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Resumen

IHPLUS® activado es un bioproducto cuyo componente activo son los microorganismos eficientes. Actualmente se ha utilizado en múltiples cultivos agrícolas, en ganadería y como biorremediador de sitios contaminados. Para la extensión de sus usos es necesario evaluar y caracterizar los posibles riesgos ecotoxicológicos por exposición en los ecosistemas terrestres y acuáticos. En el estudio se evaluó la toxicidad por exposición única del IHPLUS® activado en especies bioindicadoras ambientales y de diferentes niveles tróficos de la cadena alimentaria. Los biomodelos experimentales evaluados fueron Lactuca sativa L., Artemia sp. Leach, Poecilla reticulata Peters, Physella acuta Draparnaud y Eisenia foetida Savigny. Los ensayos se realizaron por las metodologías para plaguicidas microbianos emitidas por la EPA de los Estados Unidos y por la OECD y adaptadas para este tipo de producto. Se expuso el bioproducto a los organismos a una concentración elevada y se midieron los efectos letales y subletales. Con los resultados se calcularon las concentraciones letales para clasificar el producto como no tóxico para ambientes terrestres y como tóxico para ambientes acuáticos, a las concentraciones recomendadas para uso en cultivos terrestres, por lo que no resulta probable su uso a dichas concentraciones en ecosistemas acuáticos. Las evaluaciones realizadas sugieren continuar otras evaluaciones de seguridad ecotoxicológica en organismos terrestres para establecer el potencial ecotóxico del IHPLUS® activado.
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Abstratct

Activated IHPLUS® is a bioproduct whose active component is efficient microorganisms. Currently it has been used in multiple agricultural crops, in livestock and as a bioremediation of contaminated sites. For the extension of its uses it is necessary to evaluate and characterize the possible ecotoxicological risks of exposure in terrestrial and aquatic ecosystems. The single exposure toxicity of activated IHPLUS® in environmental bioindicator species and at different trophic levels in the food chain was evaluated. The experimental biomodels evaluated were Lactuca sativa L., Artemia sp. Leach, Poecilla reticulata Peters, Physella acuta Draparnaud and Eisenia foetida Savigny. The trials were conducted using the methodologies for microbial pesticides issued by the US EPA and the OECD and adapted for this type of product. The bioproduct was exposed to the organisms at a high concentration and lethal and sub-lethal effects were measured. The results were used to calculate lethal concentrations to classify the product as non-toxic to terrestrial environments and toxic to aquatic environments, at the concentrations recommended for use on terrestrial crops, and thus unlikely to be used at such concentrations in aquatic ecosystems. The evaluations carried out suggest continuing other ecotoxicological safety evaluations in terrestrial organisms to establish the ecotoxic potential of activated IHPLUS®.
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1 Introducción

En la actualidad, el uso de bioproductos está en incremento debido a la creciente concientización social para el cuidado del medio ambiente, esto ha traído como consecuencia su uso en diferentes ramas. En nuestro país se producen algunos de estos productos de vital importancia mediante tecnologías de microorganismos eficaces (Blanco-Betancourt et al., 2017).

IHPLUS®, registrado como marca en 2011 por la Oficina Cubana de Propiedad Intelectual (OCPI), dio origen a la tecnología cubana basada en microorganismos eficientes. Este bioproducto, producido en la Estación Empresarial “Indio Hatuey” en Matanzas, es una mezcla de diferentes microorganismos tanto aerobios como anaerobios. Estos son fisiológicamente compatibles y mutuamente complementarios, coexisten en equilibrio en un cultivo líquido y pueden ser aplicados como inoculantes para incrementar la diversidad microbiana de suelos y plantas. Tiene un color carmelita anaranjado, olor agradable a vino, pH de 3,52 y ausencia de microorganismos patógenos, debe mantenerse a una temperatura ambiente de 20-30 °C y protegido de la luz. Se ha demostrado el favorable impacto en el rendimiento de varios cultivos de importancia para el país  y en el mejoramiento de animales domésticos de interés económico, como el cerdo (Tellez y Orberá, 2018) . La aplicación de esta tecnología en los biodigestores incrementa la cantidad de biogás. Con su uso se han controlado los olores en instalaciones de producción avícola y a la par, ha sido empleado en el tratamiento de residuales líquidos.

Sin embargo, la introducción de cualquier organismo viviente en el ambiente es a menudo un paso irreversible, por lo que debe hacerse con cautela para que el organismo no interfiera con el funcionamiento natural y/o cause toxicidad en las especies no-diana que cohabitan en el ambiente. De ahí que la seguridad del bioproducto deba ser considerada a todos los niveles, sobre todos los miembros del ecosistema y sobre el ecosistema mismo (Chang, 2014). Para ello, se realizan pruebas toxicológicas las cuales permiten realizar mediciones experimentales del efecto de agentes químicos o físicos en sistemas biológicos, estableciendo relaciones con la concentración-respuesta bajo condiciones controladas en el campo en el laboratorio. Debido al amplio rango de sensibilidades de los organismos se hace recomendable utilizar diferentes especies en las evaluaciones de toxicidad ambiental denominadas biomodelos de experimentación. Estos forman una alternativa real de investigación en diferentes áreas del conocimiento, contribuyendo transcendentalmente al bienestar humano y animal.

Este gran grupo de pruebas evalúa efectos sobre organismos no-diana entre los que se incluyen plantas, peces, artrópodos beneficiosos, aves y mamíferos, aunque como es lógico, siempre se aceptan otros miembros de los ecosistemas que potencialmente serán expuestos, siempre que estén bien representados en dichos sistemas (Chang, 2014).

Puesto que los efectos de la utilización de este producto en diferentes volúmenes en varios ambientes no han sido corroborados, resulta indispensable la evaluación de los efectos que produce en los diferentes ambientes. De esta forma, se caracterizará el riesgo tóxico potencial de la acción única, aditiva o sinérgica que tiene la muestra sobre varios ecosistemas, haciendo que estos tomen relevancia para el monitoreo ambiental (Adams y Greeley, 2000).

2 Materiales y métodos

2.1 Lugar donde se realizaron los estudios

Todos los estudios ecotoxicológicos fueron realizados en los Laboratorios de Toxicología del Departamento de Investigaciones Biológicas del Centro de Bioactivos Químicos en la Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas (UCLV), Santa Clara, Villa Clara, Cuba.

Las determinaciones de los parámetros de calidad de las muestras de suelos utilizados en varios estudios ecotoxicológicos fueron realizados en el Departamento de Investigaciones de Suelos del Centro de Investigaciones Agropecuarias perteneciente a la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la misma universidad.

2.2 Identificación de la sustancia de ensayo y del vehículo

Nombre del producto: IHPLUS® activado. 

Composición: producto resultante de la fermentación líquida anaerobia de microorganismos nativos provenientes de una fermentación sólida que contiene bacterias aerobias y anaerobias, levaduras, hongos y lactobacilos, de origen natural, no manipulados genéticamente, utilizado como inóculo para la producción del fermentado líquido.

Características Organolépticas: 

Color: carmelita anaranjado.

Olor: agradable a vino

pH: 3,52 

Tabla I. Determinaciones microbiológicas realizadas al IHPLUS® activado por el centro productor

	Conteo total de microorganismos (UFC)

	Conteo total de bacterias aerobias
	>105

	Conteo total de bacterias anaeerobias
	>105

	Conteo total de hongos y levaduras
	>105

	Conteo total de lactobacilos
	105

	Microorganismos patógenos

	Escherichia coli
	No presencia

	                  Microorganismos patógenos
	

	Staphylococcus aureus
	No presencia

	Pseudomona aeruginosa
	No presencia

	Salmonella typhi
	No presencia

	Coliformes fecales y totales
	No presencia

	Shigella
	No presencia

	Clostridium perfringens
	No determinado


Procedencia de la sustancia de ensayo: Estación Experimental de Pastos y Forrajes “Indio Hatuey”.

Lote de producción: IH-19-02

2.2.1 Vehículo

Los vehículos a utilizar para diluir el bioproducto fueron agua de mar artificial (AMA), agua potable declorada y agua destilada. 
2.3 Preparación de la sustancia de ensayo

Primeramente, se comprobó la cuantificación de los microorganismos presentes en el biopreparado mediante el método de Recuento de Colonias en Placa. El objetivo de este análisis fue corroborar la calidad microbiológica del producto recién recibido para posteriormente iniciar los ensayos ecotoxicológicos.

A partir del producto líquido suministrado por el productor, se añadió la cantidad suficiente para ajustar a las concentraciones de ensayo de 6 % y 106 UFC de microorganismos totales. 
En cada ensayo de toxicidad se utilizó además de los grupos de tratamiento o exposición del producto en estudio y los grupos controles no expuestos, un grupo con el producto inactivado para evaluar la posible influencia de los componentes no bióticos sobre la toxicidad del mismo. Para inactivar el biopreparado con determinada concentración, se esterilizó la cantidad necesaria durante 1 h en autoclave. El producto fue utilizado inmediatamente posterior a su preparación y el ensayo se realizó a temperatura del laboratorio, de 22°C a 25°C. 
Para la determinación de la concentración letal media (CL50) en los ensayos se prepararon diferentes diluciones de IHPLUS® activado (Tabla II). Solo en el caso de la determinación de la toxicidad en Eisenia foetida no fue necesaria dicha determinación por aspectos como los antecedentes de uso de productos semejantes o del mismo origen, e inclusive usos en campo del mismo producto en estudio. En algunos ensayos se realizaron evaluaciones paralelas donde se expusieron grupos experimentales de diferentes especies a la concentración de 106 micro-organismos totales / ml de medio, magnitud recomendada por varias guías internacionales rectoras de este tipo de evaluación, pero aplicable en algunas especies.

Tabla II. Rango de concentraciones, factores de dilución y vehículos utilizados en las evaluaciones ecotoxicológicas del IHPLUS® activado
	Ensayo
	Concentraciones (rango)
	Conc. recomendada por guías
	Factor de dilución (FD)
	Vehículo

	Lactuca sativa
	12 % -0,37 %
	-
	1:2
	Agua destilada

	Artemia sp.
	6 % -2,5 %
	-
	1:1,19
	AMA

	Poecilla reticulata
	3,7 % -3 %,
	106 UFC/ml de agua
	1:1,053
	Agua declorada

	Physella acuta
	6 % -2,5 %,
	106 UFC/ml de agua
	1:1,19
	Agua declorada

	Eisenia foetida
	6 % y 106  UFC/g
	106 UFC/g de suelo
	-
	Agua destilada


2.4 Ensayo de inhibición de la germinación y elongación de la raíz en Lactuca sativa
2.4.1 Sistema de ensayo

Se usaron como biomodelo semillas de Lactuca sativa L. (lechuga) proveniente de la Empresa Provincial de Semillas Varias de Villa Clara, certificadas por el Laboratorio de Sanidad Vegetal de Villa Clara con viabilidad probada de al menos el 90% y libre de plaguicidas. Las semillas se agruparon por tamaño y morfología y se escogió el grupo más uniforme para su inclusión en el ensayo definitivo.

2.4.2 Condiciones de mantenimiento 

A las semillas a utilizar se les realizó la validación de la germinación, previo a su inclusión en el ensayo. Las semillas aceptadas se guardaron en frascos tapados en refrigeración (15°C ± 2°C) hasta el ensayo.

2.4.3 Condiciones ambientales

En el local de ensayo se mantuvieron las siguientes variables climáticas:
Temperatura: (23°C ± 2°C).

Iluminación: artificial, para la lectura de los resultados.

2.4.4 Distribución y formación de grupos experimentales

Se conformaron 8 grupos experimentales: 6 grupos que se expusieron a concentraciones seriadas a partir de una concentración del producto del 12 %, con un factor de dilución de 1:2, un grupo control negativo de agua destilada y un grupo con el producto inactivado a una concentración del 6%. Cada concentración se replicó tres veces. Se asignaron aleatoriamente 20 semillas (60 por concentración) por placas de Petri de 11 cm de diámetro. 

2.4.5 Observaciones clínicas

En las semillas de cada grupo se realizaron las siguientes observaciones, las que correspondieron a las variables respuesta:

- Ocurrencia o ausencia de germinación como efecto letal del estudio.

- Magnitud de la elongación o inhibición de la radícula o raíz en las semillas germinadas como efecto no letal del estudio.

2.4.6 Determinación de la CL50 y CI50

Se calculó el porcentaje de germinación por cada una de las concentraciones determinadas mediante la ecuación: 
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Ecuación 1
Con los datos de las diferentes concentraciones ensayadas se confeccionó la curva dosis-respuesta y se determinó la CL50 de la germinación como efecto letal.

La concentración inhibitoria media (CI50) de la elongación de la raíz, como criterio de efecto subletal se determinó empleando la ecuación:

Longitud promedio de radículas tratadas

%inhibición = 100 x  

Longitud promedio de radículas controles 

Ecuación 2
Ambas determinaciones, la CL50 y la CI50, fueron calculadas por ajuste no lineal a una curva sigmoide a través del software Statistica (2016). Los datos fueron tabulados y procesados con la hoja de cálculo Microsoft Office Excel 2007.

2.5 Ensayo de toxicidad aguda en Artemia sp.

2.5.1 Sistema de ensayo 

Se utilizaron nauplios o larvas de la especie Artemia sp. de 24 h de eclosionadas a partir de quistes que fueron suministrados por el Centro de Investigaciones Pesqueras de La Habana. 

2.5.2 Condiciones de mantenimiento 

Se desenquistaron los crustáceos adicionando 45 mg de quistes en 450 ml de AMA. Dicho medio se aireó a saturación 15 minutos antes de colocar los huevos y durante el tiempo de incubación (24 h). En este periodo se mantuvo el recipiente de cultivo iluminado constantemente con una intensidad de al menos 2000 Lux para garantizar una adecuada eclosión. 

El AMA para desenquistamiento, cultivo y ensayo cumplió con los siguientes parámetros:

· pH: 9.

· Temperatura: 25 oC - 30oC.

· Aireada constantemente con un aireador.

El cultivo de eclosión se vertió en una placa de Petri, se cubrió la mitad de la placa con material opaco, de manera que el fototropismo de las larvas hacia la parte descubierta facilitara el pipeteo de alícuotas (100 µL), que contuvieran al menos 10 larvas, y el mínimo contenido de restos sólidos no vivos. Este volumen se adicionó a las placas del ensayo que contenían 2,4 ml de AMA y producto en estudio, para un volumen final de ensayo de 2,5 ml. Una vez montado el sistema de ensayo se mantuvieron en oscuridad por 24 a 48 horas de incubación. 

2.5.3 Condiciones ambientales

Temperatura del laboratorio: 25oC ± 2oC

Iluminación: artificial durante la eclosión, y oscuridad durante el ensayo.

Aireación: solo en el cultivo, en las placas de ensayo no fue necesario.

2.5.4 Distribución y formación de grupos experimentales

De forma preliminar se evaluaron concentraciones decrecientes del producto en estudio, primero con diluciones seriadas 1:2 y 1:10 en 2 placas. En paralelo, para cada una de las series de diluciones evaluadas se conformaron 2 placas con las mismas proporciones, pero utilizando el producto inactivado. En cada ensayo y placa se incluyó un grupo control con solo AMA y con el mismo número de animales y réplicas que los grupos experimentales. 

Posteriormente se realizó el ensayo principal o definitivo para estimar la CL50 con un grupo control con AMA y 5 concentraciones decrecientes obtenidas mediante un factor de dilución calculado y que se encontraran entre la mínima concentración que produjo el 100 % de mortalidad y la máxima que no produjo mortalidad en las larvas.

En otros estudios se formaron grupos con la misma cantidad de larvas y réplicas para elucidar el factor o parámetro que pudiera ser el factor determinante en la mortalidad en los organismos de ensayo, además de evaluar la concentración prevista para su uso en la agricultura. Para ello de evaluó dicha concentración, es decir, IHPLUS® al 6 % en AMA en 3 condiciones diferentes (Tabla III). Siempre se incluyó un grupo control con medio AMA inalterado. 

Tabla III. Influencia de varios factores sobre la toxicidad del IHPLUS® activado 
	Grupo
	Concentración
	Variable modificada
	Factor de toxicidad

	IHPLUS®
	6%
	-
	Toxicidad real

	IHPLUS® inactivado
	
	Inactivación
	Ausencia de microorganismos viables

	IHPLUS® ajustado
	
	pH ajustado a 7
	pH

	Control
	-
	-
	-


El pH en la tercera variante fue ajustado a 7 mediante adición de carbonato de sodio, medio por el cual se ajusta dicho parámetro químico en la fórmula de AMA.

A cada grupo de todos los ensayos se le asignó al azar al menos 40 larvas, distribuidas en 4 réplicas de al menos 10 individuos cada uno. Cada réplica de grupo permaneció en su respectivo pozo de placas de 24 pozos de polipropileno y estériles. Dichas placas se identificaron mediante un código que permitiera realizar las lecturas a ciegas por el personal indicado. 
2.5.5 Observaciones clínicas

Las larvas se observaron mediante lupa o microscopio estereoscópico a las 24 y 48 horas de exposición y se registró en cada pozo y grupo la relación vivos y muertos. La variable de respuesta que se midió fue mortalidad, medida como la ausencia de motilidad en los nauplios por al menos 10 segundos. 
2.5.6 Determinación de la CL50

Se calculó el porcentaje de letalidad para cada grupo mediante la ecuación: 

[image: image2.png]Individuos muertos

oLetalidad (‘I'ataldemdwldm)s %100




Ecuación 3
Con los datos obtenidos a diferentes concentraciones se confeccionó la curva dosis-respuesta. La CL50 se determinó por ajuste no lineal a una curva sigmoide utilizando el paquete estadístico Statistica (2016). Dicha metodología de cálculo fue aplicada para todos los estudios realizados.

2.6 Ensayo de toxicidad aguda en Physella acuta.
2.6.1 Sistema de ensayo

Los especímenes seleccionados para este estudio fueron juveniles de menos de 72 h de Physella acuta obtenidos por cría artificial, con alimentación y condiciones controladas, en instalaciones preparadas para este propósito. Los organismos que se seleccionaron provenían del mismo lote de crías, con buen estado de salud, y similar tamaño.

2.6.1.1 Determinación del crecimiento microbiano en el medio de mantenimiento  

Se realizaron análisis microbiológicos del medio acuático o agua de mantenimiento del biomodelo en tiempo 0, 4 días (tiempo en que se comienza a cambiar el agua de mantenimiento) y 30 días post-exposición al producto. Se evaluó la presencia de Hongos (Filamentosos y levaduriformes) y Bacterias por el método de dilución en placa, como se describió en el punto de Preparación de la sustancia de ensayo.
2.6.2 Condiciones de mantenimiento 

Los moluscos se mantuvieron en vasos de polipropileno de 250 ml de capacidad, tapados y con un volumen de 100 ml de agua declorada, en las mismas condiciones, durante 2 días antes del ensayo. El número de individuos en cada vaso fue de 10. 

El alimento consistió en una suspensión de pienso para peces al 4 %, producido y certificado por el CENPALAB, Cuba. El pienso fue triturado, tamizado (0,045 mm) y suspendido en agua declorada. De esta suspensión se añadieron 200 µL por recipiente diariamente. 

2.6.3 Condiciones ambientales

En el local de ensayo se mantuvieron las siguientes variables climáticas:

Temperatura: 23°C ± 2°C.

Iluminación: artificial con ciclos de luz/oscuridad de 12/12 horas.

Características del agua: se utilizó agua potable declorada con características químico-físicas aceptables para el ensayo (American Public Health Association, 1999): dureza de 10 mg/L a 250 mg/L CaCO3, conductividad de 1500 μS/cm, pH de 6.5 a 8, temperatura 23°C ± 2°C y concentración de partículas por debajo de 20 mg/L.

2.6.4 Distribución y formación de grupos experimentales

Una vez obtenidas las formas juveniles de Physella acuta de una cohorte de 72 h de eclosión, se conformaron 4 grupos experimentales para un primer ensayo, los que fueron: un grupo tratado con una concentración de 106 microorganismos por ml de medio, otro con la concentración propuesta para uso por el productor (6 %), un grupo con el producto al 6 % inactivado y un grupo control con agua declorada. A cada grupo se le asignaron aleatoriamente 40 moluscos, distribuidos en cuatro réplicas de 10 individuos. Cada recipiente se identificó con un código que permitió realizar las lecturas a ciegas por el personal indicado. 

Como medida de la calidad del medio de mantenimiento fueron determinados los parámetros de calidad pH, conductividad y oxígeno disuelto en muestras aleatorias de los 4 grupos experimentales (tratado 6%, tratado 106 UFC/ml, inactivado 6% y control). 

Como se presentó mortalidad en los grupos experimentales de la primera evaluación se procedió a  la determinación de la CL50, en la que se realizaron diluciones seriadas con un FD de 1:1,19 y fueron conformados 6 grupos experimentales entre la concentración 6 % y 2.5 % de IHPLUS® activado, cada grupo con 4 réplicas de 10 individuos. En este caso también se utilizó un grupo control sin tratamiento. 
En otro estudio paralelo se utilizaron 2 grupos  experimentales con producto inactivado a la concentración del 6%, pero uno de ellos con pH ajustado a 7 con carbonato de sodio, para determinar la posible influencia de dicho factor en los efectos tóxicos del IHPLUS® activado sobre Physella acuta.

2.6.5 Observaciones clínicas

Los moluscos se observaron durante las cuatro primeras horas y a intervalos de 24 horas hasta completar el tiempo de estudio. Las variables de respuesta que se midieron fueron: mortalidad y efectos subletales (desadherencia y desprendimiento cefálico). Para ambos casos se realizó el cálculo del porcentaje a partir del total de individuos expuestos. 

2.6.6 Determinación de la CL50
Se calculó el porcentaje de mortalidad para cada grupo de moluscos mediante la ecuación: 
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Ecuación 4
Para el cálculo de la CL50 a las 96 horas, se utilizó el ajuste no lineal a una curva sigmoide, para lo que se empleó el paquete estadístico Statistica (2016). 

2.7 Ensayo de toxicidad aguda en Eisenia foetida
2.7.1 Sistema de ensayo

Se emplearon lombrices adultas cliteladas (más de 2 meses de edad) de la especie Eisenia foetida (lombriz de tierra) con un peso promedio entre los 300 mg y 600 mg, procedentes de la cría artificial en instalaciones preparadas para este propósito en el Centro de Bioactivos Químicos. 

Para mantener los animales se obtuvieron volúmenes de sustrato natural CIAP 05, certificado y caracterizado por el Centro de Investigaciones Agropecuarias (CIAP). Este sustrato procedió de un reservado especial de la UCLV “Antillasˮ, Campo No. 9. La caracterización microbiológica fue realizada por el CBQ. Se trató de un Suelo Pardo con Carbonatos (Pardo CO3).
2.7.1.1 Caracterización microbiológica del suelo

Se determinó la flora microbiana del suelo a utilizar como sustrato de mantenimiento de las lombrices durante el ensayo mediante conteo totales de bacterias y hongos (levaduriformes y filamentosos). Dichas determinaciones arrojaron los siguientes resultados: 

· Hongos Totales: 1,61x106 UFC/g de suelo

· Bacterias Totales: 2,13x1011 UFC/g de suelo

Igualmente se realizaron las anteriores determinaciones a los 28 días post-exposición para evaluar la dinámica de la flora microbiana en el sustrato al finalizar el período de exposición.  

Para mantener la humedad se hicieron pesadas de las magentas cada 7 días y se incorporó el volumen de agua destilada necesaria. 

2.7.2 Condiciones de mantenimiento 

Las lombrices estuvieron en contacto con suelo humedecido con una suspensión acuosa de la sustancia a ensayar, administrada a una dosis única. Cada conjunto fue colocado en un contenedor plástico que contenía suelo húmedo con la sustancia de ensayo en un volumen que garantizó el porcentaje de humedad requerido para la especie, el grupo control recibió el equivalente en agua destilada. Las lombrices no recibieron alimento durante el ensayo.  

El alimento se proporcionó una única vez en el sustrato inicial, consistente en estiércol vacuno inactivado. Al suelo se le analizó previamente pH y contenido de humedad. A partir de estos resultados se ajustó el contenido de humedad al 40 % por peso de suelo. Para alcanzar estos niveles de humedad en el suelo se utilizó suspensión acuosa del producto a evaluar (Grupos tratados), suspensión acuosa del producto inactivado (Grupo inactivado) y agua destilada (Grupo control). 

2.7.3 Condiciones ambientales

Todos los animales se mantuvieron durante los estudios en locales de ambiente controlado con las siguientes variables:

- Temperatura: 20°C ± 2°C.

- Intensidad de iluminación: 400 lux a 800 lux.
2.7.4 Distribución y formación de los grupos experimentales

Las lombrices que cumplieron con los criterios de selección fueron aleatoriamente asignadas a los grupos experimentales. Un total de 160 lombrices se emplearon en el ensayo, distribuidas en 4 grupos experimentales.

Grupo 1 (control): Se conformó con 40 individuos, los cuales se encontraron distribuidos en 4 contenedores plásticos (10 individuos por contenedor), y recibieron agente humectante, en este caso fue agua destilada. 

Grupo 2 (inactivado): Se conformó con 40 individuos, los cuales se encontraron distribuidos en 4 contenedores plásticos (10 individuos por contenedor) y recibieron una suspensión acuosa al 6 % del producto de prueba inactivado según fue descrito anteriormente. 

Grupo 3 (tratado): Se conformó por 40 individuos, los cuales se encontraron distribuidos en 4 contenedores plásticos (10 individuos por contenedor) y recibieron una suspensión acuosa al 6 % del producto de prueba. 

Grupo 4 (tratado): Se conformó por 40 individuos, los cuales se encontraron distribuidos en 4 contenedores plásticos (10 individuos por contenedor) y recibieron una suspensión acuosa con recuento de 106 microorganismos totales por ml del producto de prueba. 

Todos los contenedores fueron identificados con un código que permitiera realizar las lecturas a ciegas por el personal indicado.

2.7.5 Observaciones clínicas

Se realizaron observaciones en todos los contenedores a los 7, 14, 21 y 28 días después de iniciado el ensayo. Fueron registradas las variables de respuesta muerte (variable de respuesta letal) así como signos clínicos subletales (variable de respuesta subletal): evolución de la masa corporal, consistencia blanduzca del cuerpo de la lombriz, pérdida de fluido celómico, daños apreciables en la región clitelal, presencia de abultamientos y constricciones en diferentes regiones del cuerpo. 
2.7.6 Análisis estadístico

Una vez aleatorizado y conformado los cuatro grupos experimentales, se realizó el test de Shapiro-Wilk para determinar la normalidad de los datos y el test de Levene para verificar la homogeneidad de la varianza de los pesos de todas las lombrices incluidas en cada grupo.

Al término del tiempo del ensayo para los cuatro grupos (control, tratados e inactivado) se determinó el porcentaje de mortalidad (Ecuación 4), y de esta forma se reportaron las medidas de tendencia central y su dispersión para cada grupo. 

Para evaluar si existieron diferencias en el peso corporal entre los cuatro grupos, al inicio y al final del ensayo, se empleó un Análisis de Varianza de dos factores (tiempo x tratamiento) y la prueba Dunnett para definir el comportamiento de la media de los pesos de los tratamientos respecto al grupo control. Antes de aplicar el ANOVA se verificó el cumplimiento de los supuestos paramétricos, normalidad del peso por grupo y homogeneidad de varianza. Para ello se usó las pruebas de Shapiro–Wilk y de C de Cochran, respectivamente. Al no cumplirse los supuestos paramétricos del ANOVA se usó el test no paramétrico de Kruskal-Wallis y las pruebas de comparaciones múltiples para distribuciones libres. Dichos análisis se realizaron a través del software Statistic (Statistica, 2016).

2.8 Ensayo de toxicidad aguda en Poecillia reticulata

2.8.1 Sistema de ensayo
Los organismos de prueba fueron juveniles de ambos sexos de Poecilia reticulata (guppy) criados mediante metodologías establecidas en el centro, con alimentación y condiciones controladas y en instalaciones preparadas para este propósito en el CBQ. Los organismos fueron seleccionados aleatoriamente y provinieron del mismo lote, del cual sus integrantes presentaron buen estado de salud, similar edad (aproximadamente 1,5 meses) y peso homogéneo en un rango de 0,0185 g a 0,0368 g. 
2.8.1.1 Determinación del crecimiento microbiano en el medio de mantenimiento  

Se realizaron análisis microbiológicos del medio acuático o agua de mantenimiento del biomodelo en tiempo 0, 4 días (tiempo en que se comienza a cambiar el agua de mantenimiento) y 30 días post-exposición al producto. 
2.8.2 Condiciones de mantenimiento 

Se emplearon recipientes de vidrio rectangulares con capacidad máxima de 6 L. Se usó un volumen de ensayo de 5 L de agua potable filtrada y declorada (dejada en reposo al menos por 96 h), según fue descrito en acápite “Identificación de la sustancia de ensayo y del vehículo”. 
Los peces fueron alimentados con pienso para alevines, producido, certificado y suministrado por el Centro Nacional de Producción de Animales de Laboratorios (CENPALAB), finamente triturado y tamizado con un tamiz 0,045 mm. 

La densidad poblacional fue de 10 individuos en 5 L de agua, lo cual no sobrepasó el límite recomendado para esta especie (1 g/L), con el fin de no saturar la capacidad del sistema en función de la oxigenación y los residuos de amoníaco. 
La alimentación se interrumpió 24 h antes de comenzar el ensayo, y se reanudó a las 96 h de iniciado el experimento. A partir de este tiempo, se suministró pequeñas cantidades, seis veces al día. 

El sifonado de alimentos y heces en el fondo de las peceras, equivalente a un 20 % del volumen de la pecera, 2 h post-alimentación, y el recambio de agua cada 48 h, a partir de las 96 h (80 % del volumen total de la pecera), evitaron la acumulación de residuos durante el estudio. 

2.8.3 Condiciones ambientales

Se dispuso de sistema de luz artificial sobre las peceras con una intensidad de 900 lux a 1000 lux y fotoperiodo de 12 h luz por 12 h oscuridad, el cual proporcionó un hábitat adecuado para P. reticulata. Además, las peceras presentaron sistemas de aireación para lograr una concentración de oxígeno disuelto superior a 5 mg/L. La temperatura ambiental se mantuvo inferior a 27°C, de manera que la del agua de las peceras nunca rebasó los 25°C.  
2.8.4 Distribución y formación de grupos experimentales

Los peces que cumplieron con los criterios de selección fueron aleatoriamente asignados a los grupos experimentales. Un total de 120 especímenes se emplearon en el ensayo, distribuidos en 4 grupos experimentales.

Grupo 1 (control): Se conformó con 30 individuos, los cuales se encontraron distribuidos en 3 peceras (10 peces por pecera). Este grupo recibió el agua declorada y tratada utilizada en los ensayos. 

Grupo 2 (inactivado): Se conformó con 30 individuos distribuidos en 3 peceras (10 peces por pecera). Este grupo se expuso a una suspensión acuosa al 6 % del producto de prueba inactivado.

Grupo 3 (tratado): Se conformó con 30 individuos distribuidos en 3 peceras (10 peces por pecera). Este grupo se expuso a una suspensión acuosa al 6 % del producto IHPLUS® activado.

Grupo 4 (tratado): Se conformó con 30 individuos distribuidos en 3 peceras (10 peces por pecera). Este grupo recibió una suspensión acuosa con recuento de microorganismos totales de 106 UFC/mL del producto de prueba. 

Las peceras se identificaron con un código que permitió hacer evaluación a ciegas.

En la determinación de la CL50 se conformaron 5 grupos experimentales a partir de la concentración de IHPLUS® activado al 6 % con un factor de dilución 1:1,19. Se utilizó un grupo control sin tratamiento, con la misma cantidad de réplicas e individuos para cada concentración.

2.8.4.1 Determinación de efectos tóxicos del IHPLUS® activado (pH ajustado)

Para analizar los efectos tóxicos del pH del IHPLUS® activado sobre P. reticulata se conformaron cinco grupos experimentales, tres de ellos coincidentes con los grupos 1, 2 y 3 descritos en el ensayo de toxicidad aguda y dos correspondientes a:

Grupo 5: Se conformó con 30 individuos, los cuales se encontraron distribuidos en 3 peceras (10 peces por pecera). Este grupo recibió una suspensión acuosa al 6 % del producto IHPLUS® inactivado ajustado a pH 7 (descrito en Preparación de la sustancia de ensayo).

Grupo 6: Se conformó con 30 individuos los cuales se encontraron distribuidos en 3 peceras (10 peces por pecera). Este grupo recibió una suspensión acuosa al 6 % del producto IHPLUS® activado, ajustado a pH 7.

En todos los experimentos realizados los peces se observaron durante las cuatro primeras horas y cada 24 h hasta completar el tiempo de estudio. Las variables de respuesta que se midieron fueron: mortalidad (variable letal) y efectos subletales (variables subletales) como pérdida de equilibrio, cambios en la actividad locomotora y natatoria, función respiratoria, pigmentación, cambios en la conducta alimentaria, excitabilidad, letargo, mortalidad, peso inicial y final. 
2.8.5 Determinación de la CL50
Al término del tiempo del ensayo para los cuatro grupos (control, tratados e inactivado) y para cada réplica, se determinó el porcentaje de mortalidad por la siguiente fórmula:
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Ecuación 5
Donde: 

%M = porcentaje de mortalidad

TM = Total de muertos

T = Total de peces

El porcentaje de mortalidad de cada concentración se utilizó como variable para la determinación de la CL50, la cual se calculó mediante el test de ajuste de curva sigmoidea, el cual aplica la ecuación descrita por(Serrano Gallego, 2003):
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Ecuación 6
Donde: 

E (%) = efecto (inhibidor o letal) observado a una concentración (C) dada

CE50 = concentración estimada que produce un efecto del 50 % 

n = pendiente de la región central de la curva sigmoide

2.8.6 Análisis estadístico

Para todos los grupos experimentales (control, tratados e inactivado) se midió la normalidad del peso vivo, al inicio y al final del ensayo, así como la homogeneidad de la varianza (Test de Levene). Se tuvieron en cuenta las medidas de tendencia central y de dispersión según el resultado de normalidad.

Para evaluar las diferencias entre el peso corporal de los cuatro grupos, al inicio del estudio se utilizó el test no paramétrico Kruskal Wallis. La diferencia entre el peso de los dos grupos que quedaron al final del ensayo se determinó por la prueba no paramétrica de U Mann-Whitney. La diferencia entre el peso de todos los grupos al inicio y final se realizó por la prueba de Kruskal Wallis, así como el test de comparaciones múltiples para valorar entre cuales grupos existió diferencias. Todos los análisis se realizaron usando el paquete estadístico Statistica versión 10 y se consideró un nivel de significación de 0,05.

3 Resultados y Discusión 

En los ensayos realizados se utilizaron dos concentraciones fundamentales, una a partir del 6 % (concentración máxima recomendada por el productor para ser utilizada en diferentes ambientes) y otra con carga microbiana de 106 UFC/mL, donde se tuvo en cuenta el recuento inicial descrito anteriormente y que se corresponde con la recomendada por la guía de la Agencia de Protección Medioambiental de los Estados Unidos (EPA) EPA OPPTTS. 885.4200 (1996).

3.1 Ensayo de toxicidad aguda de IHPLUS® activado frente a Lactuca sativa
Se ensayaron preliminarmente varias concentraciones a partir del producto puro hasta llegar a la concentración menor en que se obtuvo una inhibición total de la germinación la que fue seleccionada como concentración inicial para el ensayo definitivo, en nuestro caso resultó la del producto al 12 %. En esta concentración se observó una inhibición total (efecto letal total) de la germinación tomando el criterio de la guía de la (EPA, 1996) donde solo se consideran las semillas como germinadas si las radículas alcanzan más de 5 mm de largo. En la anterior concentración todas las raíces emergieron pero no alcanzaron dichas dimensiones en el tiempo del estudio, por lo que se consideró este fenómeno como un efecto retardado. Esto fue observado también en las semillas (35 %) consideradas como no germinadas en la concentración del producto al 6 % (Tabla IV). A concentraciones menores, a partir del 3 %, no se observaron efectos inhibitorios de la germinación.

Tabla IV. Efecto del IHPLUS® activado sobre la germinación de semillas de lechuga 
	Grupo
	% inhibición de la germinación

	Control
	0

	12%
	100

	6%
	35

	3%
	0

	1,5%
	0

	0,75%
	0

	0,37%
	0

	Inactivado
	73,4


El efecto letal sobre la germinación disminuyó al aumentar la dilución de la muestra, obteniéndose una CL50 de 6,89 %, cercana a la recomendada por el productor y a concentraciones inferiores no se presentó ningún efecto sobre este parámetro. En las semillas que no se contabilizaron como germinadas, por no alcanzar el tamaño exigido por la guía, se observó que las raíces crecieron de forma ensortijada, con el extremo distal de coloración parduzca, lo que indicó un efecto subletal sobre el crecimiento de las raíces.

El producto inactivado, evaluado a la concentración sugerida por el productor, provocó una marcada inhibición de la germinación con un valor de promedio de 73,4 %, aunque se observó el efecto de retardo en un 68,3 % del total de semillas expuestas las que no lograron el mínimo de longitud para considerarse como germinadas.

Los resultados del efecto del IHPLUS® activado sobre la elongación radicular (efecto subletal) son mostrados en la tabla V. El efecto inhibitorio medio sobre el crecimiento de las raíces de las semillas que germinaron, efecto evaluado en las consideradas como germinadas con una elongación igual o mayor de 5 mm, se presentó a una concentración cercana a la propuesta por el productor (6 %) con un valor de CI50 correspondiente a una concentración del producto de 5,39 %, efecto que también disminuyó considerablemente al disminuir la concentración del producto. Es necesario aclarar que como en el grupo de la concentración mayor (12%) hubo un 100% de inhibición de la germinación, es decir, un efecto letal total, resultó lógico que no hubiera magnitud respecto a la inhibición de la elongación radicular. 

Tabla V. Efecto del IHPLUS® activado sobre la inhibición de la elongación radicular de semillas de lechuga

	Grupo
	% inhibición de la elongación radicular

	Control
	0

	12%
	-

	6%
	53,92

	3%
	33,07

	1,5%
	23,44

	0,75%
	11,48

	0,37%
	14,16


Existen algunos reportes en la bibliografía de estudios del efecto del IHPLUS® y combinaciones de este con otro bioproducto en semillas de sorgo y remolacha pero a nivel de campo, en condiciones semicontroladas. En estos estudios se aplicaron diferentes combinaciones de tiempo de remojo y concentraciones de los bioproductos. En estos se obtuvo un efecto estimulante en la germinación entre los días 3 y 5 después de la siembra (Solares et al., 2019; Tellez y Orberá, 2018), resultados que no coinciden con los nuestros, ni por la duración del ensayo, ni por el hecho de que las semillas estuvieron, en nuestro estudio, en contacto directo con la sustancia de ensayo durante 5 días, no llegando a observar un mayor desarrollo de las plantas en estadíos posteriores del desarrollo vegetal. 

Es necesario aclarar que la exposición en nuestro caso fue sobre un soporte inerte (papel de filtro) pero que mantuvo el contacto directo del producto con las semillas por todo el tiempo de germinación, factor que consideramos desventajoso para el fenómeno natural y sensible de la germinación. En el caso de estudios en que se utiliza como sustrato suelos, dicho contacto se atenúa por el producto dispersarse e interactuar con los componentes presentes en el mismo, lo que deberá provocar menos efectos deletéreos en el proceso germinativo. 

Además, se debe considerar que al aplicar el producto en suelos estos poseen capacidad buffer o reguladora para resistir cambios de pH cuando se agregan ácidos o bases a la solución del suelo. La capacidad tampón del suelo se debe a la presencia de compuestos que reaccionan tanto con los ácidos como las bases agregadas, manteniendo relativamente constante la concentración de iones H+ (Fassbender, 1987). Esta propiedad se debe a la habilidad de los pares conjugados ácido-base presentes de transferir protones entre ellos; pares que se encuentran en los sólidos edáficos(Jansen van Rensburg, Claassens, y Beukes, 2009; Zapata Hernández, 2004). Con pH ácido, los óxidos de aluminio e hidróxidos de hierro actúan como agentes de amortiguación (Cardona, Álvarez, Carral, y Jiménez Ballesta, 1997) .

Otro factor que pudiera afectar el proceso de germinación es el pH ácido del producto, efecto que se acentúa al permanecer el mismo en contacto directo con las semillas. El agua con un pH extremadamente bajo (ácido) puede limitar el crecimiento y el desarrollo del frijol. En un estudio publicado por "Plant Physiology" en 1991, un pH por debajo de 4,0 detuvo el crecimiento de las raíces de las habas, lo que sugiere que los niveles de pH muy ácidos son perjudiciales para el desarrollo de las plantas. Relacionado con esto existen reportes que recomiendan al pH como óptimo para semilleros de suelo cuando está entre 5,5 y 7 (FAO., 2001).

Además, otros autores reportan que el principal efecto de un pH muy alto o muy bajo es que algunos nutrientes pueden estar disponibles en forma excesiva y ser tóxicos mientras que la disponibilidad de otros puede disminuir y aparecer como deficiencias del cultivo (Howard, M y Gómez, 2001).

De manera general el producto IHPLUS® activado resultó tóxico (inhibición de la germinación) a la concentración prevista de uso en agricultura pero bajo las condiciones experimentales que resultan en un escenario limitadamente predictivo de lo que sucedería en escenarios reales.

3.2 Ensayo de toxicidad aguda de IHPLUS® activado frente a Artemia sp.
Las pruebas se consideraron válidas puesto que no se observó mortalidad en los grupos de control correspondientes, a las 48 horas de montado cada experimento, y se realizó un tanteo para determinar el Factor de dilución (FD) con el producto y con el producto inactivado (Tabla VI).

Tabla VI. Resultados de mortalidad por diferentes concentraciones del IHPLUS® activado en larvas de Artemia sp.
	Grupos
	Dilución
	Concentración (%)
	Mortalidad (%)

	Primer tanteo (dilución 1:2)

	1
	1:2
	50
	100

	2
	1:4
	25
	100

	3
	1:8
	12,5
	100

	4
	1:16
	6,25
	100

	5
	1:32
	3,125
	100

	1-I
	1:2
	50
	100

	2-I
	1:4
	25
	100

	3-I
	1:8
	12,5
	100

	4-I
	1:16
	6,25
	100

	5-I
	1:32
	3,125
	100

	Control
	-
	-
	0

	Segundo tanteo (dilución 1:10)

	6
	1:10
	0,1
	100

	7
	1:100
	0,01
	100

	8
	1:1000
	0,001
	0

	9
	1:10000
	0,0001
	0

	10
	1: 100000
	0,00001
	0

	6-I
	1:10
	0,1
	100

	7-I
	1:100
	0,01
	100

	8-I
	1:1000
	0,001
	0

	9-I
	1:10000
	0,0001
	0

	10-I
	1: 100000
	0,00001
	0

	Control
	-
	-
	0


En estos primeros estudios se apreció que el producto IHPLUS® activado e inactivado induce mortalidad del 100 % hasta la concentración de 0,01 %. A partir de la siguiente dilución, 0,001 %, no ocurrió muerte en las larvas. Un comportamiento similar se observó cuando se evaluó el producto inactivado donde ocurrió similar efecto hasta la dilución 1:100 (0,01 %). 

Los resultados del ensayo principal (IHPLUS® activado) donde se evaluaron 5 concentraciones entre un 0,01 y 0,001% del producto aparecen en la (tabla VII). 

Tabla VII. Resultados del estudio de toxicidad aguda del IHPLUS® activado en Artemia sp.
	Grupos
	Factor de dilución
	Concentración (%)
	Mortalidad (%)
	CL50 (48h)

	1
	1,78
	0,01
	100
	0,042 %

	2
	
	0,056
	100
	

	3
	
	0,032
	0
	

	4
	
	0,018
	0
	

	5
	
	0,001
	0
	

	Control
	-
	-
	0
	


En este experimento se obtuvo que la CL50 del producto fue de 0,042 % en medio AMA. Resultó interesante el comportamiento de la mortalidad, la que al igual que en los tanteos de concentración previos fue total o ausente en los grupos experimentales. A partir de la concentración 0,032 % no ocurrió mortalidad en ninguno de los individuos en prueba.

Respecto a la toxicidad del producto con variaciones en las condiciones de la mezcla, para elucidar el factor responsable de la misma, se obtuvieron los resultados que se muestran en la (Tabla VIII). 

Tabla VIII. Resultados de toxicidad del IHPLUS® activado en Artemia sp. bajo diferentes condiciones

	Grupo
	Concentración
	Condición alterada
	Mortalidad (%)

	IHPLUS®
	6 %
	-
	100

	IHPLUS® inactivado
	
	Inactivación
	100

	IHPLUS® ajustado
	
	pH ajustado a 7
	0

	Control
	-
	-
	0


De los resultados anteriores quedó esclarecido que el principal factor que debe producir la toxicidad del producto, medida como mortalidad en la especie Artemia sp. y en medio salino AMA, es el pH. El pH del IHPLUS® activado resulta muy bajo (ácido) para permitir la viabilidad de las larvas del crustáceo en el medio de ensayo, de hecho al medir el pH de las concentraciones evaluadas resultó que el producto inalterado tuvo pH de 3,2 y el producto al 6 % en AMA tuvo 3,9. Cuando se inactiva la fracción biótica del producto la mortalidad persiste, pero cuando se ajusta el pH del producto a nivel neutro, pH más cercano al medio AMA, no ocurrió mortalidad en las larvas. En este ensayo también resultó que el producto fue tóxico para la especie a la concentración prevista para uso en la agricultura. Igualmente, en estos ensayos la mortalidad se comportó semejante a las evaluaciones anteriores, totales o nulas.

Teniendo en consideración los resultados obtenidos en el experimento y de acuerdo con el sistema de clasificación según la toxicidad/mortalidad, el producto IHPLUS® activado resultó tóxico para larvas de Artemia sp., bajo las condiciones del ensayo y a la concentración propuesta para posibles usos. Pero dicha concentración se recomienda para uso terrestre en cultivos agrícolas, por lo que la extrapolación de este resultado de toxicidad no resulta lógica. Resultaría muy poco probable alcanzar estas concentraciones en mantos acuáticos debido a la aplicación del producto en cultivos terrestres y que posteriormente, mediante fenómenos de arrastre y lixiviación, se le puedan incorporar. 

3.3 Ensayo de toxicidad aguda de IHPLUS® activado frente a Physella acuta

Los parámetros físico-químicos del agua fueron medidos durante el estudio pues resultan de gran importancia (Tabla IX).  

Tabla IX. Comportamiento del pH, conductividad y concentración de oxígeno del medio durante el ensayo de toxicidad del IHPLUS® activado frente a Physella acuta
	No.
	Grupo
	pH
	Conductividad

(µS/cm)
	Oxígeno disuelto

(mg/L)

	1
	Control
	7,21 ± 0,35
	214,46 ± 61,05
	4,21 ± 0,59

	2
	Tratado 6 %
	4,8 ± 0,24
	634,28 ± 6,66
	2,43 ± 1,18

	3
	Tratado 106 UFC/mL
	7,39 ± 0,2
	210,28 ± 4,32
	3,95 ± 0,34

	4
	Inactivado 6 %
	3,89 ± 0,5
	660,67 ± 21,93
	3,26 ± 1,56


En la bibliografía consultada se plantea que valores de pH superiores a 9,0 y menores de 5,8 producen limitaciones en el desarrollo y la fisiología de los organismos acuáticos (Chapman, 1996). Como se puede observar, el pH en los grupos tratados e inactivado con IHPLUS® activado al 6 % se mantuvo por debajo de los parámetros indicados para el biomodelo empleado.
Durante el ensayo de toxicidad aguda o de determinación de la CL50, en los grupos tratados e inactivado con el producto al 6 %, a las 24 horas ya había ocurrido la muerte del 100 % de los moluscos; sin embargo, a las 96 horas aparecieron varias muertes en el grupo tratado con 106 UFC/mL de IHPLUS® activado, lo cual no fue tan significativo pues solo representó un 7,5 % de mortalidad del grupo (Tabla X), mientras que en el grupo control el porciento de mortalidad fue de 2,5 %, nivel aceptable para organismos controles por no superar el 10 %, por lo cual se consideró válida la prueba, según lo establecido en las normas internacionales (EPA OPPTTS 885.4200, 1996; EPA OPPTTS 850.1075, 2016).

Tabla X. Mortalidad en Physella acuta durante el ensayo con IHPLUS® activado
	Grupo
	Tratamiento
	Réplicas (n=10)
	Mortalidad (%)

	
	
	
	4 h
	96 h
	30 días

	1
	Control
	1
	0
	2,5
	2.5

	
	
	2
	0
	0
	0

	
	
	3
	0
	0
	0

	
	
	4
	0
	0
	0

	2
	Tratado 6 %
	1
	50
	100
	-

	
	
	2
	60
	100
	-

	
	
	3
	50
	100
	-

	
	
	4
	70
	100
	-

	3
	Tratado 106 UFC/mL
	1
	0
	0
	0

	
	
	2
	0
	2,5
	2,5

	
	
	3
	0
	2,5
	2,5

	
	
	4
	0
	2,5
	2,5

	4
	Inactivado 6 %
	1
	40
	100
	-

	
	
	2
	50
	100
	-

	
	
	3
	40
	100
	-

	
	
	4
	50
	100
	-


Respecto a los efectos subletales observados, en los grupos experimentales expuestos al producto al 6 % e inactivado en la misma proporción, no se observaron debido a que ocurrió una mortalidad total en los animales. En los grupos control y expuestos al producto a una carga microbiana de 106 UFC/mL tampoco fueron apreciados dichos efectos señalados previamente.

Por la mortalidad mostrada en los grupos experimentales de los anteriores ensayos se acometió posteriormente el ensayo de determinación de la CL50. En la (Fig 1) se muestra el porcentaje de mortalidad de los moluscos en las 6 diluciones decrecientes con FD de 1:1,19, donde se puede apreciar que entre las concentraciones 3,56 % y 4,23 %, se encuentra el 50 % de las muertes, por lo que el cálculo de la CL50 del IHPLUS® activado frente a Physella acuta a las 96 h de exposición resultó 3,78 %.
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Figura 1. Comportamiento de la mortalidad del IHPLUS® activado en Physella acuta
Al analizar el comportamiento de los parámetros físico-químicos del agua (pH, conductividad y oxígeno) de las diferentes concentraciones de IHPLUS® activado a las que se enfrentaron los moluscos, se pudo comprobar que a medida que disminuye la concentración del producto, aumenta el valor del pH. En la tabla XI se puede apreciar que en las dos primeras concentraciones donde se obtuvo un 100 % de mortalidad se corresponden con los rangos más bajos de pH (4,09 y 4,22) y de oxígeno (2,37 mg/L y 2,26 mg/L), dos factores fundamentales para la supervivencia de esta especie. 
Tabla XI. Comportamiento del pH, conductividad y concentración de oxígeno durante la determinación de la CL50 del IHPLUS® activado frente a Physella acuta
	Concentración IHPLUS® (%)
	pH
	Conductividad
	Oxígeno (mg/L)

	Control
	7,33 ± 0,26
	221,17 ± 56,84
	4,21 ± 0,59

	6,00
	4,09 ± 0,39
	569,03 ± 8,49
	2,37 ± 1,36

	5,04
	4,22 ± 0,39
	529,44 ± 5,22
	2,26 ± 1,19

	4,23
	4,66 ± 0,31
	502,89 ± 4,65
	3,08 ± 1,66

	3,56
	5,15 ± 0,26
	468,26 ± 8,52
	2,47 ± 0,93

	2,99
	5,64 ± 0,72
	437,52 ± 5,06
	3,45 ± 0,99

	2,51
	6,14 ± 0,5
	437,73 ± 7,17
	3,06 ± 0,86


Debido a los resultados obtenidos en el primer ensayo, se decidió incorporar en este segundo ensayo (Tabla XII), un grupo con el producto al 6 % inactivado, pero con el pH ajustado para poder determinar si la mortalidad ocurrida en el ensayo anterior se debió a la carga microbiana o al efecto de la acidez del medio y además porque se plantea en la guía de la EPA OPPTTS 850.1075 (2016), ajustar el pH de las soluciones a evaluar, siempre que el cambio de este no afecte la estabilidad de la sustancia de prueba en el agua. 

Tabla XII. Comportamiento del pH y la mortalidad durante la exposición del IHPLUS® activado frente a Physella acuta en los grupos inactivados
	Grupo
	pH
	Mortalidad (%)

	
	0 h
	96 h
	96 h

	Inactivado 6 %
	4,4
	4,5
	100

	Inactivado 6 % (ajustado)
	7,4
	7,4
	20


De este último estudio resultó que el producto inactivado, es decir, sin carga microbiana viable aun produce la muerte de los animales expuestos, atañible en este caso a los componentes abióticos del producto, y ya en el estudio anterior (ver tabla X) dicha concentración del producto igualmente provocó mortalidad total. Por otra parte, de la tabla anterior se desprende que al ajustar el pH a nivel neutro dicha variable desciende a un 20%, con lo que se puede inferir que la acidez debe ser el factor principal causante de la mortalidad observada y no la carga microbiana del producto.
Teniendo en consideración los resultados obtenidos en los experimentos el producto IHPLUS® activado resulta tóxico para el molusco Physella acuta, bajo las condiciones del ensayo y a la concentración propuesta para posibles usos. Esta concentración del 6 % se recomienda por el productor para uso terrestre en cultivos agrícolas, por lo que la extrapolación directa de este resultado de toxicidad no resulta lógica. Resultaría muy poco probable alcanzar esa concentración en mantos acuáticos debido a la aplicación del producto en cultivos terrestres y que posteriormente, mediante fenómenos de arrastre y lixiviado, puedan incorporarse a los mismos. 

3.4 Ensayo de toxicidad aguda de IHPLUS® activado frente a Eisenia foetida 
Los resultados de los diferentes grupos fueron:
Grupo Control: No existió mortalidad durante todo el tiempo del estudio. Todas las lombrices tuvieron una apariencia y comportamiento aparentemente normal. 

Grupo Inactivado: No existió mortalidad durante todo el tiempo del estudio. Las lombrices mantuvieron una apariencia normal, solamente en un individuo (2,5 %) se observó ligera pérdida de color.

Grupos Tratados: En los grupos tratados no hubo mortalidad al finalizar el ensayo. Las lombrices expuestas a 106 UFC/g de suelo no mostraron ningún signo de alteraciones fisiológicas, mientras que las que se mantuvieron en contacto con la suspensión al 6 % solamente tres mostraron coloración amarillenta (7,5 %) con buena movilidad y signos fisiológicos normales. 

Peso corporal 

El peso corporal de las lombrices fue registrado al inicio y al final del ensayo. En ambos casos, este valor fue determinado después de ser lavadas y purgadas. Los pesos iniciales de los 160 ejemplares oscilaron en el rango que establece la guía, con una mediana de 0,346 g. Al comparar los valores del peso final e inicial se pudo comprobar que todos los grupos incrementaron de peso, siendo mayor en los grupos tratados e inactivados del bioproducto IHPLUS® activado (Fig 2).
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Figura 2. Ganancia de peso de los diferentes grupos utilizando el bioproducto IHPLUS® activado
Tanto el peso inicial como final no cumplieron con el supuesto de normalidad y homogeneidad de la varianza (p < 0,05), según las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y de Levene, por lo que se utilizó la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para determinar la existencia de diferencias estadísticas entre los pesos de los grupos en el ensayo. Al inicio del experimento no hubo diferencias estadísticas entre los pesos de las lombrices (p > 0,05) por lo que quedó demostrado que la selección de los especímenes fue adecuada para iniciar el experimento. En el resultado final se encontraron diferencias significativas entre el peso de las lombrices de los diferentes grupos para p < 0,05. Al hacer una comparación entre estos se encontraron diferencias estadísticas entre el grupo control y el grupo inactivado (p < 0,05), este último mostró un incremento de peso superior con respecto al control. Por otra parte, en el resto de los grupos, no se encontraron diferencias entre el control, tratado 6 % y con carga microbiana de 106 UFC/g de suelo (Fig 3). 
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Figura 3. Comportamiento del peso de las lombrices al finalizar el estudio de toxicidad del IHPLUS® activado 

Leyenda: Letras diferentes difieren estadísticamente (p < 0,05)

Con respecto al estudio microbiológico la Tabla XII refleja los resultados del recuento de microrganismos en el suelo a tiempo 0 y a los 28 días de exposición.

Tabla XII. Caracterización microbiológica del sustrato de las lombrices expuestas al IHPLUS® activado al inicio y final del período de exposición 
	
	Tiempo cero
	28 días

	Grupo
	HT

(UFC/g)
	BT

(UFC/g)
	Levaduras

(UFC/g)
	HT

(UFC/g)
	BT

(UFC/g)
	Levaduras

(UFC/g)

	Control
	1,61 x 106
	2,13 x 1011
	0
	1,31 x 107
	1,9 x 1013
	0

	Inactivado
	9,85 x 106
	2,93 x 1011
	0
	1,33 x 107
	1,84 x 1011
	0

	Tratado 6 %
	1 x 106
	1,58 x 1012
	1,65 x 105
	2,83 x 107
	3 x 1013
	2 x 107

	Tratado 106
	1,42 x 106
	1,83 x 1012
	2,4 x 105
	1 x 107
	2,75 x 1013
	1,6 x 107


Leyenda: HT: Hongos Totales, BT: Bacterias Totales.

Los datos anteriores demuestran que las lombrices estuvieron expuestas a los microorganismos durante todo el tiempo del estudio, y que se incrementó la presencia de bacteria, hongos y levaduras hasta el final del ensayo. Este comportamiento podría estar dado por el contenido de materia orgánica presente en el ensayo y a las condiciones ambientales estables mantenidas durante el desarrollo de este. 

En la bibliografía consultada no se reportan estudios de toxicidad aguda en Eisenia foetida con productos de similar proceso de obtención al del IHPLUS® activado; sin embargo, (Zhang, 2019) al someter al mesotrione (1 % y 3 %), pesticida que actúa como acondicionador del suelo, frente a este biomodelo, obtuvo un comportamiento similar, en el cual aumentó el peso de las lombrices con una reducción de los efectos de toxicidad. Sin embargo, otros autores (Mancebo et al., 2008) reportan resultados con el biomodelo de lombriz de tierra para determinar el efecto tóxico del FitoMas-H; ellos obtuvieron una disminución del peso en los grupos empleados, lo cual difiere de los resultados obtenidos frente a IHPLUS® activado, donde las lombrices aumentan de peso con respecto al grupo control, aunque sin diferencias estadísticas. 

De forma general, podemos plantear que el bioproducto IHPLUS® activado no produce patogenicidad sobre E. foetida por no producirse mortalidad, ni alteraciones fisiológicas. Además, en los grupos tratados se apreció un ligero aumento del peso, con respecto al grupo control, lo que ratifica la no toxicidad del producto.  

En el caso de todos los organismos terrestres, se debe considerar que, al aplicar el producto en suelos, estos poseen capacidad buffer o reguladora para resistir cambios de pH cuando se agregan ácidos o bases a la solución del suelo. La capacidad tampón del suelo se debe a la presencia de compuestos que reaccionan tanto con los ácidos como las bases agregadas, manteniendo relativamente constante la concentración de iones H+ (Fassbender, 1987). Esta propiedad se debe a la habilidad de los pares conjugados ácido-base presentes de transferir protones entre ellos; pares que se encuentran en los sólidos edáficos (Zapata, 2004). Con pH ácido, los óxidos de aluminio e hidróxidos de hierro actúan como agentes de amortiguación (Cardona, 1997).

3.5 Ensayo de toxicidad aguda de IHPLUS® activado frente a P. reticulata
El análisis microbiano realizado al agua de mantenimiento de los peces con la sustancia de ensayo a los tiempos 0, a los 4 días y a los 30 días de exposición en el medio acuático sirvió para valorar la permanencia de la carga microbiana durante el ensayo, resultados que se muestran (Tabla XIII).

Tabla XIII. Comportamiento del crecimiento microbiano durante el ensayo de toxicidad del bioproducto IHPLUS® activado en el medio de mantenimiento de Poecilia reticulata

	No.
	Inicio (tiempo cero)
	96 horas
	30 días

	
	Bacterias (UFC/mL)
	Hongos (UFC/mL)
	Levaduras (UFC/mL)
	Bacterias (UFC/mL)
	Hongos  (UFC/mL)
	Levaduras (UFC/mL)
	Bacterias (UFC/mL)
	Hongos (UFC/mL)
	Levaduras (UFC/mL)

	1
	0
	0
	0
	1.4x103
	0.9x103
	0
	1.02x103
	0.7x103
	0

	2
	0
	0
	0
	2.1x104
	0.7x103
	0
	ND
	ND
	ND

	3
	2.1x109
	9.8x106
	7.5x104
	5.2x109
	1.1x107
	8.2x104
	ND
	ND
	ND

	5
	0
	0
	0
	1.8x104
	4.7x103
	0
	3.1x105
	1.03x103
	0

	6
	2.7x1010
	2.85x106
	9x104
	2.9x1010
	3.0x103
	1.2x104
	5x107
	2.8x103
	2.09x104


Leyenda:

ND: No Determinada.  No se realizó análisis microbiológico a los 30 días. Todos los peces murieron antes de las 96 horas.

Nota: No se tuvo en cuenta al grupo 4 (IHPLUS® activado con carga bacteriana 106 UFC/mL), por no ser objetivo de este ensayo.

Al inicio del ensayo, se utilizó agua esterilizada, por lo que solo hubo crecimiento bacteriano en los dos grupos donde se utilizó el producto IHPLUS® activado.  Al cabo de las 96 horas, se observó crecimiento bacteriano en todos los grupos, lo cual pudo estar dado por el propio metabolismo de excreción de los peces en el estudio y/o por el efecto de la aireación del agua de las peceras utilizadas.

Durante el ensayo no ocurrió mortalidad en los grupos de control por lo que se consideró válido el estudio.

Durante el ensayo de toxicidad aguda en los grupos tratados e inactivados con IHPLUS® al 6 %, (Grupos 2 y 3), se presentó un 100 % de mortalidad antes de las 96 h (a las 24 h ya había ocurrido la muerte del 100 % de los peces); sin embargo, no se encontró mortalidad en el grupo tratado con la carga bacteriana de 106 UFC/mL de IHPLUS® activado (Tabla XIV)

Tabla XIV. Mortalidad de peces Poecilia reticulata por el bioproducto IHPLUS® activado

	Grupo
	Tratamiento
	Réplicas (n = 10)
	Mortalidad (%)

	
	
	
	4 h
	96 h
	30 días

	1
	Control
	1
	0
	0
	0

	
	
	2
	0
	0
	0

	
	
	3
	0
	0
	0

	2
	Inactivado IHPLUS® 6 %
	1
	40
	100
	-

	
	
	2
	50
	100
	-

	
	
	3
	30
	100
	-

	3
	Tratado IHPLUS® 6 %
	1
	20
	100
	-

	
	
	2
	40
	100
	-

	
	
	3
	40
	100
	-

	4
	Tratado IHPLUS® 106 UFC/mL
	1
	0
	0
	0

	
	
	2
	0
	0
	0

	
	
	3
	0
	0
	0


Los síntomas clínicos se presentaron en los grupos 2 y 3, los cuales mostraron un 100 % de excitabilidad desde que entraron en contacto con el bioproducto, así como efectos deletéreos visibles subsiguientes (pérdida de equilibrio, cambios en la actividad locomotora y natatoria, función respiratoria y cambios en la pigmentación de la piel) durante las cuatro primeras horas de observación. El resto de los grupos, control (Grupo 1) y tratado con IHPLUS® activado, con carga bacteriana 106 UFC/mL (Grupo 4), no manifestaron sintomatología clínica alguna.

La relación entre el peso inicial y final de los peces se tuvo en cuenta como indicador de toxicidad (Fig 4), de acuerdo con las guías de la EPA OPPTTS 850.1075, (2016) para los ensayos con peces. Al aplicar la prueba Shapiro-Wilk, no todos los grupos tuvieron distribución normal, por lo que se aplicó la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para valorar la existencia de diferencias estadísticas entre los pesos. En la (Fig 5) se puede observar que no hubo diferencias estadísticas (p > 0,05) entre los cuatro grupos evaluados, lo que permitió demostrar la homogeneidad de los pesos de los peces, al inicio del experimento. 
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Figura 4: Comportamiento del peso corporal de Poecilia reticulata (guppy) al inicio del ensayo

Como se explicó anteriormente, todos los peces de los grupos 2 y 3 murieron en las primeras 96 h, por lo que no se tuvieron en cuenta para el análisis del peso al final del ensayo. En los grupos 1 y 4, no existieron diferencias significativas (p = 0,2399), respecto al peso corporal, según el test de U Mann-Whitney, al término del ensayo (30 días) (Fig 5).
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Figura 5. Comportamiento del peso de los peces al final del ensayo
En un primer ensayo para la determinación de la CL50 se obtuvo un 100 % de mortalidad, en cuatro de los cinco grupos experimentales, a partir de la concentración 6 % de IHPLUS® activado y con un factor de dilución 1:1,19, hasta la concentración menor del 3 %. Al tener en cuenta estos resultados, se realizó el ensayo definitivo a partir de la concentración máxima de 3,7 % y 3 % como la concentración menor (FD 1:1,053). En la (Fig 6) se muestra el porcentaje de mortalidad con este nuevo rango de concentraciones, donde se pudo apreciar que existió un margen estrecho, entre la concentración 3,33 %, en que se alcanza un 100 % de mortalidad y la menor concentración (3 %) con un porcentaje de mortalidad de 5,45 %. La CL50 del IHPLUS® frente a P. reticulata a las 96 h de exposición fue de 3,19 %.
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Figura 6. Comportamiento de la mortalidad del IHPLUS® activado en P. reticulata
Al analizar el comportamiento del pH, conductividad y oxígeno (Tabla XV) de las diferentes concentraciones de IHPLUS® activado a las que se enfrentaron los peces, se pudo comprobar que a medida que disminuye la concentración del producto, aumenta el valor del pH. A partir de la concentración de 3,33 % y hasta la concentración de 3,7 % se obtuvo un 100 % de mortalidad y con un rango de pH entre 5,6 y 5,2, respectivamente.

Tabla XV. Comportamiento del pH, conductividad y concentración de oxígeno durante la determinación de la CL50 del IHPLUS® activado frente a P. reticulata
	Concentración IHPLUS® (%)
	pH
	Conductividad
	Oxígeno (mg/L)

	3,70
	5,2 ± 0,08
	510,17 ± 11,12
	4,93 ± 0,01

	3,51
	5,3 ± 0,04
	493,21 ± 4,35
	5,001 ± 0,03

	3,33
	5,6 ± 0,04
	483,14 ± 5,52
	5,02 ± 0,03

	3,16
	5,7 ± 0,08
	479,55 ± 3,16
	5,04 ± 0,04

	3,00
	5,9 ± 0,07
	471,21 ± 9,73
	5,07 ± 0,04

	Control
	7,8 ± 0,12
	128,84 ± 3,68
	5,35 ± 0,04


El efecto del pH sobre la proporción de sexos, crecimiento y sobrevivencia en P. reticulata ha sido estudiado por (Maya y Marañón, 1998), y se ha demostrado que los peces mantenidos en pH ácido (6,2 – 6,5) promueven una mayor proporción de hembras (2:1); pero solo una sobrevivencia del 53,3 %. Al utilizar el IHPLUS® activado con una concentración del 3 % se obtuvo un valor de pH por debajo de 6, con un porcentaje de mortalidad de 5,45 %, por lo que en estudios subcrónicos y crónicos se deben esperar valores de supervivencia similares a los obtenidos por dichos autores.

En la guía de la EPA OPPTTS 850.1075 (2016) se plantea ajustar el pH de las soluciones a evaluar, siempre que el cambio de este no afecte la estabilidad de la sustancia de prueba en el agua. Al tener como precedente los resultados de los ensayos anteriores, se valoró el comportamiento de la mortalidad de los peces, al ajustar el pH, sobre la concentración máxima de 6 %. Como segunda variable se utilizó el producto estéril y no estéril, para poder determinar si la mortalidad ocurrida en los ensayos anteriores se debió a la carga microbiana o al efecto de la acidez del medio.  

En la tabla XVI se observa el comportamiento del pH, durante las 96 h de exposición al bioproducto IHPLUS® activado en régimen estático, en los cinco grupos experimentales. Los grupos 2 y 3, a los que no se les ajustó el pH, mantuvieron la acidez durante las primeras 96 horas del ensayo.

Tabla XVI. Comportamiento del pH durante las 96 horas de exposición del IHPLUS® frente a P. reticulata bajo diferentes condiciones
	Grupo No.
	pH
	0 h
	24 h
	48 h
	72 h
	96 h

	
	
	
	
	
	
	

	1
	7,89 ± 0,1
	7,73
	7,85
	7,92
	7,96
	8,00

	2
	4,39 ± 0,04
	4,43
	4,43
	4,33
	4,37
	4,40

	3
	4,31 ± 0,06
	4,30
	4,40
	4,33
	4,27
	4,23

	5
	7,49 ± 0,08
	7,53
	7,43
	7,37
	7,57
	7,53

	6
	7,46 ± 0,12
	7,53
	7,57
	7,27
	7,47
	7,47


A las 24 horas de exposición en los grupos 2 y 3 con pH ácido, se había producido el 100 % de mortalidad de los peces; sin embargo, no se apreciaron manifestaciones clínicas, ni mortalidad en los grupos con pH ajustado y con la concentración de IHPLUS® activado del 6 %, tanto estéril (grupo 5), como no estéril (grupo 6), por lo que se puede concluir, preliminarmente, que la mortalidad de los peces fue producto del pH ácido y no por la presencia de microorganismos con efectos tóxicos en el bioproducto IHPLUS® activado (Fig 7). 
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Figura 7. Relación del efecto del pH sobre la mortalidad en P. reticulata
En la bibliografía consultada se plantea que valores de pH superiores a 9,0 y menores de 5,8 producen limitaciones al desarrollo y a la fisiología de los organismos acuáticos (Chapman, 1996). Según estudio realizados en la Universidad de Arizona, el mecanismo de acción de algunos tóxicos depende de la concentración de exposición, planteando que la exposición a concentraciones altas de zinc (1,5 mg/L) produce una caída rápida del pH y del nivel de oxígeno sanguíneo, con la muerte del pez en 12 horas por acidosis e hipoxia. En cambio, con una exposición por tres días a concentraciones más bajas (0,8 mg/L), el pez experimenta un incremento en el pH y no tiene efecto sobre el nivel de oxígeno en sangre. En este caso, la muerte se produce por un mecanismo de acción desconocido; pero que sin dudas es diferente al que sucede a concentraciones más elevadas (Peña, 2001). 

Por los resultados obtenidos al evaluar la toxicidad del IHPLUS® activado en juveniles de Poecilia reticulata se infiere que el producto resulta tóxico a la concentración prevista para uso en agricultura y bajo las condiciones experimentales en las que se realizaron las evaluaciones. Al igual que en otras evaluaciones realizadas en este trabajo de tesis el pH parece ser el principal factor responsable de la toxicidad del IHPLUS® activado en especies acuáticas. 

La batería de ensayos que propusimos realizar abarca los siguientes niveles tróficos del ecosistema:

· Un organismo productor: semillas de planta terrestre (Lactuca sativa). 

· Un organismo descomponedor y detritivoro: lombrices terrestres (Eisenia foetida).

· Un organismo consumidor primario: moluscos (Physella acuta).

· Un organismo consumidor primario: Artemia (Artemia sp.).

· Un organismo consumidor primario/secundario: peces (Poecilia reticulata).

El producto IHPLUS activado se aplicará sobre cultivos terrestres de interés económico, por lo cual se incluyen en dicha batería organismos bioindicadores de ecosistemas terrestres y organismos acuáticos como crustáceos, peces y moluscos, debido a que las guías internacionales los recomiendan como medida de riesgo por vertimientos accidentales o por arrastre o inundaciones que ocurran naturalmente. De manera general no se presentaron efectos tóxicos demostrables en una especie terrestre utilizada como biomodelo, en este caso Eisenia foetida. En la otra especie terrestre utilizada, semillas de Lactuca sativa, si se demostraron efectos tóxicos, pero dichos resultados resultan muy limitados, debido a que las condiciones experimentales en las que se realizaron los estudios, para simular el proceso de exposición real que ocurrirá al añadir el producto bajo estudio en tierras cultivables con las semillas para cultivo. Estos serán los organismos que recibirán una exposición directa y repetida al aplicar dicho producto en cultivos, por lo que no debe existir riesgo ecotoxicológico al aplicar el IHPLUS activado en áreas agrícolas. 

En ambientes acuáticos, fueron demostrados efectos tóxicos en las 3 especies modelos, a las concentraciones previstas para utilizar en agricultura y ganadería. Dichos resultados demuestran que existe riesgo ecotoxicológico de aplicar dicho producto en aguas, en las mismas concentraciones que las previstas para uso en agricultura terrestre. La bibliografía consultada recomienda el uso de este tipo de producto en tratamiento de aguas, a concentraciones muy inferiores a las previstas para uso terrestre (Tabla XVIII). De hecho, este mismo producto se refiere en la introducción, que fue utilizado para biorremediar aguas de un estanque en Varadero, Cuba (Donis et al, 2017); y que fue aplicado en concentraciones similares a las recomendadas por varios autores, (ver Tabla XVIII), y a las derivadas de nuestro estudio. 

En la bibliografía no se encuentran reportes sobre la toxicidad de productos con cargas microbianas de mezclas complejas similar al ensayado sobre estos biomodelos. Sin embargo, el uso de microrganismos eficientes (ME) frente al tratamiento de diversas fuentes de vertimiento de aguas al medio ambiente, ha sido ampliamente estudiado. En la tabla XVII se plasman las concentraciones utilizadas por varios autores en el tratamiento de aguas residuales, donde recomiendan concentraciones mucho más bajas de ME (0,0001 % - 0,00001 %), y se obtuvieron resultados satisfactorios en las condiciones empleadas en cada caso. Solo (Romero y Vargas, 2017) utilizan concentraciones del 10 %; pero hacen el vertimiento sobre corrientes de agua. 

Tabla XVII. Reportes del uso de ME en el tratamiento de aguas
	Concentraciones empleadas
	Usos
	Autores

	Dosis de activación: 1L ME/m3 Agua (1:1000)

Dosis de mantenimiento:1L ME/10 000 L Agua (1:10 000)
	Tratamiento de lagunas
	(«Proyecto de Reducción de Pobreza y Mejora de las Condiciones Higiénicas de los Hogares de la Población Rural de Menores Recursos. Banco Interamericano de Desarrollo - Convenio Fondo Especial de Japón / BID ATN/JO-10792 UR.», 2009)

	1 mL EM / 1000 mL  agua residual (1:1000)
	Agua Residuales de Granja Porcina.
	(Toc, 2012)

	Dosis de activación: 1L ME/m3 Agua (1:1000)

Dosis de mantenimiento:1L ME/10 000 L Agua (1:10 000)
	Efluentes de la industria de la destilería.
	(Karthick, Shunmugaraj, Arvind, y Francis, 2014)

	1L ME/1000 L Agua (1:1000)
	Tratamientos de aguas residuales
	(Mendietta, L. y Garance, 2016)

	Dilución de ME 1:10. añadidos directamente en zanjas (con valores promedio de velocidad del agua de 0,06 m3/s y 0,13 m/s)
	Tratamiento de aguas contaminadas
	(Romero y Vargas, 2017)


4 Conclusiones

1. El producto IHPLUS® activado a la concentración del 6 %, en soporte de papel de filtro, provocó efectos tóxicos sobre la germinación de semillas de Lactuca sativa L., con una CL50 de 6,89 %, y elongación de las raíces, con una CI50 de 5,39 %. 

2. El producto de origen microbiano IHPLUS® activado resulta tóxico a concentraciones superiores a 0,032 % en larvas de Artemia sp., con una CL50 de 0,042 %, bajo las condiciones del ensayo.
3. El producto IHPLUS® activado a la concentración de uso recomendada por el productor (6 %) resulta tóxico para Physella acuta en las condiciones estudiadas, con una CL50 de 3,78 %.

4. El ensayo realizado bajo las condiciones experimentales evaluadas, indican que el bioproducto IHPLUS® activado, no es tóxico ni patogénico sobre Eisenia foetida. 

5. El producto IHPLUS® activado fue tóxico y patogénico sobre peces Poecilia reticulata a la concentración de 6 %.

6. El bajo nivel de pH resulta el principal factor responsable de la toxicidad del producto IHPLUS® activado en los biomodelos representativos del medio acuático.   
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