UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

ESCUELA NACIONAL DE ESTUDIOS PROFESIONALES
“1ZTACALA"

PROPUESTA PARA CONTROL DE CARACOLES EN
SISTEMAS DE PELICULA BIOLOGICA

|
!
|
1
F
|
i
1

T E S 1| S
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
B 1 O L O G A
P R E S E N T A

ANA MUNOZ COLUNGA

LOS REYES IZTACALA, 1992



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Para

Lourdes Ruiz

con todo mi carino gracias por brindarme tu apoyo
y comprension.

Martha, Guadalupe, Carlos, José, Cristina, Héctor
y muy especialmente a Lucerito

esperando poder proporcionarles con la realizacion
de esta tesis no por el valor intrinsico que pueda
tener, sino por lo que para ellos representa, una
leve recompensa a sus esfuerzos.

Gabriela, Pepe, Eréndira y Fernando

con especial afecto.

Guadalupe Colunga

Por la firmeza de caracter y la actitud respetuosa
con que me has guiado.



RECONOCIMIENTOS

Quiero agradecer profundamente al Dr. Simén Gonzalez la valiosa direccién

de esta tesis. Asi como su paciencia y apoyo que fueron fundamentales para
la terminacion de la misma.

A mis amigos del Instituto de Ingenieria, UNAM quienes me acompanaron
durante el desarrollo de este trabajo:

Claudia Nava quien colaboré en los experimentos donde se utiliz6 el
respirémetro Warburg.

Juan Carlos Aragén por su invaluable ayuda en la implementacion de los
programas de computo.

Noelia Diaz y Leonardo Cisneros por sus aportaciones en el drea de quimica
y matematicas, respectivamente.

Al personal que labora en el mismo Instituto y que contribuyé en la
elaboracion del material experimental.

A Jos operadores de la planta para tratamiento de aguas residuales de
Ciudad Universitaria por las facilidades brindadas.

Al Dr. Jimenez Estrada del Instituto de Quimica y al Dr. Janis Rodmanis De
Bayer de México.



INDICE GENERAL

RESUMEN

1. INTRODUCCION

1.1 Problemadtica

1.2 Bioensayos

1.3 Inhibicién microbioldgica

1.4 Objetivos alcances y limitaciones
1.4.1 Objetivos
1.4.2 Alcances
1.4.3 Limitaciones

2. ANTECEDENTES

2.1 Caracoles en sistemas para tratamiento de aguas residuales

2.2 Generalidades de las familias Lymnaeidae y Physidae
2.3 Medidas de control

2.3.1 Control ecolégico

2.3.2 Control biolégico

2.3.3 Control quimico

3.DESCRIPCION Y FUNCIONAMIENTO DEL SISTEMA DE BIODISCO

4 MATERIAL Y METODO

4.1 Estudios en caracoles

4.1.1 Ubicacién taxénomica

4.1.2 Bioensayos
4.1.2.1 Aclimatacion
4.1.2.2 Condiciones experimentales
4.1.2.3 Bioensayos preliminares
4.1.2.4 Bioensayos definitivos

4.1.3 Determinacién de la concentracién letal media (LC50)

Pag.

o o b~ b WM

10
10
11
12

13

17

17
17
18
18
18
19
18
20



4.1.4 Determinacion del tamano y distribucién de edad de la
poblacion de caracoles
4.1.5 Determinacién de la distribucion espacial de la poblacién de caracoles
4.1.6 Determinacién de la densidad y biomasa de |la poblacién de caracoles
4.1.7 Generaci6n de la pelicula biolégica y consumo de la misma
4.2 Estudios de respirometria
4.2.1 Relacién entre consumo de sustrato y consumo de oxigeno
4.2.2 Utilizacién de soluciones para la determinacion del efecto de los
molusquicidas sobre la biopelicula
4.2.3 Medicién del consumo de oxigeno de los organismos de la biopelicula
4.2.4 Descripciéon y funcionamiento del respirémetro Warburg.

5. RESULTADOS Y ANALISIS

5.1 Estudios en caracoles
5.1.1 Ubicacién taxénomica
5.1.2 Determinacién de la concentracion letal media (LC50)
5.1.3 Determinacion del tamano y distribucién de edad de la
poblacién de caracoles
5.1.4 Determinacién de la distribucién espacial de la poblacién de caracoles
5.1.5 Determinacion de la densidad y biomasa de la poblacién de caracoles
5.1.6 Determinacion del consumo de biopelicula
5.1.7 Efecto de los caracoles en la remocién de contaminantes
5.2 Estudios de respirometria
5.2.1 Efectos de Bayluscid sobre la biopelicula
5.2.2 Efectos de Piquerol sobre la biopelicula

5.2.3 Comentarios generales

6 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Actividad depredadora de los caracoles y efecto de los molusquicidas en su
metabolismo
6.2 Efectos de los molusquicidas sobre la biopelicula

6.3 Recomendaciones sobre la aplicacion de los molusquicidas

BIBLIOGRAFIA

23
24
25
26
26
26

28
28
29

32

32
32
34

36
38
40
41
42
45
45
51
54

55

55

56

56

58



APENDICE A Procedimiento para el andlisis probit y de maxima verosimilitud

APENDICE B Estimacién del drea de BIODISCO que ocupan los caracoles

APENDICE C Valores de las corridas efectuadas en el respirémetro Warburg

63

67

70



INDICE DE FIGURAS

No. de Fig. Pag
3.1 Unidad de biodiscos 14
3.2 Corte transversal de un biodisco 15
3.3 Flujo del agua tratada en los biodiscos 16
4.1 Curva de distribucién acumulativa de la tolerancia 21
4.2 Curva sigmoide de transformacién a linea recta 22
4.3 Relacién entre consumo de sustrato y consumo de oxigeno 27
4.4 Esquema del respirémetro Warburg 29
4.5 Esquema de los frascos de reaccién 31
5.1 Morfologia caracteristica de la concha de Physa sp 33
5.2 Organizacién morfofuncional de Physa sp 33
5.3 Efecto de Bayluscid diluido en una solucién Buffer de fosfatos 46
5.4 Respiracién exégena con Bayluscid mas una solucién

Buffer de fosfatos 47

5.5 Efecto de Bayluscid diluido en una solucion de 300 mg/l de glucosa 48
5.6 Respiracién exdégena de Bayluscid en combinacién con glucosa 48
5.7 Efecto de Bayluscid diluido en agua residual 49
5.8 Respiracién exégena de Bayluscid en combinacién con agua residual 50
5.9 Efecto de Piquerol diluido en una solucién Buffer de fosfatos 52
5.10 Respiraciéon exégena con Piguerol en ausencia de un sustrato organico h2
5.11 Efecto de Piquerol diluido en una solucién de 300 mg/l de glucosa 53

5.12 Respiracién exdégena con Piquerol en combinacién con glucosa 54



INDICE DE TABLAS

No de Tabla

5.1 Resultados de los bioensayos con Bayluscid

5.2 Resultados de los bioensayos con Piquerol

5.3 Caracteristicas de Physa sp en el biodisco de C.U.

5.4 Resultados reportados en la literatura de DBOyqtg) Y N-NH3 de 1983 y 1990

5.5 Comparacion de la remocién entre 1983 y 1990 del sistema de biodisco

Pag

34
34
38
43

44



RESUMEN

Se describen los métodos de control de caracoles: ecoldgico, biolégico y
quimico, asi como el proceso del sistema de biodiscos para tratamiento de
aguas residuales instalado en Ciudad Universitaria D.F. Se identificé a los
caracoles como Physa sp y se estim6 el dano ocasionado por ellos en el
BIODISCO. Se obtuvo que su poblacién se compone de 6415 individuos con
una proporcién ligeramente superior de organismos jévenes. Todos ellos
consumen en un dia el 6.4% de biopelicula, lo cual influye en la buena
remocion de contaminantes que actualmente presenta el BIODISCO.

Se estudié el efecto de dos agentes t6xicos en los caracoles (bioensayos
usando Bayluscid EC250 y Piquerol A proporcionados por Bayer S.A. de
C.V. y por el Instituto de Quimica UNAM, respectivamente). Se obtuvo que
los téxicos causan la muerte de mas del 90% de la poblacién con
concentraciones inferiores a 100 mg/l en un tiempo no mayor a 24 horas.
Esto se determino utilizando el método estadistico log-probit.

Se estudié el dano de los dos molusquicidas a la biopelicula midiendo el
consumo de oxigeno de los microorganismos en ausencia y presencia de
dichos compuestos. Esto se hizo utilizando un respirémetro Warburg
modificado. No se observé un efecto inhibitorio severo de los téxicos en la
actividad de la biopelicula.

Por dltimo, se propone una forma de utilizar los compuestos en sistemas de
pelicula bioldgica si se comprueba que esto sea necesario.



1. INTRODUCCION
1.1 Problematica

En México el acelerado y continuo crecimiento de la poblacién y el
desarrollo de la planta productiva provocan que aumente la demanda de
agua. La poblacidn muestra una fuerte tendencia a concentrarse en las
grandes ciudades, las cuales concentran también la mayor parte de las
actividades industriales y las que disponen de una mayor cobertura en los
servicios de agua potable. En consecuencia los usos del agua doméstico e
industrial constituyen las fuentes principales de generacion de aguas
residuales. Gran parte del volumen de aguas residuales no recibe ningun
tratamiento previo a su descarga en cuerpos naturales de agua (rios, lagos,
canales etc.) o antes de que sean utilizadas en la agricultura. El resultado ha
sido un creciente deterioro de las aguas superficiales y subterrdneas, las
cuales constituyen las fuentes principales de abastecimiento de agua
potable.

A través del tratamiento de las aguas residuales y reutilizando el agua en la
industria, agricultura y riego de areas verdes es posible reducir los efectos
de la contaminacién y mejorar el aprovechamiento de los recursos hidricos.



Los procesos biol6gicos forman parte esencial del tratamiento secundario de
aguas residuales y algunos de ellos son biodiscos, biopeliculas sumergidas y
biofiltros, los cuales basan su funcionamiento en la formacion de una
pelicula de microorganismos adherida a un material de empaque que degrada
la materia organica contaminante. El ambiente creado en estos sistemas es
favorable para la propagaciéon de caracoles dulceacuicolas (Higgins, 1948;
Ingram et al, 1958; Iwai et al, 1989; Learner, 1975; Lohmeyer, 1955;
1957). Estos autores, con base en observaciones visuales, coinciden en
senalar que los caracoles ocasionan problemas de operaciéon y disminuyen la
eficiencia de depuraciéon del agua tratada debido a la depredacién sobre la
biopelicula. Ingram et al (1958) se basan en datos de colectas y en
determinaciones fisicoquimicas realizadas en un filtro rociador. Iwai et al
(1989) observan una notable disminucién en la eficiencia del tratamiento de
un sistema de pelicula sumergida, la cual atribuyen a |la presencia de Physa
anatina.

1.2 Bioensayos

Un medio para el control de caracoles es la aplicacion de molusquicidas
donde la seleccién de dosis-tiempo de exposicion depende de la efectividad
de los mismos y de la susceptibilidad de la especie.

Por su disponibilidad y de acuerdo a recomendaciones de la Organizacion
Mundial de la Salud (WHO, 1965, 1983, 1988) se seleccionaron dos
molusquicidas, uno sintético (Bayluscid EC250) y otro natural (Piquerol A),
con los cuales se realizaron bioensayos sobre caracoles que "viven" en el
sistema de biodiscos de la planta para tratamiento de aguas residuales de la
Universidad Nacional Autonoma de México.

Los bioensayos realizados involucran dos componentes principales: un
estimulo y su efecto, el estimulo se refiere a dosis de molusquicida a las
cuales se expone a los caracoles y que provocan una respuesta o efecto
especifico. Se considera la respuesta como la muerte de los individuos
debido a que se puede reconocer facilmente en todos los organismos y se
aplica con la misma eficiencia para cualquier agente t6xico. La precisiéon de
los bioensayos se encuentra limitada por la variaciéon biolégica normal de los



individuos de una misma especie, pero puede ser controlada mediante la
selecion de grupos homogéneos y otros factores como sexo, tamano y
edad. Los sujetos de prueba (caracoles) muestran una variabilidad natural de
respuesta que hace necesario evaluar los bioensayos a través del uso del
analisis estadistico log-probit (Maciorowski, 1981).

1.3 Inhibicién microbiolégica

Tomando en cuenta que para llevar a cabo sus funciones metabdlicas los
microorganismos presentes en la biopelicula que sirven como alimento a los
caracoles consumen oxigeno, la medicién de dicho consumo indica si la
aplicaciéon de las concentraciones de ambos téxicos afectan la biopelicula.
La accién téxica de los compuestos se manifiesta como una disminucién en
el consumo de oxigeno respecto a biopeliculas no expuestas a los toxicos.
Estas determinaciones se hicieron con el uso de un respirdmetro Warburg
modificado. Los datos que se obtuvieron fueron procesados utilizando un
programa de computadora, para describir graficamente el consumo de

oxigeno respecto al tiempo con diferentes concentraciones de ambos
compuestos.

1.4 OBJETIVOS ALCANCES Y LIMITACIONES

La presencia de diversas especies de caracoles en sistemas para tratamiento
de aguas de desecho tipo pelicula biolégica, pueden ocasionar problemas
que justifican el control de los mismos. Dicho control debe ser efectivo en
un corto plazo para evitar la probable reinfestacién, ademas de no interferir
en la eficiencia del tratamiento.

1.4.1 Objetivos
Determinar taxonémicamente a los caracoles y estimar el posible
dano ocasionado por ellos en el biodisco de la planta para

tratamiento de aguas residuales de la UNAM.

Conocer su sensibilidad a agentes téxicos (bioensayos).



Conocer algunas caracteristicas de la poblacién relativas a su
estructura (tamano, distribucién por edades y dispersion entre
otras).

Proponer un método para el control de caracoles que se
encuentran en sistemas de pelicula biolégica para tratamiento de
aguas residuales sin afectar el proceso de tratamiento.

1.4.2 Alcances

Con base en la revisidon bibliografica sobre control de caracoles y
por su disponibilidad se utilizan dos molusquicidas Bayluscid
EC250 y Piquerol A, para establecer mediante ensayos biolégicos
valores de concentracion letal media (LC50) a distintas horas de
exposicion de ambos compuestos sobre la poblacién de
caracoles.

Establecer el dano de los caracoles al sistema de biodiscos de
C.U., mediante un andlisis parcial de su poblacién y con base en
su consumo de biopelicula. Asimismo se hace un analisis de la
calidad del agua tratada con base en los datos reportados por
Norouzian, 1983 (seis meses después de que dié inicio la
operacidon del sistema), los cuales se comparan con los que se
efectuaron por personal de la planta durante 1991.

Mediante pruebas con un respirometro Warburg modificado,
determinar el efecto que tienen los compuestos utilizados sobre
la pelicula de microorganismos.

1.4.3 Limitaciones

El control de caracoles que se propone en este trabajo puede
aplicarse a sistemas de pelicula bioldgica que tengan una
biocenosis similar a la que se desarrolla en el BIODISCO y que
estén invadidos con caracoles del género Physa.



La metodologia de este trabajo puede aplicarse en otros sistemas
de biopelicula (diferentes al de biodisco) si su disposicién fisica
permite tener acceso para experimentar con los microorganismos
de la biopelicula y con los caracoles.



2. ANTECEDENTES
2.1 Caracoles en sistemas para tratamiento de aguas residuales

En los reactores de pelicula biolégica el agua residual por tratar entra en
contacto con una poblacién microbiana que se desarrolla en forma de una
pelicula adherida a la superficie de un medio sélido de soporte. Existen dos
tipos de sistemas: estacionario o de medio fijo y sistemas de medio en
movimiento. Los biofiltros o filtros rociadores y la biopelicula sumergida son
un ejemplo del primer grupo; en ellos, el agua residual se mueve entre el
medio de soporte. Los biodiscos son un ejemplo del segundo tipo en donde
el medio se encuentra en movimiento.

En los sistemas antes mencionados se ha observado la presencia de
caracoles principalmente de las familias Lymnaeidae y Physidae. Los trabajos
que hay al respecto son muy escasos, aunque se sabe que la invasion de
estos animales es muy comun (Gonzalez comunicacién personal; Learner
1975 y Pointier comunicacién personal).

Los primeros estudios que existen sobre caracoles en sistemas de pelicula
biolégica se hicieron en filtros rociadores en los cuales se identificaron
diversas especies: Agrio/lmix agrestis, Galba glabra, G. palustria y Radix
peregra en Inglaterra (Lloyd, 1940 en Learner, 1975). Lymnaea humulis,



Physa anatina, P. integra, P. halei y P. cubensis fueron encontrados en
Estados Unidos de Norteamérica (Higgins, 1948 e Ingram et al, 1958)

Lohmeyer (1955; 1957) observé una gran cantidad de caracoles en el filtro
rociador de la Universidad de Florida en E.U.A. y menciona que estos
animales inducen corrosion en las bombas de recirculacion del sistema.
También observa que en el agua de recirculacion hay un elevado namero de
conchas de caracol, las cuales afectan el correcto funcionamiento del brazo
rociador haciendo que su moviento sea mas lento de los esperado.

La misma conclusién se presenta en el trabajo de Ingram et al (1958), estos
investigadores hicieron colecta de caracoles durante un ano en la sélida
hacia el sedimentador secundario de un sistema tipo filtro rociador en Ohio,
Estados Unidos de Norteamerica. Ellos colectaron media y hasta una
tonelada de conchas por dia durante la primavera, esta gran cantidad de
conchas bloqued las tuberias. Hicieron ademas, colectas sobre la superficie
del biofiltro durante dos semanas del mes de mayo, al término de las cuales
la concentracion de demanda bioquimica de oxigeno (DBO), de nitrégeno
amoniacal (NA) y de nitrégeno total (NT) disminuyeron notablemente de 131
a 59 mg/l, de 17.9 a 13.0 mg/l y de 24.8 a 24.4 mg/l, respectivamente. De
igual modo se afirma que los caracoles se alimentan de la biopelicula ya que
se observan grandes extensiones en forma de vereda de superficie limpia.

En el trabajo de Iwai et al (1989), realizado en un sistema de biopelicula
sumergida en Japoén, de junio de 1986 a septiembre de 1987, se observé
una notable disminucién en la eficiencia del tratamiento atribuida a la
presencia de Physa anatina. Dicha especie invadid el sistema poco antes de
junio del 87, mes en que las concentraciones en el efluente de demanda
quimica de oxigeno (DQO), fosfato total (FT), sélidos suspendidos (SS) y
DBO aumentaron sensiblemente.

Winkler (1986) y Metcalf y Eddy (1985) consideran que los caracoles son
atiles porque al alimentarse de la biopelicula evitan la acumulacién de lama
sobre el material de empaque y ayudan a mantener la poblaciéon microbiana
en fase de crecimiento exponencial constante.



2.2 Generalidades de las familias Lymnaeidae y Physidae

Todos los caracoles de agua dulce presentan una concha de consistencia
dura y calcéarea que cubre las partes blandas del animal, dando proteccién a
las mismas. La concha es de forma cénica o fusiforme, sus colores van de
claros a oscuros siempre opacos y suelen presentar bandas en la superficie.
El tamafno de los adultos varia de 5 a 15 mm. En los Lymneidos el sentido
de los giros de la concha es a la derecha y en los Physidos a la izquierda
(Burch y Cruz, 1987).

En estos organismos la branquia ha desaparecido y la cavidad del manto ha
derivado en un pulmén. El techo de dicha cavidad se ha vascularizado y los
bordes de la misma se han unido al dorso del animal, salvo por una pequefa
abertura denominada neumostoma, que abre o cierra acorde con el ciclo
ventilatorio, el cual se lleva a cabo mediante la formacién de una béveda del
techo y aplanamiento del piso de la cavidad del manto (Barnes, 1985).

Las familias Lymnaeidae y Physidae se encuentran ampliamente distribuidas
en lagos, rios, charcas y canales y se ubican desde las margenes rocosas
hasta profundidades aproximadas de tres metros. Cuando se encuentran en
aguas someras suben a la superficie para respirar abriendo el neumostoma y
cerrandolo cuando se sumergen; la inmersiéon puede durar de quince minutos
a una hora. Algunas especies pueden permanecer sumergidas todo su ciclo
de vida llenando de agua la cavidad del manto (Calaw, 1978).

Los caracoles son principalmente herbivoros y su alimentacién estéa
determinada por lo que esté a su alcance y puedan ingerir. Analisis
estomacales han revelado la presencia de algas verdeazules, diatomeas,
pequenos crustaceos, larvas de dipteros, protozoarios, copépodos,
ostrédcodos, rotiferos, nematodos y plantas verdes (ldem).

Son hermafroditas simultdneos con una génada denominada ovotestis
productora de 6vulos y espermatozoides; la cépula comprende un miembro
que actua como macho y otro como hembra. Las etapas larvales transcurren
dentro del huevo, por lo que el desarrollo es directo. La madurez
reproductora se alcanza en dos o tres meses. A partir del estadio de huevo



transcurren aproximadamente 30 dias para que los caracoles jovenes
alcancen longitudes de 3 a 4 mm, 60 dias para longitudes de 4 a 8 mm en
caracoles adultos, los cuales mantienen una actividad predominantemente
reproductora y 90 dias para 8 a 13 mm en caracoles viejos (Burch y Cruz
1987 y Calaw, 1978).

Los miembros del género Physa producen en promedio de 200 a 300
huevos por mes durante el periodo de mayor actividad reproductora, la cual
puede llevarse a cabo entre marzo y agosto o de diciembre a agosto,
durando de 6 a 9 meses. LLegan entonces a producir mas de 1000 huevos
por individuo. Los periodos de mayor y menor crecimiento de la poblacién se
dan entre los meses de abril y junio y de noviembre a febrero,
respectivamente. Los niveles mas altos de mortalidad ocurren entre junio y
agosto principalmente en organismos viejos que miden 8 mm o mas. Viven
en temperaturas que oscilan entre 11 y 40°C (Calaw, 1978 y Malek, 1977).

2.3 Medidas de control

Numerosos caracoles acuaticos, entre los que se encuentran Lymnaeidae y
Physidae, son huéspedes intermediarios de trematodos, parasitos que
afectan al hombre y animales domésticos causando enfermedades como
esquistosomiasis y fasciolasis, las cuales danan el higado y los pulmones.
Las infecciones ocurren en mayor medida en poblaciones de Asia, Africa y
Sudamérica (Feachman y Garelick, 1983).

Las investigaciones sobre control de caracoles se han derivado de su
relacion con las enfermedades mencionadas. Se impide la transmisién de
enfermedades mediante el exterminio de los organismos.

2.3.1 Control ecolégico

Este tipo de control se basa en alterar el lugar en el que se ha establecido la
poblacién. Dicha alteracion se hace secando el habitat dos o tres veces por
ano y dejando zonas libres de fango y vegetacién. Sin embargo, algunos
caracoles son capaces de resistir la sequia repoblando el habitat en periodos
muy cortos después de que el agua retorna (Malek, 1977).
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2.3.2 Control biolégico

El control bioldgico consiste en utilizar un depredador de una especie que
resulta indeseable para tratar de aniquilar poblaciones que se consideran
como plaga o reducirlas a una densidad muy baja. La naturaleza de las
relaciones entre depredador y presa limita en gran medida el éxito de los
controladores biolégicos; los mejores efectos se consiguen con
depredadores especificos o con parasitos naturales de la plaga,
frecuentemente es necesario criar a los parasitos anticipadamente para
superar periodos de disminucién de las poblaciones controladoras.

Aragua y Thomas (1983) sugieren tres estrategias principales que debe
adoptar un depredador de caracoles dulceacuicolas; a) El depredador debe
consumir obligadamente mas presas en la medida que estas aumenten. b) Si
la presa tiende a agruparse en sitios especificos el depredador debe
responder situandose en la vecindad de estos. ¢) La tasa reproductiva del
depredador debe ser mayor a la de la presa, lo cual permitird manter
controlada la poblacion de presas.

Margalef (1983) menciona a las sanguijuelas (hirudineos) como
depredadores de Physidos (ambas especies presentes en sistemas de
pelicula biolégica). Las aguas ligeramente alcalinas y ricas en materia
organica favorecen el desarrollo de las sanguijuelas. Sin embargo, pese a
tener un ambiente favorable y comida en abundancia las sanguijuelas no
logran disminuir las poblaciones de caracoles. Probablemente su actividad
depredadora no sobrepasa la capacidad de reproducciéon de los caracoles o
es posible que entre ambas poblaciones se establezca un equilibrio.

Han sido estudiados otros agentes de control, como los caracoles Marisa
cornuarieti, Pomacea spp y Heliosoma dury, los cuales se alimentan de
huevos y juveniles de caracoles dulceacuicolas. El consumo de masas de
huevos puede ser accidental debido a que éstos se depositan sobre
sustratos que forman parte de la dieta de los probables caracoles
controladores. Fergurson (1977) en Aragua y Thomas (1983) ha observado
que cuando el consumo es intencional las especies exhiben una conducta
depredadora extremadamente variable, la cual estd regulada por factores
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medioambientales, de edad vy estado fisiolégico de los individuos
depredadores.

En conclusién, los probables agentes controladores de caracoles
dulceacuicolas no muestran una intensa actividad depredadora ni una
capacidad reproductiva suficientemente alta. La efectividad de los
depredadores esta fuertemente asociada con su densidad que generalmente
no sobrepasa a la de los caracoles que se desea controlar, lo cual impide
que el control biolégico tenga éxito.

2.3.3 Control quimico

Los estudios en este sentido se iniciaron a principios de siglo en Japén,
siendo este método el mas empleado y que ha dado mejores resultados
(Malek, 1977). La WHO (1965) aprobd la comercializacion de mas de 22
molusquicidas sintéticos entre los que se encuentra Bayluscid EC250 como
uno de los mas téxicos tanto para caracoles adultos como para sus
huevecillos. La sustancia activa de Bayluscid es una sal de etanolamina con
composicion quimica Cyg5Hq5CIoN30g (Bayluscid, 1970). La investigacion
realizada por Feachman y Garelick (1983) comprobé que no hay evidencia
de que los caracoles hayan desarrollado resistencia al compuesto después
de una prolongada aplicacion.

Debido a su facil degradacidn biol6gica y a consideraciones economicas y
ecoldgicas, el uso de molusquicidas de origen vegetal se ha incrementado
favorablemente. En la actualidad existen aproximadamente mas de 50
téxicos que han sido aislados de plantas, incluyendo saponinas, flavonoides
y terpenoides; a este ultimo grupo pertenece Piquerol A, el cual es un
molusquicida aislado de Piqueria trinervia (Compositae) endémica. Esta
planta es de amplia distribucién en el Valle de México y se desarrolla en los
meses de agosto a diciembre. La efectividad de Piquerol A ha sido probada
en 8 especies de caracoles dulceacuicolas, siendo una de ellas Physa
cubensis (Cruz et al, 1989).
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3. DESCRIPCION Y FUNCIONAMIENTO DEL SISTEMA DE BIODISCOS

La planta para tratamiento de aguas residuales de Ciudad Universitaria, inicio
sus operaciones en septiembre de 1982. La planta consta de dispositivos
para tratamiento preliminar (rejillas y desarenador), secundario (lodos
activados, filtro rociador y biodiscos), cuenta con un sistema de filtros en
paralelo y complementario (desinfeccibn con cloro). La planta tiene
capacidad para tratar 40 |I/s de agua residual, los cuales se distribuyen del
modo siguiente: 20 |/s son tratados mediante el sistema de lodos activados,
10 I/s corresponden al filtro rociador y 10 |/s al BIODISCO.

El biodisco instalado en la planta de C.U. fue construido por la compania
Autotrol. De acuerdo con las especificaciones de disefio del fahricante el
sistema puede tratar 7.5 |I/s de aguas residuales que contengan
contaminantes organicos expresados como Demanda Bioquimica de Oxigeno
(hasta 150 mg/l de DBO) y 200 mg/l de Sélidos Suspendidos Totales (SST)
con una eficiencia de remocién del 90% (Autotrol, 1978).

Los discos que forman al biodisco son placas corrugadas de polietileno, los
cuales estan soportados en su centro sobre una flecha horizontal de acero y
tienen un diametro de 3.6 m. El biodisco consta de tres etapas. La primera
tiene un 4rea de 4589 m2 y las dos restantes de 2080 m2. El sistema esta
montado sobre un tanque de concreto con un volumen Util de 49.90 m3, los
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discos se encuentran parcialmente sumergidos en el agua contenida en el
tanque de concreto (ver figura 3.1). Con el fin de evitar pérdidas de
temperatura durante el proceso y que la lluvia o granizo puedan lavar la
pelicula y para prevenir el crecimiento de algas en la superficie de los
discos; estos se encuentran protegidos por una cubierta de fibra de vidrio
con ocho ventanillas laterales y puertas en los extremos, las cuales permiten
la visualizacién y el acceso al biodisco.

1a Etapa 2a Etapa 3a Etapa
(placas corrugadas) Chumacera
Flecha
N /

:\ﬂp Efluente
< A

|
Influente oD j iii Desfoge
L/' i para limpieza

i
c e =<1
Tanque de concreto Separaciones de concreto ]

Aperturas para paso de agua
Figura 3.1 Unidad de biodiscos

En forma general, el sistema esta compuesto por un sedimentador primario
(la planta de C.U. no lo tiene), biodiscos y un sedimentador secundario, el
biodisco opera con una rotacion de 1.6 rpm, la cual se genera por medio de
un motor-reductor de 5 hp. Cuando el proceso inicia su operacién, los
microorganismos del agua de desecho se adhieren a la superficie de los
discos y se desarrollan hasta cubrirlos por completo. Los discos
parcialmente sumergidos en el agua giran y los microorganismos que se
encuentran adheridos sobre la superficie del material plastico entran en
contacto, de forma alternada, con la materia organica contenida en el agua
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de desecho, que es utilizada como fuente de nutrientes y con el oxigeno
atmosférico que les permite respirar y efectuar la degradacién aerobia de las
sustancias orgdnicas contaminantes (ver figura 3.2)

Los principales productos de la oxidaciéon bioquimica son agua y biéxido de
carbono. De la biopelicula se desprenden microorganismos debido a fuerzas
cortantes originadas por la rotacidon de los discos al pasar éstos por el agua
y salen del tanque con el agua tratada hacia el sedimentador secundario.
Esto evita el crecimiento excesivo de la pelicula biolégica y con ello que la
difusion de nutrientes y de oxigeno hacia las células pueda verse limitada.

Canales radiales

Rotacién

Corrugaciones

Figura 3.2 Corte transversal de un biodisco

El agua residual pasa por rejillas y desarenador antes de entrar al biodisco, el
caudal se regula por medio de un canal Parshall. Por gravedad el agua entra
en el centro del tanque y cubre el 40% del volumen de los discos; pasa a
través de las tres etapas y sale por el otro extremo del tanque hacia un
sedimentador secundario cuyo diametro y altura son 4.75 m y 4.05 m,
respectivamente (ver figura 3.3).

La division del biodisco en etapas permite el desarrollo de poblaciones
microbianas especializadas en la degradacibn de los sustratos

correspondientes. Sus tasas de crecimiento son caracteristicamente mas
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altas en las primeras etapas disminuyendo en cada una de las subsecuentes,

lo cual origina peliculas de mayor espesor en las etapas iniciales respecto de
las finales

G -
i ﬂ - ] ™

{; = ps ot

Canal Parsnall | 3 |

a
Influente |

—

Biodiscos

N

1

Sedimentador
secundario

Figura 3.3 Flujo del agua tratada en los biodiscos

En cada etapa, el grado de desarrollo depende de la concentracion de
materia orgénica soluble en el agua, en consecuencia en las primeras etapas
predominan bacterias heterétrofas. En la ultima etapa la concentracion de
materia orgénica decrece a un nivel (DBO entre 20 y 15 mg/l) que permite la
proliferacion de bacterias nitrificantes. La nitrificacion es una reaccién

bioquimica secuencial, donde las bacterias Nitrosomonas oxidan el ion
amonio (NH4*) a nitritos (NOy") y las Nitrobacter realizan la oxidacién de
nitritos a nitratos (NO37).

El efluente nitrificado puede desnitrificarse facilmente bajo condiciones
adecuadas y aumenta la eficiencia de la desinfeccién con cloro. El proceso
anterior contribuye a disminuir altas concentraciones de nitrégeno, las
cuales incrementan la productividad y la eutroficacion de los cuerpos
receptores de aguas residuales.
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4. MATERIAL Y METODO

En este capitulo se hace una descripcidn de la metodologia utilizada en los
ensayos biol6gicos y en los estudios de inhibicion del metabolismo
microbiolégico. No es el propdsito de esta tesis abundar en los conceptos
tedricos sobre los cuales se basan los calculos de ambos experimentos, de
modo que soélo se enuncian brevemente los argumentos para el andlisis de
uno y otro caso y se referencian las fuentes.

Otros aspectos que se tratan en este capitulo se refieren a la ubicacién
taxonémica de los caracoles, a la determinacién del tamafno de la poblacién
y al volumen de biopelicula que consumen.

4.1 ESTUDIOS EN CARACOLES

4.1.1 Ubicaci6én taxondmica

Los caracoles utilizados provinieron del sistema de biodiscos de la planta
para tratamiento de aguas residuales de la UNAM. Su ubicacién a nivel de
género y familia se efectu6 mediante algunas de las caracteristicas mas
distintivas de la morfologia externa, de acuerdo con las claves taxondémicas
propuestas por Burch y Cruz (1987).
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4.1.2 Bioensayos

Todas las series de ensayo se realizaron de acuerdo con la metodologia
propuesta por la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 1965, 1983,
1988) y por el método estdndar (APHA et al, 1985)

4.1.2.1 Aclimatacion

Los caracoles se seleccionaron y distribuyeron de acuerdo con su tamano
en: pequenos, de 0.01 a 4.0 mm, medianos de 4.1 a 8.0 mm y grandes de
8.1 a 13.0 mm. Los segundos fueron utilizados para la experimentacion,
mientras no presentaran danos aparentes.

Se colocaron lotes de 50 ejemplares en acuarios de 9 | que contenian agua
declorada, residual o destilada, manteniéndolos con aeracién, a temperatura
ambiente y sin alimentacién durante 24 horas. Para que los lotes de
caracoles pudieran ser utilizados se requiere que la mortalidad sea inferior al
10 % (APHA et al, 1985). Los resultados més satisfactorios se obtuvieron
con agua destilada que se utilizé durante toda la experimentacién posterior.

4.1.2.2 Condiciones experimentales

Grupos de 5 caracoles se introdujeron en frascos de vidrio de 300 ml que
contenian 250 ml de agua con diversas concentraciones de Bayluscid
EC250 o de Piquerol A. Los recipientes se mantuvieron sin aeraciéon, con luz
diurna normal y a temperatura ambiente; en los ensayos con Piquerol, al
frasco control se le agregbé la misma cantidad de alcohol empleada para
preparar las concentraciones; no se proporcioné alimentacién a los caracoles
durante los periodos de exposicién-recuperaciébn y en aquellos que se
utilizaron como organismos control.

Los caracoles exhiben una conducta de proteccidon tendiendo a deslizarse
por fuera de la solucién de prueba por lo que fue necesario cubrir con una
gasa justo por encima de la linea de agua.

18



4.1.2.3 Bioensayos preliminares

El objetivo de estos ensayos fue determinar un intervalo de concentraciones
definido con el cual se tuvieran respuestas que fluctuaran de O a 100% de
mortalidad en un lapso maximo de 24 horas. Las dosis experimentadas con
Bayluscid fueron de 0.5, 1.0, 2.0 y 4.0 mg/I; con Piquerol fueron de 5 10,
25 y 50 mg/l (Cruz et al, 1989; Malek, 1977; Webbe, 1985; WHO, 1965,
1983). Como resultado se observé una gran sensibilidad de los caracoles a
Bayluscid, siendo exterminados en su totalidad a la primera, segunda y
cuarta hora de exposicion a las concentraciones de 4.0, 2.0 y 1.0 mg/l
respectivamente, mientras que a la de 0.5 mg/l sobrevivieron més de 10
horas. Por otra parte los caracoles expuestos a Piquerol murieron a
intervalos regulares durante el tiempo de exposicion.

4.1.2.4 Bioensayos definitivos

Con base en los resultados de la experimentacién anterior, las
concentraciones utilizadas para Bayluscid fueron de 0.01, 0.05, 0.10, 0.40,
0.50, 0.60 y 1.0 mg/l; para Piquerol, fueron las mismas de los bioensayos
de prospeccion: 5, 10, 25 y 50 mg/l ademas de 20 mg/l. Para cada
concentracion se utilizaron dos frascos de prueba con una réplica y dos
frascos de control.

Las observaciones se hicieron cada 2 horas después de la exposicion, hasta
la décima hora. Posteriormente y excepto en aquellos recipientes donde la
mortalidad total se presentd antes, se hicieron cada 24 horas hasta el tercer
dia en que se dié por términado el experimento.

La determinacién de muerte se hizo al notar ausencia total de contracciones
musculares observando bajo el microscopio estereoscépico. Los organismos
vivos se regresaron al frasco de prueba y los caracoles aparentemente
muertos se enjuagaron para eliminar trazas de molusquicida y se colocaron
en otro recipiente conteniendo el mismo volumen de agua para observar su
posible recuperaciéon y asegurar que el criterio de muerte propuesto fue
adecuado. En los casos donde los caracoles se recuperaron fue necesario
repetir la serie de ensayo.
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4.1.3 Determinacién de la concentracién letal media (LC50)

La estimacion de mortalidad en el 50% de la poblacién (LC50) para cada
tiempo de exposicién se obtuvo por medio del anélisis log-probit descrito por
Finney (1971, 1978). Seguin Mendoza (1988), esta es la referencia clave
mas importante sobre el tema de métodos estadisticos para el tratamiento
de ensayos bioldgicos. A continuacién se describe de forma breve el
procedimiento correspondiente.

El bioensayo presenta solo dos resultados posibles, que los caracoles
mueran 0 no; esta es una respuesta irreversible conocida como "respuesta
cuantal", cuyo valor es designado en toxicologia como tolerancia e implica
una variacién semejante e independiente entre individuos, de modo que la
probabilidad de que un caracol muera es proporcional a las muertes que
ocurriran en el conjunto de la poblaciébn que recibe la misma dosis. La
asignacién a cualquiera de las dosis de molusquicidas es aleatoria, dado que
un bloque formado por "n" individuos (cinco caracoles) tiene la misma
probabilidad de recibir cualquiera de las "n" dosis. (siete en los ensayos con

Bayluscid, cinco en los de Piquerol).

La medicién directa de la tolerancia es impractica, debido a que se requiere
observar continuamente a los caracoles para saber el tiempo en que éstos
mueren. Una estimaciéon eficiente es la determinacién de la concentracion
letal media (LC50), esta dosis se caracteriza por la cantidad de estimulo que
produce la muerte en el 50% de la poblacién.

La prueba tipica para estimar la dosis letal media es aquella en la cual
grupos semejantes e independientes de organismos se exponen a diferentes
concentraciones de un compuesto durante un tiempo determinado

El hecho de que uno de los cinco caracoles expuestos a una cierta
concentracién pueda ©0 no morir origina una cierta distribucion de
tolerancias, la cual presenta un comportamiento sesgado (menor tolerancia a
concentraciones mayores), para lograr que dicha tolerancia tome la forma de
una curva de distribucién de frecuencia Normal, se transforman los valores
de las concentraciones a logaritmos con base 10. Esto sirve para poder
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representar graficamente el porcentaje de mortalidad (sin sesgos), respecto
del logaritmo de la concentracién. De acuerdo con el conjunto de
concentraciones utilizadas (ver inciso 4.1.2.4 de este capitulo), se sabe que
la mortalidad de la poblacién expuesta a los molusquicidas es baja en la
regiéon cercana a O y a 100% y es alta en la regién intermedia; en
consecuencia la distribucién de tolerancias toma la forma de una curva

sigmoide como se muestra en la figura 4.1.

% de Mortalidad

1 1 1 1 J

L i
°0 5 o i 2 28 % 1%

Log de la concentracién

Figura 4.1 Curva de distribucién acumulativa de la tolerancia.

Para reducir la curva sigmoide a una linea recta el porcentaje de mortalidad
se transforma en unidades probit al 50% de la mortalidad le corresponden 5
unidades probit (ver figura 4.2). La probabilidad de respuesta toma valores
entre O y 1 (ocurre o no ocurre) con una distribucién Normal con media O y

varianza 1

La unidad probit asigna un valor a la probabilidad de respuesta (Y) a una
dosis (x) y se define como la Desviacion Normal Equivalente incrementada
en 5 unidades por la relacion:

(xi-p)
T T OR——, (1)
0+5

donde:
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z = desviacion normal equivalente,
xi = valor i-ésimo observado de mortalidad,
u = promedio de mortalidad de los organismos de prueba,

O = desviacién estandar.

Unidad Probit = z+5

La relaciéon entre el probit y la proporcién esperada de respuesta (Y) a una
dosis (x) esta dada por la ecuacién lineal:

1
Y=5 —0m—— (x-u) (2)

Probit 94
1.5 9938

Probit %
100 .0 913

62 90
65 913

584 B8O
8.0 B4l

5352 10
525 33 60.1
5.00 430 30

80
50
415 &0
145 e
30
20

.. ;
.18 SN

12 10 15 8.7

.0 23

Log de la concentracién

Figura 4.2 Curva sigmoide de transformacion a linea recta cuando las
ordenadas son medidas en la escala lineal de probits en lugar de
porcentajes.

A partir de la expresién (2) se obtiene la ecuacién de la linea recta
Y =0 +R8x; la cual sirve para estimar g como O (ordenada al origen) y 1/0
como B (pendiente). Con base en criterios estadisticos de frecuencia la
ecuacion anterior y un modelo denominado de maxima verosimilitud fueron
utilizados para determinar la concentracion letal media para cada tiempo de
exposicién, la cual corresponde a x. El modelo de maxima verosimilitud es
usado para verificar la correlacién entre la mortalidad de caracoles en el
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mismo grupo y de este modo la dispersion de mortalidad alrededor de la
linea de regresién (linea probit).

Para los andlisis log-probit y de maxima verosimilitud se utilizé un programa
de computadora y antes de correrlo con estos bioensayos se compardé con
los datos y resultados de un experimento citado en Finney (1971),
coincidiendo con los mismos.

4.1.4 Determinacién del tamafo y distribucién de edad de la poblacién de
caracoles '

Como se vio en el capitulo 3, el biodisco en el cual se encuentran los

caracoles objeto de este estudio, consta de tres etapas. La primera tiene un

area de 4589 m2 y las dos restantes de 2080 m2. La mayoria de los

caracoles se ubican en la tercera etapa. Tal disposicion permite utilizar la
técnica de muestreo por cuadrantes para estimar el tamano de la poblacién
al utilizar los caracoles que se encuentran en la Ultima placa de dicha etapa
bajo las siguientes consideraciones: a)se puede conocer con exactitud la
poblacién de cada cuadrante b) se puede conocer con exactitud el area de
cada cuadrante c) los cuadrantes son representativos del area total.

El procedimiento fue contar los individuos en la mitad de la dltima placa, la
cual se compone de 12 secciones de 1.93 m2 cada una (ver apendice B).
Posteriormente los caracoles se distribuyeron de acuerdo a su tamano y se
determinaron algunas caracteristicas inherentes a los indivuduos (peso,
longitud de la concha, etc) Para este tipo de muestreos Andrewartha,
(1973) propone estimar el tamano de la poblacién mediante la expresion:

N [X +0x"(n-1,0.05)] (3)
donde:

N = ndmero total de cuadrantes del area de muestreo,

X = media de la poblacidn,

Ox = error estandar,

t(n-1, 0.05) = valor tomado de la tabla de distribucién "“t" con 5
grados de libertad y 95% de confianza.
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4.1.5 Determinacién de la distribucién espacial de la poblacién de caracoles

La distribucién espacial de los caracoles se obtuvo mediante un cociente

entre la variancia (02) y la media (X). La varianza es una propiedad general
de las distribuciones que estima el valor de las distancias entre cada punto y

la media. Asi, el cociente OZIX se ha de aproximar a la unidad para una
distribucion al azar. Sin embargo, se considera que la simple media es una
estima de la varianza, por lo que ha de aplicarse una prueba de significancia
estandar o error estandar (Ox) que considere la dispersién de una serie de
medias con respecto a la media X:

0
Ox= —— (4)
n-1
donde:
Ox = error estéandar,
O = desviaci6n estandar de la poblacion,
n = tamano de las muestras.

Para una distribucidn al azar.

1- (Yin-1,0.05) (Ox)] < 0%/X < 1 + tn-1, 0.05) (Ox)] (5)

Considerando la facilidad de ocupacién del espacio por los individuos en
términos de espacio continuo, se comprende que el tipo de distribucion
estadistica al que se aproximan los caracoles puede variar si se amplia la
dimensién de los cuadrantes. Uno de los procedimientos para verificar el
tipo de distribucién es el indice propuesto por Morisita (Im) (Franco, 1985).

n O zi (zi-1)
Im= (6)
N (N-1)

donde:
n = numero de cuadrantes,
O = desviacién estandar de la poblacién,
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ndmero de individuos del cuadrante i,

Il

2i
N = numero total de individuos en todos los cuadrantes.

La decisién se toma de acuerdo con lo siguiente:

Silm = 1 se presenta una distribucién al azar
SiIm < 1 se presenta una distribuciéon uniforme

4.1.6 Determinacién de la densidad y biomasa de la poblacién de caracoles

La densidad de la poblacion se puede obtener mediante la relacion:

media de la poblacién
densidad = (7)
area del cuadrante

Se estimé la biomasa de los caracoles a partir del peso individual de los
organismos (medido como peso humedo), los cuales fueron colectados en el
sedimentador secundario del sistema de biodiscos. El sedimentador recibe
junto con las aguas tratadas a organismos vivos que se desprenden de la
superficie del biodisco, organismos muertos y conchas vacias. Se tomé en
cuenta el peso de las conchas vacias (Southwood, 1978), debido a que son
un testimonio de los animales muertos y del tamano que alcanzaron y que
I6gicamente estuvieron vivos y participaron en la depredacion de la
biopelicula. Para ello se utiliz6 la expresion:

B =D (6w/n) (8)
donde:
= biomasa expresada en peso por unidad de area (g/mzi.
= densidad de la poblacién (ndmero de individuos/m2),
ow = suma del peso de cada uno de los organismos que forman,
parte de la muestra.
n = numero de organismos de la muestra

O
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4.1.7 Generacion de la pelicula biolégica y consumo de la misma

Con objeto de tener una biopelicula que pudiese ser utilizada como alimento
de caracoles y para las pruebas de inhibicion microbiolégica en el
respirdmetro Warburg, se generé una pelicula biolégica que tuviese las
mismas caracteristicas de la que se desarrolla en el biodisco. Se utilizaron
discos de vidrio con la superficie esmerilada para hacerlos rugosos de 10 cm
de didmetro con espesor de 3 mm. Los discos se colocaron, soportados por
un eje, que sobresale del material plastico del biodisco, después de
aproximadamente 4 dias los discos se cubrieron con una pelicula de
microorganismos. Esta biopelicula fue utilizada para cuantificar la capacidad
de depredaciéon de los caracoles y para establecer el efecto de los téxicos
sobre la biopelicula.

Para resolver el primero de los propdésitos enunciados, un nimero conocido
de discos y de caracoles se colocaron dentro de acuarios de 9 |.
Posteriormente se registré6 el tiempo de consumo total de biopelicula, el
volumen de ésta se dividid entre el niumero de caracoles y el resultado entre
el tiempo total de consumo.

4.2 ESTUDIOS DE RESPIROMETRIA

En esta parte del trabajo se hace un breve anélisis de la relacién que hay
entre el consumo de sustrato y de oxigeno originados por metabolismo
celular. Conociendo dicha relacién es posible establecer las bases de la
metodologia utilizada para determinar el efecto que provocan las sustancias
inhibidoras del metabolismo de los caracoles en los microorganismos de la
biopelicula cuando estan en contacto con dichas sustancias.

4.2.1 Relaciéon entre consumo de sustrato y consumo de oxigeno

Las células aerobias obtienen la mayor parte de su energia de la respiracion,
esto es, gracias a una transferencia de electrones, desde las moléculas
organicas combustibles hasta el oxigeno molecular. De acuerdo con esto,
durante el metabolismo aerobio de los organismos que forman la pelicula
biolégica, el consumo de sustrato se relaciona directamente con el consumo
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de oxigeno. Durante la degradacion aerobia de un sustrato se puede
observar la disminuciéon de la concentracion del sustrato consumido (So-Sf)
y el aumento del consumo bioquimico de oxigeno (CBOo-CBOf) respecto al

tiempo (ver figura 4.3)
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Figura 4.3 Relacién entre consumo de sustrato y consumo de oxigeno.

El valor maximo de CBOf indica que el sustrato ha sido completamente

degradado.

El consumo total o combinado de oxigeno durante la degradacién de un
sustrato es la suma de la respiraciéon endégena y la respiracion exdgena. La
respiracion endégena de la célula se efectia cuando hace uso de su material
de reserva (como glicogeno o polihidroxibutirato entre otros), la respiracion
exdgena se lleva a cabo cuando la célula tiene un sustrato disponible. Los
valores de respiraciéon enddégena pueden registrarse en un medio libre de
sustratos y los de respiracién exégena se obtienen de la diferencia entre los
valores de respiracién total o combinada y los de respiracién endégena.
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4.2.2 Utilizacibn de soluciones para la determinacion del efecto de los
molusquicidas sobre la biopelicula

El efecto de los molusquicidas sobre la biopelicula puede manifestarse y
detectarse de tres formas: a) que los microorganismos mueran (no hay
consumo de oxigeno) b) que su metabolismo sea inhibido (valores de
consumo de oxigeno menores a los que se obtienen por respiracion
endégena) c) que los organismos sean capaces de biodegradar los
compuestos que inhiben a los caracoles (valores de consumo de oxigeno
mayores a los de respiracion enddgena).

Con base en los resultados de los bioensayos las concentraciones de
molusquicida que corresponden a un tiempo de exposiciéon, se diluyeron en
una solucion amortiguadora de fosfatos, Buffer de fosfatos con glucosa
(300 mg/l) y con agua residual (con Piquerol A no se hizo el ensayo con
agua residual). Con glucosa y agua residual se espera que el consumo de
oxigeno aumente debido a que las células estan en un medio energético y se
sabe que en estas condiciones la respiracion celular aumenta. En un medio
sin sustrato (solucion Buffer de fosfatos con molusquicida) se espera que el
consumo de oxigeno disminuya, Todas las soluciones anteriores sirven para
determinar el efecto y la capacidad de los microorganismos de biodegradar
los molusquicidas en un medio con y sin sustrato.

4.2.3 Medicién del consumo de oxigeno de los organismos de la biopelicula

En un sistema cerrado a temperatura y volumen de gas constantes, la
reaccién que consume oxigeno se lleva a cabo en una fase liquida, la cual
esta en equilibrio con la fase gaseosa encerrada, por lo que la utilizacién de
gas disuelto se refleja en un descenso de la presion del gas en funcién del
tiempo. El respirémetro Warburg utilizado es un aparato que sirve para medir
de forma confiable y eficiente cambios en |la presién de un gas originados
por variaciones de su cantidad. La figura 4.4 muestra un diagrama del
respirémetro utilizado.

28



Llave de tres vias

Junta esmerilada circular

Disco de vidrio con
Manémetro superficie esmerilada

t/? nivel de referencia

Frasco de reaccién

. / .
_.._-I—. / Jl 3....5’-._

Solucién de Brodie

Jeringa

NE

Tornillo 7 /
7 7
|| Flecha de Baro de agua a
C — ) teflén temperatura constante

Prensa

Figura 4.4 Esquema del respirémetro Warburg.
4.2.4 Descripcién y funcionamiento del respirémetro Warburg

El respirdmetro consta de dos partes principales: Manémetro y frasco de
reaccion. En este dltimo se encuentra una flecha de tefl6n que tiene
incorporada una barra magnética a la cual se monta un disco cubierto de
biopelicula (ver inciso 4.1.5 de este capitulo). La flecha con el disco gira al
accionar un sistema de poleas externo provisto de magnetos que giran a
velocidad controlada. En la parte superior del frasco. se encuentra un
depdsito sobre el que se colocan tres o cuatro lentejas de KOH para
absorber el CO2 liberado durante la oxidacién biolégica. El respirémetro

utilizado consta de 6 sistemas idénticos (ver figura 4.5)
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Para evitar que los cambios de temperatura afecten las mediciones, los
frascos de reacciéon, fueron sumergidos en un bano de agua, para mantener
la temperatura constante (20-22°C), la cual fue regulada mediante un
termostato.

Los cambios de presién fueron corregidos mediante un termobarometro, que

consiste de un frasco igual a los otros al que se adicionaron 65 ml de agua
destilada.

El procedimiento de experimentacién fue el siguiente: Se agregd la solucién
con molusquicida a uno de los frascos de reacciéon (esto se hizo con 4
concentraciones diferentes). En un quinto recipiente se adiciond solucién
Buffer de fosfatos para obtener valores de respiracion endégena, al sexto
frasco se adicioné agua destilada y sirvi6 como termobarémetro para
corregir cambios de presion durante el tiempo de experimentacién. El
volumen de las soluciones cubri6 el 40% de la superficie de los discos con
65 ml.

Las tapas de los frascos tienen dos perforaciones: a través de una de ellas
se introduce la solucién de prueba, después de que se estabiliza la
respiracion endégena de los microorganismos, la temperatura y las lecturas
del termobarémetro; La otra divisibn conecta los recipientes a los
mandmetros, los cuales tienen una rama abierta y otra cerrada, ambas
graduadas en milimetros. En la unién de ambas ramas se encuentra una
jeringa sujeta a una pequena prensa de tornillo que sirve como depdsito de
una solucién Brodie manémetrica. Los niveles de dicha solucién se ajustaron
en la rama cerrada moviendo el émbolo de la jeringa hasta 250 mm como
punto de referencia. La misma rama conecta con los frascos de reaccién a
través de una llave de tres vias, la cual conecta o aisla el frasco de reaccion.

Durante la utilizacién de la solucién experimental los organismos consumen
oxigeno haciendo que la presion dentro de la rama cerrada del manémetro
disminuya provocando que aumente el nivel de la solucion manométrica en
la rama abierta; se lleva entonces al nivel de referencia y se registra la
lectura en la rama abierta durante los intervalos de tiempo establecidos (5 6
10 minutos).
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Figura 4.5 Esquema que muestra el diseno de los frascos de reacciéon

Los valores de respiracion total mixta o combinada de la poblacién
microbiana se graficaron como consumo bioquimico de oxigeno (CBO)
respecto del tiempo de experimentacion. También se obtuvieron gréficas de
de la respiracion exdgena a partir de la resta de los valores de respiraciéon
total o combinada a los de respiracién endégena. Para obtener ambos tipos
de graficas se utiliz6 un programa de computadora y los valores que se
obtuvieron de la experimentacién se presentan en el apendice C. A partir de
las graficas se analiza el efecto que los téxicos tienen sobre la pelicula
biolégica.
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5. RESULTADOS Y ANALISIS

En este capitulo se presentan y discuten los resultados del trabajo propuesto
en la metodologia.

5.1 ESTUDIOS EN CARACOLES
5.1.1 Ubicacién taxonémica

La siguiente es la clasificacion taxonémica que corresponde a los caracoles
que se encuentran en el biodisco de la planta para tratamiento de la UNAM.
Para dicha clasificaciéon se utilizaron las claves propuestas por Burch y Cruz
(1987).

Phyllum Mollusca
Clase Gastrépoda
Subclase Pulmonata
Superorden Bassomathophora
Orden Lymnophila

Superfamilia Ancyloidea

Familia Physidae
Subfamilia Physinae
Género Physa
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El género se reconocié a través de una serie de caracteristicas de la
morfologia externa: La concha es de forma conica, de color café oscuro con
bandas sobre su superficie, carece de opérculo y de ornamentaciones, la
espira de la concha se presenta levantada, espira y concha se enrollan hacia
la izquierda. La cabeza tiene un par de tentaculos y ojos cerca de la base de
éstos. En las figura 5.1 y 5.2 se representan algunos de los rasgos mas
distintivos de la concha y de la organizacidon de Physa.

espira levantada

bandas sobre su superficie

13 mm

direccién de enrrollamiento

Figura 5.1 Morfologia caracteristica de la concha de Physa sp

lado derecho

bandas sobre
su superficie

direccion de
enrrollamiento

collar del manto

~

tentaculos

lado anterior
lado posterior

ojos pie

lado izquierdo

Figura 5.2 Organizacién morfofuncional de Physa sp
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5.1.2 Determinacién de la concentracién letal media (LC50)

Los resultados de los bioensayos se resumen en las tablas 5.1 y 5.2, en las
cuales se presentan los valores de las LC50 a distintas horas de exposicién,

la ordenada al origen (0), la pendiente (RB) y la varianza de la misma 02 (R).

Segln Finney (1971,1978), O representa el probit promedio de los puntos
que conforman la recta y corresponde a la proporcién esperada de
mortalidad (en probits), donde a un valor de 50% le son asignadas 5.0
unidades probit. En las tablas se observa que la proporcién de mortalidad
aumenta con el tiempo de exposicién y que es mayor para Bayluscid, por lo

tanto este compuesto tiene un impacto mas drastico que Piquerol sobre la
poblacion Physa.

TABLA 5.1 RESULTADOS DEL ENSAYO CON BAYLUSCID EC250

Tiempo de exposicién 0 R OZ{BI LC50
(horas) (mg/l)
4 4.896 0.866 0.104 3.43

6 5.622 0.987 0.076 0.33

8 6.429 1.003 0.068 0.057
10 6.465 0.634 0.181 0.0077
24 7.226 0.837 0.410 0.0026

TABLA 5.2 RESULTADOS DEL ENSAYO CON PIQUEROL A

Tiempo de exposicién o) 3 6%@) LC50
(horas) (mg/l)
4 0.908  2.04 2.649 90.60
6 1.657  2.15 0.649 39.86
8 2385  2.29 0.066 13.86
10 3275  2.39 0.038 7.37

24 4059  1.73 0.875 3.41

Los valores positivos y diferentes de cero de la pendiente B indican una tasa
de mortalidad positiva, la cual aumenta con respecto a la relacién log de la
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concentracién-tiempo. Esto se observé hasta las 8 y 10 horas para
Bayluscid y Piquerol, respectivamente; después, el valor de B decrece, lo
cual significa que la efectividad de los molusquicidas esta limitada respecto
al tiempo e indica el limite de tolerancia fisiolégico maximo de la poblacién
después del cual el efecto de los téxicos empieza a decrecer y se vuelve
independiente de la concentracion. Estos valores pueden también indicar
que al reaccionar los compuestos con los caracoles, las concentraciones de
las dosis administradas cambian respecto al tiempo, lo cual impide que se
mantengan en el mismo nivel durante todo el tiempo de experimentacion.

El valor de cada pendiente indica la homogeneidad de respuesta de los
organismos durante el bioensayo. En las tablas 5.1 y 5.2 se observa que a
valores mayores de pendiente corresponden valores mas chicos de varianza

de la pendiente [GZ(B)]. La varianza es una medida de la dispersién del
conjunto de valores del bioensayo alrededor de la linea de regresién (linea
probit) y sus bajos valores demuestran que la poblacién de caracoles
estudiada fue muy homogénea en su respuesta.

Los valores de varianza de la pendiente demuestran que los caracoles
manifiestan gran susceptibilidad a los téxicos, principalmente de las 4 a las
8 horas con Bayluscid y de 6 a 10 horas con Piquerol, debido a que durante
este periodo se observan los valores mas bajos de dicha varianza durante
todo el tiempo de experimentacién

De acuerdo con los resultados de las LC50, Bayluscid es un producto mas
téxico que Piquerol, al presentar niveles de concentraciébn menores a éste
durante todo el tiempo de bioensayo. De cualquier modo ambos compuestos
se adecuan a los requerimientos de la WHO (1965, 1983, 1988), la cual
establece un maximo de concentracion de 100 mg/l para provocar
mortalidades superiores al 90 % en un tiempo no mayor a 24 horas. La
decisiéon de utilizar uno u otro dependera de la disponibilidad del compuesto
y de su precio.
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5.1.3 Determinacién del tamafo y distribucion de edades de la poblacion de
caracoles

La distribucién espacial de Physa se incrementa notablemente en la ultima
de las tres etapas que constituyen al biodisco. Tomando en cuenta que hay
una correlaciéon entre la forma de la concha, de locomocion y de forma de
vida, se puede pensar que los factores que limitan la colonizacién de los
caracoles en las etapas iniciales se debe a lo siguiente:

-El pie caracteristico de los caracoles de agua dulce funciona como un
organo adhesivo y tiene forma de suela plana, estd adaptado para la
locomocidén en diversos sustratos principalmente arena y fondos lodosos. La
base del pie presenta una glandula pedal; la cual secreta un camino mucoso
sobre el que se deslizan con rapidez y a pasos cortos los caracoles.

-La concha de algunos caracoles de |la clase gastropoda tiene la espira corta
y elevada, la cual estd adaptada al moviento vertical (los caracoles del
biodisco tienen este tipo de espira ver figura 5.1), las conchas bajas y
anchas ofrecen menos resistencia a las corrientes de agua.

-Las caracteristicas morfolégicas mencionadas de Physa sp determinan que
su capacidad de adherencia y desplazamiento sobre la superficie del
biodisco aumenten al disminuir el espesor de biopelicula y el impacto de la
entrada de agua al biodisco (ver capitulo 3), como consecuencia los
caracoles prefieren "vivir" en la dltima etapa. En un muy pequefio nimero
también se encuentran individuos en la primera etapa del biodisco.

Con base en observaciones visuales se concluyé que el ndmero de
individuos que se encuentran fuera de la tercera etapa es despreciable para
el conteo total. De estas observaciones se eligi6 un método de muestreo por
cuadrantes para estimar el tamano de la poblacién.

A partir de los datos que se obtuvieron en los muestreos se estimaron

algunos parametros estadisticos, los cuales son necesarios para calcular el
tamano de la poblacién y corresponden a:
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media (X) = 533,

varianza (02) = 751,

desviacién estandar (0) = 27.41,
error estandar (Ox) = 0.63.

El tamano de la poblacién con respecto al area total de muestreo y su
intervalo de confianza se calcularon mediante la expresion: (ver inciso 4.1.4
de este trabajo)

N [(X = Ox Yn-10.05)] (3)
sustituyendo los valores,

12 [533 = (0.63) (2.6)] = 6415; 6376 = tamano de la poblacién
de caracoles en el Biodisco de C.U.

La distribucién por edades constituye una caracteristica importante de la
poblacién, la proporcién de los diversos grupos de edades indica la
condiciéon de ésta. Por regla general, una poblacion en expansion rapida
comprendera una gran proporcion de individuos jovenes y una poblacién
estable comprendera una distribucién mas uniforme de edades, en tanto que
la poblacién decadente contendré una gran proporcion de individuos viejos.
Se sabe que las poblaciones tienden hacia una distribucién de edades
estable.

La distribucién por edades de la poblacién de caracoles se muestra en la
tabla 5.3: El 41.2% corresponde a organismos pequeios que miden 0.01 a
4.0 mm, el 38.3% son caracoles medianos cuyo tamano es de 4.1 a 8.0
mm, los organismos grandes miden de 8.1 a 13.0 mm y comprenden el
20.5% de la poblacién.

De acuerdo con estos resultados la poblacién tiene una distribucién de
edades moderada y ligeramente superior de individuos jovenes, por lo que
se puede pensar que la poblacién compuesta por 6415 individuos que
"viven" en el biodisco ha llegado a la estabilidad (no esta en expansion y
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decadencia). Una vez que se ha logrado una distribucion estable en materia
de edad, los aumentos extraordinarios de natalidad o mortalidad son
altamente improbables.

TABLA 5.3 CARACTERISTICAS DE Physa sp EN EL BIODISCO DE C.U.

caracoles
Caracteristica pequenos medianos grandes
Longitud de la concha, en mm 0.01-4.0 4.1-8.0 8.1-13.0
peso por individuo, en g 0.0127 0.109 0.201
Dias posteriores a la
puesta (edad)* 0-30 30-50 50-80
Numero de individuos** 318 1224 654
Porciento en nimero 41.2% 38.3% 20.5%

*Adaptado de Clamppitt, (1970). ** En la dltima placa del biodisco

De acuerdo con Lotka (1956) en Odum (1984) si la estabilidad de la
poblacién se rompe a causa de cambios temporales en el medio (en este
caso la adicién de un compuesto no habitual al sistema) la distribucién de
las edades tenderd a volver a la situacion anterior. Cambios mas
permanentes se traducen en el desarrolo de una nueva situacion estable.

Esto refleja la problematica que se presenta cuando se desea controlar una
poblacién debido a que al desaparecer del medio el compuesto perturbador
los individuos que "quedan" tienden a repoblar el héabitat. Por ello es
necesario planear adecuadamente el método de control indicando el tiempo
de aplicacién con objeto de evitar la proliferacion de las especies resistentes
que "quedan" en el sistema. Esta problemética se retoma en el capitulo 6
donde se propone como aplicar los téxicos en sistemas de pelicula bioldgica
si se comprueba que esto sea necesario.

5.1.4 Determinacién de la distribucién espacial de la poblaciéon de caracoles
Los individuos de una poblacién pueden estar distribuidos segun tres
grandes grupos: a) al azar, b) uniforme y ¢) amontonados (Franco, 1985). La

distribucién al azar tiene lugar en donde el medio es muy uniforme. La
distribucién uniforme ocurre donde la competencia entre individuos es activa
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o donde existe un antagonismo positivo que provoca un espaciamiento
regular. Finalmente el amontonamiento refleja una interaccidon positiva entre
los individuos de la poblacién. Se han sugerido diferentes métodos que
pueden utilizarse para analizar el tipo de dispersion de una poblacién. Uno
de ellos es la razén de varianza media (ver inciso 4.1.5).

La distribucién calculada mediante la razén de varianza media es:

1-1%(n-1 0.085) (Ox)] < 62/X < 1+[%n-1 0.05) (Bx)] (5)
sustituyendo valores de la expresion anterior,
1-[2.6 (0.63)] < 751/533 < 1+ [2.6 (0.63)] = -0.61 < 1.4 < 2.6

De acuerdo con la ecuacion los resultados demuestran que la poblaciéon se
distribuye al azar en el biodisco. Para comprobarlo se aplicé el indice de
Morisita (Im):

n 0zi(zi-1)
Im = —m—— (6)
N (N-1)

sustituyendo valores,

6 (1.702.964)
Im = =1.0
3196 (3195)

Como Im = 1.0 se concluye que la distribucién es al azar (Franco, 1985),
de modo que los caracoles se encuentran en un habitat que ofrece
condiciones adecuadas para su desarrollo donde todo el espacio tiene la
misma probabilidad de ser ocupado y que la presencia de un individuo en un
cierto punto no afecta la ubicacién de otro. La poblacién no presenta
tendencia a agruparse ni a rechazarse y no hay competencia entre ellos ni
por recursos ni por espacio.
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5.1.5 Determinacién de la densidad y biomasa de la poblacién de caracoles

La densidad de la poblacién se expresa como numero de individuos por
unidad de superficie o volumen. Usando la ecuaciéon 7 del capitulo 4 se tiene
que la densidad (D) de la poblacién de caracoles es:

533 caracoles

D = = 276 caracoles/mZ2 en la dltima placa del biodisco
1.93 m2

Por otro lado cada individuo de la poblacion se puede caracterizar por una
biomasa y con ella contribuye a la biomasa total del sistema. Dos
propiedades del individuo se referien a como realiza tal contribucion: a) dura
un tiempo limitado, hasta que sobreviene la muerte y b) mientras vive su
biomasa no ‘permanece constante, sino que generalmente aumenta
(Southwood, 1978). Ambas caracteristicas de los individuos fueron tomadas
en cuenta (ver inciso 4.1.6) y se calcularon mediante la ecuacién:

B = D(ow/n) (8)

sustituyendo los valores,
276 c:araccllfm2 (354.43 g /3196 caracoles) = 30.609!m2

Esto indica que 9 caracoles pesan 1.0 g como masa hdimeda, ya tomando
en cuenta la distribucion de tamanos presente. Se determindé que del

biodisco salen diariamente 709 g de caracoles [(30.609,’m2} (23.16 mz)]. El

valor de 23.16 m2 es lo que mide la superficie total de la ultima placa del
biodisco. Con base en estos valores se puede pensar que la masa de
caracoles que salen del biodisco al sedimentador secundario es muy baja
para que pueda obstruir las tuberias de la planta. Ingram et al (1958)
reportan que las tuberias se taparon al fluir por ellas hasta media tonelada
diaria de conchas de caracoles.



Desde el punto de vista tréfico y por simplicidad puede dividirse al biodisco
en solo dos niveles: organismos productores (los que forman la biopelicula)
y consumidores (representados por los caracoles). Se ha visto que el nivel
tréfico, el tamano de los organismos, su densidad y su metabolismo estan
altamente correlacionados. Los animales grandes ocupan generalmente
niveles troficos superiores como consumidores y los muy pequenos son
productores. Cuanto mas bajo es el nivel tréfico mas alta es la densidad de
la poblacién. Se ha calculado que mil millones de bacterias pesan 1.0 g
(Margaleff, 1983) y se obtuvé que 9 caracoles pesan 1.0 g.

El metabolismo por gramo de biomasa de los organismos pequefos es
inmensamente mayor que la velocidad metabdlica de organismos mayores
(Margalef, 1974). En este caso aunque pase mas energia a través del nivel
tréfico productor, que a través de los carcoles, el metabolismo y la
renovacioén rapida de los microorganismos genera una produccién mayor,
con una biomasa permanentemente mas pequefa. Consecuentemente la
velocidad metabdlica por gramo de biomasa serd superior en los
microorganismos que en los caracoles.

Desde el punto de vista de flujo de materia y energia puede considerarse
que las condiciones en que han evolucionado los microorganismos y los
caracoles dentro del biodisco han conducido a un equilibrio tréfico entre
ellos, debido a que las condiciones ambientales y el suministro de alimento
(contaminantes en las aguas residuales) no sufren cambios drasticos con
respecto al tiempo.

5.1.6 Determinaciéon del consumo de biopelicula por la poblacion de
caracoles

Tomando en cuenta los experimentos realizados en el laboratorio sobre
consumo de biopelicula por parte de los caracoles, se obtuvo que el

consumo individual por dia de biopelicula fue de 0.21X10'7 m3, lo cual
significa que la poblacién consume el 6.4% por dia de un volumen de

biopelicula de 2.1X10':3 rn:3 en la dltima placa (el espesor medio aproximado

de biopelicula en dicha placa es de O.9X1O'4 m y el area de la misma es de
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23.16 mz). Esto significa que los caracoles podrian consumir

completamente la biopelicula en 15 dias si ésta no se regenerase.

5.1.7 Efecto de los caracoles en la remocién de contaminantes del sistema
de biodiscos

Como ya se menciond (ver capitulo 3) la configuracién por etapas del
biodisco caracteriza la remocién secuencial de sustrato y conduce al
desarrollo en la uUltima etapa de un gran numero de bacterias nitrificantes
(Nitrobacter y Nitrosomonas). Oga et al (1991) senalan que la biomasa
caracteristica de la Ultima etapa presenta un bajo nivel de adherencia y por
lo tanto una baja densidad volumétrica, ademas de un lento periodo de
crecimiento. Segun Ramirez (1988) los microorganismos de la ultima etapa
se duplican aproximadamente cada 15 a 20 dias. Bajo esta perspectiva
puede pensars'e que el consumo de 6.4% de biopelicula afecta la eficiencia
del proceso (nitrificaciéon deficiente).

Para conocer si la presencia de caracoles ha afectado el proceso de

remocién de contaminantes se hace una comparacién de la cantidad de
materia organica (medida como DBOtgtg)) y de nitrégeno (medido como

nitrégeno amoniacal N-NH3) de mayo a julio de 1983 (6 meses después de

estar operando el sistema) con el mismo periodo pero de 1990. En esta
parte de la tesis se utilizan los resultados que Norouzian (1983) presenta en
su trabajo donde hace una evaluacién del funcionamiento del biodisco. Los
datos de 1990 fueron extraidos de la bitdcora de operacion de la planta. En
la tabla 5.4 se muestran los datos encontrados en la literatura sobre las
pruebas mencionadas.

Considerando uUnicamente la concentracién de contaminantes (no el caudal
de agua tratada), el valor promedio del influente puede ser el valor total
(100% de contaminantes) que recibe el sistema; la diferencia del valor
promedio de influente y efluente es la cantidad de contaminantes

eliminados. Esto sirve para obtener los valores que se presentan en la tabla
5.5:
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TABLA 5.5 COMPARACION DE LA EFICIENCIA DE REMOCION DE DBO Y N-NH3ENTRE

1983 Y 1990
1983 1990
132 (mg/l de DBOY) 100% 95 (mg/l deDBO1) 100%
92 " 70% 76 " 80%
12.33 (mg/l de N-NH3) 100% 8.32 (mg/l de N-NH3) 100%
8.71 " 71% 1.85 " 22.33%

Las operaciones anteriores muestran que la concentracion de contaminantes
del agua que trata la planta ha disminuido. La proporcién de materia
organica que remueve el sistema se ha incrementado un 10% (80%-
70% =10%) y la de nitrégeno ha disminuido en un 49% (71.1%-
22.23% =49%).

Es importante aclarar que el trabajo de Norouzian (1983) abarca hasta el
mes de agosto y que no es posible su comparacién con 1990 debido a que
el biodisco estuvo fuera de servicio durante dicho mes. Por otra parte
Norouzian inicia en mayo sus determinaciones de N-NH3; esto impide que

puedan compararse los meses de marzo a abril entre las fuentes consultadas

A pesar de esta limitacién los porcentajes de eliminacién de contaminantes
reportados por Norouzian (138 mg/l de DBOt - 37 mg/l de DBOt x 100/138)
= 73% y (12.24 mg/l de N-NH3 -3.37 mg/l deN-NH3 x 100/12.14) = 72%

son muy similares a los estimados a partir de los datos de la tabla 5.4.

Norouzian analiza la eficiencia de remocion de nitrégeno desde dos puntos
de vista: De acuerdo al material nitr6genado que se esperaria eliminar
conforme al diseno del biodisco y con base en determinaciones de pH,
alcalinidad, temperatura, concentracion de amoniaco, DBO y oxigeno
disuelto, del agua que trata el sistema de biodiscos. Los resultados que

obtiene indican condiciones favorables para que se lleve a cabo el proceso
de nitrificacion con menos de 1 mg/l de N-NH3 en el efluente. El valor de

3.37 de N-NH3 no concuerda con lo esperado y en 1990 el efluente fue de
6.47 mg/l de N-NH3.



Norouzian propone que la baja remociéon de nitrégeno se debe a que la
planta recibe material proveniente de los laboratorios de C.U. que puede ser
inhibitorio o téxico para las bacterias nitrificantes y que la presencia de
organismos depredadores de las bacterias, como protozoarios, rotiferos,
nematodos y caracoles aumentan en la segunda y tercera etapa del sistema.
Antonie (1976) coincide con Norouzian para explicar la ineficiente remociéon
de nitrégeno, observada en una planta piloto con biodiscos en Wisconsin
E.U.A., la cual atribuye a la presencia de los mismos organismos
depredadores (excepto los caracoles).

En lo que se refiere a la presencia de compuestos téxicos, Ochoa (1983) en
su trabajo donde hace una evaluacion de la calidad del agua tratada en la
planta de C.U. afirma que la concentracién de sustancias que pudieran ser
toxicas para los microorganismos es muy baja y no influye en la eficiente
actividad bioldgica que se lleva a cabo en los diferentes sistemas que
conforman dicha planta.

Con base en lo expuesto es altamente probable que la poblacion de
caracoles haya aumentado desde la puesta en marcha del sistema hasta
obtener la estabilidad que actualmente presenta, lo cual tiene como
consecuencia que el efluente nitrificado aumente de 3.37 a 6.47 mg/l de N-
NH3 de 1983 a 1990, respectivamente. Sin embargo esto podra

comprobarse cuando no haya caracoles en el sistema y se analize la calidad
del agua tratada.

5.2 ESTUDIOS DE RESPIROMETRIA

Como se indicé en el capitulo 4, se realizaron experimentos con el
respirometro Warburg para conocer los efectos inhibidores de Bayluscid y
Piquerol sobre la pelicula biolégica.

5.2.1 Efectos de Bayluscid sobre la biopelicula

Se realizaron tres corridas en el respirdmetro adicionando Bayluscid en: a)
una solucién Buffer de fosfatos (el sustrato lo constituye unicamente

Bayluscid), b)en combinacién con una solucién concentrada a 300 mg/I de
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glucosa y c)con agua residual proveniente del sistema de biodiscos de C.U.
En las soluciones mencionadas se diluyeron las siguientes concentraciones:
0.33, 0.057, 0.0077 y 0.0026 mg/Il, las cuales corresponden a las 6, 8, 10
y 24 horas de exposicion, respectivamente, del compuesto actuando sobre
los caracoles. Las graficas que se presentan en esta parte del trabajo indican
el Consumo Bioquimico de Oxigeno de los microorganismos, en la ordenada
al origen, en funcién del tiempo, en el eje de la abscisa, con diferentes
concentraciones de téxico.

La figura 5.3 muestra que los frascos conteniendo Bayluscid presentan
valores superiores a los de respiracion endégena. Esto indica que Bayluscid
es utilizado como sustrato por los microorganismos que forman la pelicula
biolégica. Las pendientes de las curvas con Bayluscid aumentan al disminuir
la concentracién del téxico, lo cual indica que si tiene efectos inhibidores
sobre la biopelicula y que aumenta la intensidad inhibidora con Ila
concentracion.
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Figura 5.3 Efecto de Bayluscid diluido en una solucién Buffer de fosfatos en
la respiracion microbiana, en ausencia de un sustrato organico.

La figura 5.4 muestra los valores de las curvas de la figura 5.3 después de
restarles la respiracion endégena (curvas reducidas). Dichas curvas

muestran los valores de la respiracion en presencia de Bayluscid como unico
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sustrato. Esta figura muestra que el Bayluscid es utilizado mas rapidamente
a bajas concentraciones.
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Figura 5.4 Respiracion exégena con Bayluscid en ausencia de un sustrato
organico.

Aunque las concentraciones de Bayluscid son muy bajas, no se observa una
reduccién significativa de las pendientes, lo cual indicaria que los
microorganismos consumieron el compuesto en su totalidad en el tiempo del
ensayo (mas de 6 horas). Se observa también que las concentraciones de
0.057 y 0.33 mg/l no presentan diferencias significativas en su
comportamiento.

En las figuras 5.5 y 5.6 se puede observar que todas las curvas de
respiracion de glucosa con Bayluscid tienen valores superiores a la
repiracion endégena. El hecho de que las pendientes de las curvas con
Bayluscid sean superiores indican que este compuesto es utilizado, junto
con la glucosa, como fuente de alimento por los microorganismos y que los
efectos inhibitorios de Bayluscid aumentan con la concentracion.
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Figura 5.5 Efecto de Bayluscid diluido en una solucién concentrada a 300

mg/l de glucosa en la respiracién microbiana durante la degradaciéon de
glucosa
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Figura 5.6 Respiracon exégena de Bayluscid en combinacién con glucosa.
Una comparacioén de las curvas de 0.057 y 0.33 mg/l de la figura 5.4 con

las mismas concentraciones de Ia figura 5.6 muestra que los
microorganismos consumieron méas oxigeno en presencia de un sustrato
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energético y facil de degradar que cuando no lo tienen. También se oberva
que la curva del frasco con glucosa y sin Bayluscid llega a la asint6ta a los
150 minutos, lo cual indica el tiempo que requieren los microorganismos
para degradar 300 mg/l de glucosa bajo las condiciones estipuladas.

Al igual que en las figuras 5.3 y 5.4 las pendientes de las curvas son
mayores y nunca alcanzan un valor estable a pesar de las bajas
concentraciones utilizadas Esto puede deberse a que la respiracién necesaria
para degradar la glucosa y el Bayluscid es mayor, de modo que el valor de
respiracion se mantiene sobre el valor de respiracién enddégena sin que se

observe que el sustrato exdgeno se ha agotado para que pueda regresar al
valor de respiracién enddgena.
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Figura 5.7 Efecto de Bayluscid diluido en agua residual de C.U. en la
respiracion microbiana durante la degradacion de los contaminantes del agua
residual.

Las figuras 5.7 y 5.8 muestran que la respiracién durante el consumo de los
contaminantes del agua residual es superior a la respiracién endégena y que
solamente la curva correspondiente a la respiracion del agua residual con la
concentracién menor de Bayluscid (0.0077 mg/l) presenta valores superiores
a los de respiracién enddégena. Es posible que la combinacién de Bayluscid
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con agua residual genere un efecto potenciador del toxico sobre los
microorganismos. Este fenémeno no se observa en ausencia de sustrato
(figuras 5.3 y 5.4) y durante la degradaciéon combinada con glucosa (figuras
5.5 y 5.6). En este caso los resultados indican que Bayluscid en presencia
de aguas residuales tiene efectos inhibidores importantes durante la
degradacion de ambos sustratos.
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Figura 5.8 Respiracion exdgena de Bayluscid en combinacién con agua
residual.

Volskay y Leslie (1990) mencionan que algunas sustancias quimicas pueden
influir en la velocidad de degradacién de sustratos cuando hay organismos
capaces de degradar a ambos. Painter (1983) ha demostrado que los
organismos presentes en las aguas residuales domésticas son capaces de
degradar diversos compuestos orgénicos e inérganicos en presencia de un
ambiente adecuado. En este mismo sentido, el estudio de Etges (1969) en
Andrews et al (1986) demuestra que las bacterias Pseudomonas vy
Aerobacter degradan Niclosamida (5,2-dicloro-4-nitrosalicilanilida) al utilizarla
como fuente de nitrégeno, esto sucede también con algunos hongos y
levaduras que redujeron la concentracion original de Niclosamida a la que
fueron expuestos en presencia de glucosa como fuente de carbono.
Pseudomonas y Aerobacter estan representadas generalmente en los
sistemas de pelicula biolégica y como se vié en el capitulo 2 la composicién
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guimica de Bayluscid corresponde a una Niclosamida por consiguiente este
compuesto puede ser biodegradado con relativa facilidad. Sin embargo se
observa que esto ocurre a concentraciones muy bajas, (0.0077 mg/l). Esta
curva tiene un comportamiento similar a la de agua residual sin Bayluscid.

En los bioensayos se pudo observar que los efectos téxicos de Bayluscid
sobre los caracoles se atenudan después de 10 horas. Esto puede deberse a
dos factores: a)Degradacién bioldgica de Bayluscid o b)Adsorciéon del
compuesto (sin ser metabolizado) por los organismos que entran en
contacto con él. En casi todas las curvas de las figuras 5.3 a la 5.8 se
observa una reduccién de las pendientes de las curvas en los experimentos
conteniendo Bayluscid. Esto indica una reduccion de los efectos tdxicos
conforme transcurre el tiempo. Segun Volskay y Leslie (1990) al transcurrir
el tiempo de exposiciébn, aumenta la probabilidad de que los organismos
sintetizen enzimas para la degradacién de los compuestos originalmente
extranos.

5.2.2 Efectos de Piquerol A sobre la biopelicula

De forma similar que con Bayluscid, se realizaron experimentos con Piquerol
para conocer sus efectos inhibidores sobre los microorganismos de la
pelicula biolégica. Se hicieron dos experimentos en el respirémetro:
a)adicionando Piquerol a una solucién Buffer de fosfatos y b)adicionando
Piquerol a una solucién de 300 mg/l de glucosa. Las concentraciones que se
utilizaron fueron: 39.86, 13.86, 7.36 y 3.41 mg/|, las cuales corresponden a
las 6, 8, 10 y 24 horas del téxico actuando en los caracoles.

Las figuras 5.9 y 5.10 muestran las curvas de respiracion de la biopelicula
sin sustrato y en presencia de Piquerol. Estas figuras muestran que
solamente la curva de 39.86 mg/l presenta valores inferiores a los de
respiracion endégena, lo cual indica que a esta concentracion los
microorganismos estan siendo inhibidos. El hecho de que los valores de
respiracibn con las concentraciones de: 3.41, 7.37 y 13.86 mg/l sean
mayores que la respiracién endégena indica que Piquerol estd siendo
degradado por los microorganismos. La degradacion de Piquerol tiene sobre
la biopelicula efectos similares a los de Bayluscid. Las curvas de respiracion
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tienden a disminuir sus pendientes conforme transcurre el tiempo sin que
lleguen a los valores de respiracion endégena. Debido a que las
concentraciopes son muy bajas, no es de esperar que los microorganismos
requieran cantidades muy elevadas de oxigeno para degradar el inhibidor.
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Figura 5.9 Efecto de Piquerol diluido en una solucién Buffer de fosfatos en la
respiracion microbiana, en ausencia de un sustrato organico.
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Figura 5.10 Respiracién exégena con Piquerol en ausencia de un sustrato
organico.
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Con base en los valores de 0.33 y 0.0077 mg/l de la figura 5.8 y 39.86
mg/l de la figura 5.11; se puede concluir que los dos téxicos tienen efectos
activados sobre los procesos de respiracién haciendo que el metabolismo
microbiano sea inhibido. Las concentraciones mencionadas son las més

elevadas y provocan que los organismos consuman menos cantidades de
oxigeno.
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Figura 5.11 Efecto de Piquerol diluido en una solucién concentrada a 300
mg/l de glucosa en la respiraciébn microbiana, durante la degradacién de
glucosa.

Las figuras 5.11 y 5.12 muestran las curvas de respiracion de glucosa en
presencia de Piquerol. Se puede observar que, a pesar que la concentracion
de 6 horas inhibe radicalmente la respiracion en ausencia de sustratos, en
presencia de glucosa el comportamiento es similar al de las otras
concentraciones: todas ellas tienen pendientes positivas y valores de
consumo de oxigeno superiores a los de respiracién endégena y superiores a

los que se obtienen con Bayluscid bajo las mismas condiciones (ver figura
5.6).

Esto indica que Piquerol tiene efectos inhibitorios menos drasticos que
Bayluscid. A menores concentraciones de Piquerol se observan los valores
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mas altos de respiracién sin que ninguno de ellos tienda a valores similares a
los de respiracién enddgena.
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Figura 5.12 Respiracién exégena con Piquerol en combinacién con glucosa

5.2.3 Comentarios generales

Bajo condiciones experimentales similares y utilizando las concentraciones
iguales (en horas), ambos molusquicidas actuan sobre la biopelicula de la
misma forma. La cantidad de oxigeno consumida por los microorganismos
es mas alta con 24 y menor con 8 y 6 horas para Bayluscid que para
Piquerol, ambos en ausencia de un sustrato organico (figuras 5.4 y 5.9). Las
curvas de los téxicos con glucosa son més altas a las 10 y 8 horas con
Piquerol que con Bayluscid y la de 6 horas no difieren mucho entre uno y
otro compuesto. Los dos téxicos son biodegradados cuando la
concentracion es superior a 0.057 y 0.33 mg/l. Cuando la concentraciéon fue
de 39.86 y 0.33 mg/l para Piquerol y Bayluscid, respectivamente hubd una
inhibicién que no permitié a la biopelicula la oportunidad de recuperarse en
los tiempos de contacto estudiados.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

A continuacién se presentan las conclusiones mas relevantes de este
estudio y se hacen recomendaciones sobre la utilizacién de molusquicidas.

6.1 Actividad depredadora de los caracoles y efectos de los molusquicidas
en su metabolismo.

1. En los sistemas para tratamiento de aguas residuales que utilizan pelicula
bioldgica, existen condiciones ambientales adecuadas para la propagaciéon
de caracoles dulceacuicolas, generalmente de las familias Lymnaeidae y
Physidae. Su niumero tiende a aumentar en las partes donde la biopelicula es
mas delgada.

2. Bayluscid EC250 y Piquerol A cumplen los lineamientos Organizacién
Mundial de la Salud para ser considerados molusquicidas de uso préactico y
potencialmente de uso en gran escala, debido a que causan una mortalidad
de caracoles superior al 90% con concentraciones inferiores a 100 mg/l en
un tiempo no mayor a 24 horas.

3. Este estudio refleja que Bayluscid es méds téxico que Piquerol, debido a
que presenta concentraciones letales inferiores durante todo el tiempo de

bioensayo y Piquerol es méas facilmente degradado que Bayluscid debido a
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que sus curvas de consumo de oxigeno son superiores para los mismos
tiempos de exposicion.

4. En ambos compuestos la toxicidad disminuye después de 8 horas para
Bayluscid y de 10 horas para Piquerol.

5. Los caracoles que sobreviven después de 24 horas a las concentraciones
mas bajas empleadas para ambos téxicos permanecen en un estado de
perturbacién que repercute como un efecto subletal.

6.2 Efectos de los molusquicidas sobre la biopelicula.

1. Los molusquicidas estudiados actian como un sustrato susceptible de ser
biodegradado y causan una inhibicién sobre la biopelicula proporcionalmente
relacionada con la concentracién.

2. No hay un efecto inhibitorio severo de los téxicos sobre |la biopelicula.
Debido a que con practicamente todas las concentraciones administradas se
observé que los microorganismos expuestos "respiran” consumiendo
cantidades de oxigeno superiores a las de respiracion enddgena.

3. De los resultados de bioensayo y de respirometria se concluye que para
controlar la poblacién de caracoles se pueden utilizar ambos molusquicidas
porque actuan eficientemente su efecto es inmediato y su toxicidad decrece
24 horas después de aplicad6 el producto.

6.3 Recomendaciones sobre la aplicaciéon de los molusquicidas

Debido a que durante los experimentos de respirometria se observé que la
presencia de aguas residuales potencia el efecto toxico se recomienda que,
antes de la aplicacion de los molusquicidas, se suspenda la alimentacion de
aguas residuales para permitir que los microorganismos degraden
completamente el material organico presente.

En el caso de BIODISCO se aplicara la cantidad necesaria directamente en el
tanque correspondiente a la zona infestada pafa alcanzar la concentracion
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deseada con los caracoles durante el tiempo seleccionado. Posteriormente
se reanudara la operacién normal del sistema alimentando con agua residual.

En el caso de filtro rociador es necesario, después de suspender la
alimentacion de aguas residuales y esperar que los microorganismos
degraden el material organico del agua residual, que se adicione el
molusquicida en el sedimentador secundario para alcanzar la concentracion
deseada. La recirculacion de agua desde el sedimentador debe continuar
durante el periodo seleccionado para después reanudar la operacién normal
alimentando aguas residuales.

El tratamiento deberd efectuarse de acuerdo con la dindmica poblacional de
la especie o género de que se trate. Es conveniente utilizar los compuestos
después de periodos de gran mortalidad, para disminuir ain méas el tamano
de la poblacién y prevenir su posterior multiplicaciéon. Dichos periodos
pueden ser identificados por la gran cantidad de caracoles que se
desprenden de la biopelicula y fluyen junto con el agua tratada hacia el
sedimentador secundario.

Debera constatarse que la poblacién decrece haciendo una estimacion
aproximada del tamano de la misma inmediatamente antes y después de
aplicado el producto y después de tres meses, tiempo estimado para que
una poblacién se recupere.

También es importante efectuar algunas determinaciones analiticas del agua
tratada con los toxicos, fundamentalmente nitrégeno amoniacal y total
(método Kejdhal) DBO y DQO en el influente y efluente del sistema. Los -
muestreos se hardn a la misma hora diariamente durante siete dias antes de
la aplicacién de cualquiera de los compuestos e inmediatamente después del
tratamiento en la misma forma. Posteriormente después de tres meses se
repetiran dichos andlisis, con ello se podréd obtener una evaluacién de la
calidad del agua y en consecuencia del funcionamiento del sistema.
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APENDICE A

PROCEDIMIENTO PARA EL ANALISIS PROBIT Y DE
MAXIMA VEROSIMILITUD
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Se tiene entonces que:

Enw = Snw = 36.67
Enwx = Snwx = -29.14
Enwy = Snwy = 194.59

x = Snwx/Snw = -29.14 - 36.67 = -0.7947

y = Snwy/Snw = 194.59/36.67 = 5.306
Snwxz2 = Snwx2/Snw = (-29.14)2/36.67 = 23.1626

Snwxp = nwx (x) + = (0 x 0) + (-1.034 x -0.22) + (-1.50 x -0.30)
....... + (-10 x -2.0) = 38.472

Snwxygz = y (nwx) + = (6.02 x 0) + (5.68 x -1.034) ...... + (4.50 x -10)
= -142.33

Snwxyp2 = Snwx (Snwx2)/ Snw = -29.14 (194.59)/ 36.67 = -154.655

Snwyg = nwy (y) + = (24.501 x 6.02) + (26.69 x 5.68) + ....(22.50 x
4.50) = 1043.50

Snwyp2 = Snwy2/Snw = (194.59)2/36.67 = 1032.62

Snwx2 = Snwxz2 - Snwxp = 38.4724 - 23.1626 = 15.3098 = Sxx

Snwxy = Snwxyg - Snwxyp = -142.136 - 154.655 = 12.5193 = Sxy

Snwyg - Snwyb2 = 1043.50 - 1032.62 = 10.873 = Sxy

Snwy?2

De las ecuaciones propuestas por Finney (1971 y 1978):
boR = Sxy/Sxx = 12.519/15.309 = 0.08177
aoY =y-bx =Y = 5.3066 - (0.8177) (-0.7947) = 4.6567

Y =0 + Bx = 4.6567 + 0.8177x

X2 = Syy - S2xy/Sxx = 10.873 - (12.5193)2/15.3098 = 0.636
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Consultando la tabla de XZ; para una X2.05 y 5 grados de libertad = 11.1

mayor que 0.639. Por lo tanto la relacidon lineal probit es un resultado
satisfactorio del experimento. Puede continuarse y se obtiene la varianza y
la LC50 del modo siguiente.

BO(B) = 1/Snw (x - x)2 = 0.6386

Para obtener LC50.

m = x + (5 -vy/b) = -0.7947 + (5 - 5.306/ 0.817) = -1.169 antilog =
0.067 mg/I concentracién letal media para 8 horas de exposicién.



APENDICE B

ESTIMACION DEL AREA DEL BIODISCO QUE OCUPAN
LOS CARACOLES
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Cada disco del biodisco estd formado por 24 placas cuyas corrugaciones

tienen forma de trapecio, cada una de las cuales tiene las siguientes
medidas:

Pl = piso inferior, CA = cara posterior, PS = piso posterior, CP = cara

posterior.
PS

2 ranuras por placa

CA
PI
2cm
3.1181 cm
1.5cm 3.7 cm

o¢t = 121 = 309.3972°
piso inferior = piso superior =\l o< t°/180° (r12 - r22)
Cara anterior = cara posterior = 0.031181o¢ °ti/ (r1 + r)360°

o<1 = 0.81(180°)A7(1.8) = 25.783°
Area de ranuras (2 ranuras por placa, 6 cm de base triangular, 12 placas)

0.06m x 2 x 1.60/2(radio de ranura) x 12 = 1.1520. (1.60 se obtiene de
1.80 x 0.20 m).

23.1648 m2 superficie total de la ultima placa del biodisco

23.1648 m2/12 placas de muestreo = 1.9304 m2 cada cuadrante de
muestreo
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2
Areas en m

Trapecio piso piso cara cara
inferior superior anterior posterior

1 0.2904 0.3816 0.2998 0.2950
2 0.2820 0.3703 0.2911 0.2871
3 0.2758 0.3613 0.2840 0.2792
4 0.2667 0.3500 0.2753 0.2705
5 0.2583 0.3388 0.2665 0.2617
6 0.2499 0.3276 0.2577 0.2529
7 0.2415 0.3163 0.2490 0.2442
8 0.2330 0.3051 0.2402 0.2354
9 0.2246 0.2939 0.2315 0.2267
10 0.2161 0.2826 0.2227 0.2179
1 0.2078 0.2714 0.2140 0.2092
12 0.1993 0.2602 0.2052 0.2004
13 0.1909 0.2489 0.1965 0.1917
14 0.1825 0.2377 0.1877 0.1829
15 0.1741 0.2265 0.1789 0.1741
16 0.1656 0.2152 0.1702 0.1654
17 0.1572 0.2040 0.1614 0.1566
18 0.1488 0.1928 0.1527 0.1479
19 0.1404 0.1815 0.1439 0.1391
20 0.1319 0.1703 0.1352 0.1304
21 0.1235 0.1591 0.1264 0.1216
22 0.11561 0.1479 0.1177 0.1129
23 0.1067 0.1366 0.1089 0.1041
24 0.0983 0.1254 0.1001 0.0953
25 0.0898 0.1142 0.0914 0.0866
26 0.0814 0.1029 0.0826 0.0778
27 0.0730 0.0917 0.0739 0.0691
28 0.6741 o - -

Total 5.5988 6.4138 5.0645 4.9357

+ 1.1520 area de ranuras= 23.1648 m2.
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APENDICE C

VALORES DE LAS CORRIDAS EFECTUADAS EN EL
RESPIROMETRO WARBURG
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bh]
i7
47
47
&
54
57
hil
hd
)
67
74
76
77
74
74
79
f0
1
47
83
84
fi4
87
A
HE
Au
a0
9]
91
91

74 horas A horas

n
ta Tinh
T mn
[
43 911
a0 7504
56 4904
b4 hiTs
77 04586
TR 5857
H4 3Ih]

agj a7
46 6006
1on 760
110 5245
111 3437
145 4367
120 3489
175 2611

1129 3546

134 2668
137 H416
147 4534
145 7286
150 6408
154 73414
150 haRY

163 74
167 0144
171 1083
174 3831
176 834;
181 7514
183 ik

188 301
103 2132

106 488
198 044]
203 8563
207 131
209 5477
212 862
216 1308
N7 7143
221 049
224 3238

i
17 044}
17 206
2r 3078
27 5296
31 A3l
LRk
41 2944
43 M3
50 7577
57 338A
55 9195
al 0813
LER 1YY
67 9437
he 6843
72 72652
7h 5667
80 1079
A3 449
86 03

8¢ 4717
G 914
95 4933
99 7944
107 37157
1i5 8169
104 2581
110 9787
114 4399
116 1405
117 8611
121 3023
123 1229
175 038
126 045
130 7656
132 4862
133 D71
137 648
138 5083
141 N892
1472 RD9A
142 80948
146 251
147 1113

suma Acumuiativas fonsamo netn de nxjnenn

6 horas h noras

]

v 717h
4 704

b 8704
G 4468
11 1644
11 1644
14 5996
16 3172
17 176
18 0348
20 6112
721 47
23 1476
166278
30 056
N.7756
3b 0696
40 3636
43 7988
46 3752
48 931#
51 529
54 1044
39 822
57 530f
63 55312
65 2686
66 1276
67 8452
67 8452
67 8452
68 704
69 5628
70 421k
712804
72 1392
77 1392
74 7156
75 5744
7575744
76 4332
77 292
78 1508
78 1508
790096

72



Bayluscid EC 250 en combinacién con una solucién de glucosa a una concentracién de 300 mg/l.

tiempo  termohar MAN 4 MAN 3 MAN 2 MAN 1 MAN 5 drterencya entre lecturas
fminntos! roe aucosa 30 ma/t 10 horas 8 horas 6 horas termobar v e glucosa LD horas B horas f horas

i 1 LA 473 2 184 i73 300 ma/i

;] 224 345 164 36A 37n 360 2 1 13 14 |4 13
i 374 iRl Eall 354 153 350 ) 4 15 14 17 41
13 445 ili 13n i jib KRV ! i 14 14 17 11
40 423 374 127 i 17h 3 l 4 9 11 ] 1
A Y n n7 il i3 317 : 3 10 11 1 1
i 10t ind n7 iR n g ! 3 n 10 17 9
35 il Sh 748 297 203 300 i 3 9 11 fi R
a0 24 6l 291 240 1817 291 ] 1 7 7 11 4
4k 220 35k 184 274 271 285 fl 3 ! 11 4 f
510 120 5 2717 173 265 276 1) 3 7 7 A 4
45 Pl EhY) 272 263 256 270 i 3 5 § ¢ b
bl | 50 LT 57 740 204 =} . h ) 7 h
UN 223 147 162 248 747 258 =2 3 4 4 7 h
7 J74 345 257 242 734 151 -1 ] 3 b A fy
75 24 343 257 735 229 247 0 2 5 7 5 8
gil 25 340 248 178 220 241 -1 j 4 7 g f
85 224 330 244 221 219 236 i} ! 4 7 § 5
an 225 REY 739 214 7 731 0 4 b 7 8 5
49 225 333 235 208 207 225 fi ? 4 f 5 i
tha 224 130 73 202 144 219 U] 3 5 ] b f
105 226 36 227 194 191 214 =1 4 3 8 5 5
1 226 VL VY, 188 186 209 i ! 5 B a 5
115 226 37 219 187 IR0 204 0 i 3 b fi 5
1Zil 10 34 PAk] 170 174 144 0 3 4 b ] b
124 227 117 412 70 170 195 = 2 3 b 4 4
30 131 il4 N9 Lhh 163 140 ] 3 3 ] 3 3
135 277 31 209 159 160 1R i 3 4 i § 4
141) 121 A 2M 154 154 182 il 3 B 5 h 4
145 227 305 197 144 144 177 ] 3 4 3 5 §
150 227 304 144 143 144 174 U 2 3 f 5 j
155 420 30y 140 139 138 Ty i ! 4 4 b b
161) 175 a7 186 133 134 165 ! 4 4 h 4 4
1h5 18 243 182 17 130 161 i 4 4 § 4 4
L 175 Il 179 123 126 136 i i 3 5 4 b
175 14 7Rk 175 114 122 153 | 4 d § 4 3
PR 124 K3 171 13 117 144 i i 4 5 E 4
185 724 281 168 1A 132 145 1 3 3 § 5 a
1o 124 278 149 103 109 14] i) 2 3 5 3 4
195 274 Ih 161 G 101 13k 0 3 3 3 b 5
1 14 i 158 93 48 131 0 3 ] 5 3 5
205 224 264 155 87 43 128 i 3 3 fi b} 3
210 224 bt 152 83 H9 123 U 3 3 4 ] 5
213 274 63 149 78 85 119 il 3 3 5 4 4
220 224 259 146 72 82 114 ] 4 3 b 3 5

13



r

-]

sumas dcumniativas

alncoss
N mgy !
b 8
9 a7
14 Al
in hi
19 71
3 A
6 Hi
N ud
i |
5! 106
ol 17
an i1
47 P2
44 176
47 130
48 144
a7z 134
54 143
57 144
hl 151
6 15h
h9 159
h 163
0 16k
7 1h4
f 173
" 177
LY’ TH}
A4 184
Hh IHB
i 192
ud 195
¥4 194
1l 04
104 07
167 20
iy 13
iid 216
i3 220
118 124
i1 2ib
/4 24
128 237
13} 235

I heras B horas B horasg

53

hd

74

A4

N/
K
10
ily
175
134
141
147
154
bl
168
174
1410
148
194
200
206
Iy,
207
223
278
413
VAR
243
244
254
Fak]
164
2hy
174
174
/R4
Pi
295
194
304
KRLL
315

Fa |
4R

23
1h
4n
Sh
bl
13
82
AR
uy

3

10y

113

121

126

137

137

142

148

154

159

164

169

174

178

183

187

141

L9k

149

09

208

e

217

240

274

228

437

237

42

245

250

754

50

]

5 2817
79718
11 44376
14 0837
16 7238
14 3pdd
77 8BS
25 8258
M 1nhd
o807
32 5674
i 208
ib 9684
I8 7788
41 3694
47 7496
45 7704
47 5308
501714
93 69272
54 5774
57 213
50 85336
hl H14
pd 2546
hf. 8952
A4 5358
72 1764
73 0364
75 6972
79 218
37.7388
Bh 3744
AR 9002
Ul S48
44 1814
05 U4id
98 5824
101 223
113 Bhih
16 5047
19 1448
117 6656

consumn miYra de oxyaenn
r e olueesa 400 pa/l 1) horas K noras

22
i
4j
49
Sk

]
973k
1R54
7537
407
1277

h 44k

n
i
h?
R
gy
94
94

13

2764
9578
LLLY
1872
huda
ALEY
hz7
1592

106 431

109
113
117
171
173
127
130
133
135
138
141
144
148
150
134
157
160
1hi
166
160

7058
7493
0741
1676
6237
72
1733
448
9142
3603
351
9999
1847
408
4156
1404
465
9213
1uni
4704

171 977

174
178

383
#3192

180 114

182
185
187
189

57m
0267
4873
9384

hd 115 3062 192 3945

]

25 7196
37 8204
47 7371
87 £444
b bo1R
Th 4595
HZ Ahdd
a2 7721
99 077
117 1833
117 5879
120 43R
176 198
132 4079
138 7078
145 0177
151 3176
156 7218
162 124
169 3316
174 7358
180 14
185 5447
190 9484
195 4519
200 8561
205 1506
400 Abil
715 2673
214 8701
724 2143
728 1778
233 2813
237 TH4R
247 7483
246 7618
751 2953
255 7958
780 3073
265 THAS
7649 3093
273 8124
276 217
283 7205

i

26 h166
41 2178
49 7984
ni) dADA
ALEL
LRVl
&7 3772
95 304k
1Nz 1744
19 98
115 411
171 9212
1/8 74
133 983
140 A1n4
145 1134
151 9722
156 2657
161 4166
163 7098
170 0028
175 1544
180 306
183 7404
18 (334
197 3264
107 478
W 1M
206 064
211 2154
214 £3
118 0R44
121 5188
IRLIEEY
2749 2467
233 934y
236 115
241 b
745 K504
749 R4 7k
253 87
56 7214
156 2977
263 5907

14
il
10
LE]
55
fil
Ti
75
a3
A8
41
48
10d
108
113
17
122
127
137
136
141
145
144
153
157
1hi)
1hd
168
171
175
178
1R?
180

]
7844
708
5738
1768
4195
8019
5446
Tih4
4441
A10Y
113
9345
{1943
1478
5396
8611
1626
3744
4847
7877
0867
3907
6977
1334
43au
761
117
h188
1947
3012
0474
1836
fB51

1R 76k

147
14h
160
203
0R

Fall

07
1454
RERTH
4911
1926
7733

215 075

218

3142

172 811

276

2584

vajoreg netns de respiracion
6 horas alucosa 10 horas ¥ noras b aoras

inn ma/l
11
i
11

wn

ot I B~ B - R N T N = U G s S - S N I - S — S - e T

R

12
14

e 2 B T B X b 0wl K e bes

n

Bl Do e G D P fkd el B e B e g ) B B bl B B b G N B e B Gw T B

12
13
14

A B O e O B D Dl

E T o U T N T A R R - L Ta e

=

- Pd T e D

pm et e BT b LD

74

].

o

1

e B i O -1

1
D]

B B B e B obees B e T b At Wbm ad 3 ocad N Y D =2 IF

P A T U

—

el S B 1



SUMAS ATHDI AT IVAS Tonsumb Neto Ae nyygenn
qlurnsg 10 poras B horas 6 haras atucosa 30U pa/l 10 horas & horas 6 horac

i omasi i ] i i}
27 by 25 1718 0114 19 8154 7147 14 b251
i 13 i 2777 T 29 7231 33 443z 33 1280
gL 4i) a4 A3 LI06 36,028 38 ndh 28 380
45 48 35 an 16 R415 43 2336 47 34 14 412
57 55 fd 4h 47 5724 49 9385 54 G637 30 57
38 hi h 21 47 4846 56 7441 59 577 47 §793
bl fif 7% ah 40 G407 99 4467 K5 2ARR 48 176
65 74 A2 59 93 2153 66 K31R 70 4206 50 7577
bi 4 87 by ah 4903 702546 74 7156 35 9108
7 44 93 wA R 27T 79 6588 70 ¥hBA 58 5004
™ B8 98 77 b1 4025 79 7616 B4 1624 R} G4l
7 L 0?2 79 62 2210 B4 6658 HT SUTH ng 5074
74 G 1k T4 h4 RT773 BB 2686 4 7504 KT QK37
47 13 11 g7 K7 1334 92 T77) 95 4268 7D G444
#4 107 17 A% A7 Y521 06 3749 100 4796 73 1255
Hh i3 11 49 70 4082 101 7791 103 G14R  Th 5647
g7 116 175 9 712269 104 4817 107 45 77 497
89 10 178 Y4 77 And3 UB 084 109y wind 30 8082
1 124 13 9774 5017 110 7861 112 5078 83 449)
4 127 132 S8 73 HR3 114 3R89 113 nl6 A4 3004
94 142 136 102 76 957K 116 A924 116 7968 87 Thin

94 13 139 104 76 9578 121 5945 119 3732 89 47}
L] 134 147 Wn 77 7765 124 2966 121 9496 91 1918

96 147 144 108 78 5957 127 40494 123 £672 Q2 9124
b 144 144 L1 74 5937 129 7008 125 3848 94 £33
47 147 144 11179 4139 132 4029 127 1024 95 4933

48 144 151 117 40 2326 1342043 129 6788 06 3536
9 151 153 114 8 0313 136 0037 131 3964 9B 07472
100 135 156 115 81 87 139 6085 133 9728 08 9345
12 157 160 P18 A2 5074 [4] 4099 137 408 101 5154

107 159 160 118 #1 5074 143 2115 137 408 101 5154
iy 160 160 Vid H3 5074 144 112 137 408 101 5154
1072 162 161 120 83 5074 145 0134 138 2668 103 234
g 163 1) 119 43 5074 146 H141 138 2668 107 3757
13 165 163 120 A4 3761 148 6155 130 9R44 103 23h
114 Ih7 I L4184 3261 150 4)n9 141 Tyi (04 0963
T4 Vi 166 175 45 1448 153 116 147 5608 105 B1AD
104 172 1oy 125 A5 1448 154 9204 145 1372 107 5379
15 174 il L4785 9635 156 7218 14b A345 104 2561
L 177 173 [ 77 K% 4R35 159 4230 148 5774 109 758!
105 174 174 129 85 9635 1600 3246 149 4412 110 9747
Li}5 180 175 til RS Uh3 162 126 150 29 111 R3O
104 187 174 191 85 1449 163 G274 149 4317 112 6943

104 LT 176 132 85 1448 105 7288 151 1488 113 5596



Bayluscid EC250 en combinacién con agua residual.

Prempn  termodar MAN 4 MAN 5 MAN 0 MAN | MAN & AITRFPNCIA BRTTR lprTUTAS
tminntng: roe amua resianal 10 horas B horas b horac termanar r e amqua resi- 10 noras A horas o haras
) 38 w0 68 ¥i7 344 ihd dual

3 LY 05 ELE n 322 361 -1 5 ] 4 i 3
it 330 E 158 168 38 158 -1 4 5 5 4 3
15 N LY i54 ihi 316 155 -] a a : i 3
20 313 7493 144 i1 114 353 i 4 A 5 7 ]
25 331 298 44 357 3t 152 i 3 5 4 4 1
i i3l 187 139 351 35 349 0 3 ] f A 3
33 33 2813 315 347 303 148 ii 4 & é ! !
a0 112 81 31 143 300 a4 -1 j 4 4 i 4
45 31 A /4 ERL] 297 143 i 4 7 5 1 !
A 333 i1 i3 3135 245 147 -1 4 3 3 ? !
55 334 27 ild4 124 240 4n =1 i 7 5 Z
Al 334 1 3 124 M7 139 il j 4 4 3 I
he i34 b7 s 1y 87 335 fi 5 § 5 i 4
i ERE! 256 on 313 280 134 ! 3 5 b 7 1
15 314 255 9 309 177 333 - 4 g 4 3 !
an 334 i) 9 36 m 330 0 5 1 3 h 3
Lk 334 145 285 300 268 320 0 5 b n 3 1
il 144 240 {80 195 266 325 U] 5 b 5 2 4
4 333 %6 Im 292 ht 304 1 4 5 3 5 1
bl 134 137 27 ZH 258 122 - 4 5 ) 3 ;
105 334 430 Ihd 282 256 320 i 7 t 4 2 2
1o 334 104 il {74 251 17 i § 4 3 5 3
113 134 271 25 774 247 16 il 4 4 5 4 i
10 133 214 A 70 245 3 1 5 3 4 2 3
125 333 AV 246 765 241 10 fi 4 4 5 4 3
130 133 209 ) 72 238 i n } 5 3 3 fi
13§ 337 204 235 258 235 U 1 5 b 4 3 2
141 132 149 131 253 231 307 0 9 4 5 4 1
145 332 196 27 248 b na f 3 4 5 2 2
151) 131 191 173 /44 124 34 ! 5 4 4 5 1
153 i3 186 216 240 220 307 0 5 5 4 4 2
160 132 184 715 235 27 798 -1 ] 3 5 3 4
165 132 1811 210 231 714 7497 il 4 5 4 3 1
170 132 177 208 116 209 294 U] i ? B 5 3
174 332 174 03 ik 206 LY fi 3 5 3 3 Z
180 131 104 148 218 203 290 1 ) 3 3 3 2
185 33 1A3 jua e 199 IRA fi 3 4 A 4 7
1y 130 1hl 191) 208 146 186 i 4 4 4 3 2
195 330 15§ 185 206 191 183 0 3 § . 5 3
200 329 154 182 201 188 182 I § 3 3 i 1
205 324 149 177 197 186 178 0 4 5 4 ) 4
14 2% 145 173 V3 182 1 0 4 4 4 4 1
15 329 141 17 189 177 175 { 4 i 4 § ?
210 328 138 1h4 185 175 112 | ] ] 4 2 3
225 327 133 162 182 170 21 1 5 2 3 5 2
430 327 13 154 176 166 267 i 2 4 f 4 3
735 326 174 155 172 163 265 1 7 3 4 1 2
240 327 123 150 168 158 162 =1 1 5 4 A 3
245 327 120 {44 164 154 261 0 3 4 4 4 ]
250 326 114 143 1h} 150 256 1 h 3 3 4 9

76



r

L4

g
i
17
]
73
17
3
14
3
41
43
48
31
39
fi
3
il
74
T
30
85
Ry
uq
v
T
Tk
11t
114
114
14
1ib
130
143
I ik
147
145
14y
152
157
ihl
iBS
69
117
177
i1
18h
187
1498
194
200

QUMFR Arumialivan

aaua resi- 14 horas A noras b horas

dual

i

)
ih
A
b
B
iA
4]
44
51
59
hi)
b3
74
75
80
A5
40l
95
101
105
19
115
114
174
130
tid
1R
147
147
150
15%
157
h)
1A
17!
175
180
183
188
197
195
FilR!
203
2017
10
215
219
227
127

Y
1]

2
2h
i
34

4]
49
33
58
hd
b8
3l
77
87
Hh
41
45
ud
103
107
12
115
114
1/4
i3y
133
137
147
146
151
158
150
1h5
[ht
171
176
180
184
148
19}
195
201
204
e
213
216
216

H
13
15
19
7
6
9
i
34
19
4]
4]
4y
57
58
bl
63
L]
7
73
78
LY
34
Hb
a1
4d
UH
Liki
1]
iy
Lz
15
170
173
126
130
13
138
141
143
147
137
1954
159
163
166
m
175
179
183

fi
L]
[
12
15
16
20
27
4
2
29
10
3
34
13
39
40
4/
44
47
4§
i1
54
54
4
57
59
il
h2
b6
67
70
77
74
76
78
Al
82
GL)
87
A9
47
94
97
99
102
103

110

r

;

1
14

[

1
9718
4474
4n 34

17 hid

Al

23

7446
'h34

26 406

29
3

9268
447f

15 208
37 A48h

42

2496

44 8902
48 411
52.812
37 213
bl h14

3
bk

1348
6334

70 416
74 417

78
&2
gh
8a
93
97
10
1na
109
110

3378
7388
2596
Nz
iz
022
3474
7433
1444
9057

114 42k

17,

1e

124,

D6bb
W12
9864

127 628

131
133
138
141

1408
7904
1914
N7

145 233

148
151
155
157
163
164

7538
1044
7454
5558
nn”
5974

167 238
108 172 5192
176 04

OASUD0 MIYTo de nxidenn

aaus residual 1l joras A horas h NOTAS aqua

0

5 7304
TEY
13 0997
17 1477
2 JR6I
24 4]
i1 8358
33 Inh7
Ih 0728
41 7537
45 0285
46 127
53. 2155
60 5838
6] 4025
hy 446
6% 5895
13 H83
77 7765
B2 6887
B5 9635
B4 2383
4 1505
97 4253
101 5188
106 431
106 7054
117 980k
116 2554
120 34R%
147 RS
126 HORS5
126 5359
132 n704
136 7220
139 9477
143 3725
147 366
14% 821
153 9154
157 1904
159 /4p5
164 5347
1hn 1061
169 4704
171 927
176, 0205
179 29533
181 7514

i
¢
13

il
7497
4633
Than

17 206

a2

6T

25 809

7
33
b
42
45
40
55
58
61
b
70
73
78
Al
84
A8
92
4h
48
1)
106
110
114
17
127
125
174
134
136
14}
145
147
151

PRLLE:
5317
1320
1547
5959
4974
0597
5004
0813
241]
5444
1255
2873
7285
004
LYY
0521
3536
0345
3757
6777
9TR7
4109
GLIB!
1676
LYIRT)
4ns i
2068
1877
94495
1407
1113
414

154 854

158
161
165
167
172
176

179

183

183

2457
7364
1774
7585
9203
3613
8077
2439
8248

185 A449 185 8248

]

t

T
73
75
79
81
Hd
HH

94
uR
1““

113

il
77

Tt

15185
f1133

h1Rg

i 4187

|03
§214
6238
1271
CYAL}
R104
1343
3364
2406
9477
7441
1474

14497
5751

15dn
8574
658A
inih
Wh37
LLSLE]
768h

a7

5715
1763
LEET
3805

108 R4

1
113

7861
4587

117 09

10
14
176
128
137
136
138
143
145
149
154
161
164

7031
2966
aag7
8001
4029
90164
T07H
2113
8141
3167
ng7
06223
2733
8281

n“
7
g

19

0
1578
724}
4468
156

12 882

13

R HE

17 174

18
18
20

24

1348
§u3h
hl12

21 47

a5z

25 764

2%
29

h278
1992

EHIRE

3

4937

34 351

36
37
40
4]
43
4h
4
48
4
il

0696
7871
3636
1204
T98%
1752
1751
0928
4516
HhiZ

51 528

53
ah
57

1454
fB A
334k

hit 11

hl

b3
fit
f9
70
3
74
76
T4
80
83
83
87
a8
92

8336
2688
i8ha
7628
421
8568
7156
4332
0094
1272
in3a
0212
5976
4564
7504

94 468

vainres netos e respirarion
il horas 8 noras

regiduat
il

B = bt i B ABR e S b= B a bt e g e

B T T e e R I o L e == e e

=]
I
-1
1

P - N DE g e

Ll - LR B i — S B L ST e -

h nAnras
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sumas arnpuiatjvas consumn netn de aximena
amis i noras A horas 6 horas amua residual 10 horas B horas t horas

residial i 0 1 ]
: i ? -3 4 BBE7 N1 7zah -2 3764
) -1 f -4 | 7h04 -0 BIA7 § -3 4352
i n =7 -6/ Hd4fiA 0 -1 77206 -5 1578
q i <] -9 3508 0 8187 -0 BaDY -h B704
D 2 ] -100 3 7812 ) 6374 RAN3 -B 588
A 3 -1 =11 7 041y 2 4561 -) 8603 -0 4463
g A -1 =10 7 9218 3 274F -0 A6D3  -R 988
11 3 -2 -1% 0 9 6827 4 0935 -1 7206 -10 3056
Lil 4 -4 =19 W B0Z 3 274" -3 4417 -1) 882
14 % -1 =17 17 3228 4 0935 -0 B6D3 -14 9946
Lk b -1 -19 14 0832 4 %1722 -0 8603 -16 3172
18 g -h =21 15 Ad3n o 4% -5 1618 -18 0348
17 h =2 -24 14 0634 4.9122 -1 7706 =20 6112
18 3 -3 =27 158436 40935 -2 5809 -23 1876
i 5 -7 =20 17604 4 (935 -1 706 -24 9052
23 7 -4 =30 20 2446 3 7300 -3 4417 -25 74
i f =7 =32 19 3644 4 9172 -6 0221 -27 4816
233 7 -h =35 20 244n 5 7300 -5 iR18 -30 058
4 4 -1 -37 211248 7 3683 -h 0221 -31 779
26 8 -7 =37 22 4852 9 0057 -h 0221 -31 7754
8 12 =7 -16 24 6450 U 8244 -6 0721 -33 403]
" 13 -7 -47 15 S75R 10 6431 -6 0221 -36 0696
Bl 14 -10 -44 76 406 11 4R1R -R nD3 -37 TR7D
4ij 19 =10 =45 26 406 12 /805 -B n03 -38 h46
1 & -i0 -48 27 7857 12 7805 -8 AD3 -41 2224
3 1h -12 =51 28 1nhh4 13 0992 -10 3236 -43 7984
4 16 =13 =55 7% 0768 13 0462 -1 130 -47 234
ih 18 -14 =9t 31 ART] 14 T3bh -1 044 -48 1978
37 18 -14 -0% 37 5674 14 7366 -17 11447 -49 §104
WA 17 -15 -hl 33 4476 13 Q179 -1) wias -37 3864
34 tH -14 -84 34 378 14 7366 -1J Na4) -5i 6697
il 18 -1% -h7 30 208 14 7366 -12 9045 -33 2456
a) 19 =13 -6 36 0BRZ 15 8553 -11 183V -23 24564
a1 Al =33 -0 36 ugHZ 16 374 -11 1839 -54 1044
43 &2 =1t -6t 37 Harn 14 D114 -1 Tnd -56 0HBO8
4/ N ~13 -07 36 und4 16 374 -12 904y -57 5396
45 20 -1b -69 30 b0y 16 374 -i3 TH4R -50 2572
43 {2 -14 =70 47 J496 14 4114 -12 D447 -h0 114
45 23 -1 -77 47 7496 18 H3ul -13 TR4R -6 5334
52 P -18 =72 45 7704 20 4675 -195 4854 -b1 4336
51 17 -18 =75 44 8902 27 1040 -15 4854 -4 41
53 i -17 =77 4h A306 22 1049 -14 6251 -66 1276
54 b -18 =77 47 5306 72 9236 -15 4B54 -66 1276
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Piquerol A en combinacién con una solucién de glucosa a una concentracion de 300 mg/l.
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