanoparticulas acorde al proveedor Sigma-
Aldrich se indican en el cuadro 5, la pureza es de 99.5 % de didxido de titanio (TiOz2),

menos del 80 % de éxido de zinc (ZnO).

Cuadro 7. Composicion elemental de las nanoparticulas.

Compuesto Descripcion
TiO2 (anatasa) <25 nm. 99.7 % metal traza
TiO2 (anatasa vy rutilo) <100 nm. 99.5 % metal traza
TiOz2 (rutilo) <25 pym. 299.9 % metal traza
ZnO (6xido de zinc) <100 nm. <80 % metal traza

En la figura 6 se observan las fotografias de barrido (SEM) del nanopolvo de diéxido

de titanio (TiOz2) y 6xido de zinc (ZnO) a una concentracién de 0.01 mg.

Figura 6. Fotografias de barrido (MEB) de las nanoparticulas de diéxido de titanio
(TiOz2) y de 6xido de zinc (ZnO). a) Anatasa a 4000x, b) Anatasa-rutilo 750X, c)
Oxido de zinc a 18 000 X.

En las figuras 7, 8, y 9, se observan los histogramas de la distribucién de tamario,

de las nanoparticulas de diéxido de titanio (TiO2) y 6xido de zinc (ZnO), a partir de
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una fotografia de barrido de las nanoparticulas. En la figura 4, se muestran las
mediciones de 500 nanoparticulas, y se observa que la mayor distribucion de las
nanoparticulas se encuentra entre 6-13 nm. En la figura 5, de las 650 mediciones
realizadas, se observa que la mayor distribucidén de las nanoparticulas se encuentra
entre 60-90 nm, y como se observa en la figura 6, de las 500 mediciones realizadas,
se observa que la mayor distribucién de las nanoparticulas se encuentra entre 60-
70 nm.

Figura 7. Grafico de la caracterizacién de nanoparticulas de didxido de titanio
(TiO2), a) Distribucién del tamafio de particula (nm), b) Imagen de microscopia
electronica de barrido (SEM) de TiO2 (Anatasa) a 4000X.

Figura 8. Grafico de la caracterizacion de nanoparticulas de dioxido de titanio
(TiO2); a) Distribucion del tamafio de particula (nm); b) Imagen de microscopia
electronica de barrido (SEM) de TiO2 (Rutilo-anatasa) a 750X.
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Figura 9. Grafico de la caracterizacion de nanoparticulas de ZnO; a) Distribucidn
del tamano de particula (nm); b) Imagen de microscopia electronica de barrido
(SEM) de ZnO (Oxido de zinc) a 18000X.

6.3 Caracterizacion de las nanoparticulas mediante el uso de EDS

Nuestros analisis por EDS de la composicion elemental de diéxido de titanio (TiO2),
y oxido de zinc (ZnO), se muestran en el cuadro 6, en donde se observa que la
composicion elemental en peso atomico para TiOz2 la cual fue de 60.32 % y 48.86
%, mientras que de ZnO fue de 86.41 %.

Cuadro 8. Cuantificacion de las nanoparticulas por EDS en porcentaje elemental.

Compuesto Composicion Porcentaje
Anatasa (TiOz2) C 10.02
O 29.66
Ti 60.32
Total 100
Anatasa-rutilo (TiOz2) C 17.38
O 38.83
Ti 48.86
Total 100
Oxido de zinc (znO) O 13.59
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Zn 86.41
total 100

Se presentan los espectros y la zona del microanalisis, en las figuras 10, 11,y 12,
de las nanoparticulas de dioxido de titanio (TiO2): anatasa, anatasa-rutilo, y 6xido
de zinc (Zn0O), respectivamente. Como se observa la sefial en el espectro es fuerte,

para los elementos Tiy Zn.

Figura 10. Analisis elemental con grafico espectral mediante EDS de anatasa, con

su zona de barrido laser (excitacion de electrones).

Figura 11. Andlisis elemental con grafico espectral mediante EDS de anatasa-

rutilo, con su zona de barrido laser (excitacion de electrones).
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Figura 12. Analisis elemental con grafico espectral mediante EDS de 6xido de

zinc, con su zona de barrido laser (excitacion de electrones).

6.4 Diametro hidrodinamico de las muestras

En el cuadro 9, se muestran los diametros hidrodinamicos de las nanoparticulas de
diéxido de titanio (TiO2) y 6xido de zinc (ZnO), obtenidos, los cuales rebasan el
tamano fisico de la nanoparticula que indica la etiqueta del reactivo usado, y
obtenido de Sigma-Aldrich. Lo que establece que la interaccion de las
nanoparticulas en agua, incrementa el tamafio, por la interaccion entre
nanoparticulas provocando agregados. Es decir, las nanoparticulas de didxido de

titanio (TiO2) y 6xido de zinc (ZnO) forman agregados de > 1000 nm.

Cuadro 9. Diametro hidrodinamico (D. H.), en medio reconstituido, mediante
dispersion de luz dinamica (DLS) con un equipo Zetasizer NanoDynamic Light

Scattering (DLS). Desviacion estandar (D. E.).

Nanoparticulas D.H.*D. E.
Anatasa 1048.3+69.95
Anatasa-rutilo 1369.1£75.42
Rutilo 1387.3+ 49.91
Oxido de zinc 1197+116.50
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Figura 13. Se muestran los graficos de distribucién del diametro hidrodinamico (D.
H.) de las nanoparticulas, cada linea de color representa una réplica a) Anatasa,
(TiO2), b) Anatasa-Rutilo, (TiOz2), c) Rutilo, (TiOz2), d) 6xido de zinc (ZnO).

6.5 . Toxicidad aguda en el zooplancton con especies de Aguascalientes
Los valores de toxicidad aguda (CLso) obtenidos con el rotifero (B. angularis),
cladocero (C. sphaericus) y ostracodo (C. cf. vidua) para las nanoparticulas de
didéxido de titanio (TiOz2) y 6xido de zinc (ZnO) nos indican que el reactivo anatasa
(TiO2) es mas toéxica si consideramos que el valor CLso es de 7.23 mg/L en
Brachionus angularis con un tamafio (<25 nm), seguido de la anatasa-rutilo con un
CLso de 12.58 mg/L con un tamafo (<100 nm), en el caso del rutilo que tiene un
mayor tamafio (<25 ym) su valor de CLso es de 14.01 mg/L. También se calcularon
lo valores CL10, como se observan en el cuadro 10. Los valores de toxicidad aguda
en el cladécero obtenidos con el diéxido de titanio TiO2 nos indican que la anatasa
es mas toxica con CLso de 12.40 mg/L, anatasa-rutilo con 19.54 mg/L vy rutilo: CLso
con 37.11 mg/L, para el ostracodo, la CLso de anatasa fue de 42.97 mg/L, anatasa-
rutilo de 20.98 mg/L y de rutilo 63.62 mg/L, lo que indica que en este caso la mezcla

de anatasa-rutilo es la mas toxica. Considerando las tres especies de los tres grupos
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de estudio, las nanoparticulas de dioxido de titanio de menor tamafio son mas
téxicas y, ademas, los valores de toxicidad aguda en la especie de rotifero, el
cladocero y ostracodo indican que la especie mas sensible, es el rotifero, seguido
del claddcero y por ultimo el ostracodo.

Se calcularon las concentraciones NOEC y LOEC. ambos valores son de suma
importancia toxicoldgica, en el caso de la CLso de ZnO para el rotifero, es de 1.06
mg/L, para el cladocero es de1.56 mg/L y para el ostracodo es de 5.58 mg/L, lo que
indica que el rotifero es el mas sensible, en comparacion al cladocero y el ostracodo,
de manera que el ostracodo es el mas tolerante. Para el rotifero con anatasa los
valores NOEC fue de 0.02 mg/L, y el LOEC fue 0.05 mg/L, con anatasa-rutilo los
valores NOEC fue de 0.02 mg/L, y el LOEC fue 0.05 mg/L, y para rutilo los valores
NOEC fue de 0.05 mg/L, y el LOEC fue 0.1 mg/L. Para el caso en el cladocero con
anatasa el valor NOEC fue de 0.1 mg/L y el LOEC fue de 0.5 mg/L, con anatasa-
rutilo, el valor NOEC fue de 5 mg/L y el LOEC fue de 10 mg/L, con rutilo fue de 10
mg/L y 16 mg/L, respectivamente. En el ostracodo con anatasa los valores NOEC
fue de 10 mg/L, y el LOEC fue 16 mg/L, con anatasa-rutilo los valores NOEC fue de
0.5 mg/L, y el LOEC fue 0.1 mg/L, y para rutilo los valores NOEC fue de 73 mg/L, y
el LOEC fue 83 mg/L. Con el ZnO los valores NOEC y LOEC en el rotifero son 0
mg/L y 0.02mg/L respectivamente, con el cladécero el NOEC es 0.1 mg/L y 0.5 mg/L
y para el ostracodo para el NOEC es de 0.1 mg/L y el LOEC es de 0.5 mg/L. Como

se puede ver en el cuadro 10.

Cuadro 10. Valores de toxicidad aguda en especies de Aguascalientes se
muestran a continuaciéon. Concentraciones letales 50 y 10 de diéxido de titanio
(TiO2) y 6xido de zinc (ZnO) para B. angularis, C. sphaericus y C. vidua, con sus
respectivos valores, NOEC = Concentracién en donde no se observa efecto, y
LOEC = Concentracion donde se observa el primer efecto mas bajo, r?=
coeficiente de determinacion, o = desviacidon estandar y CL = limites de confianza

menor y mayor al 95 %.
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Téxico R? O NOEC LOEC CL1o Clso -95%LC +95%LC

Especies

B. angularis Anatasa 0.58 0.7 0.02 0.05 0.064 7.23 4.23 12.38
Anatasa-rutlo 055 1.0 0.02 0.05 0.042 12.58 6.57 19.73

Rutilo 0.69 0.65 0.05 0.1 0.1006 14.01 8.89 22.04

Oxido de zinc  0.73 0.56 0 0.02 8.8X10* 1.065 0.67 1.69

C. sphaericus Anatasa 0.74 057 041 0.5 0.43 12.40 7.73 19.88
Anatasa yrutlo 0.74 0.57 5 10 0.85 19.54 12.00 31.81

Rutilo 0.79 0.55 10 16 0.98 37.11 23.78 57.91

Oxido de zinc  0.52 0.57 0.1 0.5 0.27 1.56 0.86 2.86

C. vidua Anatasa 0.67 0.69 10 16 129 4297 23.42 39.23
Anatasayrutlo 0.74 055 05 1.0 0.84 20.98 12.98 33.91
Rutilo 044 087 73 83 4.43 63.62 27.03 149.71

Oxido de zinc  0.85 0.45 0.1 0.5 0.12 5.58 3.8 8.18

Nota: Concentraciones letales 10 y 50 y LC en mg/L.

6.5.1 Toxicidad cronica en el zooplancton con especies de Aguascalientes

A continuacion, se observan los valores de toxicidad crénica en especies de
Aguascalientes, obtenidos a 5 dias de exposicion en el caso de rotifero: B. angularis,
20 dias para el cladocero: C. sphaericus y 31 dias para el ostracodo C. cf. vidua. Se
puede observar que la concentracion efectiva 50 (CEso) es menor para 6xido de zinc
con 2.92 mg/L, para anatasa 3.78 mg/L, 4.9 mg/L para anatasa-rutilo y por ultimo
para rutilo 5.54 mg/L, lo que indicaria es que el 6xido de zinc inhibe mayormente la
tasa de crecimiento poblacional en B. angularis, seguido de anatasa y por ultimo el
rutilo, en el caso de C. sphaericus la concentracion efectiva 50 (CEso) es menor para
oxido de zinc con 0.66 mg/L, para anatasa 4.5 mg/L, 2.86 mg/L para anatasa-rutilo
y por ultimo para rutilo 3.80 mg/L, lo que indicaria que de igual forma el 6xido de
zinc inhibe mayormente la tasa de crecimiento poblacional; para el caso de C. cf.
vidua, la concentracion efectiva 50 (CEso) es menor de igual forma para el 6xido de
zinc con 0.66 mg/L, para anatasa 4.5 mg/L, 2.86 mg/L para anatasa-rutilo y por
ultimo para rutilo 3.80 mg/L, lo que indicaria que existe una mayor susceptibilidad al
oxido de zinc, inhibiendo mayormente la tasa de crecimiento poblacional; para todos
los casos. A continuacién, se presentan los valores cronicos (CEso) de las
exposiciones y las tasas intrinsecas de crecimiento r, obtenidos con las especies de

Aguascalientes.
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Cuadro 11. Los valores cronicos (CEso) obtenidos de las especies de
Aguascalientes, se expresan a continuacion con la especie (B. angularis). En el
siguiente cuadro se observan los valores de CEso de los cuatro toxicos obtenidos
con B. angularis y sus respectivas r?, los NOEC, LOEC y los minimos y maximos,

asi como su desviacion estandar.

Especie Téxico R? b2 NOEC LOEC CEsp -95%CL +95%CL
B. angularis Anatasa 0.84 0.22 0.02 0.015 3.78 2.31 5.24
Anatasa-rutilo  0.90 0.27 0.15 0.3 49 3.67 6.04
Rutilo 0.77 0.20 0 0.02 554 3.43 7.66
Oxidodezinc 095 0.37 0.15 3 2.92 2.08 3.76

y = 0.3919-0.431*x; CE5o= 3.78 mg/L

0.5000

0.4565 | ~~ .
0.4233

0.3892 |
0.3584

0.3219

 0.2822
0.2500
0.2197

0.1833
0.1386

0.0811

0.0500
-1.0 0.0 1.0 15 20 3.0 4.0 5.0 6.0

Concentraciones nTiO, (anatasa) mg/L

Figura 14. Grafico en el que se muestra la regresion de la exposiciéon de TiO2
(anatasa), en la tasa de crecimiento de B. angularis en un tiempo de 5 dias a una
concentracion de 1X10° células/ml de Chlorella vulgaris, a una densidad

poblacional inicial de los 5 organismos/ml. En una prueba de 2 ml.
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y=0.378-0.0321*x; CE5, = 4.9 mg/L
0.5000 . . .
0.4565

0.3892 |
0.3409
0.2017 |
0.2388

0.1833 |
0.1386

0.0811]
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-0.1000
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Concentraciones nTiO, (anatasa-rutilo) mg/L

Figura 15. Grafico en el que se muestra la regresion de la exposicion de TiO2
(anatasa-rutilo), en la tasa de crecimiento de B. angularis en un tiempo de 5 dias a
una concentracion de 1X106 cel/ml de Chlorella vulgaris, a una densidad

poblacional inicial de los 5 organismos/ml. En una prueba de 2 ml.
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0.5000

y=0.3567-0.0224*x; CE5q = 5.54 mg/L
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Figura 16. Grafico en el que se muestra la regresion de la exposicion de TiO2

(rutilo), en la tasa de crecimiento de B. angularis en un tiempo de 5 dias a una

concentracion de 1X106 cel/ml de Chlorella vulgaris, a una densidad poblacional

inicial del 5 org/ml. En una prueba de 2 ml.
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y=0.2994-0.049*x; CEx, = 2.92 mg/L
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Figura 17. Grafico en el que se muestra la regresion de la exposicion de ZnO
(6xido de zinc), en la tasa de crecimiento de B. angularis en un tiempo de 5 dias a
una concentracion de 1X106 cel/ml de Chlorella vulgaris, a una densidad

poblacional inicial de los 5 organismos/ml. En una prueba de 2 ml.

En el siguiente cuadro se observan los valores de CEso de los cuatro téxicos
obtenidos con C. sphaericus y sus respectivas r?, los NOEC, LOEC y los minimos y

maximos, asi como su desviacion estandar.

Cuadro 12. Los valores cronicos (CEso) obtenidos de las especies de

Aguascalientes, se expresan a continuacion con la especie (C. sphaericus).

Especie Toéxico R? 2 NOEC LOEC CEsp -95%CL +95%CL
C. sphaericus Anatasa 0.55 0.20 0.02 0.1 4.5 0.48 3.57
Anatasa-rutilo  0.59 0.21 0.00 0.02 286 0.51 3.07
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Rutilo 0.89 0.20 0.02 0.15 3.80 2.75 4.85
Oxidodezinc 0.96 042 0.15 0.3 0.66 0.54 0.96

y=0.1016-0.0075*x; 4.50 mg/L
0.1300

0.1171

0.1099
0.1040

0.0958

0.0879

0.0763
0.0693

0.0600

0.0500
-1.0 0.0 1.0 15 20 3.0 4.0 5.0 6.0

Concentraciones nTiO, (anatasa) mg/L

Figura 18. Grafico en el que se muestra la regresion de la exposicion de TiO2
(anatasa), en la tasa de crecimiento de C. sphaericus en un tiempo de 5 dias a
una concentracion de 1X106 cel/ml de Chlorella vulgaris, a una densidad

poblacional inicial de los 5 organismos/ml. En una prueba de 2 ml.
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y = 0.1184-0.0405*x; CE5q = 2.86 mg/L
0.1400

0.1171
0.1087
0.1000

~ 0.0800

0.0600

0.0438
0.0347 .

0.0200 - - - - - - - -
020 000 0.15 0.30 0.60 080 1.00 120 140 1.60

Concentraciones nTiO, (anatasa-rutilo) mg/L

Figura 19. Grafico en el que se muestra la regresion de la exposicion de TiO2
(anatasa-rutilo), en la tasa de crecimiento de C. sphaericus en un tiempo de 5 dias
a una concentracion de 1X106 cel/ml de Chlorella vulgaris, a una densidad

poblacional inicial de los 5 organismos/ml. En una prueba de 2 ml.
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y = 0.9016-0.0995*x; CE5q = 3.80 mg/L

-1 0 1 2 3 4 5 6
Concentraciones nTiO, (rutilo) mg/L
Figura 20. Grafico en el que se muestra la regresion de la exposicion de TiO2
(rutilo), en la tasa de crecimiento de C. sphaericus en un tiempo de 5 dias a una
concentracion de 1X10° células/ml de Chlorella vulgaris, a una densidad

poblacional inicial de los 5 organismos/ml. En una prueba de 2 ml.
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y= 0.1174-0.0822*x; CE5y = 0.66 mg/L
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Figura 21. Grafico en el que se muestra la regresion de la exposicion de ZnO
(6xido de zinc), en la tasa de crecimiento de C. sphaericus en un tiempo de 5 dias
a una concentracion de 1X106 cel/ml de Chlorella vulgaris, a una densidad

poblacional inicial de los 5 organismos /ml. En una prueba de 2 ml.

Cuadro 13. Los valores cronicos (CEso) obtenidos de las especies de
Aguascalientes, se expresan a continuacién con la especie (C. cf. vidua). En el
siguiente cuadro se observan los valores de CEso de los cuatro téxicos obtenidos
con C. cf. vidua y sus respectivas r?, los NOEC, LOEC y los minimos y maximos,

asi como su desviaciéon estandar.

Especies Téxico R? 2 NOEC LOEC CEsp -95%CL +95%CL
C. cf. vidua Anatasa 09 039 0.15 0.3 1.18 0.75 1.62
Anatasa-rutilo  0.65 0.39 --- 0.02 048 -0.35 1.35
Rutilo 0.57 0.21 0.02 154 0.39 2.68
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Oxido de zinc 071 04 - 0.02 0.57 -0.16 1.32

y=0.0613-0.022*x; CE5y = 1.18 mg/L
0.08 . .

0.06 |
0.04
~ 0.02}
0.00 |

-0.02 ¢

-0.04 - - - - - - -
05 00 0.5 1.0 15 2.0 2.5 3.0 35

Concentraciones nTiO, (anatasa) mg/L

Figura 22. Grafico en el que se muestra la regresion de la exposicion de TiO2
(anatasa), en la tasa de crecimiento de C.cf. vidua en un tiempo de 31 dias y
alimentados con 3 cuadros de 1 cm? de lechuga, con una densidad poblacional

inicial de los 5 organismos/ml. En una prueba de 2 ml.
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y = 0.0418-0.193*x; CEs; = 0.48 mgiL
0.08

0.06

0.04

~ 0.02

0.00

-0.02

-0.04
-0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5

Concentraciones nTiO, (anatasa-rutilo) mg/L

Figura 23. Grafico en el que se muestra la regresion de la exposicion de TiO2
(anatasa-rutilo), en la tasa de crecimiento de C.cf. vidua en un tiempo de 31 dias y
alimentados con 3 cuadros de 1 cm? de lechuga, con una densidad poblacional

inicial de los 5 organismos/ml. En una prueba de 2 ml.
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y = 0.0536-0.0099*x; CEgy = r = 1.54 mg/L
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Figura 24. Grafico en el que se muestra la regresion de la exposicion de TiO2
(rutilo), en la tasa de crecimiento de C. cf. vidua en un tiempo de 31 dias y
alimentados con 3 cuadros de 1 cm? de lechuga, con una densidad poblacional

inicial de los 5 organismos/ml. En una prueba de 2 ml.
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y = 0.045-0.0205*x; CE5q = 0.57 mg/L
0.08 . ;

0.06 |
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~ 002}
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-0.02 ¢
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Concentraciones nZnO (6xido de zinc) mg/L

Figura 25. Grafico en el que se muestra la regresion de la exposicion de TiO2
(6xido de zinc), en la tasa de crecimiento de C. vidua en un tiempo de 31 dias y
alimentados con 3 cuadros de 1 cm? de lechuga, con una densidad poblacional

inicial de los 5 organismos /ml. En una prueba de 2 ml.

6.6 Toxicidad aguda en el zooplancton con especies de Quintana Roo.

Los valores de toxicidad aguda (CLso) obtenidos con el rotifero (L. cornuta), y el
ostracodo (C. cf. vidua) para las nanoparticulas de diéxido de titanio (TiO2) y 6xido
de zinc (ZnO) nos indican que el reactivo anatasa (TiO2) es mas toxica si
consideramos que el valor CLso es de 19.05 mg/L en L. cornuta con un tamano (<25
nm), seguido de la anatasa-rutilo con un CLso de 40.67 mg/L con un tamafio (<100
nm), en el caso del rutilo que tiene un mayor tamafio (<25 um) su valor de CLso es
de 35.52 mg/L. en el caso de C. cf. vidua lo valores CLso, como se observan en el
cuadro 15, los valores de toxicidad aguda en el ostracodo obtenidos con el didxido
de titanio TiO2 nos indican que la anatasa es mas toéxica con CLso de 476.01 mg/L,
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anatasa-rutilo con 682.38 mg/L y rutilo: CLso con 462.67 mg/L, lo que indica que en
este caso indica que para el rotifero la anatasa es mas toxica, y la mezcla de
anatasa-rutilo y rutilo presentan los mismos efectos letales, en el caso del ostracodo
el rutilo es levemente mas toxico que la anatasas, sin embargo la mezcla genera un
mayor efecto letal en este organismo, considerando las dos especies de estudio,
para el caso de Cancun, con respecto al TiOz la especies mas tolerante por mucho
es el ostracodo. En el caso de la CLso de ZnO para el rotifero, es de 3.52 mg/L, y
para el ostracodo es de 27.91 mg/L, lo que indica que el rotifero es el mas sensible,
en comparacion al ostracodo, de manera que el ostracodo es el mas tolerante. A

continuacion, se muestran los valores.

Cuadro 14. Valores de toxicidad aguda en especies de Quintana Roo se muestran
a continuacién. Concentraciones letales 50 y 10 de didxido de titanio (TiO2) y 6xido
de zinc (Zn0O) para Lecane cornuta, y C. vidua, con sus respectivos valores, NOEC
= Concentracion en donde no se observa efecto, y LOEC = Concentracion donde
se observa el primer efecto mas bajo, r> = coeficiente de determinacion, o =

desviacion estandar y CL = limites de confianza menor y mayor al 95 %.

Especies Toéxico R? 2 NOEC LOEC CLww CLso -95%LC +95%LC
Lecane cornuta Anatasa 0.73 2.22 0.5 1 0.71  19.05 12.88 28.84
Anatasa-rutilo 0.95 2.22 0 16 2.02 40.67 33.73 40.04
Rutilo 0.85 2.04 0 16 2.09 35.52 28.04 45
oxido de zinc  0.57 2.71 0 0.5 1.1 9.88 5.73 17.02
C. vidua Anatasa 0.90 1.74 86 100 3.49 476.01 342.01 662.51
Anatasa-rutilo 0.80 1.67 86 100 6.58 682.38 461.96 1007.96
Rutilo 0.80 1.93 73 86 7.02 462.67 303.70 704.86
Oxido de zinc  0.88 1.93 23 31 220 99.84 81.37 122.52

Nota: Concentraciones letales 10 y 50 y LC en mg/L.

6.6.1 Toxicidad cronica en el zooplancton con especies de Quintana Roo.
Los valores cronicos (CEso) obtenidos de las especies de Quintana Roo, se
expresan a continuacién, con la especie L. cornuta, en el cuadro 16 se observan los

valores y sus respectivas r?, los NOEC, LOEC, los limites de confianza minimos y
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maximos, asi como su desviacion estandar. Los valores de toxicidad crénica en
especies de Cancun, obtenidos a 5 dias de exposicion en el caso de rotifero: L.
cornuta, y 31 dias para el ostracodo C. cf. vidua. Se puede observar que la
concentracion efectiva 50 (CEso) es menor para 6xido de zinc con 3.52 mg/L, para
anatasa 11.42 mg/L, 36.41 mg/L para anatasa-rutilo y por ultimo para rutilo 37.11
mg/L, lo que indicaria es que el 6xido de zinc inhibe mayormente la tasa de
crecimiento poblacional, seguido de anatasa y por ultimo el rutilo, en el caso de C.
cf. vidua la concentracién efectiva 50 (CEso0) es menor para 6xido de zinc con 27.91
mg/L, para anatasa 457.03 mg/L, 336.01 mg/L para anatasa-rutilo y por ultimo para
rutilo 463.12 mg/L, lo que indicaria que de igual forma el 6xido de zinc inhibe

mayormente la tasa de crecimiento poblacional.

Cuadro 15. Valores de toxicidad crénica en especies de Quintana Roo.

Especie Toéxico r (o} NOEC LOEC CEso 95%CL +95%CL
L. cornuta Anatasa 0.7 0.18 1 5 11.42 2.83 20.01
Anatasa-rutilo 0.69 0.15 10 16 36.41 21.75 51.07
Rutilo 0.58 0.14 16 23 37.11 13.50 60.85
Oxidodezinc  0.85 0.30 1 5 3.52 2.04 5.0

Nota: NOECs y LOECs, CEso, y LC en mg/L
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y = 0.1534-0.00034*x; CE5y = 11.42 mg/L
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Figura 26. Grafico en el que se muestra la regresion lineal de la exposicion de

TiO2 (anatasa), en la tasa de crecimiento de L. cornuta a un tiempo de 5 dias y

alimentados con Chlorella vulgaris, con una densidad poblacional inicial de los 10

organismos /ml, en una prueba de 2 ml.
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y = 0.1421-0.0016*x; CE5y = 36.41 mg/L
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Figura 27. Grafico en el que se muestra la regresion lineal de la exposicion de
TiO2 (anatasa-rutilo), en la tasa de crecimiento de L. cornuta a un tiempo de 5 dias
y alimentados con Chlorella vulgaris, con una densidad poblacional inicial de los

10 organismos/ml, en una prueba de 2 ml.
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y = 0.1448-0.0014*x; CE5y = 37.11 mg/L
0.18 - - . : . .
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Concentraciones nTiO, (rutilo) mg/L

Figura 28. Grafico en el que se muestra la regresion lineal de la exposicion de
TiOz2 (rutilo), en la tasa de crecimiento de L. cornuta en un tiempo de 5 dias y
alimentados con Chlorella vulgaris, con una densidad poblacional inicial de los 10

organismos/ml en una prueba de 2 ml.

55



y = 0.1216-0.012*x; CE5q = 3.52 mg/L
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Figura 29. Grafico en el que se muestra la regresion lineal de la exposicion de
TiO2 (6xido de zinc), en la tasa de crecimiento de L. cornuta a un tiempo de 5 dias
y alimentados con Chlorella vulgaris, con una densidad poblacional inicial de los

10 organismos/ml, en una prueba de 2 ml.

Los valores crénicos (CEso) obtenidos de las especies de Quintana Roo, se
expresan a continuacion con la especie C. cf. vidua. En el siguiente cuadro se
observan los valores de CEso de los cuatro toxicos obtenidos con L. cornuta y sus
respectivas r?, los NOEC, LOEC y los minimos y maximos, asi como su desviacién

estandar.
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Cuadro 16. Valores de toxicidad crénica en especies de Quintana Roo.

Especie Toxico R? o NOEC LOEC CEso 95%CL +95%CL

C. cf. vidua Anatasa 09 0.31 100  457.03 323.78 590.28
Anatasa-rutilo 091 0.22 100 160  336.01 266.42 405.60
Rutilo 091 025 100 200  463.12 320.63 585.60

Oxidodezinc 0.80 0.43 --- 5 27.91 2.55 27.91

y = 0.0315-2.9365*x; CE5y = 457.03 mg/L
0.045

0.040

0.035 ¢

0.030

0.025 ¢

~ 0.020 |

0.015¢}

0.010

0.005 1

0.000 ¢

-0.005 - - - - - -
-200 0 200 400 600 800 1000 1200

Concentraciones nTiO, (anatasa) mg/L

Figura 30. Grafico en el que se muestra la regresion lineal de la exposicion de
TiOz2 (anatasa), en la tasa de crecimiento de C. cf. vidua en un tiempo de 31 dias y
alimentados con 3 cuadros de 1 cm? de lechuga, con una densidad poblacional

inicial de los 5 organismos/ml, en una prueba de 2 ml.
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y = 0.0366-5.3933*x; CEs, = 336.01 mg/L
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Figura 31. Grafico en el que se muestra la regresion lineal de la exposicion de
TiO2 (anatasa-rutilo), en la tasa de crecimiento de C. cf. vidua en un tiempo de 31
dias y alimentados con 3 cuadros de 1 cm? de lechuga, con una densidad

poblacional inicial de los 5 organismos/ml, en una prueba de 2 ml.
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y = 0.0372-3.9287*x; CE5, = 463.12 mg/L
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Figura 32. Grafico en el que se muestra la regresion lineal de la exposicion de
TiOz2 (rutilo), en la tasa de crecimiento de C. cf. vidua en un tiempo de 31 dias y
alimentados con 3 cuadros de 1 cm? de lechuga, con una densidad poblacional

inicial de los 5 organismos/ml, en una prueba de 2 ml.
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y = 0.0307-0.0008*x; CE5q = 27.91 mg/L
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Figura 33. Grafico en el que se muestra la regresion lineal de la exposicion de
TiO2 (oxido de zinc), en la tasa de crecimiento de C. cf. vidua en un tiempo de 31
dias y alimentados con 3 cuadros de 1 cm? de lechuga, con una densidad

poblacional inicial de los 5 organismos/ml, en una prueba de 2 ml.

6.6 Analisis de microelementos en la bateria de especies, expuestos a las

nanoparticulas, utilizando microscopia electronica de barrido y rayos X

Se obtuvieron, mas de 100 fotografias de los organismos expuestos a la
concentracion letal 50 de anatasa, anatasa-rutio y rutilo, con sus respectivos
controles; de organismos de las especies: C. cf. vidua y C. sphaericus. Las
concentraciones de exposicion usadas para cada especie. Se estan analizando por
especie la composicion elemental, para notar diferencias estadisticas, se observa
que el titanio solo se deposita y se observa su presencia en crustaceos, mientras
que el zinc solo se observo en rotiferos. Se desea analizar si existe disminuciéon en

la composicion elemental de controles y expuestos a las nanoparticulas.
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Para ostracodos: anatasa: 32.98 mg/L, anatasa-rutilo: 38.98 mg/L, rutilo: 63.62
mg/L y 6xido de zinc: 5.58 mg/L, y para claddceros: anatasa: 12.05 mg/L, anatasa-
rutilo: 19.76 mg/L, rutilo: 37.11 mg/L, oxido de zinc: 1.56 mg/L.

Cuadro 17. Tabla de deteccién de nanoparticulas mediante microscopia
electronica de barrido (SEM) y rayos X (EDS).

Presencia de macro y micro elementos (Controles)

Nanoparticulas

Grupo Especies Composicion quimica TiO2 Zn0O
Ostracodo C. cf. vidua C, O, Al, Mg, Ca, Cu, Tcy Hf No No
Cladocero  C. sphaericus C, O, Al, Cay Hf No No

Rotifero L. quadridentata C,0,Si CayCu No No

Nota: Valores obtenidos con rotifero para la tesina de Macarena Guillén Escobar.

Cuadro 18. Tabla de deteccién de nanoparticulas mediante microscopia

electronica de barrido (SEM) y rayos X (EDS) en exposicion aguda.

Presencia de macro y micro elementos (Exposicién aguda)

Nanoparticulas

Grupo Especies Composicion quimica TiO2 Zn0O
Ostracodo C. cf. vidua C, O, Al, Mg, Ca, Cu, Tcy Hf Sl No
Cladocero C. sphaericus C, O, Al, Cay Hf Sl No

Rotifero L. quadridentata C,0,Si,CayCu No Si

Nota: Valores obtenidos con rotifero para la tesina de Macarena Guillén Escobar.
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Modelo conceptual de la deteccién de nanoparticulas en C. cf. vidua y C. sphaericus

Figura 34. Se observan las fotografias de MEB y EDS-X, de las especies
utilizadas (estructuras internas y externas), y espectro de composicion elemental,
sin embargo, no se detecto la presencia de zinc, posibles concentraciones no

detectables.

Figura 35. Fotografias del ostracodo: C. cf. vidua: control (organismo no expuesto)
con presencia de calcio como elemento mas abundante en estructuras internas y

externas.
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Figura 36. Fotografias del cladocero: C. cf. vidua: organismo expuesto, y
detencion de titanio (anatasa-rutilo) como elemento de exposicion, en estructuras

internas y externas

Figura 37. Fotografias del cladocero: C. sphaericus: control (organismo no
expuesto) con presencia de carbono como uno de los elementos mas abundante

en estructuras internas y externas.
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Figura 38. Fotografias del cladocero: C. sphaericus: organismo expuesto, y
detencidn de titanio (anatasa) como elemento de exposicion, en estructuras

internas y externas.

Figura 39. Fotografias del cladocero: C. sphaericus: organismo expuesto, y
detencion de titanio (rutilo) como elemento de exposicion, en estructuras internas y

externas.
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Figura 40. Fotografias del cladocero: C. sphaericus: organismo expuesto, y
detencion de titanio (anatasa-rutilo) como elemento de exposicion, en estructuras

internas y externas.

A continuacion, se observan las graficas de la composicién elemental promedio del
ostracodo: C. cf. vidua: controles y exposiciones CLso con presencia de titanio, en

estructuras internas y externas.

Composicién elemental de Cypridopsis cf. vidua

60.00
50.00
40.00

2 il
10.00 II i . :

O Ca Mg Cu Al Si B Mn Ti 2zn

%

m Control 20.2 29.4 41.3 1.06 2.61 0.41 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Anatasa 13.5 339 53 056 356 0 2.38 0.00 0.00 5.34 O
u Rutilo 19.3 20.3 46.4 0.83 3.40 0.00 0.00 6.53 0.00 0.56 0.00

® Anatasa-Rutilo 19.1 27.5 44.1 3.39 2.72 0.00 0.00 0.00 0.00 0.89 0.00
Oxido de zinc 25.3 23.9 40.7 0.14 3.23 0.86 0.00 0.00 0.41 0.00 0.00
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Figura 41. Porcentajes de la composicion elemental del ostracodo C. cf. vidua.
Controles (organismos no expuestos) frente a organismos expuestos a NPTD:
anatasa (A), anatasa-rutilo (A-R), rutilo(R) y NPZO. Control N = 10; NPTD (A) = 9;
NPTD (R) = 11; NPTD (A-R): 13; NPZO = 11. * significa que sodlo se encontré un

valor para ese elemento.

Composicién elemental de Chydorus sphaericus

60.00

50.00
40.00
30.00
20.00
10.00
0.00 - - - 1
C

O Ca Mg Al Si Fe Mn Ti Zn
u Control 61.9134.42 249 0.00 1.88 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Anatasa 34.7255.16 2.60 0.00 0.74 0.00 0.00 0.00 8.38 0.00
m Rutilo 50.3335.02 4.19 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 3.02 0.00
® Anatasa-Rutilo 51.5939.08 2.04 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 8.75 0.00
Oxido de zinc 46.0926.2312.43 1.81 0.00 13.34 1.53 2.05 0.00 0.00

%

Figura 42. Porcentajes de la composicion elemental del ostracodo C. sphaericus.
Controles (organismos no expuestos) frente a organismos expuestos a NPTD:
anatasa (A), anatasa-rutilo (A-R), rutilo(R) y NPZO. Control N = 11; NPTD (A) =

11; NPTD (R) = 11; NPTD (A-R): 12; NPZO = 12.

1. DISCUSION
La descarga de las nanoparticulas en los ecosistemas acuaticos es una realidad a
lo largo del mundo, en consecuencia, se incrementan las concentraciones y en
algunos casos se pueden cuantificar hasta 100 mg/L como fue el caso del Reino

Unido (Dedman et al., 2021). Su presencia puede estar afectando las especies que
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habitan en estos ecosistemas, y nuestros resultados indican que se requieren 0.55
mg/L de dioxido de titanio (TiOz2) para generar un efecto letal 50 en el zooplancton.
En Aguascalientes, el gobierno y las politicas publicas, buscan el fomento a las
industrias, lo que implicaria el uso de nuevas tecnologias, lo que podria estar
incrementando la descarga de nanoparticulas en los ecosistemas acuaticos. Y esto
tendria un efecto adverso en los organismos acuaticos, por ejemplo, en el rio San
Pedro se han detectado 50.6 mg/kg de zinc en sedimento (Guzman-Colis et al.,
2011). Nuestros valores indican que con 1.065 mg/L de nanoparticulas de 6xido de
zinc, se observa un efecto letal en rotiferos. Sin embargo, es necesario cuantificar
y revisar la concentracién de zinc disuelto en agua, para estimar con precision el
riesgo potencial a la vida acuatica, por la exposicion a zinc.

En este sentido, por ejemplo, en Quintana Roo, el estudio de Balam-Hernandez y
Gonzalez-Ortega (2022) reportan Zn en rotiferos, en un rango de 0.003-0.007 mg/L.
Ademas, ellos calcularon los factores de bioacumulacién en rotiferos, reportando
valores que van desde 48 — 13,174, en cenotes ecoturisticos de Puerto Morelos. Lo
que indica que los rotiferos fueron expuestos a zinc, durante una parte de su ciclo
de vida en estos ecosistemas acuaticos, sin causarles un efecto letal. El zinc en los
sitios de estudio de Balam-Hernandez y Gonzalez-Ortega (2022), no se especifica
las fuentes contaminantes, pero al ser turisticos, se puede atribuir al uso intensivo
de bloqueadores solares que contienen nanoparticulas de 6xido de zinc y didéxido
de titanio. Por ejemplo, en la misma zona de estudio se encontro la presencia de
titanio en gasteropodos, mediante un analisis de microelementos por rayos X en el
microscopio electrénico de barrido. Esto indica que la presencia Titanio en la biota
acuatica de la regién de Quintana Roo, es por exposicion al metal, que llega al agua
de los ecosistemas acuaticos, y es acumulada en los tejidos estructurales del
zooplancton, lo que aporta el estudio de la bioacumulacion de metales pesados en
zooplancton de cenotes en las regiones de Puerto Morelos y Lazaro Cardenas,
Quintana Roo, datos fundamentales para comprender los riesgos ambientales a los
que estan expuestos estos ecosistemas acuaticos, evidenciando la presencia y
acumulacion de metales pesados, como el Zn y el Ti, en especies de zooplancton,
lo cual puede representar un riesgo tanto para las especies locales como para los
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seres humanos que dependen de estos recursos hidricos, siendo estos a nivel
nanomeétrico mas reactivos y toxicos a largo plazo para las especies.

La toxicidad de las nanoparticulas puede compararse con valores de toxicidad de
metales disueltos en experimentos de laboratorio. Por ejemplo, Rico-Martinez et al.
(2013) reporta un valor de CLso de 52.87 mg/L de titanio disuelto en medio
reconstituido, usando rotiferos como organismos indicador, mientras que nuestro
valor promedio de CLso fue de 23.09 mg/L en rotiferos, pero usando nanoparticulas
de dioxido de titanio, sugiere, que la toxicidad del titanio en nanoparticulas es mas
alta que el titanio disuelto, es importante mencionar que las nanoparticulas, acorde
a nuestros datos de diametro hidrodinamico forman agregados > 1000 nm.

En cuanto a la toxicidad del zinc disuelto comparado con el 6xido de zinc en
nanoparticulas, acorde a los valores de toxicidad reportados por Rico-Martinez et
al. (2013) la toxicidad es menor cuando el zinc esta disuelto (CLso = 1.28 mg/L)
comparado con el 6xido de zinc en nanoparticulas (CLso = 1.06 mg/L), en rotiferos,
pero si lo comparamos con los ostracodos, el zinc disuelto acorde a Rico-Martinez
et al. (2013) es mas toxico que en nanoparticulas, como se puede observar en los
resultados obtenidos y la CLso es 5.58 mg/L.

En general la sensibilidad a las nanoparticulas, en las dos especies de rotiferos, son
mas sensibles, que en el cladécero y estos son mas sensibles que el ostracodo.
Esto podria estar relacionado con distribucion ambiental, y la ubicacién de estas
especies en las redes o niveles tréficos, asi como sus mecanismos de ingestion-
excrecion y retencion de las nanoparticulas. Los rotiferos son organismos tiene una
amplia distribucién en la zona litoral, los claddceros principalmente tienen una
distribucion linmética y los ostracodos una distribucién principalmente bentdnica.
Por lo que la interaccion de las nanoparticulas, con estos organismos es diferente y
la naturaleza de las nanoparticulas, de formar agregados se precipita y va al fondo
del cuerpo de agua, por lo tanto, especies bentdnicas son expuestas con mayor
frecuencia a este tipo de contaminantes que forma agregados, en consecuencia, los
ostracodos necesitan mecanismos de mayor tolerancia a contaminantes altamente

concentrados en el sedimento. La alimentacion de estos grupos de igual forma es
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distinta mientras que los rotiferos y claddceros son filtradores, los ostracodos son
detritivoros.

Otro factor importante que explica porque los cladoceros y ostracodos son mas
tolerantes comparados con los rotiferos, es debido, a las valvas secretan un
caparazon de calcita que ante la presencia de metales estos pueden ser absorbidos
por sus estructuras cristalinas durante la secrecién de la concha (Palacios Fest et
al., 2003) y depositados en la lamela externa (Laprida & Ballent, 2007), que
posteriormente la mudan, de esta manera estaria expulsando cierta cantidad de
metal disminuyendo su efecto en la biologia del organismo. Por ello es importante
caracterizar los procesos de bioacumulacion de nanoparticulas, tejidos externos e
internos para profundizar en la comprensién de la toxicidad en el zooplancton, y la
magnitud del riesgo a la vida acuatica, si consideramos que principalmente el TiO2,
pueden agravar los efectos de los metales en los organismos debido a su alta
reactividad y capacidad de penetrar en estructuras biolégicas. Estos efectos son
consistentes con la literatura, donde se ha demostrado que las nanoparticulas
inducen toxicidad en organismos acuaticos debido a su tamafio y propiedades
fisicoquimicas (Azimzada et al., 2020; Blinova et al., 2010). En el caso del
zooplancton, estas particulas no solo se bioacumulan, sino que también pueden
causar efectos téxicos a niveles troficos superiores, lo cual tiene implicaciones
importantes para toda la cadena alimentaria en el ecosistema de los cenotes. Se
observa en los analisis de rayos X, la presencia de Ti en estructuras internas y
externas de ostracodos y cladéceros. Se detectd en mayor frecuencia el Ti en
cladéceros, que en ostracodos; esto coincide con los resultados de las pruebas de
toxicidad aguda, porque la especie mas sensible al Ti, es el cladécero comparado
con el ostracodo. Una posible explicacion a esta acumulacion, es la composiciéon
elemental que poseen los ostracodos en comparacion al cladocero, nuestros
resultados indican que los ostracodos tienen mayor composicion elemental de Ca
mientras que los cladéceros no; esto se observa también en la composicion
elemental del C, pero de forma inversa, el cladocero tiene mayor composicién
elemental de C que los ostracodos. EI Ca y C son elementos estructurales

importantes en ambas especies, por ejemplo, el Ca es un elemento clave en la
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ecdisis y el C es un elemento indispensable en la quitina, una proteina de andamio
en los crustaceos. Ademas, nuestras pruebas de toxicidad aguda, demuestran que
el Ti en su presentacion de anatasa es mas toxico que el rutilo y la mezcla anatasa-
rutilo, esto es debido a que la anatasa (<25 nanometros) posee un tamafo de
particula menor al Rutilo (<100 nandémetros). Por ultimo, las caracteristicas
fisicoquimicas del Ti en su forma anatasa y rutilo son diferentes, es decir, la anatasa
es hidrofilica, mientras que el rutilo es lipofilico (Ji et al., 2010), esto sugiere que la
anatasa es mas facil de absorberse por el organismo, mientras que el rutilo no; lo
que indica que el rutilo se adsorbe, o se adhiere en las estructuras externas e
internas, y la anatasa se adentra y forma parte de los tejidos y estructuras externas.
La composicion elemental de C en ostracodos controles es de 20.22% en promedio,
mientras que la de Ca es de 41.33%, mientras que en los organismos intoxicados
donde se detectd Ti, la concentracion promedio de C es de 16.32%, y la de Ca es
de 48.56%.

Notamos un decremento en el C y un aumento de Ca, debido a la deteccion de Ti a
una concentracion de composicion de 3.11%. Sin embargo, es necesario realizar
analisis estadisticos para fortalecer este analisis. La composicion elemental de C en
cladéceros controles es de 61.91% en promedio, mientras que la de Ca es de
2.48%, mientras que en los organismos intoxicados donde se detecté Ti, la
concentracion promedio de C es de 52.36%, y la de Ca es de 2.9%. Notamos un
decremento en el C y un aumento de Ca, debido a la deteccién de Ti a una
concentracion de composicion de 6.71%. Sin embargo, es necesario realizar
analisis estadisticos para fortalecer este analisis.

La cantidad en composicion elemental de Ti en cladéceros es mas alta que en
ostracodos. El efecto de la exposicion al Ti en los organismos de prueba causa un
decremento en el C y un aumento en el Ca. El ostracodo es mas tolerante a la
exposicion al Ti, debido a que su composicion estructural es de Ca. La composicion
elemental de C en ostracodos controles es de 20.22% en promedio, mientras que
la de Ca es de 41.33%, mientras que en los organismos intoxicados donde se
detecto Ti, la concentracion promedio de C es de 16.32%, y la de Ca es de 48.56%.

Notamos un decremento en el C y un aumento de Ca, debido a la deteccion de Ti a
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una concentracion de composicién de 3.11%. Sin embargo, es necesario realizar
analisis estadisticos para fortalecer este analisis.

La composicion elemental de C en claddceros controles es de 61.91% en promedio,
mientras que la de Ca es de 2.48%, mientras que en los organismos intoxicados
donde se detecto Ti, la concentracion promedio de C es de 52.36%, y la de Ca es
de 2.9%. Notamos un decremento en el C y un aumento de Ca, debido a la deteccion
de Ti a una concentracion de composicion de 6.71%. Sin embargo, es necesario
realizar analisis estadisticos para fortalecer este analisis. La cantidad en
composicion elemental de Ti en cladéceros es mas alta que en ostracodos. El efecto
de la exposicion al Ti en los organismos de prueba causa un decremento en el Cy
un aumento en el Ca. El ostracodo es mas tolerante a la exposicion al Ti, debido a
que su composicion estructural es de Ca.

Ademas, nuestros resultados plantean preocupaciones sobre el impacto a largo
plazo de la contaminacion por metales y nanoparticulas, ya que estos
contaminantes no solo persisten en el ambiente, sino que también tienen la
capacidad de ser transportados dentro del sistema acuatico y de llegar a otros
organismos a través de redes troficas. En comparaciéon con los estudios de otros
ecosistemas acuaticos (Arifin et al., 2012), este trabajo resalta la vulnerabilidad de
los ecosistemas acuaticos del centro del pais, en donde la industrializacién es un
foco de contaminacion, ademas del uso cotidiano de las nanoparticulas en diversos
productos de uso doméstico y en el caso de los cenotes, y cuerpos de agua costeros
con alto riesgo debido a su conexiéon subterranea y posible exposiciéon a
contaminantes provenientes de actividades humanas de recreacion turistica y de

igual forma uso doméstico.

2. CONCLUSIONES
Se establecid una bateria de especies de zooplancton para el estado de
Aguascalientes con gran potencial para realizar estudios de contaminacion de
nanoparticulas, sin embargo, se requieren realizar mas comparaciones con
especies de Quintana Roo para conocer su sensibilidad toxicolégica. Se observo

que las nanoparticulas, utilizadas forman agregados mayores a 1000 nm, lo que
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significa que pueden depositarse y precipitarse durante las pruebas de toxicidad,
sin embargo, el efecto en las especies expuestas, esta caracterizado con una baja
movilidad, entorpeciendo su motricidad para un desplazamiento adecuado, cuando
las nanoparticulas se adhieren a estructuras externas de los organismos. Se
concluye respectd a la sensibilidad a las nanoparticulas, lo siguiente: los rotiferos
son los mas sensibles, en sensibilidad a la exposicién siguen los cladoceros y por
ultimo los ostracodos, si comparamos los resultados de las especies de Quintana
Roo con las especies de Aguascalientes, las especies de Quintana Roo son mas
tolerantes. Lo que indica que las caracteristicas fisicoquimicas y la presencia de
estos contaminantes en ambientes dulces o salobres, de Quintana Roo influye en
la tolerancia de estas especies. El nivel tréfico mas sensible son los consumidores
primarios, es decir los filtradores que se encuentran en la zona litoral hablando
especificamente de los rotiferos y cladéceros, después esta un segundo nivel tréfico
0 consumidor secundario detritivoro, los ostracodos; la presencia de las
nanoparticulas es mayor en los depdsitos de materia organica e inorganica, al estar
precipitados, en comparacion con la columna de agua. Las nanoparticulas, de 6xido
de zinc son mas toéxicas que las nanoparticulas, de dioxido de titanio. De igual forma
las nanoparticulas, mas pequefas son mas toxicas que las de tamano mayor. Es
importante realizar mas estudios crénicos y agudos de nanoparticulas, en otras
especies. Los hallazgos de este estudio subrayan la necesidad de implementar
politicas de monitoreo y control de la contaminacion en cuerpos de agua, tanto de
Aguascalientes como Quintana Roo, especialmente en areas con actividad
antropogénica significativa. La bioacumulacion de metales pesados en el
zooplancton podria afectar no solo la biodiversidad local, sino también la salud
humana, dada la dependencia de las comunidades de estos cuerpos de agua como
fuente de agua potable y recreacion. La presencia y acumulacion de nanoparticulas
de metales como TiO2 y Zn en el zooplancton plantean riesgos adicionales, ya que
estos contaminantes pueden actuar de manera sinérgica, aumentando su toxicidad.
Este estudio abre la puerta para futuras investigaciones sobre los efectos a largo
plazo de la exposicidon a nanoparticulas en organismos acuaticos, asi como sobre

los mecanismos de bioacumulacion especificos en los cenotes. En resumen, se
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destaca la importancia de evaluar no solo los efectos agudos y cronicos, la
concentracion de contaminantes, sino también su forma y las caracteristicas del
medio ambiente que pueden facilitar su movilidad y bioacumulacién. Los resultados
obtenidos deben considerarse en la creacion de estrategias de conservacion y
manejo sostenible de los recursos acuaticos en la regién, enfatizando la importancia
de la regulacion de actividades que puedan introducir metales y nanoparticulas en

estos fragiles ecosistemas.
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