TESIS

Universidad de Jaén

Escuela de Doctorado

BIOLECHOS: DISENO Y EVALUACION DE UN SISTEMA
DE BIORREMEDIACION MEDIANTE BIOENSAYOS
PARA TRATAR EFLUENTES CON PESTICIDAS

Autor: Sofia Lammertyn

Director de la Tesis: Dr. Roberto Garcia Ruiz
Directora de la Tesis: Cristina Susana Zalazar
Co-director de Tesis: José Luis Godoy

Departamento: Departamento de Biologia Animal, Biologia Vegetal y Ecologia

Fecha: 22/03/2024



Agradecimientos

Quiero expresar mi gratitud a todas las personas e instituciones que han sido parte fundamental
de mi trayectoria. En particular, deseo dedicar un profundo agradecimiento al Instituto de
Desarrollo Tecnoldgico para la Industria Quimica (INTEC), por brindarme el espacio para crecer

tanto a nivel académico como profesional.

Asimismo, agradezco a las universidades que han contribuido a mi formacién. La Universidad
Nacional del Litoral (UNL) ha sido un pilar de excelencia académica que no solo me ha
proporcionado conocimientos, sino que también ha representado un entorno de igualdad de
oportunidades al ser de acceso publico. De igual manera, valoro enormemente la experiencia
enriquecedora que adquiri durante mi tiempo en la Universidad de Jaén (UJA) en Espafia, la cual

me permitié conocer otro ambito académico y cultural.

Reconozco el papel fundamental desempefiado por el Consejo Nacional de Investigaciones
Cientificas y Técnicas (CONICET) en mi carrera profesional. Su labor en la formacién de
recursos humanos en el ambito cientifico y tecnolégico es invaluable en Argentina, y me ha
brindado la oportunidad de contribuir al avance de la ciencia y la tecnologia. También agradezco
sinceramente el respaldo financiero proporcionado por la Agencia Nacional de Promocién
Cientifica y Tecnoldgica (ANPCyT), cuyo apoyo ha sido esencial para llevar a cabo mis

investigaciones y proyectos.

A mi familia, mi constante apoyo, les debo un profundo agradecimiento por su amor
incondicional, comprensién y apoyo continuo. Especialmente, quiero reconocer a mis padres por
su fe inquebrantable en mi y por alentarme a perseguir mis suefios. A mi hermanay mis sobrinas,
les agradezco por la alegria que han traido a mis dias mas dificiles. A Fran, mi compafiero, le
dedico un agradecimiento especial por su paciencia, comprension y amor durante los dias y

noches dedicados a este proyecto.

Quiero expresar mi gratitud a todos mis queridos amigos y amigas, aquellos que conoci en la
adolescencia, los que me brindé la facultad y también mis comparieros y compaiieras becarios, por
haber compartido esta experiencia a mi lado. Sus palabras de carifio me han acompafiado siempre.

Un agradecimiento especial a Carolina Masin y Alejandra Duran por su ayuda en este camino.

Quiero agradecer profundamente a la Dra. Cristina Susana Zalazar, al Dr. José Luis Godoy y al
Dr. Roberto Garcia Ruiz por su orientacion y apoyo, fundamentales en cada etapa de mi

investigacion. La sabiduria que compartieron ha dejado una huella en mi desarrollo.

A todos ustedes, mi mas sincero agradecimiento.



Aportes Cientificos-Tecnoldgicos

Lammertyn, S., Masin, C. E., Zalazar, C. S., & Fernandez, M. E. (2021). Biomarkers response
and population biological parameters in the earthworm Eisenia fetida after short term exposure to
atrazine herbicide. Ecological Indicators, 121, 107173.
https://doi.org/10.1016/j.ecolind.2020.107173



https://doi.org/10.1016/j.ecolind.2020.107173

indice

AGFA0ECTMIENTOS ...ttt bbb e ettt b et b e 2
Aportes CientificoS-TECNOIOGICOS .........c.orviuiririiriiiiriei e 3
13T 1ot TR 4
ADreviaturas Y SIMBOIOS ........cuiiiiiiii e e 7
RESUMIBN. ..ttt bt bt e s b e e s bt e s hb e e R b e e R bt e bt e b e e sbe e ebe e enneebeenbeenes 9
AN 011 = Uod OSSPSR 10
INEFOAUCCION ...ttt b bt bbb s st b et b et sb et e e e e ene s 11
1. Explorando el nuevo paradigma del modelo agro-productivo.............ccccceeveierinnnen. 12
2. Las Buenas Practicas Agricolas: 10 biolechos.............ccoveviiniiiicnic e, 15
3. Biorremediacion aplicada a diferentes agro-residuos...........cocoovvernennennenincnienen, 23
ODJETIVO GENETAL ...t 24
ODjJEtiVOS ESPECITICOS .. ..uivieiiiiiiieeieste bbb 24
Capitulo 1. Disefio y desarrollo de un biolecho a escala de laboratorio para la remediacién de agua
contaminada CON AGTOGUIMMICOS ........veuvrueirieietesieiesee ettt ettt sb et b et 25
0700 [0 To{o] 0] o OSSPSR 26
(@ 0T =1 1Yo SRR 26
RESUMEN GIAFICO ....cviteeite bbbt 26
MaterialeS Y MELOUOS. .......cveeieeiieciece ettt e st e e e s te s re e besreeeennas 26
1. Preparacion de los materiales que componen la biomezcla..........c.cccovvvvieieiiciennns 26
2. Armado y maduracion de [0S bioleChos...........covoeiiiiiiiic e 28
3. Pulverizacion de 10S herbiCidas...........ccovieieieiieiiieiece e 29
4, Monitoreo integrado a lo largo del proceso de degradacién de los herbicidas en la
o] T0] 1< 4od - TSR 30
5. ANALISIS ESTAAISTICO ...t 32
RESUIAAOS Y QISCUSION........ueveiiiiiiiieiiee ettt 33
1. Etapa de maduracion de los materiales para generar labiomezcla..............ccoeee. 33

2. Degradacidn de los herbicidas en la biomezcla y comparacién con la degradacién en
BISUBIO ...ttt 33

3. Fluctuaciones en la actividad enzimatica: Hidrolisis de Fluoresceina Diacetato

(FDA) y enzimas Fenoloxidasas (FOX) ......cciiiiieririie et 38
4, Descripcidn de las observaciones de los parametros fisicoquimicos ............ccovecvevninne. 40
(0] Tod 111 o] o ISR 41

Capitulo 2. Incorporacion de los bioensayos con oligoquetos terrestres y semillas en el monitoreo
de los herbicidas en las biomezclas: desarrollo de una nueva prueba de monitoreo sobre E. fetida
OSSR 42



QLA oo [ eI To ] o [P TTTR TR 43

L@ 01T 110 LSS 43
RESUMEN GIAFICO ...ttt ettt 43
MaALEriAleS ¥ MELOUOS. ... .eiviiieeiccie ettt et te b e besnaesaesreenaesbeenen 43
1. Prueba de lesion (1i) en E. fetida.........cooeoriiiiiiiici e 44
2. Disefio y analisis de experimentos para la validacion de la prueba de lesion........... 49
3. Monitoreo integrado de la biomezcla mediante indicadores biol6gicos ................... 53
RESUItAAOS Y AISCUSION.........evieiieiieiiiie ettt st e s esessesneneeneeeens 54
1. Determinaciones EC50 ........coiiiiiiiiisese e s 54
2. SUPEITICIE U FESPUBSIA ..ottt st st sre e e nne e 56
3. Anélisis de generalizacion del MOdelo...........ccooviiiiiiiiiiiiee e, 57
4. Comparacion de los indicadores bioldgicos en el monitoreo de la biomezcla.......... 57
(07] 3 Tod 111 (o]0 SOV PR POTRTRPRPR VRPN 61

Capitulo 3. Evaluacién de la toxicidad residual en biomezclas desgastadas y su posterior reciclaje

para su potencial reutilizacidn cOmMo ENMIENUA..........cccccveieiiiii e 62
(@] 0T T=1 11 I USROS 63
RESUMEN GIAFICO ....cvieeeee bbbttt 63
MaterialeS Y MELOUOS. ........ueiieieiie et s be et e s te s re e besaeeeennas 64

1. Preparacion y armado de 10S tratamientos ..........ccoeovreieriiineiireisese e 64
2. Evaluacion de la estabilidad, madurez y calidad de los sustratos finales.................. 64
3. ANALISIS ESTAAISTICO ...t 67
RESUIAA0S Y QISCUSION. .......eoiiiiieiieiie sttt st sr e s be e e s teare e besaaenennas 67
1. Indicadores de estabilidad y Madurez ...........ccoceeiiiieii i 67
2 Indicadores de Calidad...........cc.ooviiiiiiiii e 67
3. Dindmicas de 10S MaCrONUEMIENTES ...........evriiiiiirieieie et 67
4 Efectos en las lombrices de tierra E. fétida y A. trapezoides ............ccccvevvevecieinenen, 70
5. Anadlisis de biotransformacion BR: evaluacion enzimatica por FDA 'y la
descomposicion del rastrojo de trig0 .......cveveieiiiee e e 73
CONCIUSTON <.ttt bbbt b et b et b st st b e n e 76

Capitulo 4. Biorremediacion de residuos agricolas en cultivos de olivar ...........cccccoevviivevennnne. 77
INEFOTUCCION ...ttt 78
L@ o111 1Yo SRS 78
MaLErialeS Y MELOAOS. .....cveueeeiiitiieieee bbb 78

1. RecolecCion de agro-reSIUUOS. .........ccciueirieirieieierese st 78
2. Disefio EXPErIMENLAL..........cccoiiieiici i 80

3. Lombrices de tIErra ULHHIZAOAS .......cvvveeiireiee ettt ettt st e e s st e e s s e e e s rraeeesaans 81



4, Muestreo y variables de MediCiON...........cccovivee i 81

5. ANALISIS EStAAISTICO. .......c.eveiiiciiiciie 85
RESUIAAOS Y AISCUSION........cueiiieiiieitseeee et 85
1. Dindmicas de la temperatura, materia organica y pH en las mezclas........................ 85
2. Produccion de CO2 de 0S tratamientos ............ceovereiiririiiiiiineiee e 87
3. Variaciones en los contenidos de Carbono y Nitrégeno y la relacion C/N................ 88
4, Dinamica de los principales MacronULFHENTES ...........ccoveviiieiesieeiese e sre e 90
5. Cambios en los niveles de amonio Y NITIAtOS.........cccovreiiiiiiiiie e 92
6. Dinamicas de 10S MiCrOBIEMENTOS ...........couiviiiiiiiiiie e 94
7. Actividad microbiana: fosfatasa Alcalina (ALP)...........cccoevieiiiiinciiicecce, 96

8. Perfil de consumo de las fuentes de carbono utilizadas por la comunidad
MICrobiana (ECOPIACAS) .....veiveiie et reene 97
9. Estudio del crecimiento y reproduccion de las lombrices de tierra de E. fétida........ 97
CONCIUSTON <.ttt bbbttt n et 99
CONCIUSIONES GENETAIES.......c.eieeeieiieieiiei ettt ne s 101
2110 [0 o= T PSS 102
M. Material COMPIEMENTAIIO ........ceiviviiiicesee e et 113
M.1. Procedimiento para la cuantificacion de herbicidas...........c.ccovveviveievciiiccceeccesees 113
M.2. EXPerimentos de CESOD .........ccuiiiiiiiiiisie e 116
M.3. Experimentos de Superficie de RESPUESTA.........c.civcieieiieicie e 137

M.3.1. Experimentos con mezclas de herbicidas: Atrazina, Clethodim, Haloxifop-P-metilo
Y DICAMDA ... 137

M.3.2 Validacion experimental de la prueba mediante la sustitucion de atrazina por
0100 011 (T LSS S PSSR 162

M.4. Monitoreo de la degradacidn de herbicidas en el biolecho ...........cccccovveviiviiciiciicee 168



Abreviaturas y simbolos

Organizaciones y Entidades:

FAQ: Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura
EPA: Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos

ISO: Organizacion Internacional de Normalizacion

OECD: Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico

CASAFE: Camara de Sanidad Agropecuaria y Fertilizantes

FOA: Federacidn Olivicola Argentina

SGAyDS: Secretaria de Gobierno de Ambiente y Desarrollo Sustentable
SENASA: Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria

CONICET: Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas

INTEC: Instituto de Desarrollo Tecnoldgico para la Industria Quimica
PRINARC: Programa de Investigacion y Anélisis de Residuos y Contaminantes Quimicos
UNL: Universidad Nacional del Litoral

UJA: Universidad de Jaén

Instrumentacién analitica, compuestos y elementos mencionados en la tesis:

UHPLC-MS/MS: Cromatografia liquida de alto rendimiento acoplada a espectroscopia de masas
ICP-MS: Espectrometria de masas

DMAB: Acido 3,3-dimetiloaminobenzoico

MBTH: Hidrazona de 3-metilo-2-benzotiazolinona

EdTA/Cu: Complejo de etilendiaminotetraacetato de cobre

AcSC: Acido sulfociandrico

NADH: Nicotinamida adenina dinucleétido reducido

Pardmetros y mediciones:

EC50: Concentracion requerida para obtener un 50% de inhibicion
UT: Unidad Tdxica

I1: Indice de lesion

NR: Respuesta neta

IG: indice de germinacién

AMR: Respuesta metabdlica promedio

S: Indice de riqueza metabélica del sustrato

H’: Diversidad, indice de Shannon-Weaver

RMSE: Raiz del error cuadratico medio



Biomarcadores:

AchE: Acetil colinesterasa
LDH: Lactato deshidrogenasa
PT: Proteinas totales

ALP: Fosfatasa alcalina
FOX: Enzimas fenoloxidasas

FDA: Hidrdlisis del diacetato de fluoresceina

Nomenclaturas elegidas para los tratamientos de la tesis:
ATZ: Atrazina

PRO: Prometrina

CLE: Cletodim

HAL: Haloxifop-P-metilo

DIC: Dicamba

S/P: Sin pulverizar

OLB: Mezcla de alpeorujo, estiércol vacuno y hojas de olivo
OLBE: Mezcla de OLB y lombrices E. fetida

OLHE: Mezcla de OLH y E. fetida durante 45 dias

OLH: Mezcla alpeorujo, estiércol equino y hojas de olivo
BEF: Biomezcla desgastada con E. fetida

BAT: Biomezcla desgastada con A. trapezoides

BR: Biomezcla desgastada con la adicion de rastrojo de trigo

Otros términos:
BPA: Buenas Practicas Agricolas

PPDB: Base de Datos de Propiedades de Agroguimicos



Resumen

Los biolechos han surgido como una estrategia destacada para la gestion eficiente de los residuos
de agroquimicos en la agricultura a nivel mundial. Estos sistemas, compuestos por una biomezcla
biol6gicamente activa, han sido disefiados con el propoésito de impulsar la degradacion de
agroquimicos mediante la actividad microbioldgica. En este estudio, se evalud el rendimiento de
una biomezcla que incorporé materiales disponibles en Argentina, como rastrojo de trigo, resaca
de rio y suelo. Esto se llevé a cabo para degradar una combinacion de agroquimicos, que
incluyeron los herbicidas atrazina, prometrina, cletodim, haloxifop-P-metilo y dicamba. Se
monitore6 la degradacién de los herbicidas y se evaluaron actividades enzimaticas especificas
durante 210 dias, evidenciando la destacada capacidad de la biomezcla para reducir los
compuestos a niveles practicamente indetectables (Capitulo 1).

Adicionalmente, se propuso una innovadora prueba de monitoreo ecotoxicoldgico directa para
evaluar la degradacidon de los herbicidas en los biolechos. Mediante la valoracion de las lesiones
visuales de Eisenia fetida expuestas a los herbicidas se calcul6 un indice de lesion. Esta prueba
mostré una mejor correlacién con la degradacion de los herbicidas en comparacion con otras
pruebas ecotoxicoldgicas estandarizadas, resaltando asi la eficiencia de la evaluacién del proceso
de descontaminacion (Capitulo 2).

La biomezcla desgastada o residual, es decir, que ya no posee actividad bioldgica para garantizar
la remocion de herbicidas se clasifica como residuo peligroso debido a la posible presencia de
contaminantes en concentraciones bajas o por la presencia de sus metabolitos. En este estudio, la
biomezcla deteriorada se sometié a procesos de biorremediacion, especificamente mediante la
accion de las lombrices E. fetida y A. trapezoides (vermirremediacion) y a través de la
incorporacién de material fresco (rastrojo de trigo). Se obtuvieron sustratos estables y maduros,
que reunieron las condiciones para ser utilizados como biofertilizante. La especie E. fetida mostrd
mejor desempefio. Cabe destacar que el tratamiento que incorporo rastrojo de trigo se revelé como
una estrategia particularmente prometedora para lograr la reciclabilidad eficiente de la biomezcla
desgastada y su continuidad de uso en el biolecho (Capitulo 3).

En una investigacion adicional realizada en la Universidad de Jaén, Espafia, se llevaron a cabo
evaluaciones de procesos de biotransformacion utilizando diversos agro-residuos organicos
provenientes de actividades de la produccidn de aceite de oliva y también estiércoles animales.
Los analisis fisicoquimicos, actividades enziméaticas y la evaluacién del crecimiento y
reproduccion de las lombrices revelaron mejoras notables en estos parametros, especialmente en
los tratamientos intervenidos por E. fetida. Estos resultados aportaron valiosos conocimientos
sobre como los procesos de biotransformacion generaron recursos beneficiosos para la
produccién agricola, subrayando la necesidad de continuar la investigacion para maximizar los

beneficios en la formacién de enmiendas organicas (Capitulo 4).



Abstract

Bio-beds have emerged as a prominent strategy for the efficient management of pesticide residues
in agriculture worldwide. These systems, composed of a biologically active biomixture, have been
designed to enhance the degradation of pesticides through microbiological activity. In this study,
the performance of a biomixture incorporating materials available in Argentina, such as wheat
stubble, river waste, and soil, was evaluated. This was done to degrade a combination of
pesticides, including the herbicides atrazine, prometryn, clethodim, haloxyfop-P-methyl, and
dicamba. The degradation of pesticides was monitored, and specific enzymatic activities were
assessed over 210 days, demonstrating the remarkable ability of the biomixture to reduce
compounds to practically undetectable levels (Chapter 1).

Additionally, an innovative direct ecotoxicological monitoring test was proposed to assess
pesticide degradation in bio-beds. By evaluating the visual injuries to earthworms (Eisenia fetida)
exposed to pesticides, a Lesion Index was calculated. This test showed a better correlation with
pesticide degradation compared to other standardized ecotoxicological tests, highlighting the
efficiency of the decontamination process assessment (Chapter 2).

The worn or residual biomixture, meaning it no longer has biological activity to ensure pesticide
removal, is classified as hazardous waste due to the possible presence of contaminants in low
concentrations or their metabolites. In this study, the deteriorated biomixture underwent
bioremediation processes, specifically through the action of earthworms (E. fetida) and A.
trapezoides worms (vermiremediation) and the incorporation of fresh material (wheat stubble).
Stable and mature substrates were obtained, meeting the conditions to be used as biofertilizer. The
E. fetida species showed better performance. It is worth noting that the treatment incorporating
wheat stubble proved to be a particularly promising strategy for achieving efficient recyclability
of the worn biomixture and its continued use in the bio-bed (Chapter 3).

In additional research conducted at the University of Jaén, Spain, evaluations of biotransformation
processes were carried out using various organic agro-wastes from olive oil production activities
and animal manure. Physicochemical analyses, enzymatic activities, and the assessment of
earthworm (E. fetida) growth and reproduction revealed notable improvements in these
parameters, especially in treatments involving earthworms. These results provided valuable
insights into  how  biotransformation  processes such as  composting and
vermicomposting/vermiremediation generated beneficial resources for agricultural production,
emphasizing the need to continue research to maximize the beneficial characteristics in the

formation of gquality organic amendments (Chapter 4).
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1. Explorando el nuevo paradigma del modelo agro-productivo

En la década de los afios sesenta, se gestd un fendémeno conocido como la Revolucion Verde, cuyo
objetivo fundamental consistié en fomentar la productividad agricola en respuesta a las
preocupaciones globales derivadas del crecimiento demografico y la amenaza de hambruna. Este
movimiento se ha extendido a nivel internacional, abarcando multiples paises y se ha llevado a
cabo mediante la colaboracion entre instituciones académicas y gubernamentales pertenecientes
al norte global. Su impacto ha resultado ser de gran envergadura en los sistemas agro-productivos
de América Latina e India (Bonanno, 1994).

Un sistema agro-productivo engloba la gestiéon y produccion de alimentos, abarcando préacticas,
técnicas y actividades vinculadas a las labores rurales. Durante la Revolucién Verde, el enfoque
se oriento6 hacia el aumento de la productividad agricola. Como resultado, la produccién mundial
de los principales cereales, como el maiz, el trigo, el arroz y el sorgo, aumentd en
aproximadamente mil millones de toneladas desde entonces, segun estadisticas proporcionadas
por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO). Estos
cereales siguen siendo esenciales tanto en la alimentacion humana como en la produccion
ganadera a nivel global y se estima que sera necesario producir una cantidad igual de cereales para
el afio 2030 (Harrison, 2002).

A pesar de gue la transicion de la produccion agricola tradicional a la industrializada ha mejorado
la eficiencia en los campos, gener6é un gran endeudamiento entre numerosos agricultores. Esta
situacion se debe a que el éxito en la produccion agricola a gran escala se ha logrado gracias a la
promocion de obras de infraestructura, la disponibilidad de créditos y la implementacién de
programas de formacion dirigidos a los agricultores. Ademas, se han agravado los conflictos
ambientales, la pérdida de biodiversidad y el agotamiento de recursos naturales debido a los
considerables cambios que han surgido con la expansién de las nuevas areas agricolas. Estos
cambios incluyen précticas como la deforestacion, la introduccion de variedades mejoradas de
semillas, la contaminacion derivada del uso sistematico de los agroquimicos para controlar las
plagas y malezas de los cultivos, asi como la implementacion de sistemas de riego para garantizar

un suministro constante de agua para los cultivos (Pimentel, 1996).
1.1. Evolucion en el uso de los agroquimicos: los productos emergentes

En la transicion hacia métodos agricolas mas tecnoldgicos, la comunidad agraria ha aceptado
ampliamente el empleo de los agroquimicos, una tendencia reflejada en las estadisticas del
consumo global anual (Diez Jerez et al., 2013). Segun los datos proporcionados por la Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA) en 2011, se alcanzaron aproximadamente 2,5
millones de toneladas de agroquimicos consumidos; donde el 40% de este consumo corresponde
al grupo de los herbicidas, seguidos por los insecticidas y fungicidas (Grube et al., 2011). Este

patrén de consumo posiciond a los agroquimicos entre los productos mas contaminantes
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por la Unién Europea (2016) y se han convertido gradualmente en el centro de atencion.

Hasta el momento, se han identificado méas de 400 productos disefiados para la proteccion de los
cultivos, y los principales consumidores han sido China, Estados Unidos, Argentina, Tailandia,
Brasil, Italia, Francia, Canadé, Japén e India (Manoli et al., 2019). EI mercado de los agroquimicos
en Argentina se ha expandido fuertemente, con un aumento en el consumo total de 73 a 236
millones de kilogramos por afio en los Gltimos 10 afios segun informe de la Cdmara de Sanidad
Agropecuaria y Fertilizantes (CASAFE, 2013). Durante la campafa del afio 2011, los herbicidas
han representado el 64% del volumen total de ventas en el mercado nacional, mientras que los
insecticidas y fungicidas contribuyeron con un 16% y 12%, respectivamente. Este aumento se ha
debido en gran parte a la rapida adopcion del paquete tecnoldgico de la soja transgénica, resistente
al herbicida glifosato de bajo costo, lo que ha consolidado al pais como el segundo mayor
consumidor de los herbicidas a nivel mundial (CASAFE, 2012). Sin embargo, es importante
destacar que se evidenci6 un incremento del 23 % en las ventas nacionales de nuevos productos
guimicos que estdn comenzando a tomar participacién, alcanzando un volumen total de 78
millones de kilogramos de herbicidas (CASAFE, 2013 y 2014).

La tendencia a la adopcién de los herbicidas especificos se podria atribuir a la alta especificidad
de los productos hacia el tipo de maleza y las condiciones estacionales de cada regién en particular
(Demetrio et al., 2022). En este contexto, es importante considerar que la amplia gama de
productos quimicos introduce una capa adicional de complejidad en su comportamiento en el
entorno natural, debido a las diversas propiedades quimicas, los grados de toxicidad y los
mecanismos de accién implicados (Katagi, 2006).

En el contexto de los herbicidas emergentes, se destaca el aumento significativo en el uso de tres
grupos de compuestos con modos de accidn especificos. En primer lugar, se observa un
incremento notable en la aplicacion de compuestos inhibidores del fotosistema I, conocidos como
triazinas. Estos afectan dicha estructura ubicada en la membrana de los tilacoides de los
cloroplastos, que desempefia un papel crucial en el proceso de fotosintesis. Ejemplos de estos
inhibidores son la prometrina, utilizada para controlar malezas en el cultivo de algodén, y la
atrazina, ampliamente utilizada en Estados Unidos, China y paises en desarrollo, a pesar de su
prohibicion en la Unidn Europea (Hansen et al., 2019). Ambos herbicidas son persistentes en
aguas subterrdneas y plantean amenazas para los sistemas endocrino, nervioso central e
inmunolédgico, y se han asociado con la desmasculinizacion de ranas y la inhibicion de plantas no
objetivo, como mencionaron diversos autores en sus estudios (Alonso et al., 2018; Campos-
Pereira et al., 2012; Chang et al., 2022; Gao et al., 2019; Garcia 2019; Hayes et al., 2010; Hu et
al., 2021; Liu et al., 2019; Mosiichuk et al., 2018; Qu et al., 2017; Sanchez et al., 2017; Singh et
al., 2018; Vonberg et al., 2014; Yue et al., 2017).

13



El segundo grupo de herbicidas que esta ganando uso ha sido el de los inhibidores de la acetil-
coenzima A (CoA) carboxilasa, como el cletodim, un herbicida selectivo para pastos; pero al ser
hidrofilico, se ha convertido en un posible contaminante de cursos de agua (Chen et al., 2017).
Dentro de este grupo, el haloxifop-P-metilo, empleado en cultivos como maiz, sorgo y cafia de
azucar, ha sugerido posibles riesgos ya que es soluble en agua y se ha detectado en el rio Songhua
en China (Liu et al., 2023).

En el tercer grupo de herbicidas emergentes se encuentran los herbicidas hormonales, entre los
gue se encuentra el dicamba, reconocido por su selectividad postemergente frente a las malezas
de trigo sarraceno (CASAFE, 2020). A pesar de la limitada informacién disponible sobre su
degradacion a lo largo del tiempo, su estructura quimica sugiere analogias con el 2,4-D. En un
estudio llevado a cabo en Canada (Waite et al., 2005), se identificaron concentraciones de
dicamba, atrazina y otros ocho herbicidas en la atmdsfera, atribuyendo su presencia al transporte
atmosférico a largas distancias desde Estados Unidos, lo que enfatiza su persistencia en el medio
ambiente. Estos productos quimicos agricolas han sido motivo de creciente preocupacion debido
a las amenazas que plantean tanto para el entorno natural como para la salud pablica. Para
enfrentar esta compleja problematica de contaminacién y promover medidas preventivas, es

crucial comprender como estos contaminantes ingresan al entorno.
1.2. Identificacion de fuentes de contaminacion ambiental: difusas y puntuales

Las fuentes de contaminacién por agroquimicos se refieren a aquellos lugares, las actividades o
los procesos que liberan contaminantes al entorno ambiental. En el caso de la contaminacion
ambiental causada por agroquimicos, se han identificado dos vias principales: las fuentes
puntuales y las fuentes difusas (Carpenter et al., 1998; Massoud et al., 2006).

Las fuentes difusas se caracterizan por la liberacion dispersa de los contaminantes desde diversas
fuentes no identificadas y areas geograficas extensas, siendo especialmente evidente en terrenos
destinados al monocultivo. Estos contaminantes se desplazan hacia las aguas receptoras por la
accién de lluvias intensas s o debido al flujo superficial del suelo (Edwards & Withers, 2008).
Por otra parte, las fuentes puntuales se ubican en areas donde los contaminantes ingresan a través
de conductos confinados, normalmente necesitando obtener autorizaciones para su liberacion o
disposicidn final. No obstante, también se han identificado fuentes puntuales en areas propensas
al manejo descuidado de los agroquimicos, debido a los accidentes durante el llenado de los
tanques de aspersion, tuberias defectuosas y boquillas con fugas, asi como la acumulacion
negligente de los envases de los agroquimicos concentrados (Castillo et al., 2008). Estos
incidentes, si no se gestionan adecuadamente, tienen el potencial de contaminar tanto el suelo
como los cuerpos de agua superficiales y subterraneos, siendo la principal causa de la
contaminacion por agroquimicos (Carter, 2000).
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Para abordar la contaminacion puntual, es esencial considerar la relacion entre la toxicidad
inherente de los productos involucrados y el nivel de exposicién (frecuencia con la que los
contaminantes pueden ingresar al entorno). Por lo tanto, una estrategia de mitigacion viable podria
ser la intervencion directa en la fuente puntual, con el proposito de prevenir el nivel de exposicion.
En este contexto, las Buenas Practicas Agricolas (BPA) se presentan como una herramienta
valiosa para reducir las posibilidades de liberacion de los contaminantes al ambiente, al mismo
tiempo que permite la continuidad de las practicas agricolas de manera responsable y sostenible
(Diez Jerez et al., 2013).

2. Las Buenas Practicas Agricolas: los biolechos

Las Buenas Practicas Agricolas constituyen un conjunto de principios, normas y recomendaciones
y técnicas aplicables a la produccion, procesamiento y transporte de los alimentos. Su principal
objetivo ha sido garantizar la proteccion de la higiene, la salud humana y el medio ambiente a
través de métodos que sean ecoldgicamente seguros, higiénicamente aceptables y
econdmicamente viables. En este marco, la gestion responsable de los fitosanitarios tuvo como
meta garantizar el uso adecuado de los agroquimicos a lo largo de todo su ciclo de vida, desde su
desarrollo hasta su eliminacion, abarcando su comercializacion y aplicacion en el campo
(CASAFE, 2020; Diez Jerez et al., 2013).

Por lo tanto, en situaciones donde existe el riesgo de que se produzcan los derrames accidentales
de los agroquimicos, los biolechos o camas biol6gicas emergen como una estrategia tecnolégica
y sostenible para contener y degradarlos mediante la accion de microorganismos especificos.
Estos sistemas de biopurificacion sobresalen por su facilidad de operacion, su estructura eficiente
y su bajo costo (Torstensson & Castillo, 1997).

La version original del biolecho sueco ha estado integrada por tres elementos dispuestos en un
pozo de 60 cm de profundidad en el suelo, como se ilustra en la Figura 1 (Castillo et al., 2008).
En una primera etapa, se ubica una base de arcilla en la parte inferior, con una profundidad de 10
cm. La arcilla, caracterizada por su baja permeabilidad y capacidad de absorcién, desempefia el
papel de barrera impermeable frente al entorno circundante. Asimismo, existe la posibilidad de
mejorar la impermeabilizacion mediante un revestimiento en las paredes laterales y el fondo,
utilizando una membrana, como una geomembrana, u otro material impermeable. Este
revestimiento actla como una barrera adicional para prevenir la percolacion de los liquidos
residuales de la pulverizadora hacia las capas de suelo contiguas y subyacentes al lecho biolégico,
evitando de esta manera el acceso a las napas de agua subsuperficiales.

Luego se llena el biolecho con la biomezcla (50 cm restantes), nicleo esencial del sistema. La
eficacia de este sistema se encuentra estrechamente ligada a cada uno de los componentes que
conforman la biomezcla, ya que cada uno de ellos desempefia un papel fundamental en la

retencion y la degradacion de los agroquimicos (Torstensson & Castillo, 1997). La biomezcla
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original esta compuesta especificamente por la paja, que es un material lignocelulésico, turba
como sustrato organico humidificante y suelo en una proporcion de 50:25:25 % en volumen. En
esta mezcla, la paja ocupa un rol central como sustrato principal, ya que los hongos encargados
de degradar la lignina son activos en este proceso y generan enzimas que han demostrado ser
altamente efectivas en la degradacion de los agroquimicos. Por otro lado, el suelo aporta capacidad
de adsorcion y los microorganismos adaptados a los agroquimicos usados en campo especialmente
bacterias. La inclusion de turba en la biomezcla contribuye a la capacidad de adsorcidn, al control
de la humedad y a la degradacion abi6tica de los agroquimicos (Vischetti et al., 2007).

La relevancia de los biolechos reside en la necesidad de preservarlos de las precipitaciones, dado
que estas pueden afectar el contenido de humedad de la biomezcla. Por lo que se podria recubrir
el biolecho con una capa de césped, la cual desempefia un papel crucial en la regulacion de la
humedad, facilitando el transporte ascendente de agua y posiblemente estimulando la exudacion
de enzimas esenciales para la degradacién de agroquimicos por parte de las raices (Vaughan et
al., 1994). La omision de esta capa de césped puede conllevar a una deficiente evapotranspiracion,
disminuyendo la actividad microbioldgica y aumentando el riesgo de lixiviacion de agroquimicos
(Fogg et al., 2004; Henriksen et al., 2003; Wilde et al., 2007). No obstante, su inclusion no siempre
es factible, especialmente al emplear herbicidas, ya que esto dificulta su supervivencia. Otras
alternativas podrian incluir la construccion de un techo o el mantenimiento de una cobertura
pléstica que impida el ingreso de agua de lluvia, al tiempo que posibilita la circulacion de aire

para favorecer la evaporacion cuando no se esta utilizando (IRAM 29.561/2020)

Capa de césped
. 50cm

Biomezcla
50% paja 10cm

25% turba
25% suelo

Capa de arcilla

Figura 1. Representacion inicial del biolecho sueco que detalla los distintos componentes (Figura adaptada
de Castillo et al., 2008).

Con el fin de mantener los bajos costos de los biolechos en diversas regiones y favorecer el
reciclaje de agro-residuos locales, resulta fundamental adecuar el disefio de las biomezclas a las
condiciones particulares de cada lugar y modificar la composicion de dichas biomezclas segun
sea necesario. En este contexto, se han explorado alternativas al sustrato organico humidificante,
ya que la turba resulta costosa en regiones donde su disponibilidad limitada. Estas alternativas han

incluido el uso de diferentes materiales que pasan por procesos de biotransformacion como
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compost o vermicompost (Gao et al., 2015; Karas et al., 2015; Omirou et al., 2012). Ademas, otros
estudios han logrado reemplazar exitosamente la paja con materiales lignocelul6sicos de facil
obtencion, como tallos de uva o los residuos de cultivos de algodon (Karanasios et al., 2010), la
fibra de coco (Chin-Pampillo et al., 2016), la paja de maiz (Géngora-Echeverria et al., 2018) y
cafa de azlcar (Saez et al., 2018).

El creciente interés global en la busqueda de alternativas sostenibles resalta la importancia y el
potencial de esta tecnologia. Numerosas investigaciones en paises como Inglaterra, Bélgica, Italia,
Francia y Dinamarca han dado lugar a una variedad de enfoques de tratamiento, tales como
biofiltros, lechos de biomasa, y sistemas como Fitobac y Biobac (Coppola et al., 2007; Fait et al.,
2007; Fogg et al., 2003, 2004; Pietrantoni, 2004; Spliid et al., 2006; Vischetti et al., 2004; Wilde
et al., 2007). En América Latina, paises como Uruguay, Brasil, Costa Rica y Chile han
manifestado un interés en constante crecimiento hacia la adopcion de esta técnica agricola
innovadora (Rivero et al., 2022; Dias et al., 2021; Acosta-Sanchez et al., 2020; Bricefio et al.,
2014). La Figura 2 proporciona ejemplos concretos de estos avances en el mundo. En el caso de
Argentina, se han identificado soluciones locales que se suman a la tendencia. Un ejemplo es el
aprovechamiento de la resaca de rio, que son los residuos vegetales fluviales acumulados en
condiciones anaerobicas en el delta del Rio Parana y se utiliza para la produccion de flores, como
una alternativa a la turba. En cuanto a la paja, dada la considerable produccion de cereales en el
pais, se han explorado una amplia gama de opciones, centrandose en materiales lignocelulésicos
como el rastrojo de trigo y la paja de alfalfa (Lescano et al., 2022; Masin et al., 2018). En el estudio
realizado por Lescano et al. (2018), se ha identificado una combinacién altamente efectiva de
rastrojo de trigo, resaca de rio y suelo para la degradacion del glifosato. Esta combinacién merece

una investigacion mas detallada para evaluar su eficacia en comparacion con otros herbicidas.

Inglaterra

Figura 2. Diversas estrategias para la adaptacion de los biolechos en el mundo



Otro aspecto crucial en la gestion de los biolechos es el monitoreo de la disminucion del volumen
de la biomezcla. Esta reduccion se debe a la degradacion natural de los materiales constituyentes,
provocada por la intensa actividad microbioldgica. Diversos factores ambientales, como las
condiciones climaticas locales, influyen en este proceso. Por lo tanto, se recomienda la
incorporacién anual de biomezcla fresca antes del comienzo de la temporada de fumigacion.
Ademas, es importante tener en cuenta que las biomezclas desgastadas, después de su uso, pueden
contener residuos de agroquimicos; por lo que se consideran residuos peligrosos. Estas trazas de
productos pueden provenir de aplicaciones recientes, incluso momentos antes de eliminar el
material retirado, o de la gradual degradacion de agroquimicos persistentes que adn no se ha
completado (Torstensson, 2000). Se sugiere llevar a cabo una renovacion completa de la
biomezcla cada 5 a 8 afios (Delgado-Moreno et al., 2020) y el material desgastado debe someterse
preferentemente a un tratamiento de biorremediacién, el cual se detallard mas adelante (inciso
2.1).

2.1. Gestion sostenible de los biolechos: monitoreo integrado

Para asegurar un funcionamiento efectivo de los biolechos, es crucial llevar a cabo mediciones
analiticas periddicas de la carga contaminante presente. Estas mediciones son esenciales para
garantizar la eficacia del sistema y prevenir la acumulacidn excesiva de agroquimicos en la
biomezcla. Métodos avanzados como la cromatografia de gases y la cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas se utilizan para cuantificar la presencia de agroquimicos en
la biomezcla (Acosta-Sanchez et al., 2020; Fernandez et al., 2022; Papazlatani et al., 2019; Ruiz-
Hidalgo et al., 2015).

Es importante destacar que la mera ausencia de deteccion de un agroquimico no garantiza la
completa descontaminacion de la biomezcla. El proceso de degradacion puede dar lugar a la
formacion de intermediarios potencialmente mas tdxicos, como se ha observado en estudios
realizados por Santiago et al. (2018) y Sirtori et al. (2014). En ocasiones, la toxicidad de estos
agroguimicos se debe a la accién de sus metabolitos que generalmente son mas polares y mas
toxicos que su compuesto original. En el caso de las triazinas, como la atrazina, se han identificado
los productos de degradacion desetilatrazina (DEA) y deisopropilatrazina (DEIA) (Singh et al.,
2018). Segun la base de datos de propiedades de agroguimicos (PPDB), la prometrina se degrada
con oxidacion del grupo metilotio a hidroxi-metabolitos. EI cletodim se metaboliza
principalmente a cletodim sulfoxido, cletodim sulfona y sulféxido imina (Atzei et al., 2021). El
haloxifop-P-metilo se transforma en haloxifop-acido (Buerge et al., 2015) y el dicamba presenta
el principal metabolito acido-3,6-diclorosalicilico (PPDB). Sin embargo, es importante tener en
cuenta que aun hay muchos productos no identificados y cuantificar todos los metabolitos
presentes en la biomezcla es una tarea compleja debido a la diversidad y bajas concentraciones de

estos compuestos.
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Para afrontar estos desafios, se han explorado soluciones adicionales a los métodos analiticos
convencionales para supervisar la degradacion de los contaminantes en una biomezcla. Aqui es
donde entra en juego el monitoreo integrado, una propuesta innovadora para abordar los aspectos
criticos en los biolechos. EI monitoreo integrado no se limita solo a seguir el proceso de
degradacion de un contaminante en particular, sino que implica una evaluacion mas completa
desde diferentes perspectivas.

Parte de este enfoque considera la supervision de los cambios ecotoxicolgicos mediante el uso
de bioindicadores. Estos bioindicadores, que pueden ser organismos, partes de organismos o
comunidades de organismos, se emplean para obtener informacién sobre la calidad de una muestra
o el entorno natural. Son especialmente valiosos debido a su sensibilidad y capacidad de respuesta
ante perturbaciones ambientales. Ademas, los bioindicadores poseen la capacidad de integrar
informacidn sobre la salud del ecosistema, proporcionando asi una evaluacion multifacética que
contribuye a aumentar la confiabilidad de los resultados y a lograr un entendimiento completo del
sistema (Alkorta et al., 2003).

En los biolechos, el monitoreo de las actividades enzimaticas podria servir como una herramienta
potencial de monitoreo. Esta alternativa es viable debido a lo mencionado previamente: el material
lignocelulésico favorece la proliferacién de hongos esenciales en la descomposicién de la lignina,
en particular, el hongo de pudricién blanca. Este hongo genera enzimas especializadas, como
peroxidasas y lacasas, que desempefian un papel fundamental en este proceso (Kirk & Farrell,
1987). Estas enzimas son altamente especificas y eficaces en la degradacién de diversos
compuestos clorados, colorantes y diversos agroguimicos (Castillo et al., 2000; Castillo et al.,
2001; Coppola et al., 2007; Hirai et al., 2004; Kotterman et al., 1998; Paszczynski & Crawford,
1995; Pizzul et al., 2009; Vischetti et al., 2007; Wesenberg et al., 2003). Las investigaciones sobre
la hidrélisis del diacetato de fluoresceina (FDA) han sido fundamentales para avanzar en la
dinamica microbiol6gica en diferentes tipos de sustratos (Schnurer & Rosswall, 1982; Adam &
Duncan, 2001). La capacidad de la FDA para servir como indicador indirecto de la actividad
biolégica del sustrato, al ser hidrolizada por enzimas activas, proporciona una medida indirecta
de la actividad bioldgica del sustrato.

Es importante sefialar que los agroguimicos pueden perturbar la actividad de las comunidades
microbiologicas, las cuales pueden manifestarse de diversas maneras, ya sea mediante el
agotamiento de sustratos que sirven como fuente nutricional o mediante la eliminacién completa
de la microbiota debido a su elevada toxicidad. En este sentido, numerosos estudios respaldan la
idea de que la disipacion de la mayoria de los agroquimicos en una mezcla esta correlacionada
con la actividad de las enzimas fenoloxidasas (FOX) y/o la respiracion basal (Vischetti et al.,
2007). Ademés, se ha documentado la degradacion de agroquimicos individuales por hongos de
pudricion blanca, subrayando la participacion activa de peroxidasas en este proceso. Por lo tanto,

el monitoreo detallado del comportamiento de las comunidades microbiol6gicas se ha
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convertido en una herramienta valiosa en la evaluacion del biolecho y reflejan su relacion con la
degradacion de los contaminantes (Dias et al., 2021; Fernandez et al., 2022; Khalid et al., 2020;
Lescano et al., 2018; Masin et al., 2018; Tortella et al., 2012).

En la busqueda de avanzar en la comprensién del funcionamiento de los biolechos y mejorar la
evaluacion del desempefio de la biomezcla, resulta altamente beneficioso incorporar pruebas con
bioindicadores que representen diversos grupos taxondmicos. Un ejemplo comin en ensayos
ecotoxicologicos es el uso de Daphnia magna, un microcrustaceo de agua dulce, en ensayos que
involucran lixiviados extraidos de biomezclas (Ruiz-Hidalgo et al., 2015). Al tratar la degradacion
del insecticida/nematicida carbofurano en combinacion con clorpirifés, varios estudios
informaron una eliminacién casi completa de la toxicidad basada en pruebas de inmovilizacion
aguda en Daphnia magna. Ademas, se han examinado las respuestas fisioldgicas en peces como
Oreochromis aureus y Oncorhynchus mykiss en relacion con procesos de desintoxicacion de
matrices contaminadas (Acosta-Sanchez et al., 2020; Rodriguez-Rodriguez et al., 2018). En este
contexto, los organismos utilizados en los estudios proporcionan informacion integral sobre el
estado de las biomezclas, considerando el entorno como un tejido interconectado, donde las
perturbaciones en un nivel pueden incidir en todo el sistema.

En la basqueda de indicadores idoneos, también se han examinado pruebas fundamentadas en
plantas superiores, destacadas por su simplicidad, sensibilidad y eficacia en el monitoreo
ambiental. La Organizacion Internacional de Normalizacién (ISO), la Agencia de Proteccion
Ambiental de los Estados Unidos (EPA) y la Organizacién para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdémico (OCDE) han emitido recomendaciones sobre el uso de Lactuca sativa como una
especie vegetal modelo en pruebas de fitotoxicidad. Esta eleccion se basa en su susceptibilidad de
L. sativa a los compuestos quimicos en contraste con otras especies vegetales. Las pruebas se
centran en la evaluacion de la germinacion de las semillas y el desarrollo de las raices (Lyu et al.,
2018; Oliveira et al., 2018).

Por otra parte, el uso de invertebrados terrestres como colémbolos o lombrices de tierra
(oligoquetos terrestres) presentan la ventaja de que se pueden aplicar directamente sobre la
biomezcla a evaluar (Carniel et al., 2020; Dias et al., 2020; Masin et al., 2018). Estos organismos
han sido utilizados en pruebas de toxicidad cronica, es decir, evaluando principalmente la
reproduccion en biomezclas contaminadas. En este sentido, las lombrices de tierra, representan
una porcidn sustancial de la biomasa presente en el suelo, desempefian una funcién crucial en su
funcionalidad, con implicaciones de gran relevancia en lo que respecta a la estructura del suelo,
el ciclo de nutrientes y la composicion microbiologica (Blouin et al., 2013). Estas especies se
consideran indicadores ecotoxicologicos apropiados debido a su extrema sensibilidad a
concentraciones bajas de contaminantes (Oliveira et al., 2018; Yang et al., 2017). En

consecuencia, las pruebas de toxicidad aguda con lombrices, empleando especies como Eisenia
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fetida o Eisenia andrei, han sido adoptadas universalmente para evaluar el impacto ambiental de
sustancias quimicas antropogeénicas, tales como agrogquimicos, hidrocarburos y metales (Edwards
& Bohlen, 1996; Pelosi et al., 2014). Por tanto, es esencial optar por un enfoque de monitoreo que
se apoye en las respuestas de bioindicadores pertenecientes a diversos grupos taxondmicos. Esta
eleccion podria enriquecer la comprension sobre la eficacia de estos sistemas y, simultaneamente,

proporcionaria una perspectiva mas completa de los procesos involucrados.

2.1.1. Innovacién en el monitoreo integrado: Prueba de Lesion en E. fetida para

biolechos (in situ)

La utilizacién de pruebas ecotoxicoldgicas para evaluar la carga contaminante en un biolecho
emerge como una herramienta valiosa en la gestion, permitiendo una evaluacion sélida y confiable
de su descontaminacion. Sin embargo, una limitacién se presenta al intentar evaluar los efectos en
los organismos expuestos a concentraciones elevadas de contaminantes, dado que los organismos
muestran una notable sensibilidad incluso a niveles bajos de contaminacion. No obstante, se
podria emplear una estrategia para obtener informacion adicional acerca de lo que ocurre en el
biolecho al retirar a los organismos y observar las alteraciones morfoldgicas y lesiones en la
epidermis. La suposicion subyacente es que estas lesiones podrian proporcionar datos reveladores
sobre el grado de contaminacion, actuando como indicadores de exposicién, siempre y cuando se
logren identificar patrones de lesiones consistentes en su aparicion. En este contexto, diversos
estudios han identificado cambios morfoldgicos en las lombrices de tierra cuando se someten a la
exposicion a diferentes contaminantes. Por ejemplo, en Venkateswara Rao et al. (2003) estudiaron
a E. fetida cuando se la expuso a insecticidas organofosforados, encontrando como respuesta el
exudado de liquido celémico. En Chakra Reddy & Venkateswara Rao (2008) examinaron los
cambios morfoldgicos en E. fetida expuesta a otro insecticida organofosforado, profenofos.
Ademas, en Gupte et al. (2013) observaron que la especie Pheretima postuma presentaba sintomas
morfoldgicos, como la desaparicidn de la pigmentacidn, en presencia de tintes como el Rojo BS y
el Rojo de Metilo. En Rodriguez et al. (2013) examinaron a E. fetida expuesta a cadmio y observo
protuberancias en toda la superficie del cuerpo. En Homa et al. (2016) estudiaron los efectos de
metales como el cobre, niquel y cadmio en Allolobophora chlorotica, lo que resultdé en
malformaciones, anomalias e interrupcién de segmentos. En afios posteriores, Selvan Christyraj
etal. (2020) investigaron la capacidad de curacion de heridas y regenerativa en Eudrilus eugeniae,
y en el estudio de Subbiahanadar Chelladurai et al. (2020) examinaron los efectos de la radiacion
ultravioleta (UV-C) en Perionyx excavatus. Estos estudios han mejorado la comprension de los
efectos de varios contaminantes en la morfologia de las lombrices, aunque ninguno ha intentado

definir un umbral de toxicidad para estas lesiones.
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Considerando estos aspectos, es necesario buscar una alternativa de monitoreo para detectar como
afectan los contaminantes durante el proceso de degradacion en su conjunto. Esta iniciativa busca,
ademas, la capacidad de distinguir la gravedad de las lesiones en comparacion con otras y, en lo
posible, contar con un registro visual que permita llevar a cabo el monitoreo en el lugar
contaminado. Este enfoque se presenta como ventajoso debido a su accesibilidad y aplicabilidad
en el terreno. No obstante, la obtencion de este registro visual representa un desafio critico que
requiere una investigacion profunda sobre la correlacion entre los diferentes niveles de lesiones

biolégicas y el grado de toxicidad inherente a la muestra en cuestion.
2.2. Biorremediacion de las biomezclas desgastadas

Las biomezclas desgastadas que son retiradas del sistema del biolecho deben ser reemplazadas ya
gue podrian contener trazas de contaminantes, lo que requiere la aplicacién de tratamientos
especiales. Para abordar este desafio, se han empleado diversas tecnologias, como la dispersién,
el depdsito en vertederos y la incineracion. Sin embargo, es importante destacar que estas técnicas
suelen ser costosas y pueden llevar a la transferencia de residuos de agroquimicos a otros entornos.
Por lo tanto, resulta esencial Ilevar a cabo un proceso de descontaminacion de las biomezclas
desgastadas antes de su eliminacién definitiva o de considerar su posible reutilizacion. Desde una
perspectiva ambiental, las técnicas de biorremediacion se destacan como un enfoque beneficioso
y econdmicamente viable. Entre estas técnicas, los procesos de biotransformacion son
especialmente relevantes, ya que contribuyen de manera significativa al reciclaje, la
biodegradacion, la bioestabilizacion y la biomaduracién de una amplia gama de desechos
organicos (Delgado-Moreno et al., 2020). La biotransformacién, mediante la incorporacion de
diversos materiales disponibles, constituye un proceso aerébico que emplea microorganismos
para estabilizar residuos agricolas. La funcion crucial de estos microorganismos radica en la
regulacion, a través de sus enzimas, de la transformacion y descomposicién de la materia organica,
generando nutrientes en forma mas accesibles para los cultivos (Bowles et al., 2014; Diaz-Ravina
etal., 1993).

La biotransformacion con la colaboracion de las lombrices de tierra se presenta como otro eficaz
enfoque de biorremediacion. Estas lombrices modifican el entorno de manera significativa,
promoviendo las interacciones entre las comunidades microbioldgicas y el sustrato. E. fetida es
una lombriz de tierra que vive en la superficie del suelo (epigea), se alimenta principalmente de
restos de materia organica en descomposicion. Es ampliamente reconocida como la lombriz de
tierra mas utilizada en los procesos de biotransformacion debido a su ubicuidad, alta tasa de
reproduccion, ciclo de vida corto y alta tolerancia a las condiciones cambiantes (Dominguez &
Gbmez-Brandon, 2012). La biotransformacion con lombrices de tierra ha demostrado ser un
proceso eficaz para eliminar contaminantes orgéanicos (hidrocarburos aromaticos policiclicos,
agroquimicos), incluso en algunos sustratos complejos como lodos de depuradora (Rorat et al.,

2017; Suthar et al., 2014) o metales pesados en cenizas de carbon (Usmani et al., 2017). Ademas,
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el uso de vermicompostaje como enmienda del suelo redujo la disponibilidad y movilidad de
metales potencialmente téxicos (Jordao et al., 2011; Liu et al., 2019) y agroquimicos (Fernandez-
Bayo et al., 2015; Masin et al., 2018) lo que favorece su eliminacion en los suelos (Delgado-
Moreno & Pefa, 2009). Finalmente, diferentes estudios han informado que la inoculacién de
suelos contaminados con diferentes especies de lombrices, incluida E. fetida, directamente o en
combinacion con materia organica, mejoré la degradacion y la eliminacion de una amplia gama
de contaminantes ambientales (Lin et al., 2012; Rodriguez-Campos et al., 2014; Shi et al., 2020).
La efectividad de los procesos de biotransformacion en la eliminacion de los contaminantes
ambientales en diversas matrices constituye la base cientifica que respalda su utilizacién en la
descontaminacion de las biomezclas desgastadas. Un ejemplo de esto es el estudio realizado por
Delgado-Moreno et al. (2020), que explor6 el potencial de la vermirr-emediacion para reciclar
biomezclas contaminadas con diurén, imidacloprid, tebuconazole, oxyfluorfen y dimethoate,
obteniendo resultados satisfactorios para el diurdn y el oxyfluorfen. Asimismo, en el trabajo de
Zenteno-Rojas et al. (2019) obtuvieron resultados favorables en la realizacion de una
biotransformacién con E. fetida para eliminar decaclorobifenilo y ademas se destaco la capacidad
de las bacterias del intestino de la lombriz de tierra para degradar dicho contaminante. En
consecuencia, complementar este proceso con procesos de biorremediacion podria mejorar

significativamente la eficiencia en la implementacion de los biolechos.

3. Biorremediacién aplicada a diferentes agro-residuos

El manejo de residuos agricolas se enfrenta a desafios crecientes debido al aumento en la
produccién, generando acumulaciones con composiciones variables que aumentan los riesgos
ambientales, desde posibles incendios hasta infecciones. Este problema se agrava especialmente
en el caso de residuos con altos niveles de nitrégeno y lignina, como los rastrojos de cereales o
los restos de olivos, presentando notables desafios ambientales. En Espafia, liderada por
Andalucia, se destinaron aproximadamente tres millones de hectareas al cultivo de olivos (Losa,
2020), y surgieron nuevos productores en paises como Argentina, Australia y Sudafrica (Roig A
et al., 2006), siendo Argentina un ejemplo destacado con un notable crecimiento en este sector,
totalizando 90.000 hectéreas de plantaciones tradicionales y cultivos de alta densidad (Federacion
Olivicola Argentina, Subsecretaria de Agricultura de la Nacion). Especificamente, el alpeorujo u
orujo de oliva, un subproducto de la extraccién de aceite de oliva, es un residuo sélido de color
marrén con una composicion rica en agua, aceite residual, fibra, potasio y polifenoles,
caracterizandose por su baja concentracion de metales pesados. A pesar de estas propiedades, su
abundancia representa un desafio para las industrias debido a su alta fitotoxicidad, su potencial
contaminante y los costos asociados a su eliminacion adecuada (Medouni-Haroune et al., 2018).
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La gestion inadecuada de estos residuos puede tener consecuencias ambientales negativas,
destacando la importancia de un manejo adecuado antes de verterlos sin tratamiento en terrenos o
cuerpos de agua (Arias-Estévez et al., 2008; Bermudez-Couso et al., 2007; Espigares et al., 1997;
Hildebrandt et al., 2008; Sanchez-Camazano et al., 2005; Vega et al., 2005). Frente a esta
problematica, la biorremediacion se presenta como una alternativa de investigacion para convertir
este tipo de residuo en recursos de alta calidad. Evaluar la viabilidad de este enfoque no solo
contribuira a una gestion efectiva de los residuos agricolas, sino que también fomentara précticas

sostenibles en la agricultura, beneficiando tanto al medio ambiente como a la produccién agricola.

Obijetivo general

Evaluar a escala de laboratorio estrategias de degradacion de corrientes residuales con altas

concentraciones de agroquimicos y de valorizacion de subproductos agroindustriales.

Obijetivos Especificos

o Disenar sistemas de biopurificacién (biolechos a escala laboratorio) para el tratamiento
de efluentes liquidos contaminados con agroquimicos.

e Incorporar bioensayos con oligoguetos terrestres y semillas para monitorear la
degradacion de los agroquimicos en las biomezclas empleadas.

o Disefiar y desarrollar un indice para el seguimiento de la degradacién de los agroquimicos
teniendo en cuenta los efectos morfolégicos lesivos observados en la lombriz de tierra,
E. fetida.

e Evaluar latoxicidad final de las biomezclas para establecer la inocuidad y posibilidad de
su eventual reutilizacion como enmiendas o abonos.

e Evaluar el vermicompostaje como via de valorizacion del alpeorujo.
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Capitulo 1
Diseno y desarrollo de un biolecho a
escala de laboratorio para la remediacion
de agua contaminada con agroquimicos




Introduccién

Los biolechos buscan la degradacion de plaguicidas mediante la actividad de microorganismos
estimulados por sus materiales constituyentes, entre los que se destacan el hongo de pudricion
blancay las bacterias que poseen enzimas lignoliticas de relevancia en el proceso de degradacion.
En este capitulo se detalla el trabajo de preparacion de una biomezcla compuesta por rastrojo de
trigo, resaca de rio y suelo en proporciones especificas para favorecer la degradacion de cinco
herbicidas de amplio uso regional y mundial (atrazina, cletodim, prometrina, haloxifop-P-metiloy
dicamba). Se realiz6 una cuantificacion detallada de la degradacion de todos los agroquimicos en
la biomezcla y el monitoreo de las actividades enzimaticas involucradas en el proceso (FDA 'y
FOX) durante el ensayo de degradacion que se extendio por 210 dias con registros periédicos.
Ademas se incorporaron ensayos de degradacion de los agroquimicos en suelo a los fines de

comparar la degradacion con la biomezcla.

Resumen grafico

Cuantificacion de
los herbicidas

Determinaciones .. .
N L. =
—*enzimaticas

Toma de muestra y preparacion Indicadores
para las determinaciones L biologicos
Objetivo

o Disefar y desarrollar un biolecho a escala de laboratorio para la remediacion de agua

contaminada con agroguimicos

Materiales y métodos

1. Preparacion de los materiales que componen la biomezcla

Los componentes que conformaron las biomezclas preparadas consistieron en rastrojo de trigo,
resaca de rio y suelo. El rastrojo de trigo y el suelo fueron obtenidos de una parcela ubicada en

Monte Vera, provincia de Santa Fe, Argentina (Figura 3a). Se seleccion6 especificamente el
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periodo posterior a la cosecha para la adquisicion de estos elementos. Esta decision conlleva
ventajas considerables, ya que implica que dichos componentes han estado previamente expuestos
a agroquimicos, lo que, a su vez, posiblemente haya promovido la formacion de una microflora
adaptada en estos sustratos. Posteriormente, los materiales recolectados se transportaron a lo largo
de una distancia de 15 km hasta el predio CONICET "Dr. Alberto Cassano", Santa Fe (Figura 3a).
Las labores de preparacion de los materiales se desarrollaron en lel edificio de Planta Piloto del
INTEC.

Para triturar el rastrojo de trigo, se utilizd una astilladora Bear Cat-5540 adaptada para trabajar
junto a una maquinaria agricola (Figura 3b y ¢). Esto permiti6 fragmentar el rastrojo hasta alcanzar
dimensiones de 3 cm. Este material lignocelulésico, conocido por su densa estructura de fibras,
proporcion6 un entorno propicio para la proliferacion de microorganismos altamente
especializados en la degradacién de los herbicidas objetivo. El suelo se extrajo de la capa
superficial que abarc6 los primeros 15 cm del perfil. Luego, se sometié a un proceso de desecacion
natural al aire libre. Una vez seco, se llevd a cabo un andlisis visual para identificar y eliminar
cualquier componente que pudiera obstaculizar el proceso, luego se tamizé a través de una malla
con aberturas inferiores a 3 mm. La resaca de rio fue un producto comercial, adquirido en el vivero
Santa Isabel, ubicado en la Ruta 1 km 0,2 en Colastiné, Argentina. Fue utilizado directamente
desde el envase, sin haber sido sometido a ningun tipo de proceso de modificacion. Los materiales
acondicionados pueden verse en la Figura 3b y sus principales caracteristicas fisicoquimicas se
presentan en la Tabla 1.

Emilia
Cabal
Llambi Campbell
Campo Andino

Nelson
Laguna Paiva

Candioti
Arroyo Aguiar

Sauce Viejo

Figura 3. (a) Lugares de realizacién del ensayo y de extraccién de los materiales 1) Monte Vera, 2) Santa
Fe (b) Preparacion de materiales para la construccion de la biomezcla; (c) Materiales previamente listos
para mezclar.
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Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas de los materiales que conforman la biomezcla (sobre peso seco).

Rastrojo de trigo Resaca de rio Suelo
pH 6,6 6,0 6,2
Conductividad Eléctrica (CE) (uS/cm) 1430 1090 2450
Materia organica (MO) (%) 92,2 3.4 55
Cenizas (%) 78 948 94,5
CIN 79,6 15 20,2
2. Armado y maduracion de los biolechos

La combinacidn de materiales se llevé a cabo seguln las siguientes proporciones: 50% de rastrojo
de trigo, 25% de resaca de rio y 25% de suelo, medidos en términos de volumen. Esta mezcla fue
dispuesta sobre una ldmina de polietileno y sometida a una homogeneizacidén meticulosa con la
ayuda de una maquina mezcladora. Posteriormente, la mezcla se distribuy6 en tres recipientes
plasticos con dimensiones de 20 x 30 x 13 cm (Figura 4a-c). Ademas, se llevd a cabo
paralelamente otro ensayo utilizando Unicamente suelo como grupo de control para la
comparacion de la degradacion con la biomezcla. Se utilizaron tres réplicas en cada caso.

Las unidades experimentales fueron dejadas en reposo durante un periodo de cuatro meses para
permitir una adecuada maduracién. A lo largo de este intervalo, se mantuvo un nivel de humedad
constante dentro del rango del 60-70% mediante la adicién controlada de agua del grifo; y la
temperatura ambiente durante ese periodo se mantuvo en torno a los 29 + 5 °C. Durante esta fase,
se realizaron mediciones del pH, conductividad eléctrica (CE) y el contenido de materia organica
(MO) en las muestras. Adicionalmente, se llevo a cabo una inspeccidn visual diaria de las mezclas
bioldgicas con el fin de detectar cualquier indicio de la presencia del hongo de pudricién blanca.
Dado que este hongo presenta enzimas lignoliticas que tienen una importancia particular en
nuestro estudio, debido a su capacidad demostrada para degradar agroquimicos, se dedicé especial
atencion a su deteccion y al monitoreo de las actividades enzimaticas relevante. Los métodos
utilizados se describen detalladamente méas adelante. Luego de la maduracién de los materiales
que conformaron la biomezcla, se procedid a la aplicacion de los herbicidas.
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Figura 4. (a) Mezcla de todos los materiales en las proporciones adecuadas para la confeccion de la
biomezcla; (b) Biomezcla a escala de laboratorio (triplicado); (c) Controles de suelo a escala de laboratorio
(triplicado).

3. Pulverizacion de los herbicidas

Cada biomezcla y cada control con suelo se pulverizé sobre la superficie utilizando una solucién
de los herbicidas de manera que las concentraciones iniciales en la biomezcla fueron las
siguientes: 75 mg/kg atrazina, 75 mg/kg prometrina, 65 mg/kg cletodim, 85 mg/kg haloxifop-P-
metilo y 170 mg/ kg dicamba. Las biomezclas se mezclaron y se dejaron equilibrar durante 24 h.
Los herbicidas utilizados, en formulaciones comerciales, fueron: Indusquim 50% (v/v) para
atrazina, Red Surcos 18,5% (v/v) para prometrina, Red Surcos 24% (v/v) para cletodim, Chimagro
52% (v/v) para haloxifop-P-metilo y Red Surcos 20% (v/v) para dicamba. El uso de estas
formulaciones comerciales contribuyd a lograr una simulacion més precisa de las condiciones

agricolas. Las propiedades fisicoquimicas de los herbicidas se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2. Caracteristicas fisicoquimicas de los herbicidas empleados en el ensayo de degradacion.

Solubilidad DT 50
Principio activo  Férmula quimica Grupo quimico (mg/L)* Ko 20° (dfas)¢
Triazina 100
Atrazina i' 35 Movilidad 75
(ATZ) )\ n{ \)N\ moderada
NTNTNTS Triazina 400
Prometrina \;I\ 33 Movilidad 60
(PRO) Sy moderada
)\“.)L")\n)\ .
o w0~ Oximasde 8000
Cletodim Ml ciclohexanodiona 5450  Poca 0,55
(CLE) L L movilidad
ﬂ o Avriloxifenoxipropionato
T X
Haloxifop-P- e 79 55
metilo (HAL)
Acido benzoico
o o 250000 3,45-34 7-28

Dicamba oH Alta
(DIC) ocH; movilidad

Cl

a Datos de PPDB: Base de datos de propiedades de herbicidas,
http://sitem.herts.ac.uk/aeru/ppdb/es/index.htm.

® Solubilidad en agua a 20 °

¢ Datos de PubChem: base de datos de sustancias quimicas de los Institutos Nacionales de Salud (NIH),
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/

4 Tiempo para una degradacion del 50% en el suelo (aerébico) — Tipico

4. Monitoreo integrado a lo largo del proceso de degradacion de los herbicidas en

la biomezcla

Se recolectaron muestras de la biomezcla siguiendo el esquema detallado en la Tabla 3. Este
capitulo se centra en el andlisis de la degradacion de herbicidas en la biomezcla, asi como en el
monitoreo de las actividades enziméticas. En el capitulo 2 se profundizara en los indicadores
biologicos. Ademas, se llevo a cabo un monitoreo regular del pH, la conductividad eléctrica (CE)
y la temperatura tanto en la biomezcla como en el entorno ambiental a lo largo de los 210 dias del
ensayo. En las cajas con suelo, solamente se superviso la degradacion de los herbicidas. Cada dia
del cronograma, se extrajeron aproximadamente 100 g de muestra de toda la profundidad de cada
unidad experimental y de diversas ubicaciones. Posteriormente, las muestras recolectadas fueron
sometidas a un proceso de secado natural en un entorno protegido de la luz, seguido de una

molienda con mortero manual para garantizar la homogeneidad en los anélisis posteriores.
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Tabla 3. Cronograma de monitoreo de los biolechos.

Dia Herbicidas (*)  Enzimaticos Indicadores biolégicos

FDA FOX Germinacion (IG) Evitacion (Ia)  Lesion (li)

SIP (**) VoA

0 v v v v v
5 v

10 v Voo

15 v

20 v Voo

30 v VoA A v v
45 v

60 v VoA A v v
75 v

90 v v v v
120 v VoA A v v
150 v v v v
210 v v v v

(*) Herbicidas: ATZ, PRO, CLE, HAL yDIC

(**) S/P: sin pulverizar

4.1. Monitoreo analitico de la degradacion de los herbicidas

El seguimiento de degradacién de los herbicidas se realizd mediante cromatografia liquida de ultra
performance acoplada a espectrometria de masas (UHPLC-MS/MS) en los laboratorios de
servicios analiticos del Programa de Investigacion y Analisis de Residuos y Contaminantes
Quimicos (PRINARC)de la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional del
Litoral. Las metodologias utilizadas se encuentran especificadas en el material complementario
M.1.

4.2. Monitoreo de actividad enzimatica
4.2.1. Hidrdlisis de fluoresceina diacetato (FDA)

Se siguio la técnica de Schnurer & Rosswall (1982) con adaptaciones de Lescano et al. (2018).
Esta determinacion se realizé agregando 6 ml de una solucién tampon de fosfato de potasio 60
mM (pH = 7,6) en presencia de FDA a 1 g de la biomezcla secada al aire colocada en tubos de 15
ml. Se prepard un control con cada biomezcla sin sustrato FDA. Las muestras se agitaron y se
incubaron a 25 °C durante 60 min. Después de la incubacion, se agregaron 6 ml de acetona a todos
los tubos para detener la reaccion. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 3200 rpm durante

5 min. El sobrenadante se filtr6 a través de filtros de nylon de 0,45 um. La absorbancia se midio
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a 490 nm en un espectrofotometro Perkin EImer®. La concentracion de fluoresceina liberada se
calculo como referencia a la curva de calibracion realizada con soluciones estandar de fluoresceina.
Los resultados se expresaron como pmoles de fluoresceina liberada por kilogramo de

suelo/biomezcla en un minuto (umoles/ kg min).
4.2.2. Actividad de las enzimas fenoloxidasas (FOX)

Esta técnica se realiz6 de acuerdo a Castillo et al, (1994) y Tortella et al. (2012).

Se agitan 10 g de la biomezcla secada al aire (150 rpm, 2 h) con 25 ml de un tamp6n de acido
succinico/lactico 100 mM (pH 4,5). Las muestras se centrifugan (4000 rpm, 20 min). Se recoge
el sobrenadante de cada muestra, se filtra a través de filtros de nylon 0,45 um. El medio de
reaccion consiste en 600 pl de acido 3,3-dimetiloaminobenzoico (DMAB), 200 pl de hidrazona
de 3-metilo-2-benzotiazolinona (MBTH), 60 ul de sulfato de manganeso (MnSOs), 2,9 ml de la
muestra filtrada y la reaccion se inicia con la adicion de 20 pl de H.O, 10 mM. La reaccion se
sigue en un espectrofotometro Perkin ElImer a 590 nm por 10 min. Se hace una regresion lineal de
la curva y considerando las diluciones realizadas, el peso de la muestra, el coeficiente de extincion
molar 53000 M1 cm (Castillo et al., 1994) y la longitud de la cubeta, se realiza el calculo que se
expresa en umoles/ kg min; como la cantidad de enzima que cataliza la conversion de 1 pmol de

sustrato en un minuto.

4.3. Evaluacion de los pardmetros fisicoquimicos

El pH y conductividad eléctrica sobre los extractos de los materiales se midieron en suspensiones
de las muestras en agua destilada en una proporcién de (1:2,5 p/v), que se agitd en orbital a 150
rpm durante 2 horas y se centrifugd a 4000 rpm durante 20 min. Finalmente, se midieron
utilizando un medidor multiparamétrico HACH ® HQd Field Case. La temperatura en las
biomezclas se midi6 mediante un termémetro digital durante todo el periodo del ensayo. El
contenido de materia organica se obtuvo gravimétricamente por ignicién a 550 °C durante 2h,

como la diferencia entre el peso seco original y las cenizas (Sharma & Garg, 2018).

5. Anélisis estadistico

En el andlisis de la degradacién de los herbicidas, se compararon todos los dias de muestreo de la
biomezcla pulverizada o suelo pulverizado con el primer dia de muestreo. En el seguimiento de
la hidrdlisis del compuesto FDA y de la actividad de las enzimas fenoloxidasas, se empled el
mismo procedimiento, ademas de analizar las diferencias especificas en cada punto temporal.
Ademas, se calcularon los indices de correlacion de Pearson entre la actividad de las enzimas
fenoloxidasas y las concentraciones residuales de los herbicidas. Los resultados se expresaron
como medias + errores estandar. Las diferencias significativas entre medias se evaluaron mediante
ANOVA unidireccional y una prueba post hoc de Tukey con un nivel de significancia establecido

en p < 0,05. Todos los andlisis estadisticos fueron realizados utilizando el software Minitab.
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Resultados y discusion

1. Etapa de maduracion de los materiales para generar la biomezcla

A través de la observacion visual se logré constatar la homogeneizacion integral de los materiales
constituyentes de la biomezcla. Durante el mes inicial del proceso de maduracion de los
materiales, se confirmd la presencia del hongo de pudricion blanca, como se evidencia en la Figura
5. Este hongo, reconocido por su inherente capacidad para descomponer la lignina, incluyendo el
rastrojo de trigo, adquiere relevancia debido a que las enzimas ligninoliticas asociadas han
demostrado ser idoneas para la degradacion de los agroquimicos. Se complement6 el analisis
exploratorio mediante la supervision de las actividades enzimaticas (FDA y FOX), cuyos
resultados especificos seran analizados en detalle posteriormente (véase figuras 13 y 14), siendo

estos mencionados como resultados anteriores a la pulverizacion de los herbicidas.

Figura 5. Fotografias que muestran la aparicion del hongo de pudricién blanca durante la fase de
maduracion.

2. Degradacion de los herbicidas en la biomezcla y comparacion con la degradacion

en el suelo

El herbicida ATZ y CLE (Figura 6 y 7) presentaron las tasas de degradacion més acelerada en la
biomezcla. La ATZ se degradé significativamente (p < 0,05) a los 15 dias, representando una
reduccién del 95% en comparacion con la concentracion inicial. Se encontraron resultados
comparables en el estudio de Ten et al. (2016), quienes reportaron una degradacion de ATZ
semejante en una biomezcla compuesta por suelo, rastrojo de trigo y turba durante un lapso de 15
a 30 dias. ElI CLE experiment6 una disminucion de 36% al quinto dia de degradacion y en el dia
15 se constatd una degradacion significativa (p < 0,05) del 95%. Estos resultados representan un
gran avance de la tecnologia de los biolechos, ya que hasta ahora habia una escasez de evidencia

cientifica o estudios concluyentes sobre la degradacion de CLE.
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Figura 6. Evolucion temporal de las concentraciones residuales de atrazina; datos correspondientes a la
biomezcla (representada mediante los puntos experimentales celestes) y al control (puntos experimentales
verde), expresados como la concentracion relativa a la concentracion inicial (C/Co) para el herbicida

inoculado. Las letras diferentes indican diferencias significativas entre los valores del mismo tratamiento en
dias diferentes.
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Figura 7. Cambios en las concentraciones residuales de cletodim a lo largo del tiempo; datos
correspondientes a la biomezcla (representada mediante los puntos experimentales celestes) y al control
(puntos experimentales verde), expresados como la concentracion relativa a la concentracion inicial (C/Co)

para el herbicida inoculado. Las letras diferentes indican diferencias significativas entre los valores del
mismo tratamiento en dias diferentes.

En la Figura 8 se muestra la degradacion del herbicida PRO, el cual ha sido prohibido en Europa
pero continta siendo empleado en distintos paises como Australia, Canada, China y Estados
Unidos (Hu et al., 2021; J. Liu et al., 2018; Velisek et al., 2015; Zhou et al., 2012). Los resultados
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obtenidos revelaron una reduccién significativa del 40% en la concentracion residual de este
herbicida tras un periodo de 10 dias (p < 0,05). Este hallazgo adquiere relevancia al contrastarse
con una investigacién previa realizada por Masis-Mora et al. (2019), quienes, al utilizar una
biomezcla compuesta por fibra de coco, compost y tierra de cultivo en proporciones de 2:1:1,
lograron una vida media de eliminacion (DT50) superior a 200 dias. Posteriormente, se
evidenciaron reducciones adicionales notables (p < 0,05) en la concentracion de PRO después de
un mes de ensayo, alcanzando porcentajes de degradacion del 95%, en concordancia con los
hallazgos de Lescano et al. (2022). Este proceso contrasta con el control de suelo, donde, después

de 120 dias, el herbicida persistié en un 35%.
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Figura 8. Variacion a lo largo del tiempo de las concentraciones residuales de prometrina; datos
correspondientes a la biomezcla (representada mediante los puntos experimentales celestes) y al control
(puntos experimentales verde), expresados como la concentracion relativa a la concentracion inicial (C/Co)
para el herbicida inoculado. Las letras diferentes indican diferencias significativas entre los valores del
mismo tratamiento en dias diferentes.

Con respecto a los herbicidas HAL (Figura 9) y DIC (Figura 10), se observo una degradacion
significativa (p < 0,05) superior al 95% después de dos meses de ensayo en la biomezcla. En
cuanto al dicamba, no se encontraron informes cientificos sobre su eliminacion en biomezclas.
Actualmente, el uso de este herbicida en combinacion con glifosato ha experimentado un aumento
a nivel mundial, principalmente debido a la adopcidn de cultivos genéticamente modificados de
soja, maiz y algodén que son resistentes al dicamba, ofreciendo una solucion para el control de

malezas resistentes al glifosato (Lopez-Puertollano et al., 2022; Mariani et al., 2015).
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Figura 9. Tendencia temporal de las concentraciones residuales de haloxifop-P-metilo; datos
correspondientes a la biomezcla (representada mediante los puntos experimentales celestes) y al control
(puntos experimentales verde), expresados como la concentracion relativa a la concentracion inicial (C/Co)
para el herbicida inoculado. Las letras diferentes indican diferencias significativas entre los valores del
mismo tratamiento en dias diferentes.
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Figura 10. Variacion a lo largo del tiempo de las concentraciones residuales de dicamba; datos
correspondientes a la biomezcla (representada mediante los puntos experimentales celestes) y al control
(puntos experimentales verde), expresados como la concentracion relativa a la concentracién inicial (C/Co)
para el herbicida inoculado. Las letras diferentes indican diferencias significativas entre los valores del
mismo tratamiento en dias diferentes.
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Los resultados revelan la capacidad inherente de la biomezcla para reducir los compuestos a
niveles practicamente indetectables. Se destaca especialmente que la velocidad de degradacion de
los herbicidas en el suelo es menor en comparacion con la tasa lograda por la biomezcla, lo cual
respalda la hipétesis de que el proceso con la biomezcla es més rapido y eficiente. La Figura 11
muestra comparativamente la degradacion de todos los herbicidas en el suelo, mientras que la
Figura 12 muestra la comparacion para el caso de la biomezcla. En el transcurso del primer mes
de degradacion en los ensayos con suelo, se evidencié que la mayoria de los herbicidas no lograron
reducirse a la mitad de sus concentraciones iniciales con excepcion del CLE. Al concluir el ensayo,
tanto la PRO como el DIC aiin mantenian un 60% de sus concentraciones iniciales. En el suelo al
final del ensayo (es decir, a los 120 dias), se detectaron concentraciones significativas para la
mayoria de los herbicidas (3,4 + 1,2 mg/kg ATZ, 10,9 + 43 PRO, 4,9+ 23 HAL y 138,7

+ 22,7 DIC). En un contraste notable, en la biomezcla, ATZ y CLE exhibieron una disminucion
practicamente completa antes de transcurrir 20 dias, a excepcion del DIC, y una alta remocio6n del
resto de los herbicidas entre los dias 45 y 60 dia, lo cual resalta la importancia del uso de

biomezclas en el disefio de los biolechos.
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Figura 11. Evolucion temporal de las concentraciones residuales de todos los herbicidas en el suelo,
presentadas como la concentracion relativa a la concentracion inicial (C/Co) para todos los herbicidas
inoculados.
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Figura 12. Variacion a lo largo del tiempo de las concentraciones residuales de todos los herbicidas en la
biomezcla, expresadas como la concentracién relativa a la concentracion inicial (C/Co) para todos los
herbicidas inoculados.

3. Fluctuaciones en la actividad enzimatica: Hidrdlisis de Fluoresceina Diacetato
(FDA) y enzimas fenoloxidasas (FOX)

Los resultados de las mediciones de la actividad enzimatica por FDA (Figura 13) no mostraron
cambios estadisticamente significativos en relacion al dia anterior y posterior a la aplicacion de
los herbicidas. No obstante, se observo un aumento en la actividad hidrolitica sobre el compuesto
FDA, alcanzando su punto maximo en el dia 20 (79,82 ug/ g h), para luego disminuir en el dia 30
(64,60 pg/ g h). En el segundo mes de estudio, la actividad hidrolitica sobre el compuesto FDA
descendio a 46,42 ng/ g h. Por Gltimo, al finalizar el ensayo (dia 120), la actividad enzimatica
disminuyo significativamente (p < 0,05) a 34,64 pg/ g h. Esto representa una reduccion del 51,5%
en comparacion con la actividad hidrolitica sobre el compuesto FDA previos a la aplicacion de los
herbicidas. Los hallazgos son consistentes con los reportados por Ten et al. (2016), quienes
observaron un aumento en la actividad enzimatica por FDA a los 30 dias, seguido de una
disminucion a los 60 y 120 dias. El control con la biomezcla sin pulverizar exhibié una ligera
inclinacion hacia la disminucién, aunque no alcanzo significancia estadistica. Es importante
considerar que ciertos microorganismos tienen la capacidad de adaptarse a los herbicidas y sus
metabolitos, lo que podria resultar en una disminucién temporal de su actividad enzimatica. Sin
embargo, en este estudio se plantea la posibilidad de que la inhibicion de la actividad hidrolitica
sobre el compuesto FDA esté relacionada con la degradacién gradual del material lignocelulésico.
Durante la etapa de maduracion de la biomezcla antes de la pulverizacion de los herbicidas, se ha
observado que la presencia de rastrojo de trigo estimuld el crecimiento de los microorganismos
lignoliticos de interés para la degradacion de los herbicidas (Coppola et al., 2007). Por lo tanto, es

plausible que la disminucidn progresiva de este recurso haya influido en la actividad hidrolitica

38



sobre el compuesto FDA. Aunque el agotamiento de este recurso es un fenémeno natural, la
disminucidn de la actividad enziméatica medida por FDA en la biomezcla indica una reduccion en
su capacidad degradativa, lo que enfatiza la necesidad de reemplazar parcial o completamente el
material.

100 = Biomezcla pulverizada

wm Biomezclasin pulverizar
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Figura 13. Dinadmica de la actividad enzimatica medida por FDA en la biomezcla pulverizada y sin
pulverizar. Las letras mindsculas sefialan diferencias significativas (p <0,05) entre la biomezcla pulverizada y
sin pulverizar en cada tiempo. Ademas, las letras mayUsculas sefialan diferencias significativas (p <0,05)
entre la biomezcla pulverizada y sin pulverizar en cada dia de muestreo.

En relacion a la actividad de fenoloxidasas (Figura 14), se puede apreciar un aumento significativo
(p < 0,05) al dia siguiente de la adicion de los herbicidas. A partir del dia 10, la actividad de
fenoloxidasas se mantiene relativamente estable alrededor de 1,50 umoles/ kg min, con pequefas
fluctuaciones. Este aumento inicial de la actividad de fenoloxidasas podria indicar una respuesta
defensiva de los organismos frente a los herbicidas, ya que estas enzimas desempefian un papel
crucial en la desintoxicacion y degradacion de los compuestos. No obstante, la exposicién
prolongada y la acumulacion de productos de degradacion de los herbicidas podrian llevar a una
reduccidn en las respuestas enzimaticas. Después de 60 dias, se observa un regreso en los niveles
de actividad de fenoloxidasas, similares a la biomezcla sin pulverizar, registrando un valor de 0,86
umoles / kg min en el dia 120. Estos resultados concuerdan con el estudio realizado por Ten et al.
(2016), quienes investigaron una biomezcla contaminada con atrazina, clorpirifos e iprodiona. En
su investigacion, también observaron valores iniciales de actividad enzimética que variaron entre
0,5 y 1,2 umol/kg min, los cuales disminuyeron con el paso del tiempo. Cabe destacar que en el
grupo control, donde se utiliz6 la biomezcla sin pulverizar, se evidencié también una disminucién
significativa del 26% y 33% a los 60 y 120 dias, respectivamente, posiblemente debido a procesos
bioldgicos inherentes al sistema estudiado. Los valores del indice de Pearson indican una
correlacion negativa entre la actividad de las fenoloxidasas y los niveles de herbicidas residuales
durante el primer mes del ensayo. Posteriormente, cuando los niveles de herbicidas eran
practicamente indetectables, la actividad de las fenoloxidasas regresé a sus valores iniciales,

sugiriendo una posible recuperacion.
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Figura 14. Variacion de la actividad FOX en la biomezcla pulverizada y sin pulverizar. Las letras en negrita
denotan diferencias significativas (p <0,05) en la biomezcla pulverizada el ensayo de yo de degradacion.

4. Descripcion de las observaciones de los pardmetros fisicoquimicos

Se registro la temperatura, materia organica, pH y conductividad a lo largo del ensayo, los valores
se presentan en la Tabla 4. Las temperaturas en las biomezclas mantuvieron una tendencia
mesofilica desde su preparacion, con una leve disminucién de 30 a 24 + 3 °C. El pH se mantuvo
cercano a la neutralidad durante todo el ensayo. En cuanto al contenido de materia organica, tanto
en la biomezcla control como en la biomezcla pulverizada con los herbicidas, observd una
reduccion gradual a lo largo del tiempo, pasandode un 15+ 1,2 % aun 7,4 + 0,8 %. Este fendbmeno
representa un proceso de transformacion gradual que ocurre de manera natural en materiales
expuestos a procesos de biorremediacion. Sin embargo, un aspecto con potenciales implicaciones
en la calidad del sustrato final es la conductividad eléctrica. Se ha identificado un aumento
considerable (p < 0,05) después de 30 dias en la biomezcla pulverizada en comparacion con la
biomezcla control, lo cual puede atribuirse principalmente a la mineralizacion de la materia

organica, elevandose de 388 a 480 + 15 pS/ cm.

Tabla 4. Parametros fisicoquimicos a lo largo del ensayo de degradacion de los herbicidas.

T (°C) pH MO (%) CE (uS/ cm)

Biomezlca Biomezcla Biomezcla Biomezcla

Dia | BS/T pulverizada BS/T  pulverizada BS/T  pulverizada B S/T pulverizada
0 303 30+3 6,92+0,1 6,87+0,2 143+12 135+12 39216 370+13
30 |29%2 284+3 6,80+£0,2 6,39+0,1 135+12 116+12 388+15 480+15
60 |[30+3 2743 6,76+ 0,2 6,38+0,1 129+10 99+11 378+ 20 467 +20
90 273 2642 6,70+ 0,1 6,10+0,2 98+09 82+12 395+ 16 483 +18
120 |28+2 24 +3 6,76+ 0,2 6,82+0,2 78+11 7,4+09 396+ 19 478 + 15

B S/P: biomezcla sin pulverizar
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Conclusion

El ensayo de degradacion reveldé que, la prometrina y el dicamba aln conservaban altas
concentraciones iniciales en el suelo al finalizar el experimento, es decir, después de 120 dias. En
contraste, en la biomezcla, la mayoria de los herbicidas mostraron una disminucion practicamente
total a los 75 dias. Este hecho subraya la capacidad inherente de la biomezcla para reducir los

compuestos a niveles practicamente indetectables.

En cuanto a las mediciones de las actividades enzimaticas los valores reportados al final del
ensayo indican que la biomezcla posee aun suficiente actividad para iniciar otro ciclo de
aplicacion de herbicidas, fundamentalmente debido a la actividad alta residual por fenoloxidasas.
Estos hallazgos subrayan la importancia de continuar investigando la dindmica temporal y las
complejidades de las respuestas enzimaticas frente a la degradacion de herbicidas en biomezclas.
Se sugiere explorar la posibilidad de revertir la reduccion de la actividad hidrolitica sobre el
compuesto de FDA mediante la adicion de materiales lignoceluldsicos frescos o sometiendo el

sustrato a la accion de lombrices de tierra.
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Capitulo 2
Incorporacion de los bioensayos con
oligoguetos terrestres y semillas en el

monitoreo de los herbicidas en las
biomezclas: desarrollo de una nueva
prueba de monitoreo sobre E. fetida




Introduccién

Este capitulo se centrd principalmente en investigar y proponer un indice de lesion basado en la
especie Eisenia fetida expuesta a herbicidas. Para validar dicho indice, se llevaron a cabo una serie
de experimentos. Primero se analizé la relacion entre el indice y la concentracion de cada herbicida
inoculado individualmente en la biomezcla, y luego se analizd la relacion funcional del indice con
todos los herbicidas aplicados simultaneamente. Finalmente, en una segunda fase, se validé la
utilidad del indice al incorporarlo en el monitoreo del ensayo de degradacidn de los cinco herbicidas
en la biomezcla (Capitulo 1). Ademas los resultados obtenidos fueron comparados con pruebas
bioldgicas estandares, como la prueba de evitacion con E. fetida y la prueba de germinacién de

semillas con L. sativa.
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Objetivos
e Incorporar bioensayos con oligoquetos terrestres y semillas para monitorear la
degradacion de los herbicidas en las biomezclas empleadas.

o Disefiary desarrollar un indice para el seguimiento de la degradacion de los agroquimicos
teniendo en cuenta los efectos morfolégicos lesivos observados en la lombriz de tierra,
E. fetida.

Materiales y métodos

Se llevaron a cabo ensayos con el fin de validar la prueba de lesion, empleando los materiales y

agroguimicos especificados en las Tablas 1 y 2 para la creacion de las unidades experimentales.



1. Prueba de lesion (li) en E. fetida

1.1. Lombrices utilizadas

El tipo de lombriz utilizada en este trabajo como bioindicador es E. fetida. Las condiciones para

la cria de lombrices E. fetida son temperatura de 25 + 2 °C, luz artificial constante, humedad

alrededor del 60% y alimentacion semanal siguiendo la metodologia de en Masin & Rodriguez,

2012. Las lombrices seleccionadas para las pruebas bioldgicas son clitelados adultos (longitud

media: 7,5 £ 2,0 cm, ancho medio: 0,50 + 0,11 cm y biomasa media: 0,41 £+ 0,04 g/ ind). Los

individuos son de color rojo oscuro y no presentan lesiones morfoldgicas.

1.2. Categoria de las lesiones

Se propuso una clasificacion en siete categorias en funcion de la gravedad de las lesiones que

puede sufrir una lombriz E. fetida durante la exposicion a contaminantes. Cada categoria

propuesta se describe y muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Descripcion de categorias de las lesiones con patrones fotogréaficos de referencia correspondientes.

Categoria de lesion
(puntuacion de categoria)

lleso (s1=0)

Descripcion de la gravedad de la lesion.

alteracion morfolégica visible (9

Patrones de referencia
fotografica
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Lesién menor (s2=1)

Lesion moderada (s3=2)

Lombriz de tierra con clitelo poco
pronunciado (o ausente) (figura a) o con
pérdida de pigmentacidn (figuras b y c). (2

Lombriz de tierra con adelgazamiento
continuo inferior al 50% de la longitud
corporal (figura a) o con adelgazamiento
discontinuo (figuras b y c). (¥




Lesion seria (s4=3)

Lesién grave (55=4)

Lombriz de tierra con adelgazamiento mayor
al 50% de la longitud corporal. (4

Lombriz con ampollas (figura a) y/o con
constricciones (figuras b y c) en sus partes
posteriores. (9

4

6



Lesion mayor (s 6= 5) Lombriz con ampollas rotas o llagas (figura
a), y/o con fragmentaciéon (figura b) y
necrosis en partes posteriores (figura c). (9

Muerte (s 7=6) Muerte del organismo (7

@ jleso: la lombriz de tierra adulta ilesa esta formada por segmentos musculares conectados por
anillos que le proporcionan flexibilidad y movilidad. Estos segmentos estan coloreados entre rojo
y morado debido a la presencia de un pigmento subepidérmico, mientras que los anillos son de
color amarillo pélido. La anatomia se divide en cuatro zonas principales: (A) la cabeza, que
contiene el prostomio, el cerebro, el corazon y las vesiculas seminales; (B) el clitelo, que es una
seccion mas gruesa (una fusion de varios segmentos) presente en ejemplares adultos; (C) la
seccion posterior, donde no se encuentran 6rganos notables; (D) la cola al final (Gupte et al., 2013;
Nunes et al., 2016).

@ |_esion menor: La lombriz muestra signos de estrés menor como reduccion o pérdida del clitelo
(ver figura a) o despigmentacion general o parcial de su cuerpo (areas de color rosa palido, ver
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figuras by c) (Gupte et al., 2013; Nunes et al., 2016).

® Lesion moderada: la lombriz experimenta debilidad en los anillos que le proporcionan
estructura y firmeza. Esto resulta en un adelgazamiento continuo de los segmentos del cuerpo en
menos del 50% de la longitud total (ver figura a), o en un adelgazamiento discontinuo (ver flechas
que indican &reas de adelgazamiento discontinuo en las figuras b y c¢) (Chakra Reddy &
Venkateswara Rao, 2008).

@ Lesion seria: la lesion empeora cuando el adelgazamiento excede el 50% del cuerpo, lo que
resulta en la pérdida completa de la textura anillada. Esta condicion aumenta el riesgo de
fragmentacion y la consiguiente exposicién de los 6érganos internos (Chakra Reddy &
Venkateswara Rao, 2008).

®) |_esion grave: en esta etapa, aparecen ampollas en la pared corporal debilitada (ver figura a) y,
en algunos casos, se producen constricciones en las partes posteriores (ver figuras b y ¢) (Homa
etal., 2016). Estas lesiones pueden obstruir los conductos internos, afectando la funcion digestiva
y excretora. En algunos casos, puede producirse una secrecion excesiva de moco, lo que dificulta
la respiracion y favorece la deshidratacién de la lombriz.

© |_esion mayor: las etapas avanzadas de las ampollas provocan la ruptura de la cuticula (es decir,
ampollas rotas) y la posterior fragmentacion en la parte posterior del cuerpo, y ocasionalmente se
pueden observar areas necréticas (ennegrecidas) (Chakra Reddy & Venkateswara Rao, 2008).

) Muerte: La muestra esta inactiva y necrética (tejido opaco, completamente deshidratado y
ennegrecido, ver figuras a y b) o con pérdida excesiva de moco (parcialmente deshidratado, ver

figuras c).
1.3. Procedimiento de la prueba propuesta

Sobre la base de la clasificacion anterior, la prueba de lesion se llevo a cabo segun el siguiente

procedimiento:

Se colocan diez lombrices de tierra E. fetida en una caja de vidrio (15x10x10 cm) que contiene
750 g de biomezcla pulverizada con el o los herbicidas correspondientes al 60% de humedad. La
caja se cubre con una pelicula pléstica perforada a modo de tapa para permitir el intercambio
gaseoso y se incuba a 25 + 2°C, bajo una intensidad de luz entre 400 y 800 lux con un fotoperiodo
de 16 h:8 h luz: oscuridad durante 4 dias. Después del periodo de exposicion, se retira cada
lombriz, se limpia cuidadosamente y se coloca longitudinalmente sobre una superficie blanca junto
a una regla para el registro fotogréafico. Se utiliza la cAmara de un teléfono celular para capturar
las mejores imagenes. La gravedad de las lesiones de cada individuo expuesto se evalla
considerando las alteraciones morfoldgicas identificadas en el registro fotografico en relacion con
los patrones de referencia. En la Tabla 5 se describen las diferentes gravedades de las lesiones que
puede sufrir una lombriz de tierra después de la exposicion, que se agrupan en las denominadas

categorias. A continuacion, se asigna una puntuacion de categoria de gravedad
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de la lesion (S.) a cada lombriz de tierra fotografiada, y esta puntuacion se identifica en funcion
de las categorias de gravedad descritas en la Tabla 5. Luego, una vez que cada lombriz de tierra
ha sido clasificada, el promedio de indice de Lesion (1) se calcula de la siguiente manera:

Ne S

N Smax (l)

I;(%) =100%7_,

donde n.es el nimero de individuos por categoria, S. es la puntuacion de la categoria, Smax €S
la puntuacion de la categoria mas grave (es decir, Smax = 6) ¥ N es el nimero total de lombrices
por prueba o réplica (es decir, N = 10). La prueba se realiza por triplicado. El indice propuesto fue

validado como se describe en la siguiente seccion.

2. Disefo y analisis de experimentos para la validacion de la prueba de lesion

En primer lugar, se realizaron experiencias con relaciones bivariadas entre el indice de lesién y
una serie de concentraciones de cada herbicida en forma individual para poder estimar un indice
de lesion del 50% (CE50). Una vez obtenidos los valores, se ajustd un modelo de regresion lineal
simple para calcular las CE50. Las concentraciones, medidas en mg de herbicidas por kg de
biomezcla, se convirtieron en unidades adimensionales, denominadas Unidades Toxicas, dada la
variabilidad en los efectos generados por los diferentes herbicidas (por ejemplo, mientras que la
CE50 del dicamba fue de 81 mg/kg, la correspondiente a la prometrina fue de 117 mg/kg).
Posteriormente, se implementd un disefio experimental Box-Behnken utilizando el software
Design-Expert 7.0 para explorar relaciones multivariadas, combinando cuatro de los herbicidas y
excluyendo la prometrina debido a su similitud quimica con la atrazina. Aunque este modelo
cuadratico podria haber permitido ajustar funciones no lineales, los resultados mostraron una
linealidad tan marcada que tanto el sinergismo como el antagonismo fueron insignificantes,
sugiriendo que la mezcla era aditiva. Por lo tanto, se ajustd un modelo de regresion lineal maltiple,
derivando un polinomio que permitié la construccién de una superficie de respuesta. Finalmente,
se realizo el analisis de generalizacion del modelo utilizando el herbicida prometrina por ser del
mismo grupo quimico que uno de los herbicidas utilizados en el disefio experimental previo

(atrazina). Se ajust6 otro modelo de regresién lineal miltiple considerando los cinco herbicidas.

2.1. Disefio experimental para las determinaciones de CE50

La CE50 es la concentracion requerida del herbicida para obtener un valor del 50% de I, que
puede determinarse matematicamente derivando la funcidn de mejor ajuste. Para la determinacion
de la CE50 de cada herbicida, se pulverizd una muestra de biomezcla sobre la superficie utilizando
la solucion del herbicida correspondiente en forma individual, se mezclé y se dejo equilibrar
durante 24 h. Luego se estimd el I, para cada concentracién de cada herbicida aplicado. La Tabla

6 muestra el disefio experimental para cada herbicida.
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Tabla 6. Disefio experimental para el analisis de las regresiones Lineales, necesarias para la confeccién de
la superficie de respuesta.

Herbicida Concentracion (mg/kg ) I (%)
50 26,67

Atrazina 90 50,00
(ATZ) 100 54,17
135 80,00

50 24,17

Cletodim 100 48,33
(CLE) 110 52,50
165 80,00

50 24,17

Prometrina 100 44,17
(PRO) 150 50,83
225 95,00

50 21,33

Haloxifop-P-metilo 100 43,33
(HAL) 150 52,50
225 90,00

35 31,67

. 50 35,00
Dicamba 60 40,00
(BIC) 85 53,33
100 54,17

2.2. Disefio experimental para realizar la superficie de respuesta

Para la validacion multivariada del indice de lesion (ly), se utilizé un disefio experimental para
determinar las combinaciones de cuatro herbicidas (ATZ, CLE, HAL y DIC) a aplicar para
obtener datos apareados que se ajusten a una Superficie de Respuesta. Una Superficie de
Respuesta es un gréfico tridimensional con concentraciones de componentes individuales en
Unidades Téxicas en los ejes x e y (cuando los factores independientes son dos) y la variable de

respuesta (I)) en el eje z. Esta representacion se puede utilizar para predecir la toxicidad de

cualquier combinacion de componentes basandose en los modelos de regresién no lineal que
forman la superficie de respuesta (Karmoker et al., 2019). La Unidad Téxica (UT) es una forma
de expresar la cantidad (concentracién) de una sustancia toxica (herbicida), es una variable
adimensional normalizada con respecto a la CE50 para cada herbicida considerado. Si la
concentracién del herbicida es igual a su CE50, luego, la UT es igual a uno. La principal utilidad
de las unidades toxicas es clasificar las interacciones de mezclas como aditivas, sinérgicas o
antagonicas. La aditividad significa que la toxicidad de la mezcla es igual a la suma de las
toxicidades de los componentes individuales. Los efectos sinérgicos ocurren cuando la toxicidad
experimental de la mezcla es mayor que la suma de las toxicidades individuales. Por el contrario,
los efectos antagdnicos ocurren cuando la toxicidad experimental de una mezcla es menor de lo

que se predeciria mediante la aditividad.
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Para crear la superficie de respuesta se debe ajustar la siguiente relacién:

I = funcion (UT arz, UT ce, UT ar, UT pic) 2
donde:
_ ATZ(mg/kg)
ur , =_"""09 3)
ATZ  "CESOarz(mg/kg)
ur. = _CLEmg/ke) 4
CLE  CES0c1e(mg/kg)
_ HAL(mg/kg) 5
ur, == _"Amglg) ®)
HAL  CES01aL(mg/kg)
UTpy = CEl;(I)C(mg/kg) (6)
pic(mg/kg)

En las ecuaciones (3) a (6), recordar que CE50 es la concentracion de cada herbicida que produce

un valor |, del 50 %.

Los disefios experimentales de Box-Behnken permiten modelar la superficie de respuesta y se
utilizan para calibrar modelos cuadraticos completos. Ademas, estos disefios experimentales son
rotables y, para un nimero reducido de factores (cuatro 0 menos), requieren menos pruebas. Al
evitar los extremos del espacio del disefio experimental, permite trabajar con combinaciones
extremas de factores (Box & Behnken, 1960). El disefio Box-Behnken se considera mas eficiente
y poderoso que otros, como el disefio factorial completo de tres niveles, el disefio compuesto
central y el disefio Doehlert, a pesar de su pobre cobertura del extremo del espacio de disefio no
lineal (Karmoker et al., 2019).

La Tabla 7 muestra el disefio Box-Behnken de 4 factores. Los tres niveles de concentracion
(inferior, medio y superior expresados en mg/kg) utilizados para cada factor fueron los siguientes:
[45, 90, 135], [55, 110, 165], [75, 150, 225], [35, 70, 105], para las cuatro variables independientes
(ATZ, CLE, HAL y DIC), respectivamente. Luego, con base en este disefio experimental, se

calcularon los valores de I;.
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Tabla 7. Disefio experimental Box-Behnken con los cuatro herbicidas ATZ, CLE, HAL y DIC (variables
independientes).

Corrida ATZ (mg/kg) CLE (mg/kg) HAL (mg/kg) DIC (mg/kg) I (%)
1 45 55 150 70 58,33
2 45 165 150 70 76,67
3 135 55 150 70 70,00
4 135 165 150 70 96,67
5 90 110 75 35 55,00
6 90 110 75 105 65,00
7 90 110 225 35 88,33
8 90 110 225 105 96,67
9 45 110 150 35 63,33
10 45 110 150 105 70,00
11 135 110 150 35 80,00
12 135 110 150 105 90,00
13 90 55 75 70 55,00
14 90 55 225 70 81,67
15 90 165 75 70 66,67
16 90 165 225 70 98,33
17 45 110 75 70 58,33
18 45 110 225 70 86,67
19 135 110 75 70 66,67

20 135 110 225 70 96,67
21 90 55 150 35 61,67
22 90 55 150 105 68,33
23 90 165 150 35 83,33
24 90 165 150 105 91,67
25 90 110 150 70 70,00

El disefio experimental presentado en la Tabla 7 tuvo en cuenta todos los grupos quimicos a los
gue pertenecen los compuestos a pulverizar en la biomezcla (ATZ, CLE, HAL y DIC), pero no
incluyeron la PRO porque pertenece al grupo de las triazinas, es decir, al mismo grupo que la
ATZ. Después, para validar la superficie de respuesta ajustada a los cuatro herbicidas, se empleo
un quinto herbicida del mismo grupo quimico que uno de los utilizados. Se hizo una validacion
cruzada, sustituyendo el ATZ por PRO en ciertos puntos de interés (corrida). Asi, TUpro Viene
dado por:
UT —  PRO(mg/kg) )
PRO ¢E50pp0(mg/ke)

La Tabla 8 muestra el disefio experimental donde la ATZ se reemplazo por PRO (ver ejecuciones
equivalentes en la Tabla 6) para comparar el I, medido que resulta cuando la combinacion de estos
cuatro herbicidas (PRO, CLE, HAL y DIC) se aplicé con el I estimado Utilizando el modelo ajustado

y las UT correspondientes.

Tabla 8. Disefio experimental que incluye la PRO en lugar de ATZ.

Corrida  PRO(mg/kg)  CLE (mg/kg)  HAL (mg/kg) DIC (mg/kg) I (%)
1 75 55 150 70 61,67
2 75 165 150 70 80,00
3 225 55 150 70 73,33
4 225 165 150 70 98,33
5 150 165 150 105 83,30
6 150 110 150 70 85,00
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3. Monitoreo integrado de la biomezcla mediante indicadores biolégicos

A continuacidn, se presentan las pruebas ecotoxicologicas estandares que se emplearon para
monitorear el ensayo de degradacion de los cinco herbicidas en la biomezcla descripta en el

Capitulo 1.
3.1. Prueba de germinacion de semillas con L. sativa

La prueba de germinacion de semillas se realizd segin EPA, 1996 con ligeras modificaciones para
muestras de biomezcla. Se colocan veinte semillas de L. sativa en una placa de Petri que contiene
15 g de muestra de biomezcla pulverizada al 50% de humedad. Simultdneamente también se
colocan veinte semillas en una placa de Petri pero que contiene 15 g de muestra de biomezcla de
control. Los controles se preparan mediante biomezcla sin aplicacion de herbicidas. Las placas de
Petri se incuban a 22 + 2 °C en la oscuridad durante 5 dias. Después de este periodo, se mide el
porcentaje de semillas germinadas y la longitud de las raices para calcular el indice de germinacion
(IG) de la siguiente manera:

GS ES
GI (%) =100———
(%) GC EC ©)

donde GS es el nimero de semillas germinadas en la muestra, GC el nimero de semillas
germinadas en el control, ES la longitud promedio de las raices en la muestra y EC la longitud
promedio de las raices en el control (Lépez-Puertollano et al., 2022; Zucconi, 1985). La prueba

se ejecuta por quintuplicado.
3.2. Prueba de evitacion con E. fetida

La prueba de evitacién se realiza segun 1SO 17512-1, 2008 con ligeras modificaciones. La prueba
se realiza en una caja de vidrio (15 x 10 x 10 cm) dividida en dos secciones por un separador de
plastico. Una de las secciones se llena con 250 g de biomezcla control y la otra con 250 g de
biomezcla pulverizada biomezcla. Se retira el separador de pléstico y se colocan 10 lombrices en
la linea de separacion. La caja se cubre con una pelicula plastica perforada a modo de tapa para
permitir el intercambio gaseoso y se incuba a 25 £ 2°C, bajo una intensidad de luz entre 400 y 800
lux con un fotoperiodo de 16 h:8 h luz:oscuridad durante 48 h. Después de 48 h de incubacion, se
reinserta el separador de plastico y se registra el nimero de lombrices encontradas en cada seccion.
La distribucion aleatoria de organismos en ausencia de contaminacién se confirmé mediante una
prueba de evitacion con biomezcla de control en ambos lados de la caja (Hund- Rinke &
Wiechering, 2001; Yeardley et al., 1996). Se considera que las lombrices en la linea de separacion
con la porcién cefélica en la biomezcla de control y las lombrices muertas han evitado la biomezcla
pulverizada. Los resultados se presentan en graficos en términos de respuesta neta promedio (NR)
expresada como porcentaje y calculada de la siguiente manera:

NR (%) = 100€=L
N

©)
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donde C es el niumero de lombrices observadas en la biomezcla control, T es el nimero de
lombrices observadas en la biomezcla pulverizada con los herbicidas, N es el namero total de
lombrices de tierra por prueba o réplica (es decir, N = 10) (Amorim et al., 2008). Una respuesta
positiva (+) indica evitacion y una respuesta negativa (-) indica preferencia por la biomezcla

rociada. La prueba se realiza por triplicado.
3.3. Prueba de lesion con E. fetida

Se aplico la prueba de lesion y el calculo del indice para monitorear el ensayo de degradacion de
los cinco herbicidas en la biomezcla descripto en el Capitulo 1. La metodologia usada fue detallada

en el apartado 1.2 de este capitulo.

Resultados y discusion

1. Determinaciones EC50

La Figura 15 muestra el diagrama de dispersion o grafico de las variables sumadas de cada modelo
de regresion lineal ajustado junto con el intervalo de confianza y la bondad de ajuste (RMSE:
error cuadratico medio). La presentacién del modelo incluye la férmula del modelo, los
coeficientes estimados y los estadisticos descriptivos del modelo.

Las relaciones lineales ajustadas para cada herbicida mostraron que existio una relacién lineal
significativa (RMSE bajo y valor p bajo) entre el indice propuesto y la concentraciéon de cada
herbicida. Todas las fotografias utilizadas para determinar el indice y los valores calculados se
presentan en el material complementario M.2.
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Figura 15. Gréfico de dispersion y correlaciones lineales ajustadas para el indice de lesiones en relacion
con las concentraciones de: a) ATZ; b) CLE; c) HAL; d) DIC y e) PRO

En una curva dosis-respuesta, la CE50 es la concentracidn de un herbicida a la que se observa el 50%
del efecto (indice de lesion) (Figura 15). La concentracion requerida para producir un efecto del 50 %,

CEDSO0, se calcula a partir de las relaciones ajustadas. Los valores obtenidos fueron:
mg

CESOarz = 88,817 —

mg
CES0cp = 103,52
leg

CE5044; = 137,749

kg
CESOprc _ B81,43™¢
kg
CESOpro _ 117,10
10—
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2. Superficie de respuesta

En base a la evidencia de linealidad presentada en el apartado anterior, se ajustd el siguiente

modelo de regresion lineal maltiple:

Y=14,99 UTarz + 19,25 UTc1e + 28,47UTha, + 10,56UT pic (10)

donde RMSE = 2,91y los valores p de cada estimacion de coeficiente fueron 10°, 4x10%2, 101
y 4x10®, respectivamente. En este trabajo existié una relacion de regresion lineal significativa
entre la respuesta (indice de lesion) y las variables (herbicidas: UT arz, UTcLe, UTna, UTpic) Ya
gue el RMSE fue muy bajo y los valores p estuvieron por debajo del nivel de significancia
predeterminado de 0,01. Por tanto, el modelo lineal fue significativo.

La Figura 16 muestra el gréafico diagnostico del modelo de regresion lineal. En particular, la Figura
16a muestra la superficie ajustada de un modelo lineal ajustado cuando HAL y DIC son iguales a
1 unidad toxica. La Figura 16b muestra una grafica de probabilidad normal de los residuos
del modelo lineal ajustado. Esto muestra cdmo se compara la distribucién de los residuos con una
distribucion normal con varianza equivalente. El grafico de probabilidad pareci6 ser
razonablemente recto, es decir, un ajuste razonable a los residuos distribuidos normalmente y
tampoco hubo valores atipicos en el diagrama de dispersién de los residuos. La Figura 16¢ muestra
el apalancamiento de cada muestra del disefio experimental Box-Behnken para tres niveles; en
este estudio mostr6 que no hay puntos con alto apalancamiento. La distancia de Cook para cada
muestra (o namero de fila) se muestra en la Figura 16d. Hubo dos puntos con una gran distancia
de Cook, sin embargo, estuvieron muy cerca del limite, lo quesignifica que no fueron atipicos y

por tanto, el ajuste es fiable:

(a) QR g Indice de lesiones
g (%a/100)

0.9
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g_ 0.7 0,5
s 0,75
= 06 0,7
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CLE [UT] %>, 0 ol PRO [UT]
¥
Grafico de orden de casos de la distancia de Cook Grafico de orden de casos de apalancamiento
n1s : i 04
(0 = (d)
~ 0,1 x -
.8 . g 02
2 005 | . | = ‘ % . . " . .
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Figura 16. (a) Representacién de la superficie de respuesta cuando HAL y DIC son equivalentesa 1 (UT);
(b) Grafico de probabilidad normal de los residuos; (c) Visualizacién de los valores de apalancamiento de
las observaciones (nimeros de fila) en el modelo ajustado; (d) Evaluacion de la distancia de Cook para cada
muestra (nimero de fila).
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Las fotografias empleadas para los experimentos de los 4 herbicidas y luego su validacién con la
sustitucion de atrazina por prometrina y los valores calculados se muestran en el material

complementario M.3.1y M.3.2.

3. Anélisis de generalizacion del modelo

La Figura 17a muestra el indice de lesion versus el indice de lesién estimado usando el modelo
lineal (Ec. 8), y la Figura 17b muestra el residual versus el numero de observaciones (o himero
de fila). El primer grafico muestra una alta correlacion y el segundo grafico muestra un pequefio

error, lo que confirma la generalizacion del modelo.
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Figura 17. Evaluacion de la generalizacion del modelo: (a) Comparacion entre el indice de lesion estimado

y el indice de lesidn observado; (b) Representacion de los residuos en funcion del namero de fila.

4. Comparacion de los indicadores bioldgicos en el monitoreo de la biomezcla

La Figura 18 a, b y ¢ muestra los resultados obtenidos por las tres pruebas aplicadas en la
biomezcla durante 210 dias con el fin de comparar la sensibilidad de estas pruebas para detectar
toxicidad. Las pruebas de germinacion de semillas son ampliamente utilizadas para evaluar la
calidad de los sustratos (Luo et al., 2018). El indice de germinacion (IG) es un indicador de los
factores que afectan la germinacion y el crecimiento de las raices. La Figura 18a muestra la
evolucién temporal del IG. Hasta el dia 60, el 1G fue nulo, lo que indica fitotoxicidad en la
biomezcla a pesar de la alta degradacion de los herbicidas (Figura 18, capitulo 1). Posteriormente,
el IG aument6 hasta alcanzar el 70% al final del ensayo. Segin Zucconi (1985), valores de IG
superiores al 60% indican sustratos que no son fitotoxicos y valores superiores al 80% se
consideran como sustratos maduros. Este resultado demuestra la alta sensibilidad de L. sativa a

bajas concentraciones residuales de herbicidas y/o a la presencia de sus metabolitos.
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Las lombrices de tierra poseen un alto nimero de quimiorreceptores y terminaciones nerviosas en
los segmentos corporales, que contribuyen a su capacidad para reaccionar a los quimicos en su
entorno. Esta sensibilidad, junto a sus capacidades locomotoras, determina la presencia o evitacion
de las lombrices en un hébitat adverso. La Figura 18b muestra que la respuesta neta (RN) de las
pruebas de evitacion fue de 100% en los dias 0 y 60 (evitacion total), y a partir del dia 90 la RN
comienza a disminuir muy levemente, alcanzando un valor del 50% a los 150 dias. Al final del
ensayo de degradacion se alcanzé un valor negativo, indicando una preferencia del 25% por la
biomezcla pulverizada. Este resultado indica que la biomezcla no seria toxica. ya que una
evitacion >80% del sustrato analizado se considera toxico (Hund-Rinke & Wiechering, 2001). En
este caso, E. fetida muestra alta sensibilidad a concentraciones residuales de herbicidas y/o a
posibles metabolitos de la degradacion de herbicidas, como ocurrié en el bioensayo con L. sativa.
La Figura 18c muestra la evolucion temporal del indice de lesion calculado segun la ecuacion (1).
Al inicio se registra un indice del 83% lo que indica una lesion severa tal como se describe en la
Tabla 5: estados avanzados de las ampollas conducen a la ruptura de la cuticula (es decir, ampollas
rotas) y posterior fragmentacion en la parte posterior del cuerpo y ocasionalmente se pueden
observar areas necréticas (ennegrecidas); luego, el indice de lesidn se reduce a un valor del 50%
a los 60 dias. Durante este tiempo, los herbicidas mostraron una alta degradacion (> 98% para
ATZ, CLE, HAL, PRO y > 95% para DIC) (ver Figura 11). Después de eso, el indice continla
disminuyendo desde lesiones moderadas hasta individuos sin lesion. Las fotografias de cada
lombriz lesionada se encuentran en el material complementario M.4.

Como se puede observar, la prueba propuesta es mas sensible a diferentes concentraciones de
herbicidas, mientras que las otras dos pruebas no lo son, ya que su respuesta muestra cambios mas
pronunciados a medida que avanza el tiempo (es decir, a medida que disminuye la concentracion
total de herbicidas). Es decir, las pruebas de germinacion y evitacion se saturan en el estado de
alta toxicidad hasta el dia 120. Por lo tanto, la prueba de lesion mostré una mejor relacién con la
degradacion de los herbicidas que la prueba de evitacion y la prueba de germinacién de semillas,

lo que permite su aplicacidon directa para controlar la desintoxicacion de la biomezcla.
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Figura 18. Evaluacion comparativa de los tres indices: IG, RN e Ii.

La Figura 19 muestra la tendencia del indice de lesion versus la degradacion promedio global de
los herbicidas, donde se puede observar cdmo el indice disminuye a medida que aumenta el
porcentaje de degradacion global de todos los herbicidas. En el dia 60 el indice tiene un valor del
40% correspondiente a un porcentaje de degradacion global del 98%. A partir del dia 90, el
porcentaje promedio de degradacion se puede considerar casi del 100% ya que las concentraciones
de los cinco herbicidas se encuentran por debajo de sus limites de deteccidn; sin embargo, el indice
disminuye verticalmente desde un valor de 28% a 7%, lo que indica que los posibles metabolitos
toxicos generados (no analizados) se fueron degradando a medida que avanzaba el ensayo.
Finalmente, recién el dia 210 el indice registré ausencia de lesiones en las lombrices, lo que podria

estar reportando una disminucién significativa en los metabolitos.
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Figura 19. Representacion de la relacion entre el indice de evitacion y la degradacion promedio de los
herbicidas para cada dia de muestreo.

4.1.Prediccion del indice de lesion. Uso del modelo de regresion lineal maltiple
Usando el modelo de regresion lineal multiple, el indice en el dia 0 del estudio de caso se pudo

estimar usando la siguiente ecuacion (ver Ec. 10):

I} =14,99 (UTATZ + UTpRo) + 19,25 UT¢cre + 28,47 UThar + 10,56 UTpic (11)

Los valores resultantes son I; estimado = 74%, mientras que el valor calculado con la Ec. (1) es
It calcutato = 83%. Se puede observar que el indice esta subestimado al utilizar el modelo, pero
con un error razonable del 9%. Sin embargo, cabe sefialar que este modelo no se pudo utilizar
para predecir el indice en otros momentos de prueba debido a la presencia de metabolitos no

medidos. Por lo tanto, no se tuvieron en cuenta en la derivacion del modelo.
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Conclusion

En un biolecho la completa mineralizacién de contaminantes o su transformacion en
compuestos menos perjudiciales no puede ser detectada solo mediante analisis quimicos;
durante el proceso, se deben realizar pruebas biologicas para garantizar la desintoxicacion.
Se encontrd que un indice basado en el dafio visualmente apreciable a E. fetida fue Gtil para
el biomonitoreo in situ de una biomezcla contaminada con cinco agroquimicos (atrazina,
cletodim, prometrina, haloxifop-P-metilo y dicamba). El indice mostr6 una buena relacién
con la degradacién de pesticidas, lo cual es apropiado para controlar la desintoxicacion de la
biomezcla. El indice propuesto es una prueba simple y econémica con un amplio rango de
sensibilidad que podria ser utilizada por agricultores o usuarios de biolechos para monitoriar
el proceso de degradacion. Ademas, para facilitar el uso de la prueba, la clasificacion del
dafio y el calculo del indice podrian automatizarse mediante reconocimiento de patrones en

una aplicacion.
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Capitulo 3
Evaluacion de la toxicidad residual en
biomezclas desgastadas y su posterior
reciclaje para su potencial reutilizacion
como enmienda




Introduccién

La biomezcla no puede ser utilizada indefinidamente sin reemplazarla por materiales frescos cada
cierto periodo, ya que su capacidad degradativa disminuye progresivamente. Esta situacion, junto
con la posibilidad de que la degradacion de los herbicidas en la biomezcla genere metabolitos,
resalta la importancia de desarrollar estrategias para su reciclaje, 1o que permite una gestion
sostenible de los biolechos.

Este estudio se enfoca en abordar la condicidn deteriorada de las biomezclas, reconociendo su
potencial contaminante y la importancia de adoptar técnicas efectivas y sostenibles para su
gestion. La biorremediacion se presenta como un enfoque clave, haciendo hincapié en la
biotransformacion como una estrategia viable y econémicamente eficiente. La integracion de estos
procesos no solo busca descontaminar las biomezclas desgastadas, sino también reciclarlas y
mejorar sus propiedades para su futura reutilizacién, ya sea como enmiendas o fertilizantes en la
agricultura. En este trabajo se puso especial énfasis en procesos que involucran la participacién de
las lombrices de tierra y la incorporacion de materiales disponibles en la region. Por lo que se
exploraron dos formas de biotransformacion: la realizada con las lombrices de tierra E. fetida y
Aporrectodea trapezoides, y la llevada a cabo mediante la adicion de rastrojo de trigo. Con el
proposito de evaluar estos procesos, se analizaron los pardmetros fisicoquimicos, los
macronutrientes presentes, asi como los aspectos bioldgicos y bioguimicos relacionados con las

lombrices de tierra involucradas.
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Materiales y métodos

1. Preparacién y armado de los tratamientos

Después de completar los ensayos de 120 dias, en la semana siguiente se utiliz6 una parte de la
biomezcla para iniciar una nueva investigacion. La parte restante de la biomezcla continué su
monitoreo con los test bioldgicos hasta los 210 dias. En esta investigaciéon se prepararon los
tratamientos con la biomezcla desgastada con E. fetida (BEF), la biomezcla desgastada con A.
trapezoides (BAT), la biomezcla desgastada con la adicién de rastrojo de trigo (BR) y el control
de la biomezcla desgastada (BST) en cajas de vidrio con dimensiones de 15 x 10 x 10 cm. Cada
unidad experimental se recubri6 con una pelicula plastica perforada para permitir el intercambio
gaseoso. Se llevaron a cabo tres réplicas de cada tratamiento. En cada caja, se colocaron 1000 g
de biomezcla desgastada y se introdujeron 30 lombrices de tierra E. fetida cliteladas, con una
biomasa promedio de 350 + 25 mg, para el tratamiento BEF.

Para el tratamiento BAT, se introdujeron 10 lombrices de tierra A. trapezoides cliteladas, con una
biomasa promedio de 1050 + 25 mg. La eleccion de incorporar A. trapezoides se basé en su
extensa distribucion geografica, su dominancia en una variedad de suelos, su capacidad de
adaptacion a condiciones ambientales extremas y su destacada tasa de reproduccion.

En el caso del tratamiento BR, se mezclé la biomezcla desgastada con rastrojo de trigo en una
proporcién de 50:50 en volumen antes de colocarla en la caja. El proceso de vermirremediacion
se llevo a cabo durante un periodo de 90 dias. En el estudio realizado, todos los ensayos se
mantuvieron con un contenido de humedad de 70 + 4% y la temperatura promedio se mantuvo
alrededor de los 25 + 3°C.

2. Evaluacién de la estabilidad, madurez y calidad de los sustratos finales

La toma de muestra se efectud siguiendo la metodologia delineada en el primer capitulo. La
evaluacion de los procesos de biorremediacion se realizd en conformidad con las directrices para
los indicadores de estabilidad, madurez y calidad establecidas por el marco normativo para la
produccién, registro y aplicacion de compost en Argentina (SGAyDS, 2019). El cronograma de

muestreo y las determinaciones realizadas se muestran en la tabla 9.

Tabla 9. Cronograma de las determinaciones para los tratamientos.

Dia Parametros fisicoquimicos IG FDA Lombrices de tierra
NH" MO pH CE C/N CO, Macronutrientes Reproduccion ~ PT ~ AchE LDH
Biomasa
0 v v v ¥ v A v v v S
45 N
0 v N NN AN v VoA v vooN A
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2.1. Evaluacion de los parametros fisicoquimicos

El pH, la conductividad eléctrica, la temperatura y el contenido de materia orgénica se realiz
segun la metodologia descripta en el capitulo 1. Las concentraciones de amonio se determinaron
utilizando el método de Azul de Indofenol (Kit Wiener Lab. para Uremia) (Laos, et al., 2002).
Para el andlisis quimico de macronutrientes (K, Mg, Na, Ca) las muestras fueron sometidas a
digestion utilizando el método EPA 200.2 (Martin et al., 1994). La digestion involucra un ataque
fuerte con é&cidos inorganicos fuertes y altamente oxidantes, asegurando la completa
solubilizacion de todas las formas de macronutrientes. Posteriormente, estas alicuotas fueron
sometidas a un proceso de tercerizacion para su ulterior andlisis en un espectrometro ICP-I}(IS.
Ademas, se llevd a cabo la determinacion del fosforo disponible, extraible o asimilable (P), que
constituye el fosforo inorganico absorbido principalmente por las plantas en las formas de PO ~y
PO,H". Este proceso se realizd extrayendo una alicuota mediante la digestién de las muestras
segun el procedimiento EPA 200.2 (Martin et al., 1994). Una vez obtenido el extracto, se aplico
el método méas cominmente empleado para la determinacion del contenido de fosforo, utilizando

el método del &cido ascorbico-molibdato (Murphy y Riley 1962).

2.2. Produccion de CO; o tasa de respiracion

La técnica permite cuantificar la actividad microbiana total del sustrato de manera indirecta
midiendo la actividad heterétrofa total. EI método se basa en captar el dioxido de carbono (CO,)
liberado durante la respiracion aerdbica por la muestra de suelo en una solucion alcalina y
transformarlo en carbonato, para luego ser medido como un indice de la tasa de respiracion
(Cooperband & Middleton 1996; Isermeyer, 1952). . Se colocaron en frascos con tapa 10 gramos
de sustrato con una humedad aproximada del 60%, dispuestos en recipientes plasticos. También
se situd un recipiente con 10 ml de NaOH (1 N) y una porcién de agua destilada. Se incluyé un
blanco para determinar el CO. presente en el aire, colocando tnicamente la trampa de NaOH en
el mismo frasco. Se llevaron a cabo al menos 3 réplicas de las muestras. Los frascos se sellaron
herméticamente y se incubaron a 25°C durante 72 horas en una estufa o sala con temperatura
controlada, representativa y coherente con la presencia de los microorganismos que se deseaban
evaluar. Cada 24 horas, se retiraron los frascos del lugar de incubacion, se abrieron y se retird la
trampa de NaOH (Erlenmeyer), incluyendo la del blanco. Se afiadieron 2 ml de la solucion de
BaCl,y se agité manualmente hasta que apareci6 un precipitado blanco. Luego, se agregaron unas
gotas de fenolftaleina y se titul6 en el mismo Erlenmeyer con HCI (0,5 N) hasta que el viraje fue
de rosa a incoloro. Después, las trampas se volvieron a llenar con NaOH y se colocaron
nuevamente en los frascos para continuar con la incubacion. Este procedimiento se repitié cada
24 horas hasta completar las 72 horas de incubacién. La cantidad de C-CO, producida se calculd

a partir de la diferencia en el consumo de HCI entre cada muestra y el blanco. La tasa respiratoria
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promedio (mg C-COzkg h), corregida por la humedad, se determiné a partir del promedio de la

produccién de C-CO- de los ultimos dos dias de incubacion.

2.3. Prueba de germinacion de L. sativa y crecimiento y reproduccion de las lombrices

de tierra de E. fetida y A. trapezoides

En concordancia con lo expuesto en el capitulo 2, las lombrices utilizadas en los experimentos
fueron adquiridas del bioterio de INTEC, mientras que las semillas fueron suministradas por el
programa Pro Huerta. Con el propdsito de evaluar la fitotoxicidad de las biomezclas, se llevaron
a cabo ensayos de germinacion de semillas de L. sativa, determinando los indices de Germinacion
(IG) mediante el método descrito en el inciso 3.1 del capitulo 2 para evaluar la fitotoxicidad de
las biomezclas, y pruebas de evitacion con E. fetida, segin la metodologia descrita previamente.
Los parametros biologicos de las lombrices, incluyendo crecimiento, supervivencia y fecundidad,
fueron registrados en el estudio. Se realizaron mediciones que abarcaron desde la biomasa
poblacional inicial y final hasta el recuento de organismos juveniles y ootecas. Una ooteca es la
capsula protectora que alberga los huevos de la lombriz de tierra.

La evaluacion de la biomasa se llevé a cabo a nivel de grupo (pool) de lombrices, registrando su
peso antes de ser introducidas en las unidades experimentales. Al término del experimento, cada
unidad experimental fue invertida con cuidado mediante el uso de una bandeja para depositar el
sustrato, con el fin de detectar la presencia de cada individuo adulto de lombriz de tierra. Esto
implico la identificacion y el recuento tanto de individuos juveniles como de todas las ootecas
presentes. Ademas, se efectud un registro fotografico de la excavacion de las lombrices, es decir,
la formacién de galerias y la produccion de bioagregados en los dias 0, 30, 60 y 90.

2.3.1. Evaluacion del contenido proteico y de las actividades enzimaticas LDH y AchE

Las lombrices de tierra seleccionadas al azar fueron separadas y almacenadas en la oscuridad
durante 24 h para evacuar sus intestinos. Para estas técnicas se llevo a cabo la metodologia
empleada y puesta a punto en Lammertyn, et al 2021. Lombrices de tierra limpias (n = 6) se
homogeneizaron en tampon de fosfato pH 7,2 (1:6 p/v) (Ultraturrax® T25 basic IKA
labortechnik) a 24000 rpm durante 1 min. Se corrieron triplicados. Los homogeneizados se
centrifugaron a 9000g durante 30 min a 4 °C para obtener la fraccion S9 (fracciones microsomal
y citosolica). Después de la centrifugacion, los sobrenadantes se recogieron para las
determinaciones desarrolladas a continuacion. Los procedimientos se llevaron a cabo en bafio de
hielo.

El contenido de Proteina Total (PT) en la fraccion S9 se cuantifico con un kit comercial basado
en el método colorimétrico de Biuret. Se incubaron 0,05 mL del homogeneizado y 2 mL del
reactivo (13 mmol L2 1 &cido etilendiaminotetraacético (EDTA)/Cu en NaOH vy alquil aril
poliéter) a 37 °C durante 15 min. Se leyd la absorbancia a 540 nm (UV/Vis Perkin Elmer Lambda
35) y se determind el contenido de proteina en base a una curva de calibracion con una solucion

estandar de albdmina (Proti2 Wiener lab®).
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La actividad de LDH se determin6 utilizando el kit comercial Wiener lab. basado en
determinaciones cinéticas colorimétricas. Para la LDH, se afiadi6 una cantidad de 0,04 mL del
homogeneizado a 2 mL de reactivo (NADH en solucion tampén fosfato pH 7,2, que contenia
piruvato y NaCl) y se midio la absorbancia a 340 nm una vez por minuto durante 3 min a 37 °C.
La actividad enzimatica especifica se expresé como nmol de p-NPP hidrolizada por minuto por
mg de proteina.

La actividad de AChE se determind segln el método descripto en Ellman et al., 1961. EI medio
de reaccion consistio en 50 ul del homogeneizado, tampon fosfato pH 8, DTNB 0,01 M y AcSCI
0,075 M como sustrato. La cinética se registré espectrofotométricamente a 412 nm. La actividad
enzimatica especifica se expres6 como nmol de acetiltiocolina hidrolizada por min por mg de

proteina, calculada con un coeficiente de extincion molar de 13,6 mM* cm™™,
3. Anélisis estadistico

Se realiz6 un analisis estadistico comparativo entre los tratamientos BEF y BAT en comparacion
con el control de la biomezcla sin tratar (BST) para la evaluacién de los macronutrientes utilizando
la prueba t de Student. Ademas, se llevé a cabo un andlisis estadistico para examinar el efecto de
las lombrices sobre la biomasa de cada especie a los 0 y 90 dias, asi como sobre las
concentraciones de proteinas totales, LDH y AchE, utilizando también la prueba t de Student.
Todos los resultados se expresaron como promedio + desviaciones estandar, para lo cual se utilizo
el programa Minitab® (version 17.1.0). Respecto a la FDA, se continud con el mismo enfoque

estadistico descrito en el capitulo 1, ampliandolo con los datos obtenidos en este estudio.

Resultados vy discusion

1. Indicadores de estabilidad y madurez

A continuacion, se muestran los indicadores de estabilidad y madurez en el dia 90, siendo
comparados con los valores de referencia (SGAyDS, 2019) segun se detalla en la Tabla 10. Se
observo una reduccion del 33% en la tasa de dioxido de carbono en el tratamiento con E. fetida en
comparacion con BST, situando el valor por debajo del limite maximo. Sin embargo, el
tratamiento con A. trapezoides no mostré cambios evidentes, sugiriendo la necesidad de mas
tiempo para alcanzar los valores deseados. Todos los tratamientos exhibieron niveles muy bajos
de amonio lo cual esta relacionado con el bajo contenido de nitrégeno de la biomezcla original.
El indice de germinacion, un indicador crucial de la madurez del sustrato final, cumplié con el
estandar superior al 60% (Tabla 10). Investigaciones anteriores indican que valores por debajo de
este umbral pueden perjudicar el crecimiento de las plantas. En este estudio, los valores finales
para BEF y BAT cumplieron con el estandar, destacando la mejora en la calidad de los sustratos
biorremediados en relacion a la biomezcla desgastada (BST) para promover el crecimiento de las

plantas.
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Tabla 10. Comparacion de los valores BST, BEF, BAT con los indicadores de estabilidad y madurez segun
SGAyDS, 2019.

Estabilidad y madurez BST BEF BAT
Produccién de CO; <120 mgde CO; /kgh 160 107 159
Amonio (NH4) < 400 mg N-NH4/kg 11,03 125 12
indice de germinacion > 60% 51,6 80,3 80,4
2. Indicadores de calidad

Los sustratos se dividen en dos categorias principales: Clase Ay Clase B (SGAyDS, 2019). La
Clase A establece estandares mas rigurosos en comparacion con la Clase B, lo que resulta en una
calidad superior. Todos los valores de referencia de acuerdo con los parametros de calidad, asi
como los valores obtenidos para cada tratamiento especifico, se presentan en detalle en la Tabla
11. En relacion al contenido de carbono, los valores de BET y BAT se mantuvieron en
concordancia con el control BST, alrededor de 3,72 + 0,27 % en términos generales, salvo en el
caso de BR, donde los valores fueron 26% mas bajos. En términos de contenido de nitrégeno,
BAT y BST presentaron valores similares en el rango de 0,35 £ 0,2 %, mientras que tanto
BEF como BR mostraron una disminucion del 18%. Estas variaciones resultaron en relaciones
de carbono/nitrégeno diferente para los sustratos pertenecientes a la Clase A. Por otro lado, la
conductividad eléctrica se mantuvo constante dentro de los intervalos establecidos para los

sustratos de la Clase B.

Tabla 11. Comparacidn de los valores BST, BEF, BAT con los indicadores de calidad segin SGAyDS,
2019.

Calidad

Clase A Clase B BST BEF BAT
pH 50-85 6,8 7,0 6,9
Olores No debe presentar olores No presenta No presenta No presenta
Humedad <60 70 72 75
CE (dS/m) <4 <6 4,7 49 50
Relacion C/N <20 <30 9,6 10,2
MO (%) <20 78 17,3 19,3

3. Dindmicas de los macronutrientes

Los macronutrientes juegan un papel crucial en el crecimiento 6ptimo de las plantas, y por lo
tanto, se determinaron los niveles finales en los sustratos sometidos a biotransformaciones con E.
fetida y A. trapezoides. En lineas generales, los tratamientos BET y BAT no revelaron aumentos
significativos en los contenidos de potasio (Figura 20a), sodio (Figura 20c), calcio (Figura 20d) y
fésforo (Figura 20e) en comparacion con el control de la biomezcla desgastada, BST. Con
excepcion del magnesio (Figura 20b), donde el control BST mostré un valor de 1,87 + 0,28 g/kg,
la biotransformacién con A. trapezoides experimentd un aumento significativo (p > 0,05),

alcanzando un valor de 2,37 £+ 0,28 g/kg. En contraste, la biotransformacién con E. fetida no
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mostrd variaciones significativas en comparacion con BST (1,84 + 0,3 g/kg). Este fendmeno
podria atribuirse al hecho de que, en general, los bioagregados producidos por las lombrices de
tierra contienen concentraciones mas elevadas de macronutrientes en comparacion con un sustrato
no intervenido. Investigaciones previas han demostrado que estos bioagregados poseen alrededor
de siete veces més potasio y el doble de calcio en comparacion con el suelo circundante (Bhadauria
y Saxena, 2010; Julka, 2008).
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Figura 20. Comparacion de los contenidos de macronutrientes (a) K; (b) Mg; (c) Na; (d) Ca; (e) P en los
tratamientos BEF y BAT y la biomezcla desgastada (BST). Las letras distintas destacan diferencias
significativas (p < 0,05) entre los diferentes tiempos de exposicion.

4. Efectos en las lombrices de tierra E. fetida y A. trapezoides
4.1. Impacto en la supervivencia, biomasa y reproduccion

Las dos especies implicadas en los procesos exhibieron un rendimiento destacado y no se registro
mortalidad en ninguna de las biotransformaciones. La Figura 21 ilustra los efectos en la biomasa
poblacional de las lombrices de tierra al inicio y al final de las biotransformaciones. Se observé
un incremento significativo (p < 0,05) en la biomasa de la lombriz E. fetida a lo largo de los 90
dias del periodo de estudio. Al comienzo del experimento, la biomasa total fue de 10,3 £ 0,7 g,
mientras que al final aumenté a 14,0 £ 0,3 g, representando un incremento del 36 %. Estos
hallazgos sugieren un impacto positivo en el crecimiento y desarrollo de E. fetida. En el caso de

A.trapezoides, la biomasa present6 valores semejantes.
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Figura 21. Evaluacion de los cambios en la biomasa de las lombrices de tierra E. fetida y A. trapezoides.
Las letras distintas sefialan diferencias significativas (p < 0,05).

Al concluir las biotransformaciones, se llevaron a cabo observaciones detalladas sobre los
parametros de reproduccion de las lombrices de tierra. En el caso de E. fetida, se registrd un
promedio de 45 + 9 ootecas. Esta notable produccion de ootecas indica un ciclo reproductivo
exitoso para esta especie. Ademas, se encontraron 53 £ 10 individuos juveniles, lo que confirma

que la poblacion esta experimentando un crecimiento activo. Por otro lado, en el tratamiento con
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A. trapezoides, se registr6 un promedio de 18 + 3 ootecas. Es importante tener en cuenta que
aungue este nimero es menor en comparacion con E. fetida, sigue siendo un indicador positivo
de reproduccion. Ademas, es necesario considerar que este resultado puede estar influenciado por
el nimero inicial de las lombrices de tierra en cada transformacion bioldgica, el cual fue menor
en el caso de A. trapezoides. Sin embargo, no se encontraron individuos juveniles en BAT, lo cual
es un aspecto a tener en cuenta en relacion con su crecimiento poblacional.

En relacion a la actividad de las lombrices de tierra, al finalizar las biotransformaciones, se ha
demostrado que estas contribuyen significativamente a mejorar la estructura de la biomezcla
envejecida (Figura 22). Se resalta la creacion de tuneles, conductos cilindricos generados por las
lombrices durante su desplazamiento, los cuales facilitan el movimiento del agua, mejoran la
aireacion y sirven como vias para el crecimiento de las raices de las plantas. Ademas, se ha
observado la formacién de bioagregados, que son agrupaciones de particulas del sustrato unidas
por una matriz organica producida por las propias lombrices de tierra. Todo esto contribuye a
establecer una estructura del sustrato que es tanto estable como resistente.

Figura 22. Sustratos finales. Ademas, se muestra el trabajo de las lombrices de tierra en cuanto a la
excavacion de lombrices (lineas negras) y actividades de lanzamiento (marcadas con lineas blancas) (a)
BST; (b) BEF; (c) BAT.
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4.2. Estudio del contenido proteico y de las actividades enzimaticas en las lombrices

Los parametros de supervivencia, la biomasa y la reproduccion antes mencionados depende del
eficiente sistema eliminador de radicales de las lombrices de tierra, que incluye proteinas y
enzimas especiales.

En la Figura 23a se observé un incremento (22%) estadisticamente significativo (p < 0,05) en el
contenido proteico de E. fetida, con valores de 1,59 + 0,04 mg/g en el dia 0 y 1,94 + 0,09 mg/g
después de 90 dias de exposicion. En contraste, A. trapezoides no mostro diferencias significativas
en el contenido proteico. Aungue algunos estudios han reportado disminuciones en el contenido
de proteinas, este no parece ser el caso para los herbicidas evaluados en este estudio (Ismail et al.,
1997; Li et al., 2019).

Después del proceso de biorremediacion, se observé que LDH no tuvo cambios estadisticamente
significativos (Figura 23b). LDH es una enzima metabdlica involucrada en la produccion de
energia anaerdbica, el reciclaje de NADH y la gluconeogénesis (Rico et al., 2016; Tripathi et al.,
2011). Los autores encontraron que la actividad de LDH en E. fetida dependia del tipo de
plaguicida al que esta expuesta pero también de la concentracion utilizada; por ejemplo, el
tebuconazol aumentd los niveles de LDH en concentraciones mas bajas, pero la inhibié en las mas
altas. Algunos autores también han encontrado que la LDH en otras especies de lombrices de tierra
disminuy6 al aumentar las dosis de un insecticida (Tripathi et al., 2009).

Durante el proceso de biorremediacion en E. fetida, no se evidenciaron cambios en la actividad
enzimatica de AchE. Al estudiar A. trapezoides, se observo un incremento significativo (P < 0,05)
en la actividad de la AchE. En este caso, los valores experimentaron un aumento del 71%,
partiendo de 32,74 + 3,11 nmol/ min mg de proteina y llegando a 55,97 + 4,3 nmol/ min mg de
proteina al concluir el mismo periodo (Figura 23c). Es fundamental destacar que la AchE
desempefia un papel crucial al prevenir la persistencia de impulsos nerviosos, especialmente
aquellos dirigidos a los musculos y aquellos que circulan a través de fibras colinérgicas del sistema
nervioso auténomo (Bello-Ramirez et al., 2000; Joshi & Sharma, 2011). A diferencia de los
hallazgos presentados en este estudio, otras investigaciones han sefialado la inhibicién de la AchE
en Eisenia Andrei, especificamente para exposicion a los insecticidas endosulfan, temefos,
malation y pirimifos- metilo (Stepi¢ et al., 2013), asi como para deltametrina (Velki &
Hackenberger, 2013). En este contexto, el comportamiento de AchE en A. trapezoides muestra una
falta de especificidad frente a diversos herbicidas y sustratos; por lo que es valioso investigar su

comportamiento en cada situacion especifica.
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Figura 23. (a) Variacion en el contenido de proteina de las lombrices de tierra E. fetida y A. trapezoides;
(b) Variacion en las actividades enzimaticas de Lactato Deshidrogenasa; (c) Variacion en la Acetil
Colinesterasa. Letras distintas diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05).

5. Anadlisis de biotransformacién BR: evaluacion enziméatica por FDA y la
descomposicién del rastrojo de trigo

La Figura 24 muestra los resultados de la actividad enzimética evaluada mediante el uso de FDA,
expandiendo la informacion presentada en la Figura 13 del Capitulo 1 para los dias 120, 165 y
210. Se incluye un analisis estadistico para cada dia entre grupos, es decir, entre la biomezcla
desgastada y el tratamiento BR. Como se discutio previamente en el primer capitulo, se observé
una disminucion progresiva en la actividad enzimatica por FDA durante el primer mes del ensayo,
en correlacion con la desaparicion visual del rastrojo de trigo. Estos cambios fueron documentados

fotograficamente desde la preparacion de la biomezcla (Tablal2, imagen a), marcando el inicio
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del proceso dindmico con la aparicién del hongo de pudricién blanca a los 14 dias de maduracién
(Tablal2, imagen b).

Después de la aplicacion de herbicidas y el consecuente aumento en la actividad enzimatica, se
evidencié un deterioro en la biomezcla, inicialmente caracterizado por la descomposicion casi
completa del rastrojo de trigo (Tabla 12, imagenes c y d).

A los 120 dias del inicio del ensayo de degradacion, la cantidad de biomezcla se dividi6 en dos
partes. En una de ellas, se afiadié un 50% adicional de rastrojo de trigo (BR) (Tabla 12, imagenes
e y f), mientras que la otra se sometié a monitoreo mediante pruebas bioldgicas. En el dia 145, la
adicion de rastrojo de trigo resulté en una recuperacion significativa (p < 0,05) del 49% en la
actividad enzimatica medida mediante FDA (Figura 24), y un aumento significativo (p < 0,05) del
66% despues de 90 dias, equivalente al dia 210 (Figura 24).

La observacion de la biotransformacion de la biomezcla desgastada (BR) revela la reaparicion del
hongo de pudricion blanca en dos instancias especificas: dias 165y 210 (Tabla 12, imagenes gy
h). A pesar de estas asociaciones, persisten interrogantes respecto a la estrategia éptima de
recomposicion del rastrojo de trigo en la biomezcla, sugiriéndose la realizacion de investigaciones
adicionales para determinar los cambios positivos y mejorar la metodologia en cuanto al momento

adecuado para la recomposicion del material.

® Biomezcla pulverizada B Biomezcla sin pulverizar = BR

100 [
80 [

60 |

FDA {ug /gh}

40 +

20 |

S/P 0 10 20 30 60 120 165 210
Tiempo (dias)

Figura 24. Integracion de los resultados de la actividad hidrolitica sobre el compuesto de FDA, tanto de
los ensayos de degradacion presentados en el capitulo 1 como de los obtenidos en la posterior
biorremediacion.
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Tabla 12. Dindmica de los cambios visuales en la biomezcla

Duracion de cada etapa del ensayo  Tiempo (dias)  Inspeccion visual

N 45 dias 0
Maduracién de
la biomezcla
14
Ensayo de 120 dias 0
degradacion
de los
herbicidas
60
120
Ensayo de 90 dias 120
transformacion
bioldgica
165

210




Conclusion

La biomezcla residual pudo reciclarse eficientemente incorporando la accion de las lombrices de
tierra. Los procesos de vermitransformacion con E. fetida y A. trapezoides permitieron obtener
sustratos estables y maduros para ser utilizados como biofertilizantes. Es decir, se logro reciclar
un residuo que puede ser considerado peligroso en un sustrato con valor para uso agricola.

La especie E. fetida tuvo un mejor desempefio en cuanto a biomasa, reproduccion y los
biomarcadores ensayados.

El tratamiento con rastrojo de trigo se destacd como una via prometedora para la continuidad de
la biomezcla desgastada, ofreciendo no solo una solucion para la degradacion continta de
agroquimicos, sino también una oportunidad para revitalizar estos biolechos para su futura
reutilizacion. Sin embargo, se enfatiza la necesidad de investigaciones adicionales para
perfeccionar la estrategia de recomposicién del material, garantizando su aplicacion efectiva en la

gestion sostenible de las biomezclas.
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Capitulo 4
Biorremediacion de residuos agricolas en
cultivos de olivar




Introduccién

En el contexto de una estancia de investigacion respaldada por una subvencién de la Universidad
de Jaén, Esparia, este capitulo se centra en la biorremediacion de agro-residuos especificos en la
region de Jaén. Durante esta experiencia, se llevd a cabo un intercambio enriquecedor de
conocimientos y técnicas, con énfasis en la conversion de residuos agropecuarios en recursos de
alta calidad para la agricultura.

La investigacion se focalizé en abordar la gestion de desechos generados durante el proceso de
extraccion de aceite de oliva, en el contexto del aumento en la produccidon global de este aceite.
Particularmente, el alpeorujo u orujo de oliva, un subproducto resultante de la extraccion del
aceite, caracterizado por ser un residuo solido de tonalidad marrén con una composicion rica en
agua, aceite residual, fibra, potasio y polifenoles. A pesar de sus propiedades favorables, la
abundancia de este residuo plantea retos para las industrias debido a su alta fitotoxicidad, riesgos
de contaminacién y los gastos asociados a su eliminacién adecuada.

En este contexto, la investigacion se enfocd en la gestion ambientalmente responsable y
econdmicamente viable de los residuos derivados de la industria del aceite de oliva, prestando
especial atencion al alpeorujo. El objetivo principal de este estudio fue evaluar la viabilidad de la
biorremediacion a través de procesos de biotransformacion, utilizando materiales facilmente
disponibles y contando con la colaboracion de lombrices de tierra. La evaluacion se centro en
diversos parametros, tales como las propiedades fisicoquimicas, la actividad enziméatica de la
fosfatasa alcalina, el anélisis de la abundancia de la comunidad microbiolégica, la riqueza
metabdlica del sustrato, la diversidad funcional especifica de la comunidad microbioldgica
(ecoplacas) y el desempefio de las lombrices de tierra involucradas en el proceso. Cada uno de
estos parametros seleccionados proporcion6 informacién clave sobre la calidad final de los
sustratos y su potencial para ser reutilizados en la agricultura a lo largo de dichos procesos. Los
resultados obtenidos evidenciaron la efectividad de los tratamientos en la biorremediacion de
residuos agricolas, destacando aquellos que incorporaron la presencia de las lombrices de tierra.
Ademas, se sugiere que la continuidad del experimento podria maximizar los beneficios,

permitiendo la obtencion de una enmienda organica de alta calidad.

Objetivo
e Evaluar el vermicompostaje como via de valorizacion del alpeorujo.

Materiales y métodos

1. Recoleccién de agro-residuos

Los tratamientos se llevaron a cabo en el Instituto Universitario de Investigacion en Olivar y

Aceite de Oliva, Universidad de Jaén (Espafia). El orujo de oliva (también denominado alpeorujo)
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y las hojas de olivo se obtuvieron de una almazara situada en Puente del Obispo (Jaén). El estiércol
vacuno se obtuvo de una explotacion ganadera de Mancha Real (Jaén) y el estiércol equino se
adquirié en una planta de compostaje local y se aprovechd directamente de su envase (Figura 25).

Las propiedades fisicoquimicas de estas materias primas se muestran en la Tabla 13.

(b)

(d)

Figura 25. (a) y (b) Ubicacion en donde se llevd a cabo el ensayo; (c) Sitios de extraccion de los materiales:
1) Universidad de Jaén, 2) mancha real y 3) puente del Obispo; (d) Materiales/agro-residuos.

Tabla 13. Propiedades fisicoquimicas de los materiales empleados (sobre peso seco).

Variables Alpeorujo Estiércol vacuno  Estiércol equino Hojas de olivo
pH (1:2.5) 4,8 7,47 6,21 Nd
Materia organica (%) 72,0 41,2 55,8 85,4
N (%) 1,25 1,62 3,19 1,04
C (%) 50,2 21,8 38,8 49,1
K (mg/g) 0,83 0,6 13,9 1,76
Mg (mg/g) 0,82 nd* 6,14 1,01
Na (mg/g) 0,29 Nd 4,22 0,26
Ca (mg/g) 0,71 Nd 33 34,9
P (mg/g) 0,27 3,04 4,39 0,68
Zn (mg/g) 26,3 30,5 91,5 22,1
Cu (mg/g) 14,5 55,3 43,1 69,0
Mn (mg/qg) 7,56 50,1 47,5 59,6
Ni (mg/g) 6,23 2,34 15,3 18,7
Fe (mg/g) 93,2 300,6 370,9 654,3
Cr (mg/g) 5,65 7,56 2,73 2,76

*nd = no detectado.



2. Disefio Experimental

Se implemento un disefio factorial completamente anidado para evaluar el efecto de los diferentes
tratamientos en diversas variables de interés. Los tratamientos que fueron identificados con los
cadigos: OLB, OLBE, OLH, OLHE y O (descritos en 2.1.). Todos los tratamientos tuvieron dos
etapas, como se muestra en la Figura 26. En la primera etapa, se llevo a cabo una mezcla
compuesta por alpeorujo, estiércol (vacuno o equino), y hojas de olivo en proporciones especificas
(70% alpeorujo, 20% estiércol, 10% hojas de olivo), con el objetivo de brindar una base sélida y
uniforme para el compostaje. Esta mezcla se sometié a un periodo inicial de 45 dias en cajas de
dimensiones 30 x 20 x 20 cm. La humedad de los tratamientos se mantuvo en aproximadamente
50 + 10 % reemplazando la pérdida de agua semanalmente. La temperatura ambiente promedio
seregul6 a 25+ 2°C. Ademas, los tratamientos se mezclaron cada 14 dias para permitir la aireacion
y la homogeneizacién durante la biorremediacion.

En la segunda etapa, se realizé una subdivision del material en cajas de 15 x 10 x 10 cm, replicando
este proceso en triplicado. En los tratamientos OLBE y OLHE, se introdujo E. fetida durante la
etapa 2, con el propdsito de evaluar su efecto en el proceso de compostaje. Durante 45 dias
adicionales, se llevd a cabo el compostaje adicional. Se implementd asignacion aleatoria y

replicacion para asegurar resultados robustos.
2.1. Descripcion detallada de los tratamientos

OLB: Se mezclaron alpeorujo, estiércol vacuno y hojas de olivo en proporciones 70%, 20%, 10%
p/v. Tras 45 dias, el material se dividi6 en tres réplicas, y cada subdivision fue sometida a 45 dias
adicionales de tratamiento.

OLBE: Proveniente de OLB (45 dias), se dividio en tres réplicas, y cada subdivision fue sometida
a 45 dias mas de tratamiento con la introduccidn de E. fetida durante el mismo periodo.

OLH: Se combiné alpeorujo, estiércol equino y hojas de olivo en proporciones 70%, 20%, 10%
p/v. Después de 45 dias, el material se dividio en tres réplicas, y cada subdivision fue sometida a
45 dias més de tratamiento.

OLHE: Derivado de OLH (45 dias), se dividio en tres réplicas, y cada subdivision fue sometida a
45 dias mas de tratamiento, con la introduccion de E. fetida durante el mismo periodo.

O: Tratamiento exclusivo del alpeorujo. Aunque no se realizaron modificaciones, se aplico el

mismo procedimiento respecto a las subdivisiones (etapas 1y 2).

Figura 26. Tratamientos en las diferentes etapas del experimento, (a) Etapa 1y (b) Etapa 2, ambas con una
duracion de 45 dias.



3. Lombrices de tierra utilizadas

Las lombrices de tierra utilizadas en los experimentos fueron de la especie E. fetida (Figura 27),
proporcionadas por una empresa de cria de oligoquetos terrestre y aclimatadas en el invernadero
de la Universidad de Jaén a 25 + 2° C, luz artificial constante, 50 + 10 % de contenido de humedad,
alimentacion semanal siguiendo la metodologia detallada en (Masin & Rut Rodriguez, 2012;
OECD, 1984). Todos los individuos se encontraban en estadios adultos con un peso corporal
promedio de 300 + 25 mg, con un clitelo bien desarrollado (engrosamiento glandular que sélo se
desarrolla en la etapa reproductiva). Antes de ser expuestas, las lombrices de tierra fueron
colocadas en recipientes oscuros y aireados (cajas de vidrio con laminas de plastico perforadas

para garantizar el intercambio gaseoso) durante 24 horas para vaciar sus intestinos. La temperatura

se controld mediante un termometro digital durante todo el periodo de biotransformacion.

Figura 27. (a) Lombrices de tierra antes de someterse a los procesos de biotransformacién; (b) Lombrices
de tierra al inicio del ensayo en las unidades experimentales.

4. Muestreo y variables de medicion

Al principio y al final del experimento, se recogieron alrededor de 100 g de muestras de cinco
puntos diferentes en la capa superior, media e inferior de cada unidad experimental. Una vez
recolectadas, las muestras se secaron en estufa (40 C°) y se molieron a <1 mm con un molino de

cuchillas. Las determinaciones realizadas se muestran en la Tabla 14.

Tabla 14. Cronograma de la toma de muestras para las medidas de las distintas variables: el contenido en
materia organica, el pH, la conductividad eléctrica, la produccion de CO,, la relacion C/N, los
macronutrientes, NH;* NHs", microelementos, actividad enzimatica de fosfatasa alcalina (ALP), Pérfil de
utilizacion de fuentes de carbono (ecoplacas) y parametros bioldgicos de las lombrices (biomasa y
reproduccion).

Dia T MO pH CE CO2 C N Macronutrientes ~ NH4+ NH3- Micro elementos ALP Ecoplacas Lombrices
0 VNV VvV N v A v v v v VA v

20 N v A4 AN y v v

5 N N A AN y v v v

I Y N V N

I N A N AN v y v v VA v
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Las lombrices de tierra utilizadas en los experimentos fueron de la especie E. fetida,
proporcionadas por una empresa de cria de oligoquetos terrestre y aclimatadas en el invernadero
de la Universidad de Jaén a 25 + 2° C, luz artificial constante, 50 + 10 % de contenido de humedad,
alimentacion semanal siguiendo la metodologia detallada en Masin, C. E., & Rodriguez (2012) y
OECD (1984). Todos los individuos se encontraban en estadios adultos con un peso corporal
promedio de 300 + 25 mg, con un clitelo bien desarrollado (engrosamiento glandular que sélo se
desarrolla en la etapa reproductiva). Antes de ser expuestas, las lombrices de tierra fueron
colocadas en recipientes oscuros y aireados (cajas de vidrio con laminas de plastico perforadas
para garantizar el intercambio gaseoso) durante 24 horas para vaciar sus intestinos. La temperatura

se controld mediante un termémetro digital durante todo el periodo de compostaje.

4.1. Determinacion de variables fisicoquimicos

El pH se determiné en una mezcla de material y agua desionizada (1:2.5 p/v) y se midi6é con un
pHmetro HACH®HQd Field Case. El contenido de materia organica se obtuvo gravimétricamente
por ignicion a 550° C, como la diferencia entre el peso seco original y las cenizas (Nelson &
Sommers, 1983). Respecto al contenido de CHN, una vez pesada la biomasa, se molid
completamente hasta pulverizar una alicuota de entre 20 y 100 g con un molino de martillos con
tamiz de 1 mm. El carbono y el nitrdgeno se analizaron en un analizador elemental automatico
(Leco TruSpect Micro). Se llevo a cabo la digestion perclérico-nitrica (3:5 v/v) de una porcion
de la biomasa molida, siguiendo el protocolo del método EPA 200.2 (Martin et al., 1994). Este
método se empled para realizar el anélisis quimico de macronutrientes (P, K, Mg, Na, Ca) y
micronutrientes (Cu, Zn y Mn). Las muestras fueron digeridas utilizando y posteriormente
analizadas mediante un espectrometro ICP-MS (Agilent 7900). Las concentraciones de nitrato y
amonio se evaluaron utilizando los métodos colorimétricos de Shinn, 1941 y Laos, et al. 2002
(1966), respectivamente. Para llevar a cabo el analisis, se prepararon extractos en una solucion de
KCI 2 M (1:10; sustrato: extractante), agitandolos a 150 rpm durante 2 horas. Posteriormente, se
filtraron y se midid la absorbancia en un espectrofotémetro UV-VIS Zuzi modelo 4201/50 a una
longitud de onda de 520 nm. Las produccidn de co. se midi6 segun el procedimiento detallado en

la seccidn 2.2 de Materiales y Métodos del Capitulo 3 (Isermeyer, 1952).

4.2. Dindmica de la actividad fosfatasa alcalina (ALP)

La eleccién de seguir la actividad enzimética de la fosfatasa alcalina (ALP) como indicador
bioldgico se fundamenta en su participacion en el ciclo del fésforo, un macronutriente esencial en
sustratos destinados a la agricultura. Con el objetivo de evaluar esta actividad, se recolectaron
muestras en intervalos de 0, 45y 90 dias de tratamiento, utilizando el método del p-NPP, conforme
al procedimiento descrito por Tabatabai y Bremner en 1969. El procedimiento consistio en agregar

el sustrato p-nitrofenil fosfato a 1 gramo de muestra, seguido de una incubacion de 1 hora en un
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bafio maria a 37°C. La reaccion se detuvo mediante la adicion de hidréxido de sodio, luego se
llevd a cabo la filtracion y finalmente se cuantifico la cantidad de p-nitrofenol (PNP) liberado
mediante un analisis colorimétrico a una longitud de onda de 420 nm en un espectrofotometro
UV-VIS Zuzi modelo 4201/50.

4.3. Pérfil de utilizacion de fuentes de carbono de la comunidad microbiana

Se utilizaron Biolog EcoPlates™ para analizar el uso de diversas formas de carbono por parte de
las comunidades microbianas de las mezclas, lo que permite, mediante analisis colorimétrico y
posterior tratamiento matematico, establecer la huella metabdlica de los microorganismos de las
mezclas. La medicidn de los perfiles fisiologicos a nivel comunitario se basa en el método Biolog
EcoPlates™, una técnica que caracteriza la diversidad metabolica del suelo mediante una prueba
estandar en el que se inoculan extractos diluidos de suelo en un kit con 96 pocillos, que incluyen
3 réplicas de 32 diferentes fuentes de carbono mas un control (Gatazka et al., 2017; Garland, JL y
Mills, 1991; Grzadziel et al., 2019). Estas fuentes de carbono representan distintos grupos de
sustratos que son metabolizados méas habitualmente por las bacterias: 1) Aminas y amidas, 2)
Aminoécidos, 3) Carbohidratos, 4) Acidos carboxilicos, y 5) Polimeros Las fuentes de carbono

pueden verse en la Tabla 15.

Tabla 15. Fuentes de carbono involucradas.

A2 B-Metilo-D-Glucésido A3 Acido D- A4 L-Arginina
Galacténico y-Lactona
B2 D-Xilosa
B1 Ester Metilico del B3 Acido D- B4 L-Asparagina
Acido Pirlvico Galacturdnico
C3 Acido 2-
C1 Tween 40 C2 i-Eritritol Hidroxibenzoico C4 L-Fenilalanina
D3 Acido 4-
D1 Tween 80 D2 D-Manitol Hidroxibenzoico D4 L-Serina
E1 a-Ciclodextrina E2 N-Acetil-D-Glucosamina  E3 Acido y- E4 L-Treonina
Aminobutirico
) ) F4 B-Hidroxi-Glicil-L-
F1 Glucogeno F2 Acido D-Glucosaminico F3 Acido Itacénico Glutamico
G1 D-Celobiosa G2 Glucosa-1-Fosfato G3 Acido a-Ceto- G4 Feniletilamina
butirico
H1 o-D-Lactosa H2 D,L-a-Glicerol Fosfato H3 Acido D-Maélico H4 Putrescina

La utilizacion de cada fuente de carbono por los microorganismos del extracto de suelo libera
electrones que mantenian unidos los enlaces covalentes reduciendo el tetrazolio que hay en cada

uno de los pocillos, generando color violeta/parpura cuya intensidad, en comparacién con el
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control, se determina colorimétricamente por absorbancia a 590 nm (O.D. 590nm-control — O.D.
590nm-sustrato). Por lo tanto, a mayor actividad metabolica sobre una fuente de carbono concreta,
el color parpura sera mas intenso, lo que se traduce en mayor absorbancia con respecto al control.
En este estudio, 24 h antes de la inoculacion en placa, se afiadieron 10 g de las mezclas en un vaso
de precipitado y se hidrataron con 3 ml de agua destilada. Tras 24 h, se afiadieron 100 ml de una
solucion de NaCl (0,85%) y se agit6 durante 30 min. Se cogieron 20 ml del sobrenadante, se
filtraron por una malla de 53 micras y se inocularon 120 ul de este filtrado a cada pocillo (Figura
28). La placa se incubo en estufa a 28 °C durante 120 h y se midié en un lector de placas

computarizado.

Figura 28. Fotografia de una Ecoplaca durante la ejecucion de la técnica.

Una vez se obtuvo la absorbancia de cada pocillo se calcularon los siguientes indices:

Respuesta metabdlica promedio (AMR): representa el promedio de densidad Optica de todas las
fuentes de carbono en relacion al control. La AMR es un indicador de la actividad metabdlica
global, que puede mostrar abundancia promedio, de la comunidad microbiana en una muestra de
suelo, en este caso en la mezcla. Esta variable también puede calcularse para cada grupo de
sustratos de la muestra, promediando Unicamente los pocillos de cada tipo de sustrato (Garland,
JL y Mills, 1991).

2(C—-R
AWC.'DZg

Siendo C la lectura del sustrato en el pocillo (O.D. 590); R lectura del control en el pocillo
(0.D.590); n numero de sustratos en un EcoPlate™ (n = 31)

Riqueza metabdlica de la comunidad microbiana (Richness, S): representa la suma de sustratos
en los que se ha determinado positivamente que hay actividad metabdlica; que se traduce en el
ntmero de pocillos con desarrollo de color (nimero de sustratos utilizados con DO590 > 0,25)

(Jatowiecki et al., 2016).
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Diversidad (H’): para cuantificar la diversidad funcional especifica de la comunidad microbiana

se aplico el indice de Shannon-Weaver (Hill et al., 2003)

N
H' =% pi(Inpi)
i=1
Siendo pi la densidad 6ptica del pocillo i (equivalente al nimero de individuos de la especie i en

el indice tradicional), N la suma de la densidad Optica total obtenida para todas las fuentes de

carbono (equivalente al numero total de individuos de cualquier especie en el indice tradicional),

y S el nimero total de fuentes de carbono utilizados.

4.4. Crecimientoy reproduccion de las lombrices de tierra de E. fetida

Se registraron parametros bioldgicos como el crecimiento, la supervivencia y la fecundidad de las
lombrices, utilizando mediciones que abarcaron desde la biomasa poblacional inicial y final hasta
el recuento de organismos juveniles y ootecas. Este enfoque metodoldgico también contempld el
registro fotografico de la excavacion de las lombrices, como se describe detalladamente en el

inciso 2.2 del capitulo 3.

5. Analisis Estadistico

El contenido de materia organica (MO), pH, CO2, amonio Yy nitrato, se realiz6 una prueba t de
Student comparando los tratamientos con el control con alpeorujo (O) en el inicio y al final del
experimento. Para el andlisis de fosfatasa alcalina (ALP), se llevd a cabo una prueba t de Student
comparando los tratamientos con el control con alpeorujo en los dias 0, 45 y 90. En cuanto al
contenido de carbono (C%), nitrégeno (N%), relacion C/N, y los contenidos de macronutrientes
y microelementos, se realiz6 una comparacion entre todos los tratamientos y el control con
alpeorujo en todos los momentos de muestreo. La evaluacion del aumento de biomasa de las
lombrices se realiz6 mediante una prueba t de Student comparando el mismo tratamiento al inicio
y al final del experimento. Todos los resultados se expresaron como promedio + desviaciones

estandar, para lo cual se utiliz6 el programa Minitab® (versién 17.1.0).

Resultados y discusién

1. Dinamicas de la temperatura, materia organica y pH en las mezclas

Los cambios en la temperatura permiten monitorizar la intensidad y duracion de los procesos de
biotransformacién y, en general, la evolucidn de los procesos de transformacion bioldgica. A lo
largo de todo el experimento la temperatura present6 valores mesofilos, cercanos a la temperatura
ambiente, tal como se muestra en la Tabla 16. En todos los tratamientos se observo en todos los

tratamientos un aumento de temperatura, de entre 3-4°C con respecto al control con solo alpeorujo,
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posiblemente debido a la degradacion de compuestos de carbono labiles proporcionados por el

estiércol de vaca y las hojas de olivo.

Tabla 16. Temperatura mensual de cada tratamiento (O, OLB, OLBE, OLH y OLHE). La temperatura
ambiente fue 25 + 2° C.

Dias
T (C°) 0 OLB OLBE OLH OLHE
30 29+15 32+38 32+38 33+34 33+34
60 29+0,6 30+43 29+49 29+19 28+27
90 29+13 27+14 28+21 25+0,9 24 +0,8

No hubo cambios significativos en la dindmica de la temperatura de las mezclas debido a la
presencia de lombrices; los valores de OLBE y OLHE no difirieron de aquellos de OLB y OLH.
Durante todo proceso de transformacion bioldgica, el contenido en materia organica cambio
(Figura 29a). Los niveles de materia organica en el control con alpeorujo (O) se mantuvieron mas
0 menos constante alrededor del 66,1 + 4,4% a lo largo de todo el experimento. Sin embargo, en
la mezcla con estiércol vacuno (OLB), se observo una tendencia de descenso, especialmente a
partir de los 20 dias de incubacién (Figura 29a). El contenido de materia organica inicial promedid
85,7 + 8,3% y éste descemdio (p < 0,05) hasta valores promedios de 51,2 + 1,5% en el dia 90
(Figura 29a). El tratamiento con E. fetida (OLBE) mostr6 una disminucion similar (p < 0,05),
alcanzando un contenido final de 52,7 = 1,1% en el dia 90 (Figura 29a). No hubo diferencias
significativas (p < 0,05) en los cambios en el contenido en materia organica con estiércol de
vacuno debido a la presencia de E. fetida. Esta tendencia descrita para OLB y OLBE fue similar
para aquellas mezclas con estiércol de equino (OLH). Inicialmente, promedié 74,9 + 21,8%, y al
final del ensayo se redujo en casi un 22 % (58,5 + 10,1%) (Figura 29a). En el tratamiento con E.
fetida (OLHE), se observé una disminucion (p < 0,05) y el valor final fue de 49,1 £+ 26,4% (Figura
29a), menor al encontrado para este estiércol sin E. fetida, sin que las diferencias fueran
significativas. Los niveles de materia organica final fueron 6ptimos y se encuentran en linea con
los niveles establecidos como guias para enmiendas organicas, de acuerdo con la normativa
vigente (Real Decreto, 2013; SGAyYDS, 2019). Los valores de pH (Figura 29b) se encontraron en
el rango Optimo para el desarrollo de bacterias (6,0-7,5) y hongos (5,5-8,0) (Amir et al., 2005).
En el grupo de control con alpeorujo (O), el pH se mantuvo constantemente bajo, alrededor de 4,8
+ 0,2%, a lo largo del ensayo. La adicion de estiércol al alpeorujo, con o sin lombrices de tierra,
elevo el pH inicial de las mezclas a alrededor de 6. Durante los 90 dias, todos los tratamientos
mostraron un aumento en el pH, alcanzando valores entre 6,8 y 7,9. La degradacién de acidos en
las primeras etapas de descomposicion y la mineralizacion del nitrégeno organico, que produce
amonio como intermediario, explican este aumento en los valores de pH. Esta neutralizacion es

beneficiosa para el crecimiento de las plantas, ya que facilita la solubilizacién de los nutrientes
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presentes en el sustrato. En este estudio, las transformaciones bioldgicas estabilizaron el pH y
redujeron el contenido en materia organica, siendo esta tendencia mas pronunciada en los procesos
de biotransformacion con la asistencia de lombrices de tierra. Varios estudios han documentado
que el proceso de biotransformacion con la asistencia de lombrices de tierra de diferentes desechos
conduce a un aumento del pH (Paul et al., 2020), y la disminucion de la materia organica y la
estabilizacion neta se atribuye a la mineralizacion de la materia organica y al consumo por parte
de las lombrices de tierra, convirtiéndola en biomasa de lombrices de tierra, lo cual se discutira
mas adelante (Lin et al., 2019; Mondal et al., 2020; Tripathi & Bhardwaj, 2004).
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Figura 29. (a) Cambios en el contenido de materia organica, y (b) pH a lo largo del periodo de
biotransformacion en distintos tratamientos (OLB, OLBE, OLH, OLHE) y el grupo de control con alpeorujo
(O) Letras distintas sefialan diferencias significativas (p < 0,05; ANOVA de una via) debida a los
tratamientos a lo largo del proceso de biotransformacion.

2. Produccién de CO; de los tratamientos

Durante el proceso de biotransformacion se proporcioné suficiente aireacion volteando
regularmente la mezcla, lo que disminuyo el nivel de CO; en las mezclas y evito las condiciones
anaerdbicas (Haug, 1993). Los cambios en la produccion de didxido de carbonopor parte de los
microorganismos aerdébicos se muestran en la Figura 30. Al inicio del experimento, se observo
una alta produccion de CO; en los tratamientos distintos al control con alpeorujo (O), con valores
entre 1503,4 + 138 ug C-CO./ g d y 1563,6 + 250,3 ug C-CO-/ g d para aquellos con estiércol
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vacuno y estiércol equino, respectivamente. Los valores fueron significativamente superiores a
los medidos para el control con alpeorujo (O), entorno a 1240 pg C/ g d. Durante la
biorremediacidon se observé una disminucion significativa (p < 0,05) en la tasa de respiracion para
todos los tratamientos. Los valores de produccion de CO- al final del experimento fueron de 650,8
+ 230 pg C-CO2 /g d, 510,6 £ 121,9 pg C-CO2 /g d, 954,7 £ 220 pg C-CO,/ gd y 620,9 £ 71 pg
C-CO. /g d para los tratamientos OLB, OLBE, OLH y OLHE, respectivamente. El descenso en la
emision de CO; durante la transformacién biolégica de fuentes de materia organica es una
dinamica tipica que esta relacionada con la degradacion primero de fuentes labiles de carbono
organico y bajos valores de emision de CO; después porque el carbono orgéanico que va quedando
es de naturaleza mas refractaria. No hubo diferencias significativas (p < 0,05) debido a la presencia
de E. fetida, con la excepcion del tratamiento con alpeorujo mas estiércol de equino y

E. fetida que mostro valores finales de emision de CO; inferiores al tratamiento comparable pero
sin la lombriz. Al final del periodo de 90 dias de incubacién, la emision diaria de CO; del control

con alpeorujo fue superior a las mezclas, a excepcion de OLH.
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Figura 30. Cambios en la produccién de CO; para los tratamientos durante el tiempo de biotransformacion.
Letras distintas sefialan diferencias significativas (p < 0,05; ANOVA de una via) debida a los tratamientos
a lo largo del proceso de biotransformacion.

3. Variaciones en los contenidos de Carbono y Nitrégeno y la relacion C/N

En el estudio se evaluaron los niveles de carbono y nitrégeno en los diferentes tratamientos. En
las unidades experimentales control con alpeorujo (O), los niveles de carbono (Figura 31a) se
mantuvieron estables alrededor del 53,2% + 3,8%, mientras que los niveles de nitrdgeno se
mantuvieron alrededor del 1,4% + 0,13%. En las mezclas con estiércoles, se observé una ligera
disminucién en el contenido de carbono, pero esta diferencia no fue estadisticamente significativa.
Los valores obtenidos fueron 28,2% + 3,2%, 27,8% = 2,6%, 26,4% + 3,8% y 28,3% * 4,6% para
los tratamientos OLB, OLBE, OLH y OLHE, respectivamente. En efecto, al contrastar cada uno
de los tratamientos con los valores del control con alpeorujo (O) como referencia, se evidencia de

manera consistente una significancia estadistica (p < 0,05) en todos los intervalos de tiempo
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analizados. Ademas, en el dia 90 se destaca que el tratamiento OLHE con E. fetida que disminuyd
de manera significativa frente a O y OLB.
En cuanto al contenido de nitrégeno (Figura 31b), a los 20 y 45 dias, se observo un incremento
significativo en OLBE en comparacion con O. A los 60 dias, todos los tratamientos presentaron
un aumento con respecto a O. Sin embargo, al finalizar el experimento de 90 dias, solo OLBE
exhibié un aumento significativo en comparacion con O.. El incremento en el contenido en
nitrégeno orgénico total se debid, posiblemente, a la combinacion de dos hechos. Por una parte,
hubo una concentracion de elementos debido a la pérdida de material durante la incubacién y la
inexistencia de pérdidas significativas de nitrégeno por desnitrificacion o por volatilizacion de
amonio. En el caso de los tratamientos con estiércol equino, el aumento no fue significativo y se
mantuvo en torno a 1,6%
+0,2%.
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Figura 31. Variaciones en los contenidos de (a) carbono (C %) y (b) nitrogeno (N %). Letras distintas
sefialan diferencias significativas (p < 0,05; ANOVA de una via) debida a los tratamientos a lo largo del
proceso de biotransformacion.

Estas tendencias fueron evidenciadas a traves de la observacion de relaciones carbono/nitrégeno
(C/N) més apropiadas para sustratos destinados a futuros usos en la agricultura. Inicialmente, se
observaron relaciones C/N en torno a 19,2 durante los primeros 45 dias, consistentes con los

valores reportados por Biyada et al., (2021), durante la fase de maduracion de un compost con
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residuos textiles. Posteriormente, estas relaciones disminuyeron a 14,6, como se ilustra en la
Figura 32. Relaciones C/N entre 15 y 20 indican que hubo degradacion de la materia organica,
demostrando asi un avanzado grado de maduracion en el sustrato.
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Figura 32. Relaciones C/N a lo largo del proceso de biotransformacién en los diferentes tratamientos (OLB,
OLBE, OLH, OLHE) y el control con alpeorujo (O). Letras distintas sefialan diferencias significativas (p
< 0,05; ANOVA de una via) debida a los tratamientos a lo largo del proceso de biotransformacion.

4. Dindmica de los principales macronutrientes

Los macronutrientes, como el potasio, magnesio, sodio, calcio y fdsforo, desempefian roles
fundamentales en diversos procesos fisioldgicos de las plantas. Estos procesos incluyen la sintesis
de proteinas, la fotosintesis y la regulacion del equilibrio hidrico. El contenido de estos
macronutrientes tras el proceso de biorremediacion es una expresion del valor potencial de éstos
como fertilizantes, y la magnitud y la dindmica de los cambios se deben principalmente al tipo de
material utilizado en cada tratamiento. Los valores correspondientes a cada nutriente en los

distintos tratamientos se muestran en la Figura 33 (a-e).
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Figura 33. Cambios en los contenidos de (a) K, (b) Mg, (c) Na, (d) Cay (e) P en los distintos tratamientos
(O, OLB, OLBE, OLH, OLHE). Letras distintas sefialan diferencias significativas (p < 0,05; ANOVA de
una via) debida a los tratamientos a lo largo del proceso de biotransformacion.

La composicion del alpeorujo puede estar sujeta a diversas influencias, tales como la variabilidad
en la cepa de oliva utilizada y los métodos especificos de extraccion (Medouni-Haroune et al.,
2018). En términos generales, se caracteriza por presentar niveles modestos de nitrégeno
organico, mientras que exhibe una elevada concentracion de potasio. En el transcurso de este
estudio, se observaron pequefas variaciones en el grupo de control con alpeorujo (O), no obstante,
los valores promedio para elementos como potasio, magnesio, sodio, calcio y fosforo se
mantuvieron en torno a 0,58 + 0,19 mg/g, 0,20 £+ 0,10 mg/g, 0,21 £+ 0,07 mg/g, 0,68 £+ 0,08 mg/g
y 0,35 £ 0,01 mg/g, respectivamente. La introduccién de estiércoles y hojas de olivo al alpeorujo,
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ya sea con o sin la presencia de lombrices, generd un aumento significativo (p < 0,05) en los
niveles de potasio en el dia 0. Al concluir el experimento, los tratamientos que incorporaron
estiércol vacuno exhibieron los resultados mas favorables en términos de enriquecimiento
nutricional, manifestando incementos significativos en potasio (Figura 33a), magnesio (Figura
33b), calcio (Figura 33c) y fésforo (Figura 33d), alcanzando valores finales de 0,67 + 0,01 mg/g;
0,27 £ 0,03 mg/g; 1,23 £ 0,03 mg/g y 0,4 + 0,001 mg/g, respectivamente.

En contraposicion, al término del experimento, los tratamientos con estiércol equino, OLB y
OLBE no revelaron alteraciones significativas en potasio (aproximadamente 1,04 + 0,17 mg/g) y
magnesio (alrededor de 0,35 + 0,04 mg/g) en comparacién con el grupo de control con alpeorujo.
No obstante, experimentaron un incremento notable (p < 0,05) en el contenido de calcio (1,05 £
0,13 mg/g), siguiendo una pauta similar a la observada por Singh & Kalamdhad (2014). Estos
tratamientos también demostraron los valores mas elevados de fosforo (0,47 + 0,003 mg/g). Se
postula que el aumento en la concentracion de fosforo en los tratamientos con estiércol equino
podria vincularse con el contenido inicialmente mas alto de fésforo (Tabla 13). Ademas, se sugiere
gue la actividad microbiana durante la descomposicion del estiércol equino podria haber generado
gradualmente formas de fosforo asimilables por las plantas, un fenbmeno cominmente observado
en los procesos de descomposicion de la materia organica. En cuanto al sodio (Figura 33e), se
observaron algunas variaciones en todos los tratamientos en los dias de muestreo, aunque tanto al
inicio como al final, no se detectaron diferencias significativas (p < 0,05) en comparacién con los
niveles del control con alpeorujo (O). Los valores finales obtenidos se alinean con los resultados
documentados por Singh & Kalamdhad (2014) durante el compostaje de jacinto de agua con una

combinacion de estiércol de ganado, aserrin y cal.
5. Cambios en los niveles de amonio y nitratos

Se observo una tendencia general de disminucion de los niveles de nitrato (NOs) en todos los
tratamientos (Figura 34a). Esta disminucion se debid a la tasa de nitrificacion del amonio a nitrato
y a la mineralizacion del nitrogeno, detalladas en la Tabla 17. Valores bajos 0 medios de amonio
es beneficioso, ya que altas concentraciones de este nutriente pueden tener efectos fitotoxicos. En
cuanto a los niveles de amonio (NH.4"), se observé una tendencia general de aumento en todos los
tratamientos (Figura 34b), probablemente por la transformacion de amonio a nitrato durante la
nitrificacion. Esta tendencia también es positiva, ya que la relacion amonio/nitrato se acerca al
requisito reglamentario indicado en la normativa para compost (SGAyDS, 2019), que considera
una relacion amonio/nitrato menor a 0,3 como indicador de la madurez del compost.

En el tratamiento con alpeorujo, estiércol vacuno y hojas de olivo (OLB), se registr6é un contenido
de nitratos iniciales de 172,9 + 42,8 ug N- NOs /g, el cual disminuy0 significativamente (p < 0,05)
al dia 60 (121,1 =2 pug N- NOs7/ g), vy al final del experimento aument6 nuevamente a valores
similares al inicio del experimento. En el tratamiento con E. fetida (OLBE), el contenido de

amonio fue menor al finalizar el ensayo (101,2 + 12,6 ug N- NH4*/ g). La concentracién de amonio
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siguio6 el mismo patron de disminucion significativa (p < 0,05) para OLBE a lo largo del tiempo,
resultando en una relacion NH,*/NO; de 0,4 + 1. En los tratamientos OLH y OLHE, el contenido
inicial de nitrato fue alrededor de 248,6 + 27 pg N- NOs7/ g, y luego disminuyo significativamente
(p <0,05) al 42% y 49% en los dias 60 y 90, respectivamente.

Las concentraciones iniciales de NH;* en OLH y OLHE (78,4 £ 65,3 pg N- NH,*/ g) aumentaron

a lo largo del experimento, alcanzando valores finales de 144,4 + 28,4y 131,4 + 14,8 ug N- NH 7/

g, respectivamente, en el dia 90. La tendencia encontrada en la dindmica de NH 4* fue similar a la
4 3

encontrada por Chennaou, (2016) al evaluar un sistema de compostaje con residuos solidos
municipales. Esto resultd en relaciones NH,*/NO5 més elevadas, lo que sugiere que los sustratos
con estiércol equino podrian requerir mas tiempo de biorremediacion para alcanzar su madurez.
En el grupo de control con alpeorujo (O), los niveles de NH,” y NO;  se mantuvieron
relativamente estables durante todo el experimento, alrededor de 123,1 + 33,6 ug N-NH,"/ gy
52,6 + 12,6 ug N-NOs7/ g, respectivamente. Sin embargo, al comparar estos niveles con los de
otros tratamientos, se evidencia una diferencia significativa en los niveles de NOs™ (Figura 34a) al
inicio del experimento, pero al final del estudio la diferencia disminuye. En el caso del NH4 *
(Figura 34b), ocurre lo contrario: la diferencia con respecto a todos los tratamientos es
significativamente mayor al final del experimento. Como resultado, se obtuvo una relacion

NH */NO -promedio de 2,74 £ 1,54.
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Figura 34. Variacion en los contenidos de (a) nitratos (NO3’) y (b) amonio (NH )4 a lo largo del proceso de

biotransformacion. Letras distintas sefialan diferencias significativas (p < 0,05; ANOVA de una via) debida
a los tratamientos a lo largo del proceso de biotransformacion.
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5.1. Nitrificacién y mineralizacion del N
La nitrificacion es el proceso mediante el cual el amonio se transforma en nitrato. Una tasa de
nitrificacion elevada podria indicar una mayor disponibilidad de nitratos para las plantas,
favoreciendo su crecimiento y desarrollo. En el presente estudio, el tratamiento OLBE exhibid la
tasa de nitrificacion mas elevada (1.06 ug N-NO; g* dia), lo que indica que el tratamiento a
favorecido la actividad de bacterias nitrificantes. Una tasa de mineralizacion del N elevada sugiere
una liberacion de amonio y nitrato a partir del N organico y, por lo tanto, mayor disponibilidad
para las plantas. No obstante, tasas bajas pueden indicar una disponibilidad limitada de nutrientes,
lo que podria requerir la aplicacién de fertilizantes. El control con alpeorujo (O) presentd la tasa
de mineralizacion negativa (-0.04 pg N g* dial) y por lo tanto una ligera inmovilizacion. Es
importante mencionar que en los tratamientos OLB y OLBE, conforme a la tasa neta de
mineralizacion, se evidencia que los microorganismos inmovilizaron el nitrégeno, con la eventual
posibilidad de su liberacion posterior. Sin embargo, hasta ahora, este fendmeno indica que la
disponibilidad de nitrogeno para el crecimiento de las plantas podria ser limitada, o que no es

favorable, ya que podria resultar en una disminucién en la calidad de las estructuras vegetales.

Tabla 17. Promedios de las tasas netas de nitrificacion y mineralizacion para los diferentes tratamientos.
Letras distintas sefialan diferencias significativas (p < 0,05; ANOVA de una via) debida a los tratamientos.

Tasas netas de nitrificacion Tasa netas de mineralizacion

Tratamientos (Mg N- NO, dia™) (ug N- NH, * dia-1)

(0] 0,02+0,032 -0,04+0,02°

oLB 0,32+0,02° 0,18+0,01°?

OLBE 1,06+0,07 © 0,40+0,022

OLH 0,73+0,08 ¢ -0,43+£0,04°
OLHE 0,59+0,30¢ -0,77+0,04 "

6. Dindmicas de los microelementos

En todos los tratamientos analizados, las concentraciones de zinc, cobre, magnesio, niquel, hierro
y cromo se mantuvieron por debajo de los limites maximos permitidos para sustratos de alta
calidad destinados a la agricultura, segun lo establecido por el SGAyDS en 2019 (Figura 35). A
lo largo del experimento, las concentraciones de microelementos en el control con alpeorujo (O)
se mantuvieron relativamente estables. Los valores registrados para el grupo de control fueron los
siguientes: 24,4 + 2,6 mg de zinc/kg, 14,0 £ 1,9 mg de cobre/kg, 15,6 = 2,0 mg de manganeso/kg,
5,4 + 1,0 mg de niquel/kg, 100,5 £ 15,1 mg de hierro/kgy 7,7 + 2,3 mg de cromo/kg.

No se observaron diferencias sustanciales en los tratamientos en comparacion con el control con
alpeorujo (O) en lo que respecta a los valores de cromo (Figura 35a). Del mismo modo, durante
los primeros 45 dias, no se evidenciaron diferencias significativas en las concentraciones de niquel
en comparacion con el control. No obstante, a los 90 dias, los tratamientos exhibieron valores

significativamente superiores (p < 0,05) de niquel en relacion con el control que incorporaba
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alpeorujo (Figura 35b). Tanto para los microelementos cobre y manganeso (Figura 35 c y d), se
constatd un incremento significativo (p < 0,05) en los tratamientos en comparacion con los
controles. La introduccion de estiércol gener6 un aumento conspicuo en los niveles de cobre,
manganeso Y hierro en contraste con el control con alpeorujo (O). Este fendmeno se atribuye a la
presencia de metales pesados en el estiércol, derivados de la alimentacion suministrada a los
animales en sistemas intensivos, provocando alteraciones en la concentracién de los
microelementos.
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Figura 35. Concentraciones de (a) Cu, (b) Mn, (c) Ni y (d) Cr en los distintos tratamientos (OLB, OLBE,
OLH, OLHE) y el control con alpeorujo (O). Letras distintas sefialan diferencias significativas (p < 0,05;
ANOVA de una via) debida a los tratamientos a lo largo del proceso de biotransformacion.

7. Actividad microbiana: fosfatasa Alcalina (ALP)

En los procesos de biotransformacion el estiércol vacuno con la asistencia de lombrices de tierra
(OLBE ), se destaco un aumento significativo (p <0,05) entre el 24,5y 40,7% en la actividad de
la fosfatasa alcalina al concluir el experimento (Figura 36), comparado con los valores iniciales
(entre 122,9 y 136,8 ug p-NP/ g h). Este incremento se vinculd estrechamente al proceso de
descomposiciéon de la materia organica, donde los microorganismos descomponen las capas
internas de las particulas del suelo y/o del sustrato ingerido, generando un aumento en la superficie
expuesta. Como consecuencia, estas areas expuestas se vuelven susceptibles al ataque de otras
comunidades microbianas presentes en el entorno circundante. Es importante mencionar que
cuando se observa un aumento en la actividad de la fosfatasa alcalina, sugiere que el proceso de
descomposicion bioldgica de materiales organicos esta mejorando la disponibilidad de fosforo para
las plantas, por lo que es un indicador de un sustrato propicio para el crecimiento de las plantas.
(Delgado-Moreno & Pefia, 2009)

300 mO = OLB u OLBE OLH m OLHE
= 250 aabbab ab
S
S 200
3
o 150
s
g 100
2
S
o
-
< 0

0 45 90
Tiempo (dias)

Figura 36. Actividad Fosfatasa Alcalina (ALP) en los tratamientos (OLB, OLBE, OLH, OLHE) y el control
con alpeorujo (O). Letras distintas sefialan diferencias significativas (p <0,05; ANOVA de una via) debida
a los tratamientos a lo largo del proceso de biotransformacion.
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8. Perfil de consumo de las fuentes de carbono utilizadas por la comunidad
microbiana (Ecoplacas)
Se empled el indice de Shannon-Weaver (H”) para evaluar la diversidad funcional especifica de
la comunidad microbiana, una herramienta ampliamente utilizada en ecologia. Este indice
proporcion6 una medida cuantitativa de la diversidad. Es relevante sefialar que valores por debajo
de 2 indican baja diversidad, mientras que valores superiores a 3 indican alta diversidad. En
nuestro estudio, todos los valores fueron superiores a 3 (Tabla 18). En lineas generales, los
resultados indicaron que, al inicio, OLB y OLH mantuvieron valores similares tanto en H’ como
en la respuesta metabolica promedio (AMR), asi como en la diversidad S (sustratos distintos en
los cuales se confirma de manera positiva la presencia de actividad metaboélica). Sin embargo, a
los 90 dias, OLB experimenté un aumento significativo (p <0,05) en la AMR. En contraste, los
demas tratamientos mostraron un buen desempefio con aumentos significativos en los tres indices
(H, AMR vy S) al finalizar el experimento. Estos resultados sugieren que la promocién de
comunidades microbianas diversas y saludables, las cuales pueden contribuir a la mejora de la

fertilidad en un sustrato.

Tabla 18. indices de diversidad catabélica microbiana calculados para los datos obtenidos del EcoPlate™.
indice de diversidad de Shannon-Weaver (H’), indice de riqueza metabdlica del sustrato (S); y respuesta
metabdlica promedio (AMR). Las diferentes letras indican una diferencia significativa (p <0,05; ANOVA
de una via) entre los tiempos de exposicion.

H’ S AMR
OLB (dia 0) 4,52 +0,02° 28 +1¢ 2,300,102
OLH (dia 0) 4,67 +0,082 29 +1¢° 2,37+0,09¢
OLB (dia 90) 4,65 £0,14° 26 £2° 2,68+0,16"
OLBE (dia 90) 4,87 +0,02°¢ 31 +1° 2,06+0,07°
OLH (dia 90) 4,79+0,04°¢ 31 +1° 2,81+0,05°
OLHE (dia 90) 488+0,11°¢ 30 +1° 2,67+0,15°
9. Estudio del crecimiento y reproduccién de las lombrices de tierra de E. fetida

En el dia 45, se incorporaron lombrices de tierra a los tratamientos biolégicos OLBE y OLHE. En
el tratamiento OLBE, se observé una biomasa total en las poblaciones de 8,1 + 1,5 g. Esta biomasa
aumento significativamente (p < 0,05) al final del ensayo alcanzando los 12,6 + 0,5 g (Figura 37).
Durante este periodo, se registraron 31 ootecas y 34 organismos juveniles. En cambio, el
tratamiento OLHE mostré una estabilidad general en la biomasa, con un ligero aumento de 0,7 g,
el cual no fue estadisticamente significativo (p < 0,05) (Figura 37). Inicialmente, la biomasa fue
de 10,5 £ 2,4 g en el dia 45, y al final del proceso de biotransformacion, se registré un peso de
11,2 £ 2,2 g. En este tratamiento se identificaron 40 ootecas y 51 organismos juveniles (Figura
37). Es relevante destacar que las lombrices de tierra no presentaron signos de lesiones aparentes

y no se registrd mortalidad durante el proceso de biotransformacion.
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Figura 37. (a) Cambios en la biomasa (peso fresco) de las lombrices de tierra E. fetida en los tratamientos
OLBE y (b) OLHE, durante 45 dias. Las diferentes letras indican una diferencia significativa (p <0,05)
entre los tiempos de exposicidn.

Al concluir las biotransformaciones, se evidencia de manera clara la notable contribucion de las
lombrices de tierra a la textura final de los sustratos OLHE y OLBE, como se ilustra en la Figura
38. Se destaca especialmente la formacion de tlneles y la generacion simultanea de bioagregados.
Es crucial sefialar que, en comparacion con los tratamientos no afectados por la actividad de las
lombrices de tierra (OLH y OLB), se observo una marcada disminucién en la presencia de hojas,
las cuales experimentaron un proceso de fragmentacion. Esta transformacion modifica
significativamente el sustrato, preparandolo para la influencia subsiguiente de los
microorganismos. En el caso de OLH y OLB, queda evidente la necesidad de un tiempo de
biotransformacién mas prolongado para experimentar cambios significativos en el proceso de
mejora de los sustratos sin la intervencion directa de las lombrices de tierra. A pesar de sus
rendimientos, la salud aparente de las lombrices se mantuvo inalterada a lo largo del estudio. Este
hallazgo sugiere una notable capacidad de adaptacion de las lombrices de tierra a las condiciones

del entorno, resaltando su robustez y resistencia ante posibles alteraciones ambientales.
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Figura 48. Visual del aspecto de los sustratos finales y del efecto el de las lombrices de tierra en el nimero
de oquedades excavadas (lineas negras) y en actividades de lanzamiento (marcadas con lineas blancas) (a)
O; (b) OLB; (c) OLH; (d) OLBE; (e) OLHE.

Conclusion
La descomposicion bioldgica de materiales como las hojas de olivo y los estiércoles, cuando se
combinan con el alpeorujo, ha demostrado generar sustratos finales con propiedades
excepcionalmente beneficiosas para el crecimiento y desarrollo de los cultivos. Estas mejoras se
evidencian en la modificacion de la relacion C/N, que disminuye, y en el aumento de los niveles
de K, Py N en los sustratos finales. Ademas de estos beneficios nutricionales, se observan mejoras
significativas en la diversidad de comunidades bioldgicas presentes en los sustratos resultantes.
En contraste, la presencia de lombrices de tierra en las condiciones de ensayo no ha tenido un
impacto sustancial en la mayoria de las propiedades evaluadas. Los resultados obtenidos no solo
consolidan la eficacia de la combinacién de hojas de olivo, estiércoles y alpeorujo, sino que
también sugieren que la introduccién de lombrices de tierra puede no ser determinante en este
contexto especifico. Estos hallazgos establecen una base solida para continuar explorando
soluciones ecoldgicas en la gestion de residuos agricolas. Investigaciones futuras podrian ampliar
nuestro entendimiento de las complejas interacciones entre los diversos elementos biol6gicos
involucrados, incluso mediante la exploracion de otros tipos de residuos agricolas. Este enfoque
contribuiria de manera significativa al desarrollo de practicas agricolas mas sostenibles,

promoviendo asi una gestion mas eficiente y respetuosa con el medio ambiente.
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Conclusiones generales




EI monitoreo integrado de los sistemas de biorremediacidn con énfasis en una evaluacion a
través de pruebas bioldgicas, especialmente con la propuesta del indice de lesion, basado
en el dafio visual a E. fetida, ofrece una herramienta préctica para facilitar la
implementacion y control de estos sistemas. El indice propuesto es una prueba sencilla y de
bajo costo, con un amplio rango de sensibilidad, que podria ser utilizada por agricultores o
usuarios de biolechos para controlar el proceso de desintoxicacion in situ, sin necesidad de
recurrir a laboratorios especializados y/o utilizar instrumental complejo.

Para facilitar la implementacion de esta prueba, la clasificacion de las lesiones y el calculo
del indice podrian automatizarse mediante el reconocimiento de patrones en una aplicacién
de telefonia celular.

Otro aspecto esencial para implementar estos sistemas de biorremediacion es el reciclado
de la biomezcla desgastada o residual, es decir, la biomezcla que debe descartarse porque
ha perdido su actividad bioldgica. En este estudio se logré transformar, bajo la accion de
las lombrices de tierra, a un residuo clasificado como peligroso en un sustrato estable y
maduro, que retne las condiciones para ser utilizados como biofertilizante. La especie E.
fetida mostré un mejor desempefio frente a A. trapezoides, lo que la posiciona como la
especie ideal para biorremediar y reciclar estos sustratos contaminados. Si bien no es una
especie que se encuentre habitualmente en campos agricolas, al ser de facil adaptacion y
rapida reproduccion puede garantizarse la poblacion necesaria para su empleo en la
vermirremediacion de estas biomezclas.

Finalmente, la capacidad biotransformadora de la especie E. fetida fue aplicada para reciclar
residuos generados durante el proceso de extraccion de aceite de oliva. Los sustratos finales
obtenidos han presentado mejoras significativas en diversos pardmetros como la actividad
enzimatica de la fosfatasa alcalina y un incremento en la diversidad de diferentes grupos de
comunidades bioldgicas.

Esta investigacion ha realizado aportes en la comprension y aplicacién de biolechos para la
gestion efectiva de agroquimicos en la agricultura. Los hallazgos presentados destacan la
eficacia de la biomezcla, la utilidad de pruebas bioldgicas para el monitoreo directo y la
viabilidad de tratamientos para la reciclabilidad y biorremediacién de residuos agricolas.
Este trabajo contribuye significativamente al campo de la agricultura sostenible y abre
nuevas perspectivas para investigaciones futuras en el ambito de la descontaminacién y

gestion responsable de agroquimicos.
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M. Material complementario

M.1. Procedimiento para la cuantificacion de herbicidas
Productos quimicos Los estandares analiticos de herbicidas se adquirieron principalmente de Dr.
Ehrenstorfer GmbH (Augsburgo; Alemania), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO; EE. UU.) y
ChemService (West Chester, PA; EE. UU.).
Para los estudios de validacion, se prepararon soluciones estandar de trabajo a una concentracion
de 1000 mg/L, se almacenaron a -20°C en viales ambar y se llevaron a temperatura ambiente
antes de su uso. Para la preparacion de la fase movil, se obtuvieron formiato de amonio (FNH,),
acetato de amonio (AcNH,) y acido formico (98%) de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO; EE. UU.),
Metanol (MeOH) y acetonitrilo (MeCN) se compraron a Fisher Chemical (Geel, Bélgica) y eran
de grado Optima®, y el agua desionizada se produjo con un sistema Milli-Q (Millipore, Bedford,
MA, EE. UU.). Para la preparacion de la muestra, se obtuvieron sulfato de magnesio anhidro
(MgSQs.), cloruro de sodio (NaCl) y acetonitrilo de grado HPLC (MeCN) de Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO; EE. UU.). Todos los demas suministros utilizados eran de la mejor calidad analitica
disponible comercialmente. La determinacion de los herbicidas LC-target se realiz6 con un
sistema Acquity UPLC® (Waters, Milford, MA, EE. UU.) equipado con una columna Acquity
UPLC®BEH C18 Shield (100 x 2,1 mm x 1,7 um) y acoplado a un analizador de masas de triple
cuadrupolo TQD (Waters, Milford, MA, EE. UU.) equipado con una fuente de ionizacién por
electrospray (ESI). Los pardmetros y condiciones instrumentales especificos empleados en cada

una de las diferentes determinaciones se presentan en las Tablas M1-M2.

Tabla M1. Condiciones de UHPLC-MS/MS para la determinacion de herbicidas.

HPLC Waters Acquity UPLC® system
MS Waters TQD
Tipo de Columna Acquity UPLC®BEH C18 Shield (100 x 2,1 mm x 1,7 pm)

Temperatura de la Columna 40°C
Fase MAvil A (agua) 5mM formiato de amonio con 0,1% acido férmico
Fase Movil B (metanol) 5mM formiato de amonio con 0,1% acido férmico
Gradiente de Fase Mdvil 0 min-0,4mL/min-10% B

1 min-0,35mL/min-50% B

11 min-0,45mL/min -95% B

12 min-0,7mL/min —95% B

14 min-0,7mL/min-95% B

16 min-0,3mL/min-10% B

Volumen de Inyeccién 5puL
Temperatura del muestreador automéatico 5 °C

Modo de lonizacién ESI +/ESI -
Voltaje de Capilar 1 kv
Temperatura de la Fuente 120 °C
Temperatura de Desolvatacion 350 °C
Flujo de Gas de Desolvatacion (N,) 800 L/h
Flujo de Gas Conico (Ny) 150 L/h
Flujo de Gas de Colision (Ar) 0,14 mL/min
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Tabla M2. Condiciones UHPLC-ESI-MS/MS: ion precursor y ion producto de la transicion cuantificadora
y cualificadora, asi como su respectiva energia de colisién (CE). Voltaje de cono (CV) y modo de
electrospray de ionizacion (ESI) positivo (+) o negativo (-).

Herbicidas Transicion del CE (V) Transicion de CE(V) CV(V) EsI
cuantificador clasificacion

Atrazina 216,1>96,01 23 216,1>1741 18 33 +

Cletodin 359,9> 164 20 359,9 > 268 12 27 +

Dicamba 219>175 5 221> 177 5 10 -

Haloxifop-P-metilo 362> 91 30 362 > 316 18 30 +

Prometrina 242 > 158 25 242>200,1 17 20 +

La extraccion de herbicidas del suelo y la biomezcla se realizé de la siguiente manera (ver Tabla
M3).

Tabla M3. Pasos detallados de los procedimientos analiticos para la determinacion de herbicidas.

Extraccion con solvente en dos pasos

Primer paso

Cantidad de muestra (g) 1

Solvente extractante (mL) Metanol (5)

Extraccion 2 h con agitador orbital
Centrifugacion 5 min at 2500 rpm

Segundo paso

Solvente de remojo (mL) Agua (3)

Mezclar 20 s con vortex Acetonitrilo (1% de &cido acético) (10)

Solvente extractante (mL) 20 s con vortex

Mezclar MgSO4 anhidro (3)

Sal de particion liquido-liquido (g) 3 minutos

Agitacién vigorosa a mano 5 minutos a 2500 rpm

Centrifugacion Combina los 20 mL de sobrenadantes. Pasa 1 mL del extracto a traves
de un filtro de PTFE de 0.22 um para el analisis por UPLC-MS/MS.

Extracto final Agua (3)

El proceso de validacién abarcd una evaluacion exhaustiva de la recuperacion, selectividad,
limites de cuantificacién, linealidad, precision y exactitud. La recuperacién de cada herbicida se
determind mediante tres replicados en tres niveles de concentracion. Esto implicd comparar las
areas de pico de los herbicidas en muestras estandar con las de (1) muestras en blanco extraidas,
enriquecidas con cantidades idénticas de compuesto y tratadas en consecuencia (ensayo de
recuperacion), y (2) estandares emparejados con la matriz, donde las muestras en blanco extraidas
se enriquecieron con cantidades correspondientes de herbicidas para evaluar posibles efectos de
matriz en la ionizacion ESI (LC-MS/MS). Los porcentajes promedio de recuperacion se
encontraron dentro del rango del 70 al 120%, con una desviacion estandar relativa (RSD) por
debajo del 20% en la mayoria de los casos. Para evaluar la selectividad del método, se analizaron
extractos de muestras tanto en blanco como enriquecidas. La determinacién del limite de
cuantificacion (LOQ) implico inyectar multiples extractos de muestras en blanco (n = 6) y

establecer el LOQ como diez veces la magnitud de la relacién sefial-ruido (S/N) de la respuesta
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de fondo. En ultima instancia, el LOQ se definié como la concentracion mas baja medible con
una precision intraensayo (% CV) y sesgo relativo ambos por debajo del 20%. La precision se

cuantifico como % RSD, y la exactitud se calculé en funcidn del error relativo (% RE), consulte

la Tabla M4,

Tabla M4. Resultados de validacién analitica. Porcentajes de recuperacion obtenidos para los herbicidas
determinados en tres niveles de concentracion y en el LOQ.

Suelo Biomezcla
Nivel de concentracién (mg/kg) Nivel de concentracion (mg/kg)
0.01(LOQ) 1 50 250 0.01(LOQ) 1 50 250
%Rec %Rec %Rec %Rec %Rec %Rec %Rec %Rec
Herbicidas (RSD) (RSD)  (RSD) (RSD) (RSD) (RSD) (RSD) (RSD)
(0=8) (=3 (n=8) (=3 (=8)  (n=8) (n=3)  (n=))
Atrazina 75 (15) 94(19) 96(19) 113(23) 79(16) 106 (21) 87 (17) 112(22)
Cletodin 96 (17) 83 (17) 108(22) 117 (22) 109 (22) 112(22) 106 (21) 100 (29)
Dicamba 76 (15) 99 (20) 77(15) 86(17) 82(16) 109(22) 87(17) 106 (21)
HaI(_)Ixifop-P- 89 (18) 111(22) 104(21) 112(22) 95(19) 76(15) 89(18) 85(17)
metilo
Prometrina 76 (15) 99(20) 77(15) 86(17) 82(16) 109 (22) 87(17) 106(21)

(1) Nivel de concentracion: 100 mg/kg
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M.2. Experimentos de CE50

Se realizaron tres mediciones del indice de lesiones, y cada medicion involucr6 10 fotografias. Sin embargo, esta seccién muestra las 10 fotos correspondientes a la primera

medicion.
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100mm

¥ 0.2mm

012345678 930\\\2
AR L

0123456789777

f

wwnnt
s=3
-
{ 100mm =
A
3 g.2mm
012345678 902
A s b b
012 3 DLri2
%
v 7,
< >

s=3

100mm

K 0.2mm

01234567 830\
P

0123456789777

&
(2}
2,
Y e wwopk

s=4
100mm

0.2mm

01234567 8 90\

0123456788777

o
%

wuigol

s=3

= 100mm =
A
0.2mm
01234567 8 940\\\2

0123458789072

%,
\J 07’5
wuipo L

s=2
100mm

0.2mm

012345678 903\2

\\‘

0123456789777

&y

Lwwigo

= -

=3

A

100mm

0.2mm

01234567 8 9012

\

0123456789777

wwo L
s=1
100mm

0.2mm

01234567 890402

e~
0123456789777

&

f

)

%,
¢ wwiog},

s=4

100mm

} 0.2mm

012345678 90\

0123456788777

%,
G
)
wwiooL

s=3
100mm

r 0.2mm

01234567 8 90\

01234567 &97%777%2

=)

2,
%
’ Wwipo b

=3

50, 0%

117




100mg/kg atrazina

100mm

’ 0.2mm

100mm

0.2mm

100mm

100mm

100mm

0.2mm 0.2mm 0.2mm
01234567 8 9:01\2 012345678 9.0\ 01234567 8 900\ 01234567 8 9201\\2 9 A0aAAT
0123456789%777%2 (1234567897772 0123456789%7/7> 01234567897%77% B i@ 5678977
% 4 %, % %,
« L wiwgo} s Q""f, SR : K s wiwiook ~ % _ gy o Lo wipp} u
- s=5 s=5 s=3 s=4 s=3
100mm y = = 100mm = = 100mm = = 100mm = = 100mm =
P 0.2mm. P 0.2mm 3 0.2mm ‘ 0.2mm ‘ 0.2m
01234567 89 00\2 01234567 8 9 0\\\2 01234567 8 9.0\ 01 2.3 56 7 8 90\ 01234567 8 9f0:\\\2
W \
0123456789777 01234567897%7/72 0123456789777 0123456789777 01234567889707772
% %, %, % %,
% wWwogl = e < HiHoaL - K = RHOGH, = v wwgok = v R = oot -
5=3 s=3 s=4 5=3 5=2 54, 2%

118




135mg/kg atrazina .. '

Whmm Hr el LB 100 100mm
i

01 2345

o G.2mm 0.2mm

0123456789002

-
ad
]

= ALUIOH) | o < uwnoi " Ly = 5 D T . W00 =
s=5 =5 =5 =5 s=5
= Bt L ~ TP - = T = % 100Mm e - 1Wmm =
b 0 2rmim 4 0.2mm d i2mm 4 O.2mm F 0.2mm
01238 2 G A0AAAD 01234 ) AQ AL 0123 9 AOAAAL 012345878 9002 012345478 20\

122458678 3% 01 456783770

& o
ol
5
\&ﬁ
(S
q
@
)
e |
ey
i
4t
P
$o
n
W
£
o
oy
Ay
N
g
oAy
# o
&
x
n
i
o
Q'
L
=
"
4t
2
e
-k
n
At

W] = ununDL " oL WL

S= s=5 s=5 s=4 s=4 80, 0%

119




50mg/kg cletodim

100mm = = 100mm = = 100mm = = 100mm - = 100mm 2
i 0.2mm f 0.2mm o 0.2mm i 0.2mm 1 0.2mm
01234567 8 9:0:\\2 012345678 90\ 012345867 8 902 012345867 8 90\\\2 012345678 9002
0123456789%772 (g1234567807777> 01234567897%7/7> 0123456789772 01234567897077%
%, % %, %, %,
[ % 5% wwigo} u Y QR . [ 2 & wwgo} - L iy wuwoot - A w0t -
s=3 =2 s=1 s=3 s=2
= 100mm ® p: 166mm 2 5 100mm = 3 100mm : = 100mm T
p 0.2mm A 0.2mm L 0.2mm A 0.2mm 1 0.2mm
012834567 890012 0128345678900\ 012345¢7 8300 012345678 94007 012345678 900\
| .l \‘. U i | 1 !

m— Iy -—!"\, S ———— =
0123456789777 0123456789777 0123456789777 01234»;%fo.%@?0?779 0123456789777
&04) &o’é 6‘00; i %’7) | @%
¥ % = wwoo b S v = wwpo L s LI = Woo L 3 L = WDO L :7 v @ = wiloot ¥

§=2 s=0 s=0 s=4 =1 24, 2%

120




100mg/kg cletodim

100mm = 100mm = = 100mm = : 100mm i = 100mm -
a 0.2mm 0.2mm " 0.2mm L.2Zmm b 0.2mm
01 2 3 4567 8 9002 0123 4567 8 9aA0\\2 01 234567 8 940\ 2 0 2.3 4567 8 9002 0123 4567 8 90\
0123456789777 (0412345678977 0123455’789?0?:&3 0123456789707/72 0123456789770
%75 % %, & &y
i = el = 4{"" wwnoL it = gk = “, WL " wan |
s=3 s=2 s=3 s=4 s=3
100mm = 5 ROmm = 100mim 2 o 100mr - = 100mm =~
! 0.2mm " 0.2mm 3 0.2mm 0.2mm a 0.2mm
0123 456 748 910012 0123 45687 8 902 01 234567 8 90:\2 0 2 3456 7 8 9a00\\12 01 23 456 7 8 9a0AN\2
0123456789%77% 01234567897%7/72 (0123456789777 0123456789%7772 041234567897777%
% %, %, %, &‘3%
L LU0 L Jx/" LUWIGO i ¥ “4-,[ UL s % = 1 i - WALO0k -
s=3 s=3 s=3 S= s=4 49, 2%

121




110mg/kg cletodim
= 100mm

p 0.2mm

012345678 90\\0

e —..

0123456789772
62.@._:

Wiwipg
s=3
100mm

i 0.2mm

01234567 8 9012

— N,

0123456789777

¥
wwipok

s=3

0123456789770

£ |

100mm

A

0.2mm

01234567 8 90\2

0123458678897%777

Lwwipo i

s=2

100mm

0.2mm |

6 7 8 901

Wiook

s=4

100mm
0.2mm
01234567 890\\\2

w

0123456789777

wwoo b
s=5
100mm

0.2mm

01234567 8901

0123456789777

wwigo b

s=4

4

e i ) - >
iu0mm 100mm

2mm A — 0.2mm

0.
0123456783000 0123458678 9002

0123456789777

2, 2
v : wiwgoL ¥ A 4
- - URLOQ | g
- >
s=0 s=4
- ——— o | F < e
100mm 100mm
0.2mm 5 0.2mm

01234567 8 90\ 01234567890\

~___

0123456789777 0123456789777
%,
wiwgo} ' [ wiwigoL

- - = =

s=3 s=3

11 (%)

52, 5%

122




165mg/[<g cletodim

01234567 8B

0.2mm

8 40aNAL

‘_J-—*\_

o
-
ra
(4]

8 8 7p7ylo

4 5 6
wiLKo0L

s=5

h2mm

2 40aNA2

WHUaa

s=5

01

o
ik

4 567

100rmm

0.2mm

4 58 7 8 9a0aN2

S
8 970772

LM

s=5
100
0.2mm

4586 7 8 9012

0.2
01234 G DAL
D12 5 8 8 7577
i FELRM ) A 1 =
s=5

TOepare
0, 2mm

0128 48878 39380\

01234667 88707r7

TS

TUmm
0.2mm "

234567 8 94002 01293

234567 01234

",
A
234 01 28
F""‘-

234567 887%7r0 01 2 3
: '%’%

- A0 - -

4

= > 8707y 2o
W 3
s=5
10 T o
.2mm
e & O ADANAT
8 5 ("! 77 79
L L
>

s=5

80, 0%

123




50mg/kg prometrin

> B > - ’ P
DOmm 100mm 100mm 100mm 100mm

A A

A A A
0.2mm 0.2mm 0.2mm

01234567 8 940A\\2 01234567 890M2 01234568678 90\\2 01234567890\ 012345678 90\

R iRp—-

O~

0.2mm 0.2mm

0123 678970777 01234567897%7772 0123456789707 0123456789777 0123456789777
%, %, % %, %,
i 0)05 LiLigoL i )’o, WO L = ¥ 0’))”) oL Y wuwigo |l = Ll . LEINEg o -
s=3 s=3 s=3 s=0 s=1
= 100mm = o 100mm = = 100mm = = 100mm = T 100mm =
A 0.2mm i 0.2mm P 0.2mm 3 0.2mm i 0.2mm

012345678902 0123458678900\ 0123456789032 012345867 8 9+04\\2 012345678 91072

0123456789%077% 0123456789%77%2 (01234567897%7/72 0123456789877/ 0123456789777

&, & & %
@) . O,)

“
Y % ¥
- LUWO0 |

s=3 5=2 ) s=1 s=1 s=2 24, 2%

)
A WLgQ |

LULDD L wwno WWoo kL =

A

124




A

¥

100mg/kg prometrina

0.2mm
01 23 456 7 8 94001 01

\H——./
01234567889767;72 01
Q%‘l’-’ [IVIETTy Ty 7S F%Ab

s=3 i
= 100mm =
0.2mm a

012845678 9-00%% 0 1

f\.ﬂ -
0123456788977/ 01
'%’z'} = WRUDOL = ‘%%

s=3

0.2mm

234567 8 90\

el L

234567897772

WAL
s=3
100mm

0.2mm

2 34567 8 9001

i RS

2345867897772

THTTT o T

s=3

Q.2mm

7 8 9aA0a\L

012345678977

%,
¥~ winnL

s=0

100mm

L) nr
0.2mm

012345667 890047

-

s
0.2mm

012345678 9002

,"\

01234567828 707;7%2

WO L
s=3
100mm

i 0.2mm

01234567 8 902

012345678977, 0123456?;970??79

%,

¥ Kl Lo L

s=3

v,

2 WL

s=4

¥

01
%,

=

0.2mm
234567 8 9001

O o

2345678097770

[STVITaTa )8

s=3
100mm

0.2mm

2345867 8 900\

—-_’-"J

23456780977,

g |

s=2

44, 2%

125




150mg/kg prometrina
= 100mm

I 0.2mm
01234 6 7 8 9 0\\\2

0123456789777

i wuwigg L
s=5
100mm

B 0.2mm

01234567 8 9A0\\2

S——— ]
01234567897%777>

&
(2}
| /b/)/
wwook

=3

)

f

100mm

0.2mm

01234567 890\\\0

THs

0123456789707

)
00,.

2
>

wuigok

s=5

100mm

4 0.2mm

012345678 9000

)

0123456789777

&
:27}

Ll

wwioot

s=3

A

100mm

0.2mm

012345678 902

’

0123456789770

“»

wiwioot

- -

s=1

100mm

A

f

0.2mm

01234567 890\0\2

\

0123456789%77%

&
0’5,))
wwioo b

=3

100mm

A

Y

0.2mm

012834567 8900\

0123456789777

wipp L
= >
s=3
= >
100mm
0.2mm

012345678 90\

._-qf\‘

01234567889707,72
%
2,

” wgoL

s=4

100mm

s=3
100mm
0.2mm
01234567 890\

/___—’

0123456788977;7>

&
¥ o%fr)
Wl

s=3

50, 8%

126




225mg/[<g prometryn

4

01 2325648753004

QA 2 P90
653’
v L =
s=6
¥ -

0.2mm

0123448678 9400\12

d"——"

7 8 97772

LD

S=

07T 2% TaNa

012 i Gl07y70

%,

b ab“ = i <
) S=6

A 0.2mm

1 23 4 8 9 A0:A02

P‘
0123456789777

WO L

O1?J
01 2
&,
2,

867 8970777

WML

s=5

N
=3
©

ey

s=5

(9]

o3

tlaa]
a O a2
6 7 8 979777
ST, Ty T s
=6
HKImm =
.2mm
3 9 A0aNAT

95, 0%

127
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150mg/kg haloxifop-P-metilo
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225mg/kg haloxifop-P-metilo
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110mg/kg dicamba
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130mg/kg dicamba
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M.3. Experimentos de Superficie de Respuesta

M.3.1. Experimentos con mezclas de herbicidas: Atrazina, Clethodim, Haloxifop-P-metilo y Dicamba
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Corrida 2 (45mg/kg atrazina; 165mg/kg cletodim; 150mg/kg haloxifop-P-metilo; 70mg/kg dicamba)
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Corrida 3 (135mg/kg atrazina; 55mg/kg cletodim; 150mg/kg haloxifop-P-metilo; 70mg/kg dicamba)
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Corrida 4 (135mg/kg atrazina; 165mg/kg cletodim; 150mg/kg haloxifop-P-meti

lo; 70mg/kg dicamba)
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Corrida 5 (90mg/kg atrazina; 110mg/kg cletodim; 75mg/kg haloxifop-P-metilo; 35mg/kg dicamba)
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Corrida 6 (90mg/kg atrazina; 110mg/kg cletodim; 75mg/kg haloxifop-P-metilo; 105mg/kg dicamba)
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Corrida 7 (90mg/kg atrazina; 110mg/kg cletodim; 225mg/kg haloxifop-P-metilo; 35mg/kg dicamba)
* 0.2mm A
01234587 89/00\1 01234587 01234587

0123456788777

0123458 01234567 837777 0122345
&0,,; 6% 6’0/0 5 :?%
b | H g %
v wwipol 3 v B0 v QoL v w0 |
- > « > - > - >
- > - > - - - >
Fum 100mm 100mm
A o A

0.2mm

0.2mm
0123458678 9403\2

0123456789777
&% .
1L00L - W00k Vi LE

-4 wwipot _
> - >

=6 5=6 =5 s=5

01

01

A Qﬁ)

R )
—

2 3 4 &
L L
- -
e -~ -

88, 3%

143




Corrida 8 (90mg/kg atrazina; 110mg/kg cletodim; 225mg/kg haloxifop-P-metilo; 105mg/kg dicamba)
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Corrida 9 (45mg/kg atrazina; 110mg/kg cletodim; 150mg/kg haloxifop-P-metilo; 35mg/kg dicamba)
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Corrida 10 (45mg/kg atrazina; 110mg/kg cletodim; 150mg/kg haloxifop-P-metilo; 105mg/kg dicamba)
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Corrida 11 (135mg/kg atrazina; 110mg/kg cletodim; 150mg/kg haloxifop-P-metilo; 35mg/kg dicamba)
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Corrida 12 (135mg/kg atrazina; 110mg/kg cletodim; 150mg/kg haloxifop-P-metilo; 105mg/kg dicamba)
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Corrida 13 (90mg/kg atrazina; 55mg/kg cletodim; 75mg/kg haloxifop-P-metilo; 70mg/kg dicamba)
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Corrida 14 (90mg/kg atrazina; 55mg/kg cletodim; 225mg/kg haloxifop-P-metilo; 70mg/kg dicamba)
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Corrida 15 (90mg/kg atrazina; 165mg/kg cletodim; 75mg/kg haloxifop-P-metilo; 70mg/kg dicamba)
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Corrida 16 (90mg/kg atrazina; 165mg/kg cletodim; 225mg/kg haloxifop-P-metilo; 70mg/kg dicamba)
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Corrida 17 (45mg/kg atrazina; 110mg/kg cletodim; 75mg/kg haloxifop-P-metilo; 70mg/kg dicamba)
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Corrida 18 (45mg/kg atrazina; 110mg/kg cletodim; 225mg/kg haloxifop-P-metilo; 70mg/kg dicamba)
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Corrida 19 (135mg/kg atrazina; 110mg/kg cletodim; 75mg/kg haloxifop-P-metilo; 70mg/kg dicamba)
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Corrida 20 (135mg/kg atrazina; 110mg/kg cletodim; 225mg/kg haloxifop-P-metilo; 70mg/kg dicamba)
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. . . . . . |
Corrida 21 (90mg/kg atrazina; 55mg/kg cletodim; 150mg/kg haloxifop-P-metilo; 35mg/kg dicamba) I
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Corrida 22 (90mg/kg atrazina; 55mg/kg cletodim; 150mg/kg haloxifop-P-metilo; 105mg/kg dicamba)
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Corrida 23 (90mg/kg atrazina; 165mg/kg cletodim; 150mg/kg haloxifop-P-metilo; 35mg/kg dicamba)
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. . . . . . |
Corrida 24 (90mg/kg atrazina; 165mg/kg cletodim; 150mg/kg haloxifop-P-metilo; 105mg/kg dicamba) |
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A

Corrida 25 (90mg/kg atrazina; 110mg/kg cletodim; 150mg/kg haloxifop-P-metilo; 70mg/kg dicamba)
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M.3.2 Validacion experimental de la prueba mediante la sustitucion de atrazina por prometrina

Corrida 1 (70mg/kg prometrina; 55mg/kg cletodim; 150mg/kg haloxifop-P-metilo; 70mg/kg dicamba)
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Corrida 2 (70mg/kg prometrina; 165mg/kg cletodim; 150mg/kg haloxifop-P-metilo; 70mg/kg dicamba)
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Corrida 3 (225mg/kg prometrina; 55mg/kg cletodim; 150mg/kg haloxifop-P-metilo; 70mg/kg dicamba)
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Corrida 4 (225mg/kg prometrina; 165mg/kg cletodim; 150mg/kg haloxifop-P-metilo; 70mg/kg dicamba)
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Corrida 5 (150mg/kg prometrina; 165mg/kg cletodim; 150mg/kg haloxifop-P-metilo; 105mg/kg dicamba)
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Corrida 6 (150mg/kg prometrina; 110mg/kg cletodim; 150mg/kg haloxifop-P-metilo; 70mg/kg dicamba)
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M.4. Monitoreo de la degradacion de herbicidas en el biolecho.
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