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RESUMEN 

Se reportó una muerte masiva de peces en el río Atoyac, presumiendo como causa el vertido de algún 
contaminante químico muy tóxico. El análisis de muestras de agua, sedimentos y tejidos, mostró una baja 

concentración de oxígeno disuelto y elevadas de amonio y de nitritos en el río el día del incidente, probables 
causas directas de la muerte de los peces. Por cromatografía de gases/espectrometría de masas, no se 

detectaron contaminantes persistentes pero sí, concentraciones elevadas de microcontaminantes orgánicos 

antrópicos, lo cual indica un vertido de residuos municipales al cauce de la corriente, causa indirecta de la 
muerte de los peces. Las concentraciones de coprostanol y epicoprostanol indican la presencia de heces de 

mamíferos, incluidas las de rumiantes, en el vertido. Los resultados obtenidos muestran la utilidad de determinar 
las concentraciones de los microcontaminantes orgánicos para esclarecer las causas de estos incidentes.  

 
 

ABSTRACT 

A massive fish death was reported in the Atoyac river, presuming as its cause the discharge of a very toxic 
chemical pollutant. The analysis of water, sediment and tissue samples, showed a low concentration of dissolved 

oxygen and high levels of ammonium and nitrite in the river the day of the incident, likely to be the direct 
causes of the death of the fish. By gas chromatography/mass spectrometry, persistent contaminants weren´t 

detected, instead high concentrations of anthropic organic micropollutants were detected, which indicates a 

discharge of municipal waste to the riverbed, the indirect cause of the fish killing. The 
concentration of coprostanol and epicoprostanol indicates the presence of mammal´s feces, including those of 

ruminants, in the discharge. The obtained results show the usefulness of the organic micropollutants levels 
determination to clear up the causes of such incidents. 
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INTRODUCCIÓN 
 

Las aguas superficiales y sus ecosistemas asociados en las cuencas hidrológicas, han provisto por miles de años 
los servicios ambientales necesarios para el desarrollo social y económico de las poblaciones humanas. A pesar 

de los beneficios que se reciben, muchas veces considerados inagotables, la influencia directa o indirecta del 
hombre conduce a cambios drásticos en la calidad y cantidad del agua de estos ecosistemas. En lo referente a la 

hidromorfología, la construcción de presas, hidroeléctricas, canales de riego, así como la extracción y trasvase 

de agua altera el flujo del agua, llegando a niveles inferiores a los del caudal ecológico (Acreman, 2016). En lo 
que concierne a la calidad, las principales fuentes de contaminación, tanto puntual como difusa son la 

agricultura, la industria y la urbanización (Chen et al., 2016). Un problema que puede afectar la calidad del agua 
en una región es la descarga de grandes volúmenes de aguas residuales no tratadas, que pueden superar la 

capacidad de dilución y autodepuración de las corrientes de agua (Chinyama et al., 2016). Como resultado de 

las alteraciones hidromorfológicas y la contaminación, no faltan ejemplos hoy en día de ríos muertos, 
convertidos sus cauces en canales de aguas residuales (Misra, 2010). 

 
Se ha demostrado que las poblaciones de peces son muy sensibles a la degradación de los ecosistemas 

acuáticos y a los vertidos de contaminantes, por lo que su cantidad y su diversidad de especies han sido 
utilizadas desde hace tiempo como indicadores de la calidad del agua (Baskar et al., 2013; Poikane et al., 2017). 

Las comunidades de peces también han sido utilizadas como un vector de comunicación útil para sensibilizar al 

público y las autoridades sobre la necesidad de preservar la calidad de ríos y lagos (Cowx & Collares, 2002). En 
este sentido, las muertes masivas de peces reciben gran atención de los medios de comunicación, obligando a 

las autoridades a dar respuestas a la sociedad sobre las causas de los mismos. Hoy en día se dispone de 
protocolos de actuación ante incidentes de muerte masiva de peces (Dewis et al., 2005). 

 

Las muertes de peces se producen por causas naturales, por eventos extremos de contaminación y más 
frecuentemente constituyen un problema multifactorial en el que un problema se origina por determinada causa, 

natural o no, ocurren fenómenos de sinergia entre los distintos factores y/o se termina favoreciendo la 
intervención de otro factor nuevo como puede ser una enfermedad mortal (Eissa et al., 2013; Polidoro & Morra, 

2016). La hipoxia, originada por factores naturales o la contaminación, es al final una de las mayores amenazas 
para la ictiofauna, siendo lo más importante determinar lo que causa la hipoxia (Alabaster & Lloyd, 1982; Small 

et al., 2014; Schulz & Costa, 2015). Independientemente de que se determinen las probables causas, siempre 

queda un número de eventos de muerte masiva de peces sin esclarecer (Gómez, 2014; Luckett, 2015; O´Hearn 
& McAteer, 2016). No es descartable, por el carácter multifactorial del fenómeno, que se confundan las causas y 

tampoco que por la presión ante el descuido de los cuerpos de agua, se den explicaciones naturales a eventos 
generados por la contaminación. Es un hecho que hay poca documentación de los incidentes de muerte masiva 

de peces en la literatura científica sujeta a arbitraje y que se necesitan trabajos que contribuyan a obtener más 

información sobre las causas de estos incidentes (La & Cooke, 2011). 
 

En la tarde del 6 de junio de 2013 se reporta por lugareños una muerte masiva de peces (varios miles de 
ejemplares), en el río Atoyac a la altura del puente del Marqués, en el municipio de Tehuitzingo, Estado de Puebla 

(Figura 1). Se presumió inicialmente como causa, el vertido de algún contaminante químico muy tóxico, cuestión 

no descartable, dado que el río Atoyac recibe el impacto de las descargas de la ciudad de Puebla y aportes de 
contaminación difusa a su paso por zonas agrícolas. Ante una contingencia como la ocurrida, la evaluación 

oportuna de diversos parámetros de calidad del agua, incluyendo los niveles de microcontaminantes orgánicos, es 
importante para la identificación de las posibles causas, aspecto que se aborda en el presente trabajo. 

 
MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Temprano en la mañana del día 7 de junio las autoridades estatales, en coordinación con la Universidad 
Tecnológica de Izúcar de Matamoros (UTIM), toman 3 muestras de agua, 2 de pozos cercanos al río (P1 y P2), 

una de la corriente de ese día (P3), así como un espécimen muerto. Al día siguiente se toma otra muestra de 
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agua (P4) y una de sedimentos (S) en el lugar del incidente. Todas las muestras son transportadas a la UTIM 
debidamente refrigeradas (las de agua por debajo de 4 °C, el pez y el sedimento a -4°C). A su llegada al 

laboratorio, las muestras fueron analizadas de inmediato. Del pez se tomaron muestras de los tejidos de las 
branquias y del hígado. 

 

 
 

Fig. 1: Localización del incidente de muerte de peces y puntos de toma de muestras. 

 
A las muestras de agua se les determinó: pH, conductividad eléctrica (CE), oxígeno disuelto (OD), nitritos (NO2), 
nitratos (NO3) y amonio (NH4). En la Tabla 1 se indican los métodos utilizados. 

 
Tabla 1: Métodos de análisis utilizados. 

 

Índice Método Unidades y Equivalencia 
pH NMX-AA-008-SCFI-2000 Unidades pH 
CE NMX-AA-093-SCFI-2000 S cm-1 

OD NMX-AA-012-SCFI-2000 mg L-1 
NO2

- Colorimétrico mg L-1, EPA 354.1 
NO3

- Electrodo selectivo mg L-1, SM-4500-NO3- 
NH4

+ Colorimétrico  mg L-1, SM-4500-NH3 

 
Para el análisis de compuestos orgánicos las muestras fueron filtradas y se utilizó la extracción en fase sólida 
para la extracción/concentración de los compuestos orgánicos de la fase acuosa (Matamoros et al., 2010), la 
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asistida por ultrasonido de la fase particulada de las muestras de agua (Zhang et al., 2006) y se realizó una 
limpieza por cromatografía en columna (Yeasmin et al., 2011). Las muestras fueron previamente salpicadas con 

una mezcla de subrogados para evaluar recobrados. Los extractos se trasvasaron y llevaron casi a sequedad con 
un flujo suave de nitrógeno y se reconstituyeron con 80 µL de acetato de etilo/metanol/isooctano (2:2:1 v/v), 

almacenándose a -4°C hasta su análisis. Justo antes del análisis se añadieron a las muestras 20 µL de una 
solución de d-pireno y trifenilamina (estándares internos, para la corrección  de inestabilidades del equipo), para 

su análisis por cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas (CG/EM). Antes de la inyección se 

realizó la derivatización de los extractos con hidróxido de trimetilsulfonio (TMSH, 2:1 v/v). 
 

Para la determinación de contaminantes orgánicos en tejidos y sedimentos, las muestras, previamente 
salpicadas con subrogados, fueron sometidas a extracción Soxhlet, en base al Método EPA 3540c. Brevemente la 

extracción se llevó a cabo durante 16 horas utilizando una mezcla hexano acetona (2:1) y (1:1) v/v para tejido y 

sedimento respectivamente. Los extractos fueron concentrados hasta un volumen final de 1.5 mL y purificados 
en una columna (empacada con 6 g de alúmina y 6 g de gel de sílice y 1 g de sulfato de sodio anhidro), la cual 

fue lavada y/o acondicionada con 5 mL de diclorometano (DCM), en seguida se cargó la muestra y se eluyó en 
dos fracciones (apolar y polar) con: 20 mL de hexano, 40 mL de hexano/DCM (8:2) v/v, y 20 mL de DCM (fase 

apolar) y finalmente con: 19 mL DCM/acetato de etilo (1:1) v/v y 20 mL de metanol. Cada fase se concentró 
hasta un volumen final de 0.5 mL en un rotavapor y finalmente se llevó casi a sequedad con un flujo suave de 

nitrógeno, para posteriormente reconstituirla según el procedimiento ya mencionado. 

 
Para el análisis por cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas (CG/EM), se utilizó un sistema 

CG/EM Clarus 680/SQ8 (Perkin Elmer), con una columna capilar AB-5MS de 30 m x 0.25 mm x 0.25 µm. La 
inyección se realizó en el modo split/splitless (relación de Split 20:1), con el inyector a 295°C. Como gas 

portador se utilizó helio (1.3 mL min-1). Programa del horno: temperatura inicial de 100°C 1 min; rampa de 20°C 

min-1 hasta 290°C, seguida de una segunda rampa de 4°C min-1 hasta 310°C y una tercera rampa de 8°C min-1 

hasta 330°C, permaneciendo ahí hasta completar 24 min de corrida. El espectrómetro de masas fue operado en 

modo de impacto electrónico, una temperatura de la interfase con el cromatógrafo de 280°C, una temperatura 
similar de la fuente y barrido de 35 a 450 m/z. Para la identificación de los compuestos se utilizó el programa 

NIST MS Search 2.0, y para su cuantificación se utilizaron curvas de calibración de 6 puntos de los compuestos 
de interés (R>0.99). Los aspectos básicos del análisis de compuestos orgánicos y el aseguramiento de la calidad 

se describen en (Navarro et al., 2014). 

 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 
En la Tabla 2 se muestran los parámetros evaluados en cada una de las muestras de agua analizadas, es claro 

que, para la muestra que se tomó en los primeros momentos después de la mortalidad de los peces, los valores 

de conductividad eléctrica (CE) y compuestos nitrogenados [amonio (NH4
+), nitratos (NO3) y nitritos (NO2)] 

presentaron los valores más altos, además de una mínima concentración de oxígeno disuelto (OD). Asimismo se 

puede observar la disminución de los valores de los mismos parámetros en la muestra del río tomada con 
posterioridad. Para comparar se muestran los valores promedio obtenidos en el río Nexapa en el punto en el que 

impacta un flujo de agua muy contaminada del Atoyac después de su paso por Puebla, durante los años 2012-

2013 (Navarro et al., 2013). Es significativa la similitud de los valores obtenidos. Es obvio que el río Nexapa ya 
no tiene ictiofauna en ese punto. 

 
El amoniaco no ionizado, NH3, es muy tóxico para los animales acuáticos, en especial para los peces, mientras 

que el ión amonio, NH4
+, es apreciablemente mucho menos tóxico. La acción tóxica del NH3 puede ser debida a 

una o más de las siguientes causas: (1) destrucción del epitelio branquial; (2) estimulación de la glucólisis y 

supresión del ciclo de Krebs; (3) inhibición de la producción de ATP y reducción de sus niveles; (4) alteración de 

la actividad osmorreguladora; (5) disrupción del sistema inmunológico (Camargo & Alonso, 2007). No obstante 
su menor toxicidad, el NH4

+ puede contribuir a la toxicidad total (Levit, 2010). Tal como se observa en la 

ecuación 1, ambas especies se encuentran indisolublemente ligadas por el equilibrio químico: 
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Este equilibrio depende fuertemente del pH y la temperatura. La fracción  de NH3,      se puede calcular por las 

ecuaciones 2 y 3 (SRH, 2004; USEPA, 2009): 
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Siendo    , la fracción de amoníaco para aguas muy duras. De acuerdo a las mismas, un incremento de una 

unidad de pH ocasiona un incremento en 10 veces de la concentración de NH3, duplicándose por cada 10°C de 
incremento de la temperatura. 

 
Tabla 2: Valores de los parámetros estudiados. 

 

SITIO, Clave pH CE NO3 NO2 NH4 OD 

Agua de pozo Sn Vicente Ferrer P1 8.15 1089 16.1 0.1 0.25 4.4 

Agua de pozo Sn Francisco P2 8.12 1090 11.7 0.08 0.55 4.3 

Agua de Rio Tehuitzingo P3 7.89 2009 19.32 1.86 17.27 0.5 

Agua de Rio Tehuitzingo P4 8.39 873 13.37 0.29 1.94 4.9 

Nexapa 6.96 1111 22.51 2.37 11.23 3.24 

 
Considerando la dureza del agua de la muestra como típica de agua dulce y temperaturas entre 20 y 25°C, el 

cálculo por las ecuaciones anteriores muestra que la concentración de N-NH3 correspondiente a la concentración 
de NH4

+ de la muestra P3 se encuentra entre 0.41 y 0.59 mg L-1, correspondientes a 13.82 y 14.07 mg L-1 de 

Nitrógeno Total Amoniacal (NTA). Aunque el efecto agudo del NTA depende mucho de la especie, los valores 

encontrados exceden el valor de 11 mg L-1 que establece la EPA como Concentración Máxima Criterio, en 
ausencia de mejillones, para pH=7.9 y 20°C (USEPA, 2013). Asimismo se exceden los niveles para amoníaco 

establecidos para la protección de la biota acuática en Argentina, que a pH=8 y T=20°C no debe exceder 0.31 
mg L-1 (SRH, 2004). La concentración de N-NTA también excede los valores de las regulaciones canadienses 

para la protección de la vida acuática, 0.41 y 0.29 mg L-1 a pH=8 y T 20 y 25°C, respectivamente (EC, 2010). 

 
El nivel de nitrógeno de nitritos de la muestra P3, 0.57 mg L-1, no excede los valores de la CL50, 96 h, reportados 

para ciprínidos, aunque cercanos a los de salmónidos (Camargo & Alonso, 2007). En general las altas 
concentraciones elevadas de nitritos pueden ocasionar estrés en los peces (Bautista & Velazco, 2011), que 

aunado a otros efectos puede contribuir a la mortalidad observada. La regulación canadiense para la protección 
de la vida acuática (0.06 mg L-1 como nitrógeno), es ampliamente superada (CCME, 2001). 

 

La concentración de oxígeno disuelto en la muestra P3, 0.4 mg L-1, es característica de un ambiente con 
hipoxia, no aceptable para la vida acuática, pues la concentración mínima para especies de aguas cálidas es de 

5.5 mg L-1 en Canadá (CCME, 2001) y de 5.0 mg L-1 para la protección de la vida acuática según lo establecido 
en México (LFD, 2015). Esta baja concentración de oxigeno refleja su alto consumo a través de los procesos 

metabólicos en el ecosistema acuático, lo cual se debe principalmente a vertimientos antrópicos, mismos que 

alteran el proceso de autodepuración de un cuerpo de agua. También es importante mencionar que en la misma 
muestra se observa un valor de la CE superior a las otras muestras analizadas, que indica una alteración de la 

concentración de sales en el rio, pudiendo atribuirse también a un vertido de residuos al río. 
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De esta manera, la causa directa de la muerte de los peces es la hipoxia con el efecto concurrente de una 
elevada concentración de nitrógeno amoniacal. Queda entonces determinar si ambas son atribuibles a una causa 

no natural. 
 

En la Tabla 3 se muestran las concentraciones de algunos microcontaminantes orgánicos (MCO), de origen 
antropogénico (denominados también contaminantes emergentes, productos de uso cotidiano por la población), 

determinados por CG/EM: cafeína (CAF), galaxolide (GAL), tonalide (TON), sunscreen UV15 (SCR), parsol CMX 

(PAR), metildihidrojasmonato (MDJ), naproxeno (NAP), ácido 2,4-diclorofenoxiacetico (2,4D), así como octil- y 
nonilfenoles (AF). También se determinaron las concentraciones  de coprostanol (CPL) y etilcoprostanol (ETCPL). 

Como referencia comparativa se muestran las concentraciones de esos contaminantes en el río Nexapa (2012-
2013), de nuevo a la altura del impacto del trasvase de aguas del Atoyac. 

 
Tabla 3: Concentración de contaminantes emergentes evaluados en diversas matrices. 

 

CLAVE CAF GAL TON PAR MDJ NAP AF CPL ETCPL 

BRANQUIAS <LD 0.22 0.24 0.50 5.91 1.13 6.30 100.4 10.7 

HIGADO nd 0.95 1.07 <LD 26.17 <LD 21.56 491.3 37.4 

SEDIMENTO <LD 0.16 0.03 0.11 0.42 <LD <LD 56.0 22.8 

P1 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD 1.8 0.6 

P2 <LD <LD <LD 0.03 <LD <LD <LD 4.7 1.1 

P3 13.62 3.99 0.22 0.13 0.22 0.34 6.92 591.3 317.4 

P4 0.66 <LD 0.1 0.08 <LD 0.13 nd 15.6 3.8 

Nexapa 4.41 1.73 0.22 1.95 7.32 2.53 30.62 252.7 - 

Nota: Todas las concentraciones en ppb, µg kg-1
masa húmeda o µg L-1. 

 
Se puede observar que todos presentan una elevada concentración en la muestra de agua del río 3, en 

comparación con las demás. Los AF, únicos regulados en Estados Unidos y Canadá, se encuentran por debajo 
de los límites para la protección de la vida acuática (28 g L-1), aunque es evidente que hay bioacumulación en 

los peces. No se detectaron ni 2,4D ni SCR.  
 

Es de resaltar la presencia de concentraciones muy elevadas de CPL, compuesto que se ha usado desde hace 

tiempo como indicador de contaminación fecal (Srijew et al., 2016). Este compuesto fue identificado en altas 
concentraciones en las branquias y el hígado lo cual constituye a una acumulación en órganos importantes para 

los organismos acuáticos, dichas concentraciones son superiores a las que se identificaron en sedimento. Dado 
que las aves no excretan cantidades considerables de coprostanol (Noblet et al., 2004), esto indica aportes de 

excretas de mamíferos. La relación ETCPL/CPL, alcanza un valor de 0.54 para la muestra P3, considerablemente 

superior a la muestra P4 (0.23). De igual manera la relación CPL/(CPL+ETCPL) disminuye de 0.81 en la muestra 
P4 a 0.65 en la muestra P3. Esto indica que durante el incidente hubo un incremento de la descarga de excretas 

de rumiantes (Shah et al., 2007; Suprihatin & Cromar, 2008).  
 

La comparación con las concentraciones obtenidas en el punto ya mencionado del río Nexapa, resulta muy 
interesante. La mayoría de los MCO están por debajo de las observadas en ese río. Es de señalar que las aguas 

que se trasvasan al Nexapa se derivan justo después del paso por la ciudad de Puebla, una urbe que impacta 

fuertemente al Atoyac con estos contaminantes emergentes. Después el río Atoyac llega a la Presa Valsequillo, 
donde los procesos naturales degradan una parte considerable de la contaminación y después de la presa continúa 

su curso y recibe otras corrientes de agua. Entonces, considerando esta diferencia entre el Nexapa y los valores en 
el río Atoyac a la altura del lugar del incidente y la elevada diferencia entre los valores de coprostanol para ambas 

corrientes, se puede concluir que este vertido ocurrió después del paso por la Presa Valsequillo, proveniente de 

una zona con ganado, dado lo observado con respecto a la relación entre los esteroles analizados. 
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La disminución brusca de las concentraciones de las especies químicas estudiadas, indica el carácter súbito del 
vertido que avanzó por la corriente del río. Sobre su extensión en el tiempo, considerando que la muestra P3 fue 

tomada unas 12 horas después del avistamiento de los peces muertos y que la muestra P4 ya mucho más limpia 
se colectó 24 horas después, se puede considerar que fue un evento de más de 12 horas de duración  

 
CONCLUSIONES 

 

El análisis de los resultados, permite extraer las siguientes conclusiones: 
 

1. Se detectó una baja concentración de oxígeno disuelto, inaceptable para la vida acuática y una 
concentración elevada de NH4

+ de nitritos en la muestra del agua del río, tomada el día del incidente. Esta 

es la causa directa más probable de la mortandad de peces observada. 

2. La muestra de agua del río presentó además concentraciones elevadas de microcontaminantes orgánicos 
antropogénicos, lo cual señala a un vertimiento de residuos al cauce de la corriente como la causa indirecta 

de la muerte de los peces. 
3. Las elevadas concentraciones de coprostanol y la relación etilcoprostanol/coprostanol indican el vertido de 

heces de humanos y  rumiantes al río. 
 

Considerando que en este caso la actuación rápida permitió identificar las causas más probables de la muerte de 

los peces, se recomendó a las autoridades correspondientes, que se establezca un protocolo concerniente a la 
actuación una vez que se detecten casos similares, así como disponer de los materiales para realizar la toma de 

muestra lo antes posible y garantizar su traslado a los laboratorios que se designen para realizar los análisis. 
Esto permitiría estar en mejores condiciones para enfrentar estos eventos. 
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