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Resumen

Las aguas residuales domesticas e industriales representan un grave problema como
fuente de contaminacién que contribuye con materia organica, metales pesados,
solventes, surfactantes, medicamentos y desechos industriales a los sistemas
acuaticos. En este estudio se utilizaron los rotiferos Brachionus calyciflorus y
Plationus patulus por su potencial como organismos de bioensayo. Se tomaron
muestras de agua residual obtenida de la planta de tratamiento El Rosario (CDMX),
de influente y efluente, realizando con estas, una prueba de toxicidad aguda (CLsp) a
distintas concentraciones (100%, 50% y 25%). Para la prueba de toxicidad crénica se
definieron 3 tratamientos (2.5%, 5% y 10%) y 1 control. Los experimentos se
realizaron a 25°C y utilizando el alga Chlorella vulgaris (1x108 cells/ml) como alimento,
a un volumen de 20 ml con una densidad inicial de 1 ind/ml de B. calyciflorus y P.
patulus. Cada tratamiento tuvo 4 repeticiones y realizando el cambio de medio
diariamente. En la prueba de CLso se observd una mayor toxicidad con a la
concentracion de 25% tanto de influente como de efluente. En los experimentos de
toxicidad cronica bajo la exposiciéon a influente a una concentracion del 2.5%, se
obtuvo una densidad poblacional maxima de 130 y 134 ind/ml respectivamente, a
comparacion al control (58 y 69 ind/ml). Expuesto a efluente se obtuvo una densidad
poblacional de 198 y 170 ind/ml al 10% respectivamente, en comparacién al control
(71 y 108 ind/ml). Los resultados obtenidos en este estudio revelaron que la
exposicion de B. calyciflorus y P. patulus a aguas residuales tiene un efecto toxico en
pruebas de CLso. Sin embargo, a bajas concentraciones de los efluentes, los rotiferos
aumentaron su abundancia poblacional, lo que sugiere sea un efecto de la presencia

de materia organica comestible en estas aguas residuales.



1. Introduccion

La fuente de contaminacién mas frecuente, y cuyos efectos pueden desencadenar
dafios agudos en la salud de la poblacién, son las aguas residuales por su contenido
de materia fecal y de patéogenos. Al mismo tiempo, el agua residual puede contener
quimicos toxicos, como desechos de procesos industriales que pueden producir
enfermedades que se manifiestan a largo plazo (IANAS, 2019). Los desechos
generados por actividades humanas como crecimientos urbanos, la industrializacién
y el desarrollo de las actividades agricolas empeoran cada vez mas la calidad de los
recursos hidricos ya que interactuan con los procesos naturales del ciclo hidrolégico

de manera cualitativa y cuantitativa (Amado-Alvarez et al., 2016).

En la actualidad, se disponen de diversos métodos que mejoran nuestra comprension
del estado de salud de los ecosistemas acuaticos, brindando la capacidad de evaluar
el bienestar tanto de los sistemas en si como de sus especies. Entre estos, los
métodos fisicos y quimicos suelen ser mas rapidos y son estimados con mayor
frecuencia; sin embargo, no aportan informacion de su influencia en la vida acuatica.
Por lo tanto, es mas adecuado evaluar la calidad del agua utilizando también
parametros biologicos con el fin de obtener un espectro amplio de informacion para

la gestion adecuada del agua (Martinez-Zavala, 2021).

La utilizacién de zooplancton para la determinacion de la calidad ambiental de
sistemas acuaticos es potencialmente ventajoso, por lo que las especies indicadoras
de zooplancton (rotiferos, claddceros, copépodos, etc.) han sido utilizadas para

determinar cambios en el estado trofico (Garcia-Chicote, 2015).



2. Planta de tratamiento

El agua residual se define como aquella que procede del empleo de un agua natural
de modo que no reune las condiciones necesarias para su uso. Las aguas residuales,
ademas de patdgenos (bacterias, virus, parasitos, etc.), contienen otros
contaminantes como sustancias quimicas organicas e inorganicas, metales toxicos,
plasticos, detergentes, entre otros; definir de una forma exacta lo que es el agua
residual es complejo, ya que esta en funcidn de las caracteristicas que se den en cada
poblaciéon o industria, por lo tanto, teniendo en cuenta todo lo anterior, el agua
residual, debido a su composicion, puede originar problemas medioambientales

severos (Osorio-Robles et al., 2011; Guadarrama-Tejas et al., 2016).

El tratamiento de aguas residuales es una cadena de procesos que son necesarios
teniendo en cuenta la clase de sustancia que se desea remover. Por ello, existen los
tratamientos primarios, que consisten en la remocion de materiales por métodos
fisicos con materiales de gran tamafio como los decantadores de grasa, sedimentos
pesados, materia organica, sélidos inorganicos entre otros. Los tratamientos
secundarios pueden incluir procesos biologicos y quimicos como: lodos activados,
lagunas aireadas, tratamientos anaerobios, etc. Los tratamientos terciarios y
cuaternarios incluyen procedimientos para la remocion de los nutrientes a través de

filtracion y lagunas de desinfeccion (Oliveros-Yepes y Wild-Doria, 2019).

Las aguas residuales dependiendo de sus caracteristicas fisicoquimicas se distinguen
en dos grupos: doméstico e industrial. Las primeras son las mas abundantes y se
caracterizan por sus altos niveles de nitrdgeno en sus diferentes estados y bacterias
coliformes. Las segundas se caracterizan por la presencia de altos contenidos de
metales pesados, exceso de hierro, manganeso Yy diversos componentes
organolépticos, entre otros agentes contaminantes (Oliveros-Yepes y Wild-Doria,
2019).

La planta de tratamiento de aguas residuales “El Rosario” se encuentra en operacion
desde 1981, tiene un nivel terciario de tratamiento, se dedica principalmente al
procesamiento de lodos activados convencional mas filtracién con arena, grava y

torres de carbdn activado, cuyo origen viene de Ramal El Rosario y su principal uso



es el riego y llenado de lago, cuyo destino final es el riego de areas verdes de la

delegacion, asi como el llenado de lago en Parque Tezozémoc.



3. Estructura de plancton

El conocimiento de la estructura del plancton y su funcionamiento depende, entre
otras cosas, de conocer como, donde, cuando, cuanto y cuales grupos estan
presentes en un area determinada. El plancton puede dividirse en dos grupos, el
primero constituido por organismos autoétrofos llamado fitoplancton (productores
primarios), mientras que el segundo grupo es denominado zooplancton

(consumidores primarios) (Alemany-Rodriguez, 2019; Gallardo-Pineda, 2013).

Las comunidades planctonicas de sistemas acuaticos estan constituidas por
organismos autotrofos y heterotrofos, presentan estructuras y capacidades natatorias,
que les permite vivir en aparente suspension en la columna del agua con ciclos de
vida cortos y la gran mayoria de ellos son facilmente manipulables. Ademas, el
zooplancton dulceacuicola estd compuesto por organismos cuyas altas tasas de
crecimiento les permite responder al cambio en el ambiente rapidamente (Ortega-
Murillo et al., 2016; Conde-Porcuna et al., 2004).

La mayoria de los organismos considerados dentro del zooplancton son heterétrofos
y sus habitos alimenticios son altamente diversos: algunas especies son
estrictamente herbivoras, pero hay muchas otras omnivoras, depredadoras,
carnivoras e incluso canibales (Cervantes-Martinez et al., 2012). El zooplancton es
un grupo heterogéneo de organismos fagotroficos, encargados de transferir la energia
y el carbono desde los productores primarios hacia los organismos de la parte alta de
la red tréfica (Alvarez-Tello et al., 2015; Trejo-Albarran et al., 2022).

El conocimiento a cerca de la variacibn en la composicion de la comunidad
zooplanctonica de una zona especifica es muy importante, pues esta ligada a la
transferencia de materia y energia entre microorganismos y los siguientes niveles
troficos en ecosistemas acuaticos (Figueroa-Sanchez et al., 2020; Benitez-Fernandez
et al., 2022). Un criterio bastante relevante para caracterizar sistemas acuaticos en
especial su estado trofico es la composicién especifica del zooplancton puesto que
facilita visualizar la estructura de las comunidades acuaticas dadas las diferencias
qgue presentan, asi como también las relaciones entre el zooplancton y el fitoplancton
(Conde-Porcuna et al., 2004).



La variaciéon en la abundancia del plancton depende de muchos factores, entre ellos
los parametros abidticos como los cambios en el flujo de la corriente, turbiedad,
concentracion de oxigeno disuelto, disponibilidad de alimento, contaminacion, entre
otros (Prado et al., 2010). Los patrones de distribucion y abundancia del zooplancton
dependen ampliamente de las caracteristicas fisicas y dinamicas de las masas de
agua en las que se encuentran, lo cual refleja en la adaptacién de varios animales a
relativamente estrechos intervalos de temperatura y salinidad, asi como a distintas

escalas espaciales (Navarro-Rodriguez et al., 2002).

El hecho de que estos organismos se encuentren casi en cualquier sistema acuatico
y sean tan diversos, permite que se lleven a cabo estudios de biodiversidad y
evolucion, a través del analisis de las caracteristicas (fenotipicas, etoldgicas,
genéticas, fisiologicas, etc.). Dentro del zooplancton de agua dulce hay una gran
diversidad de organismos; sin embargo, en los sistemas continentales los tres grupos
dominantes por diversidad, abundancia y biomasa son los rotiferos, los cladéceros y

los copépodos (Ramirez-Garcia et al., 2004; Cervantes-Martinez et al., 2012).

Dentro del zooplancton existen especies indicadoras, cuya presencia o ausencia
puede representar la influencia relativa de diferentes tipos de agua en la estructura
del ecosistema. Por ello el zooplancton es un excelente candidato para el estudio de
la respuesta del ecosistema a la variabilidad climatica, porque sus ciclos de vida son
cortos (del orden de semanas), y por lo tanto sus poblaciones tienen el potencial de
reflejar cambios estacionales e interanuales (Conde-Porcuna et al., 2004; Alemany-
Rodriguez, 2019).

Los estudios de abundancia de plancton, distribucién y composicion de la comunidad
contribuyen de manera fundamental a la comprensién de la estructura y el
funcionamiento de los ecosistemas acuaticos y pueden utilizarse para proporcionar
informacion sobre las respuestas de estos sistemas a los cambios ambientales (Paerl
et al., 2010).



4. Importancia de los rotiferos

Las comunidades zooplancténicas dulceacuicolas principalmente estan constituidas
por rotiferos y microcrustaceos. Los rotiferos juegan un papel fundamental en las
cadenas troficas pelagicas. Como se menciono con anterioridad, son un eslabon entre
el fitoplancton y los consumidores secundarios, pero su importancia se aumenta
debido a la capacidad de transferir materia y energia desde bacterias y particulas
detriticas, que son recursos no utilizables por otros organismos plancténicos. Unas
pocas especies pueden ser depredadoras de otras especies de rotiferos (Conde-
Porcuna et al., 2004). La diversidad de rotiferos es mayor que otros grupos del
zooplancton debido a su amplio rango de alimentacién donde su papel ecolégico
puede ser mas importante por su tasa de filtracion, siendo clave entre la comunidad

microbiana y niveles tréficos superiores (Benitez-Fernandez et al., 2022).

Los rotiferos son invertebrados microscépicos (50 a 2000 pm), pseudocelomados,
acuaticos o semiacuaticos; pueden encontrarse en ambientes acuaticos marinos,
dulceacuicolas y salobres, la mayor riqueza de este grupo de organismos se ha
encontrado en ambientes de agua dulce, aunque también hay algunas especies que
habitan ambientes marinos, ecoldégicamente son un grupo importante en los
ambientes de agua dulce, porque se encuentran en todos los habitats disponibles y
ocupan alrededor del 30% del total de la biomasa zooplancténica (Elias-Gutiérrez y
Sarma, 1998; Cervantes-Martinez et al., 2012. Un rasgo importante que presentan es
la capacidad de conseguir altas densidades poblacionales en poco tiempo,
alcanzando a dominar la produccién de la comunidad plancténica (Benitez-
Fernandez et al., 2022).

Ademas, por su pequeio tamarfio e impermeabilidad del integumento son susceptibles
a cambios fisicos y quimicos (Benitez-Fernandez et al., 2022). Los rotiferos son
considerados organismos muy importantes en los ecosistemas dulceacuicolas
debido a sus rasgos del ciclo de vida, los mecanismos de alimentacion y el
metabolismo, dandoles ventajas competitivas sobre los otros grupos principales

de zooplancton, como cladéceros y copépodos (Gémez Marquez et al., 2022).

Presentan tres caracteristicas anatémicas particulares: la corona, el mastax y la l6rica.

La corona, es una region anterior ciliada, utilizada para locomocion, y esta



frecuentemente compuesta por dos bandas concéntricas ciliadas llamadas trocus y
cingulo, que al girar dan la impresién de ser ruedas, por lo que, los primeros
microscopistas dieron el nombre al Phylum (Rota, rueda y ferre, cargar o poseer). La
faringe muscular (mastax), posee un juego complejo de mandibulas duras (Trofi),
Finalmente, la l6rica, es la pared del cuerpo o integumento, el cual es sincitial, la pared
del cuerpo esta embebida de una capa de filamentos proteinicos y dependiendo del

numero de estos, la pared puede ser muy endurecida (Figura 1) (Blaz-Rios, 2019).

Fig 1. Brachionus calyciflorus (izquierda) y Plationus patulus (Derecha).

En México se han registrado 2 subclases, 5 érdenes, 29 familias, alrededor de 69
géneros y un aproximado de entre 400 y 600 especies (Sarma et al., 2021). Los
géneros con mayor cantidad de especies en nuestro pais son Lecane, Brachionus,

Trichocerca, Lepadella y Cephalodella (Mendoza-Chavez, 2016).

Los rotiferos tienen una gran ventaja dentro del nicho ecolégico, esta es su adaptacion
reproductiva. Presentan reproduccion tanto sexual como por partenogénesis, a este
ciclo de vida se le conoce como partenogenética ciclica y depende de las condiciones
ambientales y alimenticias, casi todos los rotiferos en la naturaleza son hembras. Los
machos solo ocurren en periodos muy cortos y en muchas especies nunca se les han
observado. Durante condiciones favorables, la poblacion se incrementa a través de
partenogénesis diploide, en donde las hembras diploides producen huevos diploides

conocidos como huevos amicticos (Blaz-Rios, 2019; Rosales-Barrantes, 2012).
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Fig. 2. Ciclo de vida de los rotiferos partenogenéticos ciclicos (Serra et al., 2020).

En condiciones poco favorables, puede ocurrir la reproduccién sexual, en la que las
hembras micticas producen huevos haploides mei6ticamente. Estos huevos dan lugar
a los machos de la especie, siempre haploides y de tamafio muy reducido, los cuales
pueden fecundar estos huevos para generar nuevos huevos latentes que se abriran
en condiciones favorables y daran lugar a hembras genéticamente diferentes a las

originales (Garcia-Hernandez, 2019) (Fig. 2).

El lapso de vida de los rotiferos, asi como su actividad reproductiva dependen de la
temperatura, a 25° C el periodo de vida se ha estimado en 3.4 a 4.4 dias. Estos llegan
a ser adultos aproximadamente después de 0.5 a 1.5 dias, por ello las hembras inician
la puesta de huevos aproximadamente cada cuatro horas. Las hembras pueden

producir diez generaciones de progenie antes de su muerte (Blaz-Rios, 2019).



Los rotiferos tienen caracteristicas importantes que los hacen idéneos para su uso en
modelos experimentales en toxicologia, su tamafo, su organizacién simple, son
genéticamente homocigotos, faciles de cultivar, ciclos de vida cortos y sensibilidad,
algunas especies son sésiles y coloniales, pero en su mayoria tienen locomocion

activa (Gonzalez-Figueroa, 2021; Blaz-Rios, 2019).

Los rotiferos estan representados por muchas especies de Brachionus y otros,
indicando estado de eutrofizacidon, entre estas especies, Brachionus calyciflorus
Pallas, 1766 es reconocida por La Sociedad de Toxicologia Ambiental y Quimica
(SETAC) como un organismo de bioensayo (Pal et al., 2015), por otro lado, Plationus
patulus (Muller, 1786) esta ampliamente distribuido y ha sido reconocido como una
especie de prueba estandar de la Asociacién Estadounidense de Salud Publica
(Gonzalez-Pérez et al., 2018). Sin embargo, sus sensibilidades relativas varian segun
la duracién de la exposicién (aguda vs crénica), la naturaleza de los téxicos utilizados
(metales pesados vs pesticidas) y las herramientas ecolégicas utilizadas (demografia
de tabla de vida vs dinamica poblacional) (Garcia-Garcia et al., 2017). Es por esto por
lo que hemos considerado para este estudio la utilizacion de las especies Brachionus
calyciflorus y Plationus patulus, con la finalidad de evaluar el efecto téxico que tienen
las aguas residuales de la planta de tratamiento “El Rosario” y de esta manera
incrementar los datos que se tienen para México acerca de la problematica de la
calidad del agua y la contaminacion consecuencia de las efluencias de aguas

residuales.
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5. Antecedentes

Tanto las aguas residuales domésticas como las industriales contienen una serie de
productos, todos los cuales eventualmente ingresan a las aguas continentales.
Aunque la mayoria de las plantas de tratamiento limpian las aguas residuales, no
todos los contaminantes pueden eliminarse durante este proceso. Las aguas
residuales domésticas e industriales contienen componentes organicos e inorganicos

como plasticos, alimentos no utilizados, productos farmacéuticos y metales pesados.

Segun el Interamerican Network of Academies of science (IANAS) en 2016 y basados
en datos proporcionados por la comision nacional del agua, los problemas de
contaminacion de los recursos hidricos son serios, ya que los sistemas de tratamiento
disponibles remueven 19% de la materia biodegradable (DBO5) que se genera por
las descargas municipales, lo que equivale a verter 9,7 toneladas de DBO5
anualmente al ambiente. De igual manera menciona que los contaminantes
emergentes como medicamentos y compuestos presentes en productos de higiene
personal, asi como drogas ilicitas, estos han sido poco estudiados y son
potencialmente toxicos ya que no se encuentra actualmente regulada su remocion de

las aguas residuales.

Se realizaron pruebas de toxicidad aguda con cinco metales distintos (aluminio,
cadmio, hierro, plomo, zinc) en dos especies de rotiferos Asplanchna brightwellii y su
presa Brachionus calyciflorus. En este estudio se hace referencia al uso de rotiferos
como alternativa al uso de cladéceros, debido a su sensibilidad y a que estan
comunmente presentes en cuerpos de agua dulce y pueden utilizarse en pruebas de
toxicidad estandar ya que estas pruebas miden parametros como mortalidad,
reproduccién, comportamiento, fisiologia, bioquimica o biologia molecular y

microcosmos (Santos-Medrano y Rico-Martinez, 2013).

El analisis estadistico de un inventario de descargas de aguas residuales de los
sectores industriales del municipio de Tlalnepantla de Baz, Estado de México,
presentd que la contaminacion por residuos industriales es una problematica
relevante ya que pone en riesgo la salud publica y los ecosistemas que provoca focos
de infeccion debido a su alto contenido de virus, bacterias, hongos, asi como

sustancias toxicas, como pesticidas, metales pesados, entre otros. Concluyendo que
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el impacto ambiental que se da por descargas de aguas residuales es muy grave y
peligroso ya que, aunque las industrias reportan valores dentro de la norma, la suma
de estas descargas representa un impacto mayor y fuera del limite de las normas
(Virique-Rosas, 2019).

Las pruebas de toxicidad permiten evaluar el grado de afectacién que una sustancia
quimica tiene en organismos vivos por tanto los resultados obtenidos por las pruebas
de toxicidad sugieren que la muerte de los organismos en los bioensayos de toxicidad
de CL50 (concentracion letal media) son causa de los componentes toxicos del agua

(Guerrero-Jiménez et al., 2017).

Los rotiferos son importantes indicadores de los cambios en la calidad del agua, y
recomienda incluir el inventario de los rotiferos en los estudios de impacto ambiental
(Blaz-Rios, 2019).

En México durante 2017 segun datos de la CONAGUA, se trataron alrededor de 2640
hm?3/afio de aguas residuales industriales, lo que representa apenas el 38.4% del total
de aguas residuales producidas a nivel nacional, dejando sin un tratamiento apropiado
a un 61.6% de estas aguas. La presencia de materia organica junto con nutrientes
puede provocar alteraciones en la microbiota de un sistema, llegandose a producir
eutrofizacion del medio, con presencia de sustancias toxicas que pueden causar
dafnos muy graves, incluso a los seres humanos, si se utiliza esta agua (Osorio-Robles
et al., 2011; Zamora-Barrios et al., 2023).

Cabe senalar que los rotiferos son muy eficientes al consumir bacterias dispersas y
floculadas, asi como pequefias particulas de materia organica y su presencia en un
efluente indica un proceso de purificacion biolégica aerobia muy eficiente (Cerezo,
2011).
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6. Justificacion

Tanto las aguas residuales domésticas como las industriales contienen una serie de
productos, todos los cuales eventualmente ingresan a las aguas continentales.
Aunque la mayoria de las plantas de tratamiento limpian las aguas residuales, no
todos los contaminantes pueden eliminarse durante este proceso. Las aguas
residuales domésticas e industriales contienen componentes organicos e inorganicos
como plasticos, alimentos no utilizados, productos farmacéuticos y metales pesados

los cuales contribuyen al proceso de eutrofizacién de los cuerpos de agua.

Las plantas de Tratamiento de aguas residuales (PTAR) han ido incrementando en
numero en los ultimos tiempos, sin embargo, estas aun son insuficientes tanto en
numero como en capacidad, llegando a cubrir solo un pequeio porcentaje de la
poblacién nacional; existiendo incluso ciudades que no cuentan con una PTAR y otras

que, contando con estas, estan en muy mal estado (Revilla y Valdivieso, 2019).

Si bien es cierto que en la actualidad tratamos el 36% de las aguas residuales
municipales y el 15 % de las aguas residuales industriales, removiéndose 1.34
millones de toneladas de DBO, es logico valorar que la generacion de materia
contaminante siempre estara muy por delante de la capacidad de remocion, pues
aunque tuviéramos un incremento notable en el numero de plantas de tratamiento las
cuales pueden llegar hasta 2 709 que pueden construirse al afio 2030, en base a las
tendencias mostradas, el volumen tratado siempre estaria muy por debajo (Mufioz-
Cuevas, 2011).

En México existe una norma unica para controlar las descargas a cuerpos de aguas
nacionales, la NOM-001-SEMARNAT-1996, que fija los limites maximos permisibles
de contaminantes en tales descargas. Esta norma solamente regula veinte
parametros: ocho parametros basicos, ocho metales pesados, cianuros, pH,
coliformes fecales y parasitos. La norma no logra controlar la contaminacion industrial
y aun descargas que cumplen con la norma pueden aportar contaminantes téxicos a

rios y otros cuerpos de agua (McCulligh, 2013).

Las descargas de aguas residuales de origen doméstico como industrial, sea tratada

o sin tratamiento previo, sumado a la ausencia del acatamiento de las normas de
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descarga, explican los elevados niveles de contaminaciéon no solo en cuerpos de

agua sino también del suelo.

El agua residual una vez tratada muchas veces es vertida para el llenado controlado
de lagos y rios, tal es el caso de La Planta de Tratamiento de Aguas Residuales “El
Rosario”, ubicada en el municipio de Tlalnepantla de Baz, la cual abastece de agua
al un lago ubicado en el Parque Tezozémoc en la Delegacion Azcapotzalco, llenando
no solo el cuerpo de agua sino de materia organica y de otros contaminantes disueltos

en el agua que no son eliminados durante el tratamiento.

Algunos ejemplos de estos contaminantes son varios farmacos, productos de uso
personal y de belleza, surfactantes, retardantes de fuego, esteroides, hormonas vy
derivados de los procesos de desinfeccidon. Estos productos corresponden en la
mayoria de los casos a contaminantes que pueden ser candidatos a regulacién, sin
embargo, se requiere de una amplia investigacion sobre sus efectos potenciales en
la salud. En algunos casos se asume que varios de los contaminantes organicos
persistentes han sido descargados al ambiente por periodos prolongados, pero no se
habian detectado debido a la poca informacion y a la carencia de métodos analiticos
para detectar bajas concentraciones en diferentes matrices (Rocha-Gutiérrez, et al.,
2015).

Debido a su origen, el agua residual contiene grandes cantidades de
microorganismos. Dependiendo de su edad y de la cantidad de agua de disolucion, el
numero de bacterias presentes en el agua residual cruda suele oscilar entre
500,000/ml. a 5°000,000/ml (Rocha-Maguey, 2014).

Para hacer frente a una mayor cantidad de contaminantes en las cuencas nacionales,
contamos con cientos de plantas de tratamiento, pero que se encuentran
desbordadas por el problema. Asi tenemos que no solo disponemos de menos agua,
sino que esta se encuentra cada vez mas contaminada, por contaminantes quimico-
industriales o bioldgicos, lo cual lleva a una alta incidencia de intoxicaciones y/o
infecciones. Esto ha llevado a una crisis por el recurso del agua (Mufioz-Cuevas,
2011).

El uso de herramientas como los bioindicadores para detectar la contaminacion es

muy importante ya que el crecimiento poblacional es de gran ayuda para detectar

14



efectos toxicos, este funciona como una lupa, tiene la cualidad de amplificar y hacer
mas notorio el efecto de la supervivencia de en este caso, los rotiferos, donde los
efectos individuales a nivel poblacional se ven mejor representados y encontramos
individuos de diferentes generaciones, en los cuales se pueden ver los efectos
adaptativos al toxico expuesto, asi como nos da dos variables importantes, dia de

mayor abundancia y la cantidad maxima de individuos (biomasa).

Existen diversos estudios basados en la toxicidad del agua residual, los cuales se han
realizado en diversos cuerpos de agua dulce, mas especificamente en paises de Asia,
en México y en paises de América Latina es escasa la informacion disponible acerca
de este tema (Sarma y Nandini, 2006). La poca que hay es en su mayoria obsoleta
debido a que han pasado muchos afios desde su publicacion, es por esto que es
necesario realizar mas estudios sobre el tema y en especial realizados con el género
Brachionus ya que al igual, es poca la informacién para México que se tiene sobre
este organismo y de esta forma nos ayude mejor a entender su comportamiento y el

efecto toxico que tiene sobre una poblacién de estos, las aguas residuales.
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7. Objetivos

Objetivo general.

e Evaluar el efecto toxico de aguas residuales industriales obtenidas de la
planta de tratamiento de aguas residuales “El Rosario” sobre una

poblacién de rotiferos braquionidos.
Objetivos particulares.

e Cultivar una poblacion de Brachionus calyciflorus y Plationus patulus

e Determinar la concentracion media (CL50)

e Cuantificar el crecimiento poblacional de Brachionus calyciflorus vy
Plationus patulus utilizando aguas residuales industriales

e Determinar la densidad de poblacion maxima de rotiferos

o Determinar la tasa de crecimiento poblacional de rotiferos
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8. Hipétesis

El género Brachionus ha demostrado en diversos estudios, ser un importante modelo
para la evaluacion de la calidad del agua y en ensayos de toxicidad realizados con
aguas tanto residuales como provenientes de plantas de tratamiento, esto debido a
su sensibilidad a la contaminacién, facil acceso, mantenimiento y ciclo de vida que
permiten obtener resultados significativos en bioensayos donde se realizan pruebas
de toxicidad, es por esto que planteamos la hipétesis de que se puede observar una
relacion entre la disminucion de la poblacién de Brachionus calyciflorus y Plationus

patulus con respecto a la toxicidad del agua residual de influente y efluente.
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9. Materiales y métodos

1.- Cultivo de fitoplancton para alimentacion.

Para el mantenimiento de los cultivos de zooplancton utilizados se cultivo el alga verde
Chlorella vulgaris (Beijerinck, 1890) en botellas de 2 L, usando medio basal Bold
(Andersen, 2005) (Anexo 1).

Ademas de aireacion y luz constante, durante 7 dias. El alga fue cosechada durante
la fase exponencial y se dejo sedimentar, posteriormente fue decantada y se
resuspendié en un volumen menor de agua destilada, una vez asi se contabilizé
mediante la utilizacion de hematocitometro para definir su concentracion y se

almaceno en un refrigerador a -4°C para su conservacion.

2.- Cultivo de organismos para las pruebas de toxicidad aguda y crénica.

Los rotiferos Plationus patulus y Brachionus calyciflorus fueron aislados del lago de
Xochimilco, Ciudad de México. Ambas especies se cultivaron de manera
independiente e iniciando a partir de un solo individuo, la cepa de cada uno de los
rotiferos fue aclimatada durante un afo bajo condiciones de laboratorio. Los cultivos
fueron mantenidos usando agua moderadamente dura (medio EPA), el cual fue
preparado disolviendo 1.9 g de NaHCOs3, 1.2 g de CaSO4 ,1.2 g de MgSO4 y 0.04 g
de KCL en 20 L de agua destilada (Weber, 1993). Los cultivos de zooplancton fueron
mantenidos a una densidad algal establecida mediante el uso de un hematocitometro
de 0.5x10° cel/mL, reemplazando su medio cada tercer dia filtrando los organismos

con una red de 50um para conservar los huevos y afadiendo mas alimento.

3.- Obtencidon y procesamiento de muestras de aqua residual de la Planta de

tratamiento de aguas residuales “El Rosario”.

Las muestras de agua residual se obtuvieron mediante un permiso otorgado por la
Direccion General de Drenaje de la CDMX, se tomaron las muestras del efluente y del
influente recolectando directamente del punto de ingreso del agua con una cubeta, se
dejé reposar brevemente cada una de ellas y se tomaron mediciones de oxigeno
disuelto y temperatura, una vez tomados los parametros, se llenaron dos botellas de

plastico de 1 L tanto de influyente como de efluente las cuales se trasladaron al
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laboratorio de Zoologia acuatica, una botella de cada una de las muestras se utilizd
para la realizacién de las pruebas de toxicidad, las otras botellas restantes se
destinaron para su analisis fisicoquimico, ambas muestras se filtraron al vacio
utilizando un filtro de 0.45um para eliminar la materia organica, una vez filtrada el
agua residual se procedié a hacerle los analisis correspondientes de pH, alcalinidad

a la fenolftaleina y dureza total.

4.- Prueba de toxicidad aguda.

Para las pruebas agudas se realizd CLso, el cual es un bioensayo donde se busca la
concentracion de una sustancia dada, la cual reduzca la poblacion en estudio un 50%
en un periodo de tiempo variable dependiendo del organismo a utilizar. En este
estudio se expuso 20 neonatos de P. patulus y 20 neonatos de B. calyciflorus a
diferentes concentraciones de efluente de agua residual de la planta de tratamiento
de aguas residuales “El Rosario” con medio EPA en una proporcién de 75% agua
residual y 25% medio EPA, 50% Agua residual y 50% de medio EPA y 25% de agua
residual y 75% de medio EPA, se us6 una densidad de 0.5x108 cel/mL de Chlorella
vulgaris como alimento para ambas especies. Todos los tratamientos tuvieron tres
repeticiones, ademas de un grupo control. Todo lo anterior se colocé en una
incubadora a 25°C. Pasado el periodo de 24 horas se cuantifico la sobrevivencia de

los individuos.

5.- Prueba de toxicidad cronica.

Posterior a las pruebas de toxicidad aguda, se realizé un crecimiento poblacional para
la prueba crénica. Para el crecimiento poblacional se utilizaron concentraciones
subletales obtenidas a partir del CLso. Se utilizaron tres concentraciones subletales
del 2.5, 5y 10% de la CLso con el fin de poder apreciar el efecto a largo plazo. Las
concentraciones utilizadas fueron diluidas en medio de cultivo EPA con C. vulgaris
como alimento a una concentracion de 1x108 cél/mL a 25°C, con cuatro repeticiones
cada una, ademas de un grupo control. Para el bioensayo se aclimataron los
organismos durante tres dias previos al comienzo del experimento en una incubadora
a 25°C, una vez aclimatados los organismos se comenzd el experimento con una
poblacién inicial de 20 individuos en frascos de vidrio en 20 ml de medio, cada dia se

contabilizé el numero de individuos vivos bajo un microscopio estereoscépico, se filtré
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cada repeticion con ayuda de una malla de 50um y se reemplazé el medio del dia
anterior con medio recién preparado a la misma concentracién y alimento fresco para
mantener las condiciones iguales a lo largo del bioensayo, y se dejaron de contabilizar
los organismos una vez que la poblacidon empezo a decrecer (aproximadamente a los
21 dias).

Basado en los datos colectados (densidad diaria), se calcul6 la tasa de crecimiento

(r) usando la siguiente ecuacion (Krebs, 1985):
r=(InN¢- InNo)/t

Donde: r es la tasa de crecimiento poblacional por dia, N: el nimero de individuos en
la poblacion después del tiempo t, No densidad poblacional inicial y t el tiempo en dias.
Ademas, se determiné la densidad maxima que fue alcanzada durante la prueba de

toxicidad.

6.- Analisis estadistico.

Los datos fueron graficados y analizados usando el programa Sigma Plot 11.0, el cual
es un software creado para analisis y graficos cientificos. Para el analisis estadistico
se utilizd una prueba de ANOVA de una via con la finalidad de determinar las

diferencias entre los tratamientos realizados en este estudio y una prueba de Tukey.
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10.Resultados

10.1. Parametros fisicoquimicos

Algunos de los parametros fisicoquimicos de las aguas residuales del influente y
efluente estan representados en la tabla 1. Los valores de temperatura, conductividad
y pH no variaron significativamente entre los dos tipos de agua, mientras que en los
valores para oxigeno disuelto y porcentaje de saturacion se encontraron diferencias
significativas (p<0.05) entre influente y efluente, siendo estos mayores para el

efluente.

Tabla 1. Parametros fisicoquimicos del agua de influente y efluente de la planta de

tratamiento de aguas residuales “El Rosario”, que se utilizaron para este estudio.

Parametro Influente Efluente

Temperatura 23°C (21.5°C - 24°C) 21.9°C (21°C - 23.3°C)

Conductividad 0.84ms (0.67ms —1.05ms) 0.88ms (0.64ms —1.03ms)

pH 7.4 (7-7.38) 7.9 (7.2-8.6)

Oxigeno disuelto 0.59 mg/L (0.58mg/L — 3.19 mg/L (3.16 mg/L —
0.59 mg/L) 3.23 mg/L)

Porcentaje de saturacion 7% (6.8% - 7.4%) 34.9% (34.7% - 35.2%)

10.2. Concentracion letal media

Los datos de la concentracion letal media para Brachionus calyciflorus y Plationus
patulus indican que para ambas especies el agua obtenida a partir del influente de la
planta de tratamiento fue mas toxica con un valor de 0.288+0.05 y 0.344+0.07 mg/L
respectivamente (Tabla 2), mostrando que la especie B. calyciflorus tuvo una

ligeramente mayor sensibilidad que P. patulus.
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Tabla 2. Concentracion letal media de Brachionus calyciflorus y Plationus patulus en

bioensayo (24 h) de toxicidad aguda. Los valores son el promedio y + SE de cuatro

réplicas.
Tipo de agua residual CL;s, Brachionus calyciflorus CL;, Plationus patulus
Influente 0.2875+0.0558 0.3438+0.071
Efluente 0.35+0.0979 0.45+0.0736

10.3. Crecimiento poblacional

Las curvas de crecimiento poblacional de Brachionus calyciflorus con distintas
concentraciones de influente (Fig. 3) y usando el alga Chlorella vulgaris como
alimento, muestran una clara diferencia, principalmente en el pico maximo de
crecimiento de los tratamientos contra el testigo. La mayor densidad poblacional se
encontré en el tratamiento al 2.5% con 134 ind/ml, teniendo una mayor diferencia al
10% el cual no solo alcanzé un pico maximo después que el testigo. También tuvo
una etapa inicial mas prolongada de una semana y su etapa exponencial con una
duracién de dos dias, mientras que en los otros tratamientos fue de 5 dias. Por otro
lado, el tiempo de decaimiento de la curva fue de 11 dias para el testigo y el
tratamiento al 5%, de 12 dias en el tratamiento al 2.5% y de 13 dias en el tratamiento
a una concentracion del 10%. Sin embargo, en las curvas del bioensayo realizado a
distintas concentraciones de efluente (Fig. 4) se puede observar que la curvay el pico
maximo de crecimiento del tratamiento control difiere con el testigo del bioensayo
realizado con influente los cuales se obtuvieron en los dias 11 y 16 respectivamente.
Es importante mencionar que todos los tratamientos alcanzaron su densidad maxima
el mismo dia y tuvieron una tendencia similar de crecimiento, mientras que en su
decaimiento, el tratamiento al 2.5% decayé antes que el testigo y los otros dos
tratamientos, la densidad poblacional maxima se obtuvo en el tratamiento al 5% de

influente con 198 ind/ml.

En cuanto a la curva de crecimiento poblacional de Plationus patulus del bioensayo

con influente a diferentes concentraciones (Fig. 5). Se puede observar que a una
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mayor concentracion de este, se eleva la densidad poblacional, teniendo en cuenta
esto, la etapa inicial de las curvas disminuye a manera que la concentracién del
influente aumenta, tanto en el tratamiento testigo como a una concentracion del 2.5%
es de 10 y 9 dias respectivamente. Por otro lado, en el testigo y el tratamiento al 2.5%
la etapa exponencial fue similar, en los tratamientos a concentraciones del 5% y 10%
esta etapa se ve reducida, con una duracion de 7 y 8 dias respectivamente. La etapa
de decaimiento fue mas larga en estos dos ultimos tratamientos siendo de 6 dias, en
este bioensayo se obtuvo una abundancia maxima de 130 ind/ml en el tratamiento a
una concentracion de 2.5% de influente. Por otro lado, las curvas de crecimiento
poblacional con diferentes concentraciones de efluente (Fig. 6) muestran una
tendencia similar de crecimiento que las curvas con influente. A una mayor
concentracion de efluente se puede observar un aumento en la densidad poblacional,
asi como un periodo inicial mas corto, una etapa de crecimiento exponencial mas
corta y un pico de abundancia maxima no solo mas alto sino que también se alcanza
mas temprano a mayor concentracion del tratamiento y asi mismo un periodo de
decaimiento mas prolongado a medida que la concentracion del influente aumenta,
siendo la abundancia maxima de 170 ind/ml obtenida en el tratamiento a una

concentracion del 10% de efluente.
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Fig 5. Crecimiento poblacional de Plationus patulus con diferentes concentraciones
de efluente de agua residual. Se representan los valores de promedio y error estandar
de cuatro réplicas.

10.4. Tasa de crecimiento poblacional

En el bioensayo realizado con B. calyciflorus a distintas concentraciones de influente

(Fig. 6.) se pudieron observar diferencias significativas en la tasa de crecimiento
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poblacional (p<0.005) tanto entre el control vs cada uno de los tratamientos, asi como
entre los tratamientos mismos presentando diferencias significativas en todos los
tratamientos. Esta misma tendencia se puede observar en el bioensayo realizado a
diferentes concentraciones de efluente en esta misma especie, los cuales denotan

diferencias significativas (p<0.005) en cada uno de los tratamientos y el control.

Por otro lado, en el bioensayo con el rotifero P. patulus (Fig. 7) realizado con influente
no se muestran diferencias significativas entre los tratamientos a una concentracion
de 2.5%, 5% y 10% de influente (p>0.05) pero si entre los tratamientos contra el
testigo, el cual mostré una menor tasa de crecimiento poblacional, en cuanto al
bioensayo realizado con efluente, se pueden observar diferencias significativas
(p<0.005) entre el control y los tratamientos, asi como entre el tratamiento al 2.5% y
el tratamiento al 5% y el 10% de concentracién de efluente sin embargo no se
mostraron diferencias significativas en la tasa decrecimiento poblacional entre estos

ultimos mencionados.

Independientemente del tratamiento, la tasa de crecimiento poblacional de P. patulus
vario entre 0.27 a 0.36 por dia para el influente y para efluente vari6 entre 0.33 y 0.40
por dia. La variacion en la tasa de crecimiento poblacional de B. calyciflorus fue para
el influente entre 0.46 y 0.48 por dia, mientras que para el efluente fue de 0.30 y 0.39

por dia.
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Fig 6. Tasa de crecimiento poblacional de Brachionus calyciflorus (r dia™). IF 2.5%:
Influente a una concentracion de 2.5%, IF 5%: Influente a una concentracion del 5%,
IF 10%: Influente a una concentracion del 10%, EF 2.5%: Efluente a una
concentracion del 2.5%, EF 5%: Efluente a una concentraciéon del 5%, EF 10%:
Efluente a una concentracion del 10%. Los valores representan el promedio * error
estandar de basado en 4 repeticiones por cada tratamiento. Las letras sobre cada

barra representan la formacion de grupos acorde con la prueba de Tukey.
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Fig 7. Tasa de crecimiento poblacional de Plationus patulus (r dia™). IF 2.5%: Influente
a una concentracion de 2.5%, IF 5%: Influente a una concentracion del 5%, IF 10%:
Influente a una concentraciéon del 10%, EF 2.5%: Efluente a una concentracién del
2.5%, EF 5%: Efluente a una concentracién del 5%, EF 10%: Efluente a una
concentracion del 10%. Los valores representan el promedio = error estandar de
basado en 4 repeticiones por cada tratamiento. Las letras sobre cada barra
representan la formacion de grupos acorde con la prueba de Tukey.
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11. Discusion

Tanto las aguas residuales domésticas como las industriales contienen una serie de
productos, todos los cuales eventualmente ingresan a las aguas continentales
(Cerezo, 2011). Aunque la mayoria de las plantas de tratamiento limpian las aguas
residuales, no todos los contaminantes pueden eliminarse durante este proceso
(Guerrero-Jiménez et al., 2017). Las aguas residuales domésticas e industriales
contienen componentes organicos e inorganicos como plasticos, alimentos no
utilizados, productos farmacéuticos y metales pesados los cuales contribuyen al
proceso de contaminacién y eutrofizacién de los cuerpos de agua (Mufioz-Cuevas,
2011).

Referente al analisis de los parametros fisicoquimicos, se conoce que de acuerdo con
el Centro Regional de Investigacion Pesquera de México (2013), los rotiferos pueden
sobrevivir a niveles de pH inferiores a 6.6, pero el rango 6ptimo de produccion (en
cultivo) es entre 6.6 y 8.0; la media de pH obtenida en este trabajo fue de 7.4 para el

influente y de 7.9 para el efluente, es decir es un valor éptimo para su subsistencia.

Es importante resaltar que estudios recientes realizados por Bizimwa et al. (2022)
mencionan que hay una relacion entre el valor de pH del agua residual en el que
habitan algunas bacterias como coliformes fecales, el cual favorece su supervivencia
a largo plazo en rangos de 8.4, es decir, ligeramente alcalina y a una temperatura de
23°C, lo cual podemos decir que coincide con los resultados obtenidos en este
trabajo, ya que el pH del agua residual se encontrd en un valor promedio de 7.4 para
el influente y de 7.9 para efluente y la temperatura media para el influente fue de 23°C
y de 21.9°C para el efluente. El valor de la temperatura se correlacionaba con otros
factores como la disponibilidad de los recursos, los nutrientes y la intensidad de la luz,
resaltando que normalmente, a mayores concentraciones de nutrientes y mayor
temperatura el numero de organismos bacterianos tiende a aumentar y favorece a

aquellos que pueden tolerar temperaturas mas altas (Bizimwa et al., 2022).

Estos mismos investigadores obtuvieron los valores para oxigeno disuelto, y
observaron que a mayor concentracién de oxigeno disuelto disminuia el crecimiento
de bacterias como E. coli; continuando con el andlisis de los valores de este

parametro, Mendoza-Chavez (2016) enfatiza que, si el nivel de este es bajo, es un
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indice de contaminacion con materia organica, putrefaccion y mala calidad,
concordando con la concentracion de oxigeno disuelto presente para el influente, el
cual fue de 0.59 mg/L y de 3.19 mg/L para el efluente, estos resultados confirman el
estado de contaminacion del agua, el cual es mayor para influente obviamente
tomando en cuenta que esta agua no tiene tratamiento, aun asi el valor de oxigeno
disuelto para el efluente a pesar de que es significativamente mayor que el del
influente, continta siendo bajo si se toma en cuenta que los valores adecuados para
lagos son de entre 7 y 8 mg/L (Mendoza-Chavez, 2016), cabe resaltar que los valores
permitidos segun la NOMO00O1-SEMARNAT-1996 para este parametro no son tomados
en cuenta, asi como tampoco en su reformada version del 2021, la cual entrara en
vigor a partir de 3 de abril de 2023.

Los resultados obtenidos por las pruebas de toxicidad sugieren que la muerte de los
organismos en los bioensayos de toxicidad de CLso (concentracion letal media) son
causa de los componentes toxicos del agua coincidiendo con Guerrero-Jiménez et al.
(2017), quienes refieren que las pruebas de toxicidad permiten evaluar el grado de
afectacién que una sustancia quimica tiene en organismos vivos, asi como el trabajo
realizado por Sarma et al. (2003) en cuyo caso realizaron un crecimiento poblacional
con 3 tipos de agua residual de forma directa y obtuvieron como resultado un muy
escaso crecimiento en comparacion con el control de las especies B. calyciflorus, B.

rubens y P. patulus.

Cabe senalar que los rotiferos son muy eficientes al consumir bacterias dispersas y
floculadas, asi como pequefias particulas de materia organica y su presencia en un
efluente indica un proceso de purificacion biolégica aerobia muy eficiente (Cerezo,
2011); esto explicaria el por qué hubo un mayor crecimiento poblacional en los
bioensayos de toxicidad cronica con influente y efluente a distintas concentraciones

con respecto al control.

El aumento en la abundancia tanto de B. calyciflorus como de P. patulus en el
bioensayo de toxicidad crénica a menores concentraciones tanto de efluente como de
influente de agua residual, en comparacién con la prueba de toxicidad aguda es un

claro ejemplo de hormesis, este es un fenémeno en el cual una hay relacion dosis-

32



respuesta caracterizada por un efecto de estimulacién a bajas dosis y de inhibicion a

altas dosis (Morales-Fernandez, 2017).

Los resultados sobre la tasa de crecimiento poblacional de ambos rotiferos, nos dicen
que existe la posibilidad de utilizar las aguas residuales como alternativa alimenticia
en futuras investigaciones ya que queda claro que a ciertas concentraciones, se ve
beneficiado el crecimiento poblacional, lo cual podria representar una fuente atractiva
de alimentacion de rotiferos para aquellos quienes necesiten cultivar a gran escala
estos organismos, por ejemplo para su utilizacion como alimento vivo, o incluso como
una herramienta de limpieza de cuerpos de agua contaminados con aguas residuales
domésticas o industriales, tal es la investigacion realizada por Nandini et al. (2010),
cuyo trabajo consistio en la evaluacion del uso de aguas residuales en la dinamica
poblacional de una especie de rotiferos y una de claddceros alimentados con alga
expuesta a un crecimiento en aguas residuales, obteniendo una supervivencia y
reproduccién favorables, y concluyendo que finalmente los nutrientes del agua
residual que favorecieron el crecimiento del alga usada como alimento, termind por
nutrir de igual manera a los organismos zooplanctonicos y permitiéndoles

desarrollarse de forma adecuada.

En esta investigacion no se realizaron otros estudios de dinamica poblacional como
las tablas de vida, pero deja abierta la sugerencia a futuro para la realizacion de estos
y hacia una mayor investigacién sobre organismos zooplanctonicos alimentados con
aguas residuales domésticas y no solo rotiferos sino también otra clase de
zooplancton como los claddceros y copépodos asi como también especies marinas
0 que habitan en ambientes salobres, por otro lado, se recomienda la evaluacién
adicional de otros parametros fisicoquimicos importantes como la demanda biolégica
de oxigeno, la demanda quimica de oxigeno, dureza, alcalinidad y cuantificacion de
coliformes fecales, con el propdsito de ampliar la investigacion y de igual manera tener
mas puntos de comparacion con investigaciones relacionadas con el tratamiento y

aprovechamiento de aguas residuales.
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12. Conclusion

Los resultados obtenidos en este estudio nos revelaron que la exposicién del
zooplancton a aguas residuales tiene un efecto toxico, mostrando una disminucion en
la supervivencia, en pruebas de toxicidad aguda pero un efecto inverso en pruebas

de toxicidad cronica.

La exposicién a influente de aguas residuales mostr6 un mayor crecimiento
poblacional, lo que indica que los individuos maduran y se reproducen en menor
tiempo con el propdsito de poderse reproducir mas para poder aspirar a mantenerse
en el sistema a pesar de las condiciones adversas, pero también a la disponibilidad
de materia organica, la cual en menor cantidad demostré un mejor efecto en la

poblacion.

Otro factor importante a mencionar es que el impacto ambiental dado por descargas
de aguas residuales es muy grave y peligroso, ya que aunque las industrias reportan
valores dentro de la norma, la suma de estas descargas representa un impacto mayor

y fuera del limite de las normas.

Este trabajo muestra que es de gran importancia realizar este tipo de estudios ya que
el acumulo y depdsito de contaminantes por aguas residuales en cuerpos de agua a
lo largo del mundo, donde organismos pertenecientes al zooplancton son afectados,

afecta directamente el equilibrio ecologico del lugar.
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Anexo 1

Tabla 1. Reactivos y método de preparacion de medio basal BOLD (Andersen, 2005).

Componente Solucién stock Cantidad usada Concentracion en el
medio final (M)
(g-L~"dH;0)

NaNO; 25 10 ml 2.94 x1073

CaCl, - 2H,0 25 10 ml 1.70 x107*

MgSO, - 7H,0 7.5 10 mi 3.04 x10™*

K;HPO, 7.5 10 ml 4.31x10™*

KH,PO, 17.5 10 ml 1.29 x107*

NaCl 25 10 ml 4.28 x10™*

EDTA + KOH 50 + 31 1ml 1.71 x107* + 5.59 x1074
FeSO, - 7H,O + H,SO, 4.98 1ml 1.79 x107°

HsBO; 11.42 1ml 1.85 x10™

ZnS0O, - 7TH,O0 + MnCl,- 8.82 + 144 + 0.71 + 1ml 3.07 x107° + 7.28 x107®
4H,0 + MoOs + CuSO, 1.57 +0.49 + 493 x10™® + 6.29
- 5H,0 + Co(NOs), - x107¢ + 1.68 x107®

6H,0
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