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Resumen

Resumen

El uso intensivo de plaguicidas en sistemas productivos impacta negativamente sobre los
ecosistemas. Estos ultimos se ven también afectados por la gestion inadecuada de residuos de distintos
origenes. Los Sistemas de Biopurificacion (SBP) ofrecen una solucion eficaz y econémica, en la que
se aprovechan materiales orgédnicos residuales en una biomezcla bioldgicamente activa para adsorber
y disipar plaguicidas in situ. No obstante, se debe considerar que en su disefio original se emplean

materiales no renovables, como la turba.

En esta Tesis se formularon nuevas biomezclas con la capacidad de disipar plaguicidas de uso
global. Para ello, se logré una estabilizacion eficaz de tres residuos disponibles en la provincia de
Santa Fe: cama de pollo, aserrin de eucaliptus y lodos cloacales activados, mediante
vermicompostaje, con el empleo de la lombriz epigea, Eisenia fetida. Se prepararon dos mezclas
diferentes combinando los residuos con y sin la adicion de lodos activados cloacales, y se monitoreo
el proceso mediante su caracterizacion fisicoquimica y microbioldgica. En ambos casos, se

obtuvieron sustratos ricos en materia organica, estables y no patogenos.

Los sustratos vermicompostados resultantes se utilizaron para producir dos biomezclas
diferentes con rastrojo de trigo y suelo, y se aplicaron para la remediacion de una solucion de cinco
plaguicidas (2,4-D, cipermetrina, imidacloprid, acetoclor y dimetoato). Se realizaron comparaciones
con una biomezcla de referencia y un control de suelo solo. Se estudio la cinética de degradacion de
estos plaguicidas y los modelos cinéticos aplicados a los datos experimentales proporcionaron una
buena descripcion de dicha degradacion. Las dos biomezclas que contenian vermicompost actuaron
mas rapido que la de referencia y que el suelo; siendo este ltimo el sustrato que mas remanente de
plaguicidas presento al finalizar el ensayo. La mayor actividad biologica total en las dos biomezclas
que contenian vermicompost se relacioné con su mejor rendimiento en la degradacion de plaguicidas.
Se integraron ensayos bioldgicos (indice de germinacion y exposicion aguda de lombrices) para
evaluar la reduccion de toxicidad en las biomezclas usadas. Este estudio confirma que el
vermicompost mejora el éxito de las biomezclas, no solo en términos de eliminacion de plaguicidas,

sino también en la obtencion de biomezclas agotadas no toxicas.

Estudiar la relacion entre la adsorcion de plaguicidas en las biomezclas y su degradacion puede
ayudar a desarrollar herramientas para predecir y optimizar el desempefio de los SBP. Por ello, se
evalu6 la adsorcion de los cinco plaguicidas sobre las biomezclas con vermicompost, en soluciones
mono y multisoluto, mediante ensayos batch. Se obtuvieron las isotermas de adsorcion de los
plaguicidas, muchas de las cuales mostraron curvas sigmoides, revelando un efecto dual cooperativo

e inhibitorio, marcadamente influenciado por la polaridad y solubilidad de cada plaguicida. Las
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isotermas se describieron y ajustaron aplicando cuatro modelos matematicos (Langmuir, Freundlich,
Redlich-Peterson y Hill), lo que permitio obtener parametros caracteristicos y encontrar una

correlacion entre ambos fendmenos.

Por ultimo, se evaluo la factibilidad de aplicar la vermirremediacion a dos biomezclas
fumigadas (vermicompost con lodos y de referencia), incorporando E. fetida. La supervivencia y
actividad de las lombrices solo fue posible en la biomezcla con vermicompost, donde la menor
concentracion residual de plaguicidas, junto con la mayor disponibilidad de materia organica
favorecieron su ingreso. E. fetida pudo sobrevivir y mantenerse activa, aun cuando los biomarcadores
enzimaticos (AChE y CAT) reflejaron estrés subletal transitorio. En contraste, la biomezcla de
referencia mantuvo concentraciones de imidacloprid cercanas a niveles letales, lo que explico el
rechazo y el dafio observado en los organismos. En conjunto, los resultados indican que la
vermirremediacion, en este caso, no resulta aplicable inmediatamente tras la aplicacion de
plaguicidas, pero puede integrarse como una etapa final complementaria para sostener la calidad

bioldgica de biomezclas ya utilizadas, especialmente en las enriquecidas con fracciones organicas.

Este trabajo de Tesis aportd nuevos conocimientos para la gestion de un desafio ambiental de
alcance global mediante soluciones locales sostenibles. Las biomezclas disefiadas con vermicompost
demostraron ser efectivas en la adsorcion y degradacion de una mezcla compleja de plaguicidas, lo
que evidencia que la integracion de vermicompost en los SBP constituye una estrategia innovadora,
replicable y ambientalmente responsable. Asimismo, el modelado y la comparacion de los procesos
de adsorcion y degradacion permitieron generar informacion valiosa que puede orientar el disefio de
SBP mas eficaces. Los resultados confirman el potencial de los SBP con vermicompost como una
herramienta sostenible para enfrentar la contaminacion puntual por plaguicidas y promover la

valorizacion de residuos organicos.
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Abstract

The intensive use of pesticides in production systems has a negative impact on ecosystems.
The latter are also affected by the inadequate management of waste from different sources.
Biopurification Systems (BPS) offer an effective and cheap solution, in which residual organic
materials are used in a biologically active biomixture to adsorb and dissipate pesticides in situ.
However, it should be considered that non-renewable materials, such as peat, are used in their original

design.

In this Thesis, new biomixtures with the ability to dissipate pesticides of global use were
formulated. To this end, an effective stabilization of three wastes available in the province of Santa
Fe was achieved: poultry litter, eucalyptus sawdust and activated sewage sludge, through
vermicomposting, with the use of the epigeal earthworm Eisenia fetida. Two different mixtures were
prepared combining the waste with and without the addition of sewage sludge, and the process was
monitored through its physicochemical and microbiological characterization. In both cases, substrates

rich in organic matter, stable and non-pathogenic were obtained.

The resulting vermicomposted substrates were used to produce two different biomixtures with
wheat stubble and soil and were applied for the remediation of a solution of five pesticides (2,4-D,
cypermethrin, imidacloprid, acetochlor and dimethoate). Comparisons were made with a reference
biomixture and soil-only control. The degradation kinetics of these pesticides were studied and the
kinetic models applied to the experimental data provided a good description of this degradation. The
two biomixtures containing vermicompost proceeded faster than the reference one and the soil; the
latter being the substrate that presented the most pesticide residue at the end of the assay. The higher
total biological activity in the two vermicompost-containing biomixtures was related to their better
performance in pesticide degradation. Biological assays (germination index and acute exposure of
earthworms) were integrated to evaluate the reduction of toxicity in the biomixtures used. This study
confirms that vermicompost improves the success of biomixtures, not only in terms of pesticide

removal, but also in obtaining non-toxic depleted biomixtures.

Studying the relationship between pesticide adsorption in biomixtures and their degradation
can help develop tools to predict and optimize the performance of BPSs. Therefore, the adsorption of
the five pesticides on the biomixtures with vermicompost, in mono and multi-solute solutions, was
evaluated by batch assays. Adsorption isotherms of pesticides were obtained, many of which showed
sigmoidal curves, revealing a dual cooperative and inhibitory effect, markedly influenced by the

polarity and solubility of each pesticide. The isotherms were described and adjusted by applying four
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mathematical models (Langmuir, Freundlich, Redlich-Peterson and Hill), which allowed to obtain

characteristic parameters and find a correlation between both phenomena.

Finally, the feasibility of applying vermiremediation to two fumigated biomixtures
(vermicompost with sludge and reference one) was evaluated, incorporating E. fetida. The survival
and activity of the worms was only possible in the biomixture with vermicompost, where the lower
residual concentration of pesticides, together with the greater availability of organic matter, favored
their entry. E. fetida was able to survive and remain active, even though enzyme biomarkers (AChE
and CAT) reflected temporary sublethal stress, in contrast, the reference biomixture maintained
imidacloprid concentrations close to lethal levels, which explained the rejection and damage observed
in the organisms. Overall, the results indicate that vermiremediation, in this case, is not applicable
immediately after pesticide application, but can be integrated as a complementary final step to sustain

the biological quality of biomixtures already used, especially those enriched with organic fractions.

This Thesis work provided new knowledge for the management of an environmental challenge
of global scope through sustainable local solutions. Biomixtures designed with vermicompost proved
to be effective in the adsorption and degradation of a complex mixture of pesticides, which shows
that the integration of vermicompost into BPSs is an innovative, replicable and environmentally
responsible strategy. In addition, the modeling and comparison of adsorption and degradation
processes generated valuable information that can guide the design of more effective BPS. The results
confirm the potential of BPS with vermicompost as a sustainable tool to address spot contamination

by pesticides and promote the recovery of organic waste.
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1.1 Uso e impacto ambiental de los plaguicidas

Cada afio se utilizan alrededor de tres millones de toneladas de plaguicidas con fines agricolas
en todo el mundo. Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO), los diez principales paises consumidores de plaguicidas en el mundo en 2020
fueron Estados Unidos, Brasil, China, Argentina, Rusia, Canada, Francia, Australia, India e Italia
(Leskovac & Petrovi¢, 2023). Otro estudio mundial, sobre la distribucion geografica de 92 de los
plaguicidas agricolas mas utilizados, reveld que cerca de 70 mil toneladas se filtran en los acuiferos
cada afio, lo que afecta negativamente a los ecosistemas, principalmente los recursos hidricos (Maggi

et al., 2023a).

Para el 2022, se reportaban en Argentina 58 millones de hectareas cultivadas, con una demanda
del 87 % de herbicidas, del total de plaguicidas empleados (Luzzi et al., 2024). Asimismo, el Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) (Montoya et al., 2023) menciona que, para 36 millones
de hectareas cultivadas en el pais, se utilizan aproximadamente 580 millones de litros de diferentes
tipos de plaguicidas. Al estudiar la presencia de residuos de plaguicidas en diferentes muestras de
suelos argentinos, Sabzevari & Hofman (2022) encontraron concentraciones elevadas de glifosato, su
metabolito AMPA, atrazina, ametrina, clorpirifés, dimetoato, imidacloprid, entre otros. Muchos de

éstos, incluso, son plaguicidas cuyo uso se encuentra restringido o prohibido en el pais.

Jyoti et al. (2025) menciona que el uso de plaguicidas en la actualidad tiene un rol fundamental
en el manejo de las plagas, considerandose una de las formas mas eficientes de lograr un aumento en
el rendimiento de los cultivos, y que es una necesidad vital en paralelo con el crecimiento
demografico. Se estima que el mundo entero ha sufrido una pérdida de entre el 50% y mas del 80%
de los cultivos debido a las plagas. En tales circunstancias, la utilizacion de plaguicidas y otros
agroquimicos es un fendmeno inevitable en la era actual, ademas de haberse convertido en uno de los
mercados mas rentables del mundo. Sin embargo, la aplicacidn sin control tiene efectos perjudiciales
sobre los ecosistemas y la salud humana, ampliamente documentados y discutidos por la comunidad

cientifica.

La contaminacion ambiental debida a los plaguicidas a nivel agricola puede clasificarse como
difusa o puntual. Después de ser rociado sobre los cultivos, una fraccion del ingrediente activo del
plaguicida no alcanza el objetivo previsto y se producen pérdidas difusas por procesos como la
volatilizacion, el transporte superficial y la lixiviacion a través del suelo. Aunque la contaminacion
difusa es una consecuencia inherente de las practicas de aplicacion de plaguicidas y, como tal, es

dificil de evitar, puede minimizarse con estrategias como la aplicacion de buenas practicas agricolas
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y tecnologias apropiadas. Por el contrario, la puntual se ha considerado el proceso mas critico en
términos de contaminacion y exposicion de los ecosistemas a los plaguicidas. Las operaciones
asociadas a la contaminacion puntual por plaguicidas se encuentran relacionadas con la preparacion
de formulaciones de plaguicidas antes de su aplicacion, el llenado y lavado de equipos y maquinaria
de aspersion, las soluciones de fumigacion residuales y los derrames accidentales (Rodriguez-
Rodriguez & Rodriguez-Saravia, 2023). En tales situaciones, los plaguicidas pueden lixiviarse a las
aguas superficiales y subterraneas (Papazlatani et al., 2019). Se sabe que la contaminacién puntual
constituye la principal contribucion, estimada en un 40-90%, a la contaminacion por plaguicidas en

las aguas superficiales (Beltran-Flores et al., 2024).

En cuanto a la exposicion de los humanos a los plaguicidas (ya sea exposicion directa, por
consumo de agua o alimentos contaminados) ésta puede tener efectos agudos o cronicos, pudiendo
provocar desde erupciones cutaneas, diarrea, mareos, hasta la aparicion de cancer, desordenes
neuroldgicos, endocrinos, reproductivos y efectos genotdxicos. Estos efectos no difieren en gran
medida de los que pueden observarse sobre otros organismos vivos, ya sean plagas o especies no
objetivo (Khan et al., 2020). Sin embargo, existen aun lagunas de conocimiento sobre el destino
ambiental y los efectos no intencionales de los plaguicidas utilizados actualmente, obstaculizando la

comprension y la mitigacion de sus impactos globales en los procesos ecoldgicos.

La autora Fernanda Sandez, en su libro “La Argentina Fumigada” (Sandez, 2016) menciona
que la presencia de plaguicidas en distintas matrices ambientales provoca un agotamiento de los
ecosistemas de su capacidad buffer, es decir, de funcionar como un reactor quimico, fisico y
bioldgico. Por eso la contaminacion por plaguicidas esta provocando un impacto en recursos vitales
(agua, aire y suelo). Del mismo modo, la autora remarca que, por ejemplo, el 2,4-D se sigue utilizando
frecuentemente y que los trabajadores expuestos a este herbicida tienen hasta 600 veces mas chances
de desarrollar cancer linfatico. En Argentina, el 2,4-D se usa para el cultivo de trigo, cebada, centeno,
arroz, sorgo, papa, maiz, cafia de azucar, lenteja. Sin embargo, en casi 60 municipios de Quebec en
Canada esta prohibido para mantenimiento de césped y en Estados Unidos solo pueden adquirirlo
aplicadores de plaguicidas profesionales y certificados. No obstante, es uno de los herbicidas mas

utilizados en nuestro pais, junto con la atrazina y el glifosato (Luzzi et al., 2024).

En este contexto y de acuerdo con Terrile et al. (2024), en los ultimos afios, la proteccion de
suelos sanos ha aumentado en la agenda de las instituciones nacionales y supranacionales (como la
Union Europea y la Organizacion de las Naciones Unidas, dentro de los Objetivos de Desarrollo
Sostenible para 2030). Por ello, resulta de interés adoptar estrategias de gestion sostenible, cuyos

objetivos apunten a promover la reduccion de plaguicidas en aplicaciones de campo, asi como
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implementar sistemas de tratamiento de aguas residuales contaminadas con plaguicidas y monitorear

su preparacion, uso y descarte.

1.2 Mitigacién de la contaminacion puntual por plaguicidas. Sistemas de Biopurificacién

Frente a esta problemadtica y para minimizar el riesgo, es que surgen las camas bioldgicas,
también conocidas como biolechos, lechos biolégicos o Sistemas de Biopurificacién (SBP). Son
sistemas in situ disefados para proporcionar una forma segura y sostenible de gestionar y degradar
los residuos de plaguicidas de las actividades agricolas. La idea basica detras de un SBP es crear un
entorno controlado, en una excavacioén impermeabilizada en el suelo o un recipiente relleno de una
biomezcla de diferentes materiales, donde los microorganismos naturales, como bacterias y hongos,
pueden descomponer y degradar los residuos de plaguicidas que alli se dispongan (Mussali-Galante
et al., 2023). Los SBP fueron disefiados para biodegradar soluciones acuosas con concentraciones
elevadas de uno o mas plaguicidas, que surgen principalmente, como se mencion6 en la Seccion 1.1,
de la manipulacion y preparacion de las mezclas de los formulados y del lavado de los equipos de

fumigacion en el campo (Acosta-Sanchez et al., 2020a).

Originalmente, la tecnologia de SBP se desarrollé en Suecia y la biomezcla tipica estaba
compuesta por paja de trigo, turba y suelo. En el modelo sueco, el pozo contaba con 60 cm de
profundidad en el suelo, con una base de 10 cm de arcilla como barrera impermeable del entorno
circundante, luego 50 cm de biomezcla, que brindaba soporte fisico y biologico y una capa de césped
en la superficie para regular la humedad y mejorar la actividad microbiologica (Castillo &
Torstensson, 2007), como se puede ver ilustrado en la Figura 1. Dentro de la composicion de la
biomezcla, la paja es un material lignocelulosico y proporciona actividad microbiana degradante,
especialmente hongos degradadores de lignina, que producen enzimas lignoliticas extracelulares. El
suelo suministra capacidad de sorcidon y microorganismos degradadores de plaguicidas,
particularmente bacterias, mientras que la turba es un compuesto humico poroso que proporciona una
alta capacidad de sorciéon, materia organica y mejora la retencion de agua y la aireacion de la
biomezcla (Dias et al., 2020). Originalmente las proporciones de la biomezcla eran 50:25:25 (%v/v)
de paja, turba y suelo, respectivamente. No obstante, no siempre es factible aplicar como tal este
disefio y composicion de SBP, por ello ha sufrido variaciones en composicion y forma a lo largo del

tiempo y del estudio de las mismas.

La biomezcla es el componente mas importante de todos, ya que alli se alojan los
microorganismos, que son esenciales para la degradacion de los plaguicidas, a la vez que éstos se
retienen y adsorben en los materiales que la componen. Es decir, cuando los plaguicidas en solucion
se desplazan a través del SBP, sus moléculas son capturadas y adsorbidas en la biomezcla, a la vez

que los microorganismos presentes, aprovechan algunas de las moléculas de los plaguicidas,
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contribuyendo a su degradacion o transformacion (Mukherjee, 2016; Odukkathil & Vasudevan,

2020).

La adopcion y adaptacion de estos sistemas en diferentes partes del mundo es vital para
promover practicas agricolas sostenibles y la proteccion del medio ambiente a nivel global. Su
eficacia depende de varios factores, entre los que se pueden incluir la composicion de la biomezcla,
que las comunidades microbianas se establezcan y se adapten en ella, el clima, la adaptacion a las
capacidades y practicas locales y la disponibilidad econdémica y de materiales (Chin-pampillo et al.,

2015).

Resulta de interés mencionar que existe una norma nacional publicada por el Instituto
Argentino de Normalizacion y Certificacion (IRAM) de Calidad Ambiental, la “Guia para la
construccion y el manejo de camas biologicas™” (IRAM 29.561/2020), creada para aportar a técnicos
y productores, requisitos y recomendaciones para la planificacion, construccion, operacion y

mantenimiento de los SBP.

( SISTEMA DE BIOPURIFICACION |

Figura 1. Representacion de la composicion de un Sistema de Biopurificacion de plaguicidas. La
flecha indica el sentido de movimiento de los plaguicidas.

En relacion con la composicion original de la biomezcla, particularmente el uso de uno de sus
componentes, la turba, se estd desalentando su practica en varios paises por motivos ecoldgicos y

economicos, como es el caso del gobierno de Reino Unido que en 2011 establecid objetivos
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especificos para eliminar gradualmente la turba del mercado horticola (Agarwal et al., 2023). Algunos
estudios han reportado el uso de diferentes sustratos alternativos para reemplazar la turba en la
biomezcla, siendo el compost el sustituto mas empleado en América Latina y en la zona mediterranea
(Beltran-Flores et al., 2024). La composicion de la biomezcla es modificada de diferentes modos en
cada region de acuerdo con la cantidad y tipos de plaguicidas tratados, condiciones ambientales,
geograficas y disponibilidad de residuos, para poder conservar su eficiencia, bajo costo y
sustentabilidad (Bricefio et al., 2014a). Por ejemplo, en Italia Vischetti et al. (2008) emplearon para
degradar clorpirifés y metalaxil, una biomezcla constituida por residuos tipicos de la zona: suelo,
ramas de vid como material lignoceluldsico y compost de residuos de jardin, en reemplazo de la turba.
En Canada, Cessna et al. (2017) utilizaron residuos propios de su produccion, reemplazando la turba
por estiércol compostado y paja de avena. Asimismo, en India, Kumari et al. (2021) utilizé un 40%
de un compost comercial de un mercado local para la composicion de la biomezcla. En Costa Rica,
Masis-Mora et al. (2019) aprovecharon fibra de coco, compost y suelo agricola en proporciones 2:1:1
respectivamente para degradar una mezcla de diferentes plaguicidas, al igual que Chin-pampillo et
al. (2015) que emplearon compost de jardin en reemplazo de la turba, y también aprovecharon la fibra
de coco y cascarilla de arroz en la constitucion de la biomezcla. En Argentina, por la gran
disponibilidad de materiales agropecuarios y ubicacion geografica, la composicion de las biomezclas
se centro en suelo agricola, paja de trigo, alfalfa y/o resaca de rio en diferentes proporciones, para la
degradacion de glifosato o 2,4-D (Fernandez et al., 2022; Lescano et al., 2022; Masin et al., 2018).
También existen estudios que emplearon diferentes subproductos de la cafia de azicar como sustratos
lignocelulodsicos alternativos para la formulacion de biomezclas eficientes para la disipacion de
compuestos como lindano y atrazina (Saez et al., 2018, 2022a). Otro material alternativo en reemplazo
de la turba, como material organico, es el vermicompost; sin embargo, son escasos los autores que lo
han incorporado y estudiado para reemplazar la turba en las camas bioldgicas. En la Seccion siguiente,

1.3, se detalla especificamente el proceso de vermicompostaje y sus aplicaciones.

1.3 Vermicompost en biomezclas. Ventajas estructurales y funcionales

El vermicompostaje se define como un proceso biologico que implica la bio-oxidacion de
materiales organicos por la accion cooperativa de lombrices de tierra y microorganismos,
modificando y optimizando las propiedades fisicas y bioquimicas de los materiales, convirtiéndolo
en un sustrato organico estabilizado. Este producto es conocido como vermicompost o humus de
lombriz (“worm casts”’) (Belmeskine et al., 2020; Gupta & Garg, 2011), y puede ser aplicado como
parte de los SBP.

Los sustratos y las lombrices se encuentran estrechamente vinculados: mientras el sustrato o

suelo adyacente provee alojamiento y sostén, la actividad constante de excavacion, ingestion,
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digestion y defecacion de las lombrices reciprocamente mejora la estructura, fragmentacion,
permeabilidad, distribucion del aire, estimula la acciéon microbiana y participa en la transformacion
de los nutrientes del sustrato. Estas capacidades se encuentran asociadas a la secrecion de enzimas
extracelulares por parte de las lombrices, capaces de romper estructuras de celulosa, hemicelulosa,
lignina, polipéptidos, compuestos fenolicos, entre otros, ya que poseen en su sistema digestivo una
gran cantidad de bacterias aerdbicas y anaerobicas que hacen que su intestino funcione como un
microambiente que modifica favorablemente todo lo que ingieren (Enebe & Erasmus, 2023; Sanchez-

Hernandez et al., 2014; Sun et al., 2020).

Dentro de las especies de lombrices mas utilizadas para el vermicompostaje se encuentran
Eisenia fetida o Eisenia andrei. Son elegidas por su elevada adaptabilidad a diferentes sustratos y
tolerancia a diferentes condiciones de humedad, temperatura, capacidad de reproduccion y otras
condiciones fisicoquimicas. El ciclo de vida de la lombriz E. fetida puede observarse en la ilustracion
de la Figura 2. La lombriz adulta (caracterizada por la presencia de un anillo epidérmico denominado
clitelo), posee tanto aparato reproductor femenino como masculino, deposita sus huevos denominados
cocones que luego de incubarse 3-4 semanas, pueden dar lugar a de 2 a 4 nuevas lombrices (crias)
que creceran alimentandose de los materiales organicos disponibles en el sustrato, pasando luego por
su estadio juvenil, hasta ser adultas y capaces de reproducirse nuevamente en un tiempo de 5-9

semanas aproximadamente, dependiendo de las condiciones (Gupta & Garg, 2011; Kaur, 2020).

-

\

Clitelo

Figura 2. Estadios del ciclo de vida de la lombriz de tierra Eisenia fetida, desde el huevo (cocon) hasta
su madurez sexual (adulto).
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Luego del proceso de vermicompostaje, se obtiene el vermicompost, de propiedades similares
a la turba. Este material posee baja relacion Carbono/ Nitrogeno (C/N), alto contenido de sustancias
humicas, alta capacidad de retencion de humedad y alta porosidad (Sanchez-Hernandez et al., 2019),
caracteristicas que lo hacen un excelente candidato como sustituto de la turba en los SBP. A diferencia
del compost convencional, el vermicompost suele tener una estructura mas fina y una mayor
superficie que proporciona una fuerte capacidad de adsorcion y retencion de nutrientes, agua e incluso
contaminantes (Poornima et al., 2024; Wang et al., 2023). Asimismo, se considera mas beneficioso
que la turba debido también a su mayor contenido de nutrientes, mayor actividad microbiana y por
tratarse de un recurso renovable obtenido de materiales organicos locales (Yeganeh et al., 2024; Ma

et al., 2022).

Como se menciono en la Seccion 1.2, algunos materiales compostados pueden ser funcionales
en reemplazo de la turba dentro de la composicion de las biomezclas de los SBP. Sin embargo, las
caracteristicas del vermicompost también lo hacen apto como material que aporta materia organica,
retencion de agua y porosidad. No obstante, los trabajos que utilizan biomezclas preparadas con
vermicompost, son limitados y no existen en Argentina estudios donde se usen este tipo de biomezclas

aplicadas a la degradacion de mezclas de plaguicidas.

Algunos autores han reportado resultados exitosos en la incorporacion de vermicompost a los
SBP. Delgado-Moreno et al. (2017), en Espafia, aprovecharon la alta disponibilidad de subproductos
del olivo (orujo de aceituna himedo y residuo de la poda de los olivos). De manera similar, Mansee
et al. (2024) recientemente trabajaron en Egipto con la misma estrategia, empleando 25% de un
vermicompost comercial en su biomezcla para tratar altas dosis de clorpirifés. Romero et al. (2019)
emplearon residuos de olivo previamente vermicompostados para la disipacion de metalaxil e
imidacloprid, obteniendo mejores resultados en comparacion con la biomezcla tradicional a base de
paja y turba. En Brasil, Dias et al. (2021) evaluaron hojarasca de pino y vermicompost derivados de
estiércol y cascara de coco como sustitutos de la turba en biomezclas para tratar fosmet, demostrando

que ambos materiales resultaron tan eficaces como la turba en la degradacion del plaguicida.

Si bien estos trabajos hacen una valiosa contribucion al proponer los residuos
vermicompostados como sustitutos eficientes de la turba en las camas bioldgicas, se limitan a los

residuos especificos disponibles en algunas regiones o paises.

1.4 Residuos agroindustriales vy urbanos locales como insumo para biomezclas

Tal como se menciona en la Seccion 1.3, la incorporacion de vermicompost como parte de las
biomezclas resulta una alternativa viable que tiene complementariamente la ventaja de aprovechar

residuos organicos. La transformacion de residuos so6lidos en vermicompost es de doble interés: un
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residuo se convierte en producto de valor agregado y a su vez se controla un potencial contaminante
que es consecuencia del aumento de la poblacion, la urbanizacion y la agricultura intensiva. Estos
residuos si son tratados correctamente para su estabilizacion tienen una gran potencialidad por su

actividad bioldgica y contenido de nutrientes (Gupta & Garg, 2011; Kaur, 2020).

Tanto en Argentina como en la provincia de Santa Fe en particular, se cuenta con gran
disponibilidad de residuos solidos organicos aprovechables. Derivados de la industria regional, esta
la cama de pollo (CP), proveniente de la produccion avicola, o los subproductos de la industria de
aserrado, mientras que también pueden incluirse otros residuos semisélidos organicos como los lodos
activados (LA), provenientes del tratamiento de las aguas residuales cloacales. Especialmente estos

residuos son los considerados para esta Tesis.

A nivel nacional, al 2022 se registraron al menos 700 millones de aves faenadas por afio,
generando grandes cantidades de CP como principal residuo de la actividad (Gange et al., 2024). La
CP, tal como menciona Saleem et al., (2018), esta generalmente compuesta por cascaras de arroz,
paja, plumas, virutas de madera u otros materiales de cama con la excrecion fecal y urinaria de los
pollos y se utiliza para mantener las condiciones higiénicas de las aves y protegerlas del exceso de
humedad y amoniaco; sin embargo, cuando se dispone sin tratamiento previo, puede contaminar el
agua subterranea ya que puede incorporar un exceso de fésforo y microorganismos patégenos (Kharel
et al., 2025). En Argentina, el uso de CP (rica en nutrientes, especialmente nitrégeno y fosforo) es
una practica comun econdmicamente viable para fertilizar cultivos horticolas (Pizarro et al., 2019).
Los problemas ambientales asociados con el uso de CP cruda pueden mitigarse estabilizando su
contenido de nutrientes y materia organica a través del compostaje o vermicompostaje (Caceres et

al., 2015; Pizarro et al., 2019).

Dentro de los subproductos de los aserraderos, se registro en un informe del 2020 que el aserrin
(AS), principalmente de pino o eucaliptus, representd un aproximado del 23% en la produccion
(Direccion Nacional de Desarrollo Foresto Industrial, 2020). El aserrin es un material que posee una
alta tasa de C/N respecto a otros residuos organicos, ya que estd compuesto principalmente de
celulosa, hemicelulosas y lignina, que son polimeros carbonosos que permiten su reutilizacion como
sustrato, material de relleno o combustible. Es importante evitar la acumulacion de este material, ya
que puede provocar riesgos de incendio o constituir un reservorio y foco de propagacion de hongos
que favorecen la pudricion de la madera proxima a ser utilizada dentro de la industria del aserrado
(Akpan, 2016). El uso del aserrin ha sido utilizado exitosamente ya en otros estudios como agente
aglutinante para compostar residuos semisolidos, ya que ayuda a absorber la humedad y a mejorar la

estructura de la mezcla (Nayak & Kalamdhad, 2014).
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En cuanto a los residuos semisolidos, el nivel de generacion total de agua residual cloacal se
estim6 en torno a los 3200 millones de metros cubicos por afo, considerando la poblacion total del
Censo 2022, de los cuales solo el 17,3% llega a plantas de tratamiento con infraestructura adecuada.
El crecimiento de la poblacion urbana ha incrementado el volumen de residuos organicos semiso6lidos
cloacales, como es el caso de los LA en las plantas de tratamiento de aguas residuales. Dubova et al.,
(2020) hace mencion a que la eliminacion de LA es problematica y costosa, y puede requerir hasta el
60 % de los costos operativos totales de las plantas de tratamiento de aguas residuales. El LA tiene
una gran diversidad microbiana, que puede variar segiin el origen de las aguas residuales y su
tratamiento. La actividad microbiana, los subproductos de la transformacion y los residuos de los LA
también pueden afectar la calidad del suelo si se utilizan como fertilizante de forma directa.
Asimismo, Dubova et al. (2020), menciona que el uso de LA es econdmicamente viable como
fertilizante por su contenido de materia orgdnica y nutrientes, aunque existen varias limitaciones para
este uso, ya que algunos de sus componentes potencialmente nocivos requieren un tratamiento
adicional (metales, microorganismos patégenos, etc.), siendo los bioldgicos, asistidos por organismos

vivos, los menos costosos econdmica y energéticamente (Liew et al., 2022).

Todos estos residuos mencionados previamente pueden revalorizarse convirtiéndolos en
vermicompost, como demuestran los resultados obtenidos por diversos autores. Por ejemplo, Georgi
etal. (2022) utiliz6 E. fetida para vermicompostar lodos cloacales en una mezcla con estiércol vacuno;
Biabani et al. (2018) informaron haber vermicompostado 75% rastrojo de trigo con 25% de cama de
pollo; Vicentin et al. (2021) estudiaron un vermicompost a partir de diferentes proporciones de
cascarilla de arroz y cama de pollo. Mas recientemente, Masin et al. (2025) lograron estabilizar una
mezcla de estiércol de paloma en una mezcla con aserrin de eucaliptus y restos chipeados de poda de

jardin mediante vermicompostaje, también con E. fetida.

Entonces, podemos afirmar que el aprovechamiento de estos residuos esta al servicio de los
objetivos de la economia circular. Esta se basa en priorizar la minimizacion, reutilizacion y
transformacion de los residuos, para que vuelvan a ser recursos. Aunque abundan las normas e
iniciativas para la aplicacion de ésta, como el reciclaje o el compostaje, no existe una vision global
acordada actualmente sobre como proceder (ISO 2020- Connecting the dots in a circular economy:
a new ISO technical committee just formed) (Aguado et al., 2025). La crisis socio-ecologica es global,
no solo en Argentina, y tiene sus raices principalmente en el modelo de consumo economico lineal
que consiste en la extraccion, uso y eliminacion de los recursos, contradiciendo la naturaleza de los
sistemas ecologicos. Las circunstancias y caracteristicas Unicas de los paises de cada region requieren
el desarrollo de metodologias especificas que tengan en cuenta la heterogeneidad socioambiental y

politica a la que se enfrentan. Frente a esta situacion, la economia circular ofrece una alternativa
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prometedora al modelo econémico lineal vigente, y su verdadero desafio es adaptar los conceptos a

las diversas realidades.

1.5 Adsorcion de plaguicidas en las biomezclas: su importancia en los SBP

En las biomezclas de los SBP no solo ocurre la degradacion de los plaguicidas, sino que
también existe el fendmeno de adsorcion de las moléculas de los plaguicidas en los materiales
presentes. La adsorcion es un fendmeno de superficie que implica un proceso de separacion en el cual
una o varias moléculas de distintos origenes, denominadas adsorbato, presentes en un fluido, liquido
0 gas, se unen a las superficies de un material s6lido, denominado adsorbente. Este puede ser también
de origen mineral, orgéanico (tal es el caso de las biomezclas) o bioldgico. La separacion se basa en la
adsorcion selectiva de las moléculas al adsorbente, debido a interacciones y/o atracciones especificas
entre la superficie del material adsorbente y las moléculas del adsorbato. Los mecanismos de union
pueden ser variables o multiples cuando el adsorbente es un material biolégico, desde fisisorcion (es
decir, interacciones fisicas débiles electrostaticas, fuerzas de Van der Waals) hasta quimisorcion (es

decir, enlaces mas fuertes quimicos, idénicos y covalentes) (Crini et al., 2018).

Por su parte, las moléculas de adsorbato también pueden tener diferentes origenes. En particular
los plaguicidas son de origen organico, y estan sujetos a dos procesos clave que gobiernan su
comportamiento en el ambiente: la adsorcion y la degradacion. Una vez aplicados los plaguicidas al
suelo o a un sustrato, la mayoria son adsorbidos por los s6lidos presentes o sufren degradacion por
microorganismos o procesos quimicos. El comportamiento de los plaguicidas en el suelo y el
ambiente a su vez también depende principalmente de dos factores: las propiedades de los plaguicidas
y las propiedades del sustrato. Las caracteristicas moleculares de los plaguicidas como la solubilidad,

la ionizacion, la hidrofilicidad o la lipofilicidad son de particular importancia (Rasool et al., 2022).

En particular, se ha encontrado que la materia organica presente en los adsorbentes de origen
bioldgico juega un papel central en la adsorcion (Rasool et al., 2022), debido a la mayor afinidad
quimica de los plaguicidas a las moléculas de este origen, favoreciendo la adsorcion. Este fendomeno
es especialmente importante en las biomezclas utilizadas en los SBP. Los procesos de adsorcion y
desorcion condicionan la biodisponibilidad de los plaguicidas presentes. La adsorcion no solo limita
la movilidad del contaminante, sino que también influye directamente en su degradacion, ya que
algunos autores sostienen que solo la fraccion no adsorbida esta disponible para ser transformada por
microorganismos (Rasool et al., 2022). Dado que la presencia de materia organica y la adsorcion en
la biomezcla regulan el transporte y la lixiviacion de los plaguicidas, su biodisponibilidad y, por
consiguiente, su degradacion (Delgado-Moreno et al., 2019), la caracterizacion de la capacidad de

adsorcion de los plaguicidas (adsorbato) en las biomezclas (adsorbente) resulta valiosa para luego
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lograr disefiar un SBP eficiente, ya que es un fendmeno muy importante a la hora de estudiar la

remocion de contaminantes (Amrutha et al., 2023; Hu et al., 2023).

Cuando hay mas de un adsorbato en la misma solucion (multisoluto), se puede poner en juego
una adsorcion competitiva. Las caracteristicas fisicas y quimicas de los adsorbentes y adsorbatos
desempefian un papel importante también en este tipo de adsorcion (Amrutha et al., 2023). Si bien la
adsorcion mono-soluto de plaguicidas ha sido el objeto de gran cantidad de investigaciones
empleando muy diversos adsorbentes (Ighalo et al., 2021), la mayoria de las aplicaciones reales
involucra sistemas con multiples componentes. Cuando existe mas de un contaminante, en este caso
los plaguicidas, el estudio del comportamiento en conjunto es necesaria, ya que ademas de las
interacciones adsorbato-adsorbente pueden presentarse interacciones entre las mismas moléculas de
los plaguicidas que favorezcan la adsorcion (sinergismo) o perjudique la misma (antagonismo).
También puede ocurrir que no exista interaccion y el comportamiento del plaguicida sea el mismo

solo o en presencia de otros en solucion a la hora de ser adsorbidos (Amrutha et al., 2023).

Se sabe que la composicion y el tipo de material orgénico presentes en las camas biologicas
son cruciales para la retencion de los plaguicidas, es decir, la particion de los plaguicidas entre la fase
solida (biomezcla) y la fase liquida (solucidon de plaguicidas). Asimismo, estas caracteristicas son
importantes para la actividad de los microorganismos responsables de la degradacion de los

plaguicidas, para que la biomezcla sea una matriz bioldgicamente activa (De Wilde, 2009).

1.6 Vermirremediacion. Incorporacion de la accidén de las lombrices para potenciar la
capacidad degradativa de las biomezclas

Cuando la concentracion de plaguicidas alcanzada en las biomezclas es menos perjudicial para
el ecosistema que al inicio, puede ser factible incorporar la accion de lombrices de tierra para que
mejoren o finalicen dicho proceso. La vermirremediacion es definida como una tecnologia de
biorremediacion que se basa en aprovechar el ciclo de vida de la lombriz (alimentacion, excavacion,
metabolismo, secrecion) y su interaccion con otros factores abidticos y bidticos para acumular,

extraer, transformar o degradar contaminantes de su entorno (Grasserova et al., 2020).

Especificamente, se ha reportado el incremento de la actividad de enzimas detoxificantes en
las lombrices, como el grupo de enzimas citocromo P450 y la glutation-S-transferasa cuando ingieren
diferentes tipos de compuestos nocivos, lo que indica que son capaces de transformarlos o degradarlos
(Grasserova et al., 2020). Asimismo, son utilizadas para remediar sustratos contaminados porque
contribuyen a la dispersion de microorganismos y nutrientes, e inducen comunidades microbianas
que producen exoenzimas detoxificantes como lacasas, tirosinasas, peroxidasas y carboxilesterasas
(Sanchez-Hernandez et al., 2021). El vermicompost que se forma con la accion de las lombrices

también ayuda a reducir la movilidad de los plaguicidas debido a su alto contenido de materia
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organica y asi también reducir su escorrentia y lixiviaciéon (Morillo & Villaverde, 2017; Sanchez-

Hernandez et al., 2019).

Existen diversas investigaciones realizadas en base a la vermirremediacion de plaguicidas en
suelo como, por ejemplo, recientemente Tagliabue et al. (2025) estudiaron la incorporacion de E.
fetida en suelos contaminados con clorpirifés, Lin et al. (2019) estudiaron la influencia de dos
especies diferentes de lombriz de tierra, observando una aceleracion en la degradacion de la atrazina
en 28 dias de vermicompostaje en suelo. Asimismo, otros autores como Njoku et al. (2018) estudiaron
la vermirremediacion aplicada al plaguicida diclorvds y Owagboriaye et al. (2020) que observaron
una reduccion de las concentraciones de glifosato en suelo al utilizar tres especies de lombrices

diferentes luego de ocho semanas de exposicion.

No obstante la vermirremediacion sobre biomezclas contaminadas con plaguicidas no ha sido
tan estudiada como en suelos, donde una de las investigaciones mas destacadas corresponde a
Lescano et al. (2020), quienes informan haber utilizado una dosis inicial elevada de glifosato (1000
mg kg biomezcla) a la que expusieron lombrices de la especie E. fetida, alcanzando un 90% de
degradacion del glifosato a los 30 dias en comparacion con la biomezcla sin lombrices, que alcanzaron
el 15% aproximadamente al mismo tiempo. La biomezcla estaba formada por partes iguales en
volumen de rastrojo de trigo y suelo. Se puede concluir de este trabajo que el uso de E. fetida dentro
de los SBP fue una satisfactoria combinacion para mejorar tanto la eliminacion de glifosato como la
de su metabolito AMPA. Otro trabajo que reporta la accién de las lombrices sobre biomezclas
contaminadas con diurén, imidacloprid, tebuconazol, oxifluorfen y dimetoato fue el de Delgado-
Moreno et al. (2020), aunque informaron que la presencia de E. fetida en las biomezclas contaminadas
tuvo un efecto limitado en la disipacion de residuos de plaguicidas, debido a la baja supervivencia de

las mismas.

Debido a la limitada informacion sobre el trabajo de las lombrices en biomezclas, resulta
interesante profundizar en el estudio de su incorporacion a los SBP, para complementar, mejorar o
finalizar la transformacion de los contaminantes en las biomezclas. Luego de la accion de las
lombrices, las biomezclas podrian ser utilizadas para otros fines, como enmiendas organicas o como

material reciclado para nuevos tratamientos en SBP (Masin et al., 2018).

I. 7 Seleccidn y caracteristicas de los plaguicidas evaluados

En este trabajo de Tesis se escogio trabajar en SBP con cinco plaguicidas que son cominmente
utilizados en la region y en el mundo (Aparicio et al., 2015; Casadinho, 2018). Ellos son: acetoclor
(ACE), 24-D, cipermetrina (CIP), dimetoato (DIM) e imidacloprid (IMI). Sus estructuras

moleculares y propiedades individuales se presentaran en los subsiguientes Capitulos. El ACE es un
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herbicida cloroacetanilida, no persistente en el suelo y con baja capacidad de lixiviacion. El 2,4-D,
un herbicida de tipo fenoxi, es altamente soluble con una vida media corta (Pesticide Properties Data
Base, 2025). La CIP es un insecticida de tipo piretroide, con una molécula no polar y una solubilidad
en agua extremadamente baja, mientras que el DIM, un insecticida organofosforado, es altamente
soluble en agua y, por lo tanto, propenso a la lixiviacion. Por ultimo, el IMI, un insecticida
neonicotinoide, tiene una solubilidad moderada en agua, baja adsorcion al suelo y alta capacidad de
lixiviacion (Pesticide Properties Data Base). Estos insecticidas son altamente toxicos para las aves y
las abejas meliferas y pueden tener graves implicaciones para la salud de los seres humanos y la vida

acuatica (Mantzos et al., 2016; Nugnes et al., 2023).

1.8 Aporte del trabajo de Tesis a los Sistemas de Biopurificacién

En Latinoamérica, las principales actividades socioecondémicas son la agricultura y la
ganaderia, intimamente ligadas tanto al uso intensivo de plaguicidas como a la generacion de residuos

agropecuarios y agroindustriales.

Por un lado, los procesos asociados al manejo de agroquimicos son siempre riesgosos, ya que
comprometen el ambiente y la salud humana. En particular, los residuos del lavado de tanques y
maquinarias empleados en su aplicacion suelen ser dispuestos de forma inadecuada en suelos
cercanos a cuerpos de agua superficiales y subterraneos. Frente a esta problematica, los SBP se
consolidan como una estrategia eficaz y de bajo costo para la gestion de plaguicidas, con ventajas en

su instalacion, mantenimiento y adaptabilidad a condiciones y materiales locales.

Por otro lado, la gestion inadecuada de residuos organicos agroindustriales representa un
desaprovechamiento de recursos con potencial de valorizacion. El vermicompostaje permite
transformar estos desechos en sustratos estables y funcionales, con propiedades similares a la turba,

pero renovables y de menor costo ambiental y econdémico.

En este contexto, el presente trabajo propone ensayar la incorporaciéon de sustratos
vermicompostados obtenidos a partir de desechos locales de alto impacto ambiental —como la cama
de pollo y los lodos activados— en reemplazo de la turba. Esta estrategia, ademas de favorecer la
circularidad de los recursos, podria mejorar la capacidad de adsorcion, la actividad enzimatica y la
diversidad microbiana de las biomezclas, aumentando asi la eficiencia de los sistemas en la

degradacion de plaguicidas de uso regional.

Asimismo, la incorporacion de E. fetida en los SBP (vermirremediacion) enriquece y
complementa el abordaje al potenciar la accion microbiana mediante la actividad de las lombrices.

La combinacion de SBP con residuos locales vermicompostados y la vermirremediacion constituye,
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por lo tanto, una propuesta innovadora para avanzar hacia tecnologias de biorremediacion sostenibles,

accesibles y adaptadas a la realidad productiva regional.

De esta manera, el aporte central de esta Tesis se orienta a generar conocimiento y herramientas
aplicables para la mitigacion de la contaminacion puntual por plaguicidas, al tiempo que promueve
la valorizacion de residuos organicos en el marco de la economia circular. Con base en estos

lineamientos, se plantean a continuacion los objetivos del trabajo.
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Objetivos del trabajo

e Objetivo general

Aplicacion de procesos de biorremediacion basados en el uso de camas bioldgicas que
incorporan vermicompost como sustrato y la vermirremediacion para el tratamiento de efluentes con

plaguicidas.

e Objetivos Especificos

v Disefar biomezclas conteniendo vermicompost obtenido a partir del reciclado de residuos

agropecuarios.
v' Caracterizar los procesos de adsorcion de plaguicidas en las biomezclas con vermicompost.
v' Estudiar el proceso de degradacion de plaguicidas en las biomezclas con vermicompost.

v" Evaluar la efectividad del proceso de vermirremediacion incorporando lombrices de tierra

a las camas biologicas disefiadas para el tratamiento de efluentes con plaguicida.
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1. Diseiio de las biomezclas basadas en vermicompost

1.1. Introduccidén

De acuerdo con el Informe Productivo Provincial presentado en noviembre del Ministerio de
Economia Argentina (2023), la provincia de Santa Fe se posiciona entre las mas productivas de
Argentina, tanto por sus condiciones edaficas y climaticas favorables como por su marcada
diversificacion productiva. La provincia presenta un destacado desarrollo agroindustrial, en el cual
los cultivos de cereales y oleaginosas representan aproximadamente el 83,4% del area total

implantada, ademas de constituirse como la segunda provincia ganadera del pais.

La alta actividad agropecuaria genera una considerable cantidad de residuos organicos, los
cuales poseen potencial para ser estabilizados y valorizados mediante distintos procesos (Terrile et
al., 2024).Entre los residuos agroindustriales organicos locales con potencial de aprovechamiento se
destacan la cama de pollo, el aserrin, la cascarilla de arroz. Por otra parte, el aumento de la poblacion
urbana ha incrementado la cantidad de lodos activados (LA) generados en las plantas de depuracion,
cuyo manejo representa un desafio técnico y econdmico. Estos lodos contienen una comunidad
microbiana variada y su uso directo en suelos puede generar efectos no deseados sobre su calidad.
Todos estos materiales pueden ser estabilizados a través del proceso de vermicompostaje —mediado
por la accién de la lombriz E. fetida— y posteriormente utilizados como componente de las

biomezclas que conforman los Sistemas de Biopurificacion (SBP).

Durante el proceso de biotransformacion de los residuos, resulta imprescindible evaluar
parametros fisicoquimicos y biologicos que permitan determinar su grado de estabilizacion, su
actividad bioldgica y otras propiedades que orienten su uso adecuado. De igual modo, es fundamental
analizar el desempefio de las lombrices mediante su monitoreo en los diferentes sustratos, dado que
posteriormente seran utilizadas asistiendo en etapas especificas de biorremediacion (Lim et al.,

2012).

El vermicompost obtenido constituye un recurso promisorio como sustituto de materiales no
renovables, tales como la turba, en la formulacion de SBP. Este producto se caracteriza por un menor
contenido de carbono, mayores concentraciones de macronutrientes (N, P, K) y un pH neutro a
ligeramente alcalino, condiciones que favorecen el mantenimiento de comunidades microbianas
metabodlicamente activas. Asimismo, el uso de materiales lignocelulosicos de distinto origen en las
biomezclas adquiere relevancia por su capacidad de promover la actividad de hongos implicados en

los procesos de degradacion de contaminantes (Rodriguez-Rodriguez et al., 2018).
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1.2. Objetivo

El objetivo de este primer Capitulo fue disefiar biomezclas cuya composicion esté basada en
sustratos previamente vermicompostados a partir de residuos locales, que aporten materia organica,
capacidad de adsorcion, mayor actividad bioldgica y sean adecuadas para la degradacion de los
plaguicidas seleccionados. Asimismo, se busc6 estudiar el desempeino de las lombrices durante la
etapa de vermicompostaje y posteriormente caracterizar tanto el sustrato vermicompostado obtenido,

asi como las biomezclas formuladas.

1.3. Materiales y métodos

1.3.1. Obtencién y biotransformacion de los residuos

En esta primera etapa del trabajo se utilizaron residuos agropecuarios locales provistos por
diferentes sectores productivos de la provincia de Santa Fe: aserrin de eucaliptus (AS), de un
aserradero de Helvecia, cama de pollo (CP), de una granja de cria de pollos de Arroyo Leyes y
cascarilla de arroz (CA), de una arrocera de Franck (Fig.3- a, b, ¢). La cama de pollo, especificamente,
contenia una composicion que combinaba de cascarilla de arroz con heces de la cria aviar y también

restos de plumas.

Se realizaron ensayos preliminares de mezclas con diferentes proporciones volumétricas de los
componentes. Se mantuvo la humedad al 70% por aspersion manual, empleando agua corriente. Se
registrd periddicamente la temperatura, comparandola con la temperatura ambiente para analizar si
era factible una estabilizacion inicial de las mezclas. Sin embargo, no se logré la temperatura
adecuada para obtener una etapa termofila sanitizante. Los factores causales posiblemente fueron la
composicion elevada en materiales lignocelulosicos, la dificultad en la degradacion de la cascarilla
de arroz, una escasa cantidad de materiales ricos en nitrogeno y un volumen de materiales tal que

dificulta la conservacion de la temperatura.

En base a estos resultados, se procedid a disefiar una mezcla (C1), conteniendo 3 partes de AS
y 4 de CP, para obtener una buena relacion C/N. La mezcla se ubico en un recipiente plastico de 45
L, al exterior de la planta piloto de INTEC (31° 38'23,2" S, 60° 39' 59,8" O), al resguardo de la lluvia
y con proteccion con malla metalica para evitar el ingreso de insectos. Se mantuvo la humedad como
se menciond previamente. Ademas, se estudidé la posibilidad de incorporar otros residuos que
pudieran mejorar el proceso de estabilizacion. Se optd por emplear lodos cloacales activados (LA),
provenientes de la planta depuradora de liquidos cloacales de la ciudad de Rafaela (Fig. 3-d), con los
cuales se disefid una segunda mezcla (C2) de similar composicion que C1 (3:4:4, AS:CP:LA,

respectivamente), con la diferencia que la humedad inicial se alcanz6 aprovechando el agua presente
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en la composicion propia de los lodos. Los LA estan permitidos para su utilizacion como materia

prima para la produccion de enmiendas segin la norma IRAM 29.559 (2017).

Se llevo a cabo una etapa de estabilizacion de C1 y C2 que durd 110 dias. Este tiempo fue
necesario debido a las caracteristicas recalcitrantes de la cascarilla y se basd, ademas, en experiencias

anteriores del grupo de investigacion de nuestro instituto.

Figura 3. Residuos orgénicos utilizados. a) Aserrin de eucaliptus; b) Cama de pollo; ¢) Cascarilla de
arroz y d) Lodos activados cloacales.

Una vez estabilizadas las mezclas, se procedié a vermicompostar ambas para continuar con la
biotransformacion y asi, obtener el vermicompost de cada una de las mezclas: V-C1 (para C1) y V-

C2 (para C2).

El vermicompostaje se llevd a cabo en cajas de vidrio de 30 x 20 x 10 em (por triplicado) en
las que se agregaron lombrices cliteladas adultas de la especie Eisenia fetida (20 individuos KE ™ sustrato)
criadas en nuestro propio bioterio de oligoquetos terrestres, bajo condiciones estandarizadas. Las
mezclas fueron transformadas por la actividad de las lombrices durante 75 dias a temperatura

ambiente (25 +2 °C), humedad controlada (50%) y luz artificial constante.
1.3.2. Caracterizacion fisicoquimica y bioldgica de los sustratos

Se midieron y monitorearon diferentes parametros fisicoquimicos y bioldgicos para evaluar y
caracterizar las mezclas en los diferentes momentos de la estabilizacion y el vermicompostaje
(Tabla 1). Para las determinaciones, las muestras fueron siempre tomadas a partir de un pool de cinco

puntos de diferentes zonas de cada unidad experimental.

e Parametros fisicoquimicos: las determinaciones fisicoquimicas consistieron en medicion de

materia organica (MO), pH, conductividad eléctrica (CE), nitrégeno amoniacal (N-NH4"),
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carbono, hidrogeno y nitrogeno totales (CHN), fosforo total (P) y asimilable (Pas), y cuantificacion

de metales de intercambio catidnico.

Por un lado, el contenido de MO se determin6 mediante el método de pérdida de masa por
ignicion, a partir de la calcinacion de las muestras en mufla a 550 °C, obteniendo el contenido de MO
en base seca por diferencia gravimétrica entre el peso seco original y las cenizas generadas (Zagal &
Sadzawka, 2007). El pH y la CE se midieron en un extracto de sustrato fresco y agua destilada 1:10
(p:v) empleando un medidor multiparamétrico (HACHHQd) (Roselli, P. Satti & Crego, 2017). La
concentracion de N-NH4" se midié sobre el mismo extracto de pH y CE y se obtuvo a partir del
método de Azul de Indofenol (Laos et al., 2002), empleando un kit comercial (WienerLab® para
uremia) y un colorimetro portatil (HACH®DR900) con el que se realizaron las mediciones a 610 nm.
Las concentraciones de CHN se midieron a partir del servicio de analisis elemental de CHONS
(LECO CHNG®628) perteneciente a la FIQ-UNL, a partir de muestras secas y molidas de los sustratos.
Se determino, ademads, sobre cada uno de los extractos correspondientes de las muestras y mediante
la medicion de la absorbancia a 880 nm (Espectrofotometro Perkin Elmer®), la concentracion de Pas
a partir de la extraccion con NaHCOs 0,5 M y fosforo total (P), acorde a la norma USEPA 200.2,
mediante la digestion acida de las muestras empleando HNO; y HCIl, y luego aplicando el método de
Azul de Molibdeno (Murphy & Riley, 1962). Luego, una alicuota del digerido de P se utiliz6é para
determinar el contenido de metales de intercambio catidnico: K*, Mg?', Na" y Ca*', que fue
determinado por espectrofotometria de absorcion atomica mediante la tercerizacion del servicio a la
Camara Arbitral de Cereales (Bolsa de Comercio de Santa Fe) acorde al método USEPA 200.9
(USEPA, 1994).

e Parametros bioldgicos: cuantificacion de la hidrdlisis de la FDA y cuantificacion de

microorganismos patogenos.

Por otro lado, se cuantifico la hidrolisis de la FDA, segun la técnica de Adam & Duncan (2001)
con algunas modificaciones (Masin et al., 2020b). Medir y monitorear en el tiempo la FDA es de gran
relevancia debido a que las enzimas responsables de la hidrolisis de ésta no son especificas, sino que
incluye hidrolasas como esterasas, proteasas y lipasas que participan durante el ciclado de los
nutrientes y la descomposicion de los materiales, siendo asi una medida indirecta de la actividad de
un amplio espectro de microorganismos durante ambos procesos (INTA, 2018). El procedimiento
consistio en colocar 1g de muestra fresca en contacto con 6 ml de solucion buffer de fosfato potasio
60 mMy 100 pl de solucidn de fluoresceina diacetato (1000 pg FDA/ml) por una hora a 25°C. Luego,
se afadieron 6 ml de acetona para finalizar la reaccion. Posteriormente, las muestras se centrifugaron
a 3200 rpm por 5 min. Finalmente, la absorbancia del sobrenadante se midi6é puntualmente a 490 nm

empleando un espectrofotometro UV-vis (Perkin Elmer®). Las determinaciones se realizaron por
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triplicado, incluyendo un blanco de reactivo. La concentracion de fluoresceina liberada se calculd en
referencia a la curva de calibracion realizada con soluciones estandar de fluoresceina. Los resultados
se corrigieron con los valores de humedad de la masa de las muestras empleadas y luego fueron

expresados como pg de fluoresceina liberada por gramo de sustrato en una hora (ug g h'').

Todos estos parametros mencionados fueron medidos al iniciar y finalizar tanto la etapa de
estabilizacion como de vermicompostaje en ambas mezclas, excepto MO, cenizas, pH, CE y FDA
que, ademas, se monitorearon cada 15 dias durante la etapa de vermicompostaje.

Por ultimo, al finalizar la estabilizacion y el vermicompostaje se cuantificaron
microorganismos patogenos (Escherichia coli, Salmonella sp. y coliformes totales y fecales). Este

servicio fue realizado por SECEGRIN, CONICET.

Tabla 1. Cronograma de las determinaciones mencionadas a lo largo del Capitulo.

Determinacién / ESTABILIZACION VERMICOMPOSTAJE

Tiempo (dias) 0 110 110/0 15| 30 | 45 | 60 | 75
N-NH,* X X X X X X X X
MO y cenizas X X X X X X X X
pHy CE X X X X X X X X
CHN X X X X
Py Pyg X X X

+ + +

lé/lgzagles (K*, Na, Mg *2, X X x
pasgons X X
Evaluacion de huida X
FDA X X X X X X X X
Recuento lombrices X X X X X X
BS lombrices adultas X X X X X X

La decision de escoger, medir y monitorear los parametros fisicoquimicos y biologicos
mencionados anteriormente se bas6 en que cada uno de ellos juega un papel importante en el proceso
de transformacion de los residuos originales, aportando informacion valiosa que permite corroborar
la evolucion positiva durante su seguimiento. Sin embargo, todos estos procesos estan constantemente

ligados e interrelacionados entre si. El N es generalmente el nutriente limitante de casi todos los
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ecosistemas, seguido por el P. La MO presente es aquella que regreso al suelo tras un proceso de
descomposicion de los distintos materiales y su presencia es dinamica, por ello es uno de los
componentes mas importantes del suelo, a la vez que posee un rol importante en la alteracion de la
capacidad de intercambio catidnico y la capacidad de sorcion del sustrato (Aihemaiti et al., 2018). La
importancia de la cuantificacion y seguimiento del N-NH,4" radica en que por arriba de un determinado
limite resulta fitotoxico (toxico para el desarrollo y crecimiento de las plantas). N, P y K son
macronutrientes primarios y Mg y Ca son secundarios, y deben ambos estar presentes en cantidades
adecuadas, para obtener un sustrato que pueda ser utilizado como futura enmienda o fertilizante
organico (Roman et al., 2013). La variacion del pH afecta a la actividad microbiana y también la
solubilizacion y adsorcion de diferentes sustancias. El C es el elemento mas importante por su rol en
la nutriciéon de los microorganismos y representa al menos la mitad de la masa seca de una célula.
Los microorganismos son capaces de emplear las formas mas oxidadas (CO,), los complejos
polimeros de alto peso molecular, y hasta incluso compuestos que pueden ser toxicos (INTA, 2018)

a lo largo de la transformacion de los materiales organicos.

A lo largo de este Capitulo los conceptos mencionados se continuaran discutiendo con mayor

detalle, acorde a cada una de las etapas experimentales siguientes.
1.3.3. Monitoreo bioldgico de las lombrices

Para llevar a cabo la etapa de vermicompostaje, las lombrices fueron obtenidas de nuestro
propio bioterio adherido al Sistema Nacional de Bioterios del ex MINCyT, tal como se mencion6 con

anterioridad.

Antes de comenzar el vermicompostaje, se comproboé la aceptacion de los sustratos por parte
de las lombrices (E. fetida), mediante una prueba de huida (Hund-Rinke & Wiechering, 2001; OECD,
1984a; Owojori & Reinecke, 2009). Esta prueba consistid en colocar en una caja mitad suelo control
(del bioterio) y mitad sustrato a evaluar (300 g por seccidn), y en la divisién se colocaron 10
individuos adultos durante 72 h. Al finalizar el periodo se contabilizé la cantidad de individuos
presentes en cada lado, calculando asi, la evitacion (positiva si la mayor parte de las lombrices se

desplazaron hacia el control, y negativa si fueron hacia el sustrato que esta siendo evaluado).

Antes de ser colocadas en los sustratos, se registré la biomasa promedio de las lombrices (dia
0) y luego ésta se registré cada 15 dias (solo en individuos adultos), al igual que los parametros
mencionados anteriormente. Ademas, en cada registro se contabilizé nimero de individuos adultos y

de juveniles (nuevos individuos) presentes en cada réplica (cajas de vidrio).
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1.3.4. Disefio y elaboracion de las biomezclas

Las biomezclas se disefiaron y prepararon, teniendo en cuenta trabajos anteriores del propio
grupo (Fernandez et al., 2022; Lescano et al., 2018) y bibliografia vinculada a las camas biologicas
que contienen sustratos organicos alternativos que reemplazan la turba (Acosta-Sanchez et al., 2020;
Dias et al., 2021; Karanasios et al., 2010). En este caso, la turba fue reemplazada por la adicion del

vermicompost como sustrato humificante en las biomezclas.

Las biomezclas se realizaron mezclando los siguientes materiales: rastrojo de trigo (R), como
sustrato lignocelulosico; suelo agricola (S), como sustrato con microorganismos posiblemente
adaptados a la presencia de plaguicidas, y los sustratos vermicompostados obtenidos previamente (V-
C1 y V-C2), como materiales que aporten materia organica y capacidad bioldgica de degradacion
(Fig. 4). En la Figura 5 se puede observar la localizacion de procedencia de ambos sustratos. El
rastrojo se obtuvo de una parcela de campo ubicada en Monte Vera (Santa Fe) y el suelo, de un campo
experimental localizado en Angel Gallardo (Santa Fe). En ambos casos, se escogié el periodo post
cosecha para recolectar estos materiales, ya que implica que estos componentes estuvieron expuestos
a plaguicidas, y que probablemente, como se menciona en el caso del suelo, se haya desarrollado una
comunidad microbiologica adaptada a estas condiciones. Cabe mencionar que todos los componentes
de las biomezclas se secaron al aire antes de ser mezclados. El suelo se tamiz6 con una malla de

apertura de 3 mm y R fue triturado en porciones de 3 cm aproximadamente.

a b c

Figura 4. Componentes empleados. a) Suelo agricola; b) Rastrojo de trigo y ¢) vermicompost
obtenido.
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Figura 5. a) Localizacion de la parcela de la cual se obtuvo el suelo agricola (Fig. 4a), en el Centro
Experimental del INTA en Angel Gallardo, Santa Fe (-31.55 S, -60.674 W); b) Localizacién en Monte Vera,
Santa Fe, sitio del cual se extrajo el rastrojo de trigo empleado (Fig, 4b).

Estas biomezclas se aplicaran a los ensayos de degradacion de plaguicidas que son presentados
en el siguiente Capitulo 2. En base a estos materiales, se disefiaron tres biomezclas diferentes (Fig.
6), dos con los vermicompost obtenidos, una con composicion convencional con Sy R (biomezcla de
referencia), y un cuarto sustrato compuesto de solo S, como control. [.a composicion de las mismas

se detalla a continuacion, en proporciones volumétricas (v/v):
o S+R +V-CI (1:2:1) (definida con el acronimo, SRV-C1).
e S+R+V—C2 (1:2:1) (definida con el acronimo, SRV-C2).
o S +R (1:1 v/v) (definida con el acronimo, SR).

Las biomezclas y el suelo se dispusieron por triplicado en recipientes de vidrio de
20x10x12 cm (Fig. 6) y se maduraron durante 30 dias, a temperatura ambiente (2442 °C), con
humedad controlada al 70% mantenida con agua corriente. La maduracion previa de las biomezclas
es un punto crucial para que los materiales se integren adecuadamente y los componentes separados
comiencen a funcionar de manera integral. De esa manera se aumenta la cantidad de
microorganismos, junto a sus enzimas, que luego seran necesarios para cumplir su objetivo principal,

degradar los plaguicidas (Dias et al., 2020).
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Figura 6. Biomezclas preparadas durante su maduracion en recipientes de vidrio. De 1zq. a Der.:
biomezcla SR (suelo: rastrojo); SRV-Cl(suelo: rastrojo: vermicompost 1); SRV-C2 (suelo: rastrojo:
vermicompost 2).

1.3.5. Caracterizacion de las biomezclas

Luego de los 30 dias de maduracion, se procedieron a caracterizar fisicoquimica y

biologicamente las biomezclas y el suelo.

¢ Pardmetros fisicoquimicos: pH, CE, MO, cenizas y pH en el punto de carga cero (pHc).

e Parametros bioldgicos: hidrdlisis de la FDA y actividad de enzimas fenoloxidasas (FOX).

El pHc. permite conocer la posible afinidad de un adsorbente por un adsorbato especifico. Se
define como el valor del pH en el cual la carga neta de las particulas sobre la superficie del material
adsorbente (en este caso la biomezcla) es neutra, es decir, el nimero de sitios positivos y negativos
se equilibran (Villa Amaringo & Hormaza Anaguano, 2013). Se determiné el pHc. segun el método
de (Dastgheib et al., 2004). Se prepararon soluciones con agua destilada previamente hervida y
enfriada, ajustando el pH entre 2 y 10 unidades, adicionando las cantidades necesarias de HCl y NaOH
(0,1; 0,5y 1 M) hasta obtener el pH deseado. A 20 mL de estas soluciones se le afiadieron 0,1 g de la
biomezcla correspondiente, y se dejaron en agitacion por 48 h. Finalmente se volvié a medir el pH de
las mismas soluciones. Posteriormente se graficaron ambas curvas, la del pH inicial y la del pH final.

El punto en el cual ambas curvas se interceptaron fue el pHc..

En cuanto a las determinaciones bioldgicas, como se menciond en la Seccion 1.3.2, por un
lado, 1a FDA mide de manera indirecta principalmente la actividad de las enzimas hidroliticas (lipasas
y esterasas) producidas por microorganismos dentro de las biomezclas. Por otro lado, FOX mide la
presencia de peroxidasas de manganeso y lacasa. Estas enzimas son clave en la biotransformacion de
muchos plaguicidas. Los microorganismos gracias a su actividad enzimatica tienen el potencial de

degradar los plaguicidas, aprovechandolos como nutrientes y energia (Bose et al., 2021).
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La técnica de FOX se realizo de acuerdo con Castillo et al. (1994) y Tortella et al. (2012) y
consistié en contactar 10 g de muestra secada al aire con 25 mL de solucion buffer de acido succinico/
lactico 100 mM (5,9 g de acido succinico disuelto en agua destilada junto con acido lactico 85-90%,
y el pH se regulé con NaOH 1N hasta 4,5 llevando a un volumen final de 500 mL). Una vez contactada
la muestra, los tubos se agitaron durante 2 horas en un agitador orbital. Finalmente, las muestras se
centrifugaron por 20 min. a 4000 rpm. El sobrenadante obtenido se filtr6 a través de una membrana
de nylon de 0,45 um de poro y se llevo al espectrofotometro. Para iniciar la reaccion, se afiadieron en
la cubeta 3,12 mL de sobrenadante filtrado, 600 puL de acido 3,3-dimetiloaminobenzoico (DMAB),
200 puL de hidrazona de 3-metilo-2-benzotiazolinona (MBTH), 60 uL. de MnSO.y 20 mL de H>O,.
Los reactivos se homogeneizaron y se midi6 la absorbancia a 590 nm por 10 min. Luego, se graficaron
estas absorbancias respecto al tiempo y se realizd una regresion lineal para obtener la pendiente (A
Abs min™). El coeficiente de extincion molar utilizado fue de 53000 M cm™! (Castillo et al., 1994) y
una longitud de paso de la cubeta de 1 cm. Los resultados se expresaron en pmoles kg biomezcla™
min .

El resto de las técnicas analiticas empleadas en esta Seccion se pueden encontrar descriptas

con detalle en la Seccion 1.3.2 de este Capitulo.

1.4. Andlisis estadistico

Los resultados se presentan como los valores promedio de al menos tres mediciones a las que
se les calcularon e informaron sus desviaciones estandar (SD). Para comparar la respuesta entre los
grupos de mediciones, se realizé un analisis de varianza (ANOVA) y una prueba post hoc de Tukey
con un nivel de significancia establecido en p < 0,05. En el caso de comparacion de mediciones
puntuales, se utilizo la prueba t-Student, considerando un nivel de confianza del 95 %. Todos los

analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando Minitab, version 19.

1.5. Resultados vy discusion

1.5.1. Caracteristicas de los residuos originales

En la Tabla 2 se presentan las principales caracteristicas de los residuos individuales. Dos de
ellos (CP y AS) fueron previamente caracterizados por el grupo de investigacion en Masin et al.
(2020). La Tabla muestra que solo CP present6 un pH alcalino, y el mayor contenido de N, propio de
su composicion, por la presencia de heces provenientes de la cria aviar. El pH y CE mas bajos fueron
determinados en AS, mientras que en CP se observo la CE mas alta, seguida por LA. El aporte
mayoritario de MO y C provino del AS y CP. Debido al tipo de residuo, LA contenia un grado elevado

de humedad, esta caracteristica fue la que permitio preparar la mezcla C2, sin la adicion de agua
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corriente. La naturaleza rica en MO de AS y la mayor relacion C/N, lo hicieron adecuado para poder
ser mezclado con residuos ricos en N, como CP. La concentracion de N de CP estuvo dentro lo
registrado para otras camas de pollo de la region (2,81 %) (Gange, 2016). Del mismo modo, autores
tales como Leconte et al. (2009) han mencionado una relacion C/N similar a la presente para AS, de
106, asi como también los valores de CE para la cama de pollo que reportan (4,3 mS cm™) coinciden
con los de este trabajo; los valores de pH también son concordantes, encontraron que AS tiende a ser
el componente mas acido (6,7) y CP el mas alcalino (8). Posteriormente, estos residuos individuales,
tal como se mencion6 en la metodologia, fueron combinados para dar lugar a las mezclas C1 (sin

lodos) y C2 (con lodos) a estabilizar.

Tabla 2. Principales caracteristicas fisicoquimicas de los residuos originales *(Masin et al., 2020).

Ccp* AS? LA

pH 8,96 5,21 6,89
CE (mS cm™) 5,71 0,09 4,93
MO (%) 81,29 99,31 56,84
Cenizas (%) 18,71 0,69 43,16
C (%) 34,10 35,60 16,20
N (%) 2,33 0,27 1,40
C/N 14,63 131,85 11,57
Humedad (%) 18,46 41,01 94,71
Densidad (g L") 345,00 175,00 108,00

1.5.2. Caracterizacion fisicoquimica y biologica de los sustratos biotransformados

A lo largo de la estabilizacion se midio regularmente la temperatura de ambas mezclas para
analizar si se podia producir un compostaje estricto. En la Figura 7 se puede ver plasmado el perfil
de temperaturas de las mezclas, en comparacion con la temperatura ambiente. Durante la primera
etapa, se alcanzd un maximo de 46 °C, tanto en C1 como en C2. La etapa termofila registrada consistio
en pocos dias, después de la cual la temperatura de las mezclas disminuyo por debajo de los 40 °C, y
tanto C1 como C2 permanecieron en una etapa mesofila prolongada. Algunos autores, tales como
Semitela et al. (2019), han observado una inhibicion en la etapa termofila del compostaje por accion
de microorganismos mesofilos adaptados. Asimismo, se han reportado casos de compostaje a baja

temperatura durante largos periodos, logrando una reduccion parcial de patégenos (Manga et al.,
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2021; Pandey et al., 2016). Otros autores como Lepesteur (2022), han observado también que la
higienizacién del sustrato no solo depende de los ciclos de temperatura, sino que también factores
como el pH, la volatilizacion del amonio y acidos, o incluso la produccion de subproductos
metabolicos propios del proceso pueden hacer que se inactiven microorganismos patdgenos que
pudiesen estar presentes en los residuos originales. Se concluye entonces que esta etapa no alcanzé
las temperaturas requeridas para considerarlo un compostaje estricto; sin embargo, el objetivo de
estabilizar, integrar y disminuir la dureza de los materiales originales para que luego puedan continuar

siendo transformados por las lombrices, fue alcanzado.

Ambiente
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Figura 7. Perfil de temperaturas durante 110 dias de las mezclas C1 @ y C2 A (lineas) respecto de la
temperatura ambiente (sombreado verde) provista por el Centro de Informaciones Meteoroldgicas de la FICH
(UNL).

Ambos sustratos estabilizados obtenidos se caracterizaron fisicoquimica y bioldégicamente, tal
como se puede observar en la Tabla 3. Al comienzo de la estabilizacion, la concentracion de N-NH4*,
en coherencia con la composicion, fue elevado en las dos mezclas (mayor a 6100 mg N-NH," kg™),
observandose una disminucion del 99% al finalizar (pci=0,001; pc2=0,003). Estos valores cumplieron
con las concentraciones maximas recomendadas por SENASA (2019), en la Resolucion N° 1/2019,
para este tipo de sustrato (< 400 mg N-NH4" kg™!). Esta pérdida pudo ocurrir posiblemente a causa de
la evaporacion como amoniaco o por la nitrificacion durante la descomposicion de la MO (Sevik et
al., 2018). Masin et al. (2020a) informaron valores de nitrdgeno amoniacal iniciales mucho mas bajos
para mezclas que contenian CP (997-1663 mg N-NH4" kg™!), pero recién luego del vermicompostaje
arribaron a valores similares a los aqui ya obtenidos solo tras pasar la etapa de estabilizacion. Las

pérdidas de N varian con el balance del C disponible y los niveles de oxigenacion del sustrato, y como
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se menciona antes, la pérdida en formas gaseosas durante el proceso de degradacion. CP, el
componente que mayor aporte de N tenia en las mezclas, se compone generalmente de un 60% de N
de origen organico que queda sujeto a posterior mineralizacion, mientras que la fraccion inorganica

de N, principalmente como NH3 gaseoso, es la que se pierde por volatilizacion (Gange, 2016).

La disminucion del porcentaje de C se encuentra relacionada en gran parte con la bio-oxidacion
de éste, pasando de C organico a CO, (Tiquia et al., 2002). Durante la estabilizacion, el porcentaje de
C disminuy6 aproximadamente 1,5 veces en ambas mezclas. La MO disminuyd (pci= 0,002;
pc2=0,001) manteniéndose > 20 %, y conservando la relacion C/N menor a 30 al finalizar, tal como
se exige en la misma norma de SENASA (2019). Por otro lado, la CE se redujo en un 80 % durante
ese periodo (pci= 0,001; pc2< 0,001). El pH de ambas mezclas se mantuvo alcalino durante todo el

proceso.

Durante la estabilizacion, parte de las hemicelulosas pueden haberse degradado, suministrando
nutrientes para la proliferacion de microorganismos (Yu et al., 2019). Esto se puede ver reflejado en
el aumento de la actividad microbiana total, la cual se describe en mayor detalle en la subsiguiente
Secciéon 1.5.2.1. La celulosa es mas dificil de degradar y generalmente solo queda parcialmente
modificada en otras sustancias, también por acciéon de microorganismos. En cambio, la lignina,
presente en materiales como CA, casi no es biodegradable y solo puede ser transformada parcialmente
(Yu et al., 2019). Muchas de las sustancias y componentes que quedaron en el sustrato estabilizado
continuaron su transformacion con la accion de la posterior adicion de las lombrices, que

aprovecharon principalmente los fragmentos de menor tamafio como alimento.
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Tabla 3. Parametros caracteristicos al comienzo y al final del proceso de estabilizacion.

Dia 0 Dia 110
Parametro

C1 C2 C1 C2
N-NH4"(mg kg!) 6173 +369 5351 +526 26+ 4 19+3
MO (%) 86,1 £ 0,7 83,31 +£0,03 73,2+0,7 671
Cenizas (%) 13,9+£0,7 16,69 + 0,03 26,8 £0,6 33£1
pH 8,6+0,1 8,3+0,3 9,2+0,1 8,8+0,1
CE (mS cm™) 1,70+ 0,08 1,38+0,07 0,37+0,03 0,24 +£0,04
C (%) 33,2+0,7 18,1 +£0,2 19,1 +£0,1 11,1 £0,6
N (%) 1,8+03 1,L1+0 0.8+0,06  0,63+0,04
H (%) 5,8+0,2 8,4+0,2 7,6 +0,7 9,3+0,1
C/N 18,4 16,5 24 17,6

Si bien todos estos valores estuvieron dentro de un rango aceptable para el crecimiento de F.
fetida (Samal et al., 2017), se realizd una prueba de huida para cerciorar de que realmente las
lombrices pudiesen ingresar. La prueba de huida se realizé al final de esta etapa de estabilizacion. Se
contrast6 contra el suelo control utilizado con normalidad en el bioterio. Tal como se observa en la
Tabla 4, se obtuvo en promedio una evitacion de -0,9 y -0,7 para C1 y C2, respectivamente, por lo
que el mayor porcentaje de lombrices migraron a mezclas estabilizadas, mostrando mayor preferencia
por estos sustratos. No se observd mortalidad (tasa de supervivencia del 100 %). Esto confirma que
E. fetida no evitdé ninguno de los dos sustratos estabilizados, asegurando que el vermicompostaje

podia comenzar.
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Tabla 4. Test de huida para E. fetida en los sustratos estabilizados. El rango de valores de huida varia entre -1
(0% de huida) y 1 (100% de huida).

Individuos Individuos

Tratamiento Réplica Huida
en suelo en Cl1o0C2
Suelo / C1 A 0 10 -1
B 0 10 -1
C 2 8 -0,6
Suelo /C2 A 0 10 -1
B 2 8 -0,6
C 2 8 -0,6

La Figura 8 muestra la diferencia de los sustratos en los procesos de estabilizacion (8-a) y de
vermicompostaje (8-b) empleando los individuos E. fetida (8-c). Si bien los microorganismos son los
principales responsables de la degradacion bioquimica de la materia orgénica, las lombrices de tierra
fueron los impulsores cruciales del proceso al fragmentar y acondicionar el sustrato, asi como

aumentar la superficie para propiciar la actividad microbiologica (Teferedegn & Ayele, 2024).
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Figura 8. a) De izq. a der. mezclas Cly C2 durante el proceso de estabilizacion; b) disposicion por triplicado
de las mezclas para el vermicompostaje (V-C1 y V-C2) y c) lombrices adultas Eisenia fetida del bioterio.

La combinacién de biotransformacion asistida por microorganismos y lombrices permitio
obtener sustratos ricos en materia orgénica y no patdgenos, para que luego sean funcionales para las
biomezclas. las caracteristicas resultantes de los vermicompost obtenidos cumplen con muchas de las
recomendaciones del marco estandar en lo que respecta a la madurez y la estabilidad de un sustrato
(< 400 mg NH4" kg''; MO > 20-30 %; pH < 5 > 8,5; CE < 4; C/N < 20 y 30), algunos de estos
parametros ya alcanzados desde la estabilizacion (SCyMA y SENASA, 2019; USEPA, 1993).

La Tabla 5 muestra las caracteristicas iniciales y finales del proceso de vermicompostaje para
la obtencion de V-C1 y V-C2. La disminucion de la relacion C/N respecto a la etapa de estabilizacion,
segin Sharma & Garg, (2019), puede atribuirse a la continua respiracién microbiana y a la
degradacion de hemicelulosa, celulosa y otros compuestos organicos y a la asimilacion del carbono
por parte de las lombrices. Segin Biabani et al. (2018), el incremento en N durante la
vermicompostaje esta relacionado con la pérdida de C y la mineralizacién de la MO, aunque este
incremento solo fue significativo en V-C2 (pv.ci= 0,11; pv.co= 0,03). En el dia 0, el contenido de C
fue significativamente diferente entre Cl1 y C2 (p= 0,021) pero, después de 75 dias de

vermicompostaje, los valores fueron similares y no se observo diferencia estadistica entre ellos
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(p=0,11). Las relaciones C/N resultantes, como se menciond previamente fueron optimas (20/1 o

menos) para la asimilacion del N por las plantas (Biabani et al., 2018).

El pH se encontr6 dentro de un rango aceptable para E. fetida (Singh et al., 2018), se observo
una disminucion en V-C1 (p= 0,013) y V-C2 (p= 0,148) después de 75 dias, probablemente causada
por la degradacion de la materia organica y la formacion de acidos humicos y organicos (Samal et al.,
2017). La CE aument6 (pv-ci= 0,035; pv-c2= 0,022) y se estabilizé en 0,8 mS cm™! respecto al dia 0,
por debajo del limite maximo recomendado para el crecimiento de plantas sensibles (1-2 mS cm™)
(Gondek et al., 2020), lo que también hace que los sustratos sean seguros y puedan ser empleados
como enmiendas ricas en materia organica para componer una biomezcla en la que se puedan
degradar los plaguicidas y a su vez no sean fitotoxicos. Este aumento en la CE pudo deberse a la
liberacion de iones inorganicos y sales minerales, a través de la solubilizacion de la materia organica
que continuaba en descomposicion debido al proceso de vermicompostaje (Fu et al., 2015; Sharma

& Garg, 2019), lo cual se produce en concordancia con la disminucién del pH registrada.

Aunque el P aument6 significativamente en V-C2, siendo dos veces mayor que el de V-C1, la
relacion C/P se mantuvo similar durante el vermicompostaje tanto de C1 como de C2. Hubo un ligero
aumento después de 75 dias para ambos sustratos; aunque no fue estadisticamente significativo
(pv-c1=0,29; pv.co=0,091). Este aumento fue consistente también con el cambio de pH. Después del
vermicompostaje, el contenido de Pas en V-C2 fue significativamente mayor que en V-C1 (p=0,020).
Se registré ademas un leve aumento en K* y Na*, de acuerdo con el incremento en la CE de ambos
sustratos vermicompostados. Otros autores han observado aumentos de Pas, K" y N en el caso del
vermicompostaje, como se informa en Singh et al. (2018). El Mg?" y Ca?" aumentaron en V-C1, pero
disminuyeron en V-C2; el pequefio aumento en Pas y la reducciéon de Ca?* en V-C2 puede sugerir
cierta solubilizacion de los fosfatos calcicos con la reduccion del pH. Estos nutrientes son necesarios
para el metabolismo microbiano, y su disponibilidad en el sustrato final es un indicio de buena
calidad, principalmente para la germinacion de semillas y el crecimiento de las plantas (Nayak &
Kalamdhad, 2014). Estos autores también reportan que el P puede aumentar gradualmente por la

pérdida de masa seca neta del sustrato, y por pérdidas de CHON durante el proceso.

Respecto a la cantidad de coliformes fecales y totales registrada en el sustrato final, en ambos
casos fue mucho menor a 1000 NMP-g''. Ademaés, en ninguna de las mezclas compostadas se detectd
presencia de Salmonella sp. Todos los valores obtenidos para patdogenos se hallaron dentro de lo
reglamentado en la Res. de SENASA N.° 1/2019 y en la Res. N.® 410/2018. Lepesteur (2022) reporta
en su trabajo que diferentes autores no han registrado presencia de Salmomnella sp. luego del

compostaje y que la inactivacion de E.coli a temperaturas cercanas a los 40 °C es posible, como en
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este caso de estudio. Realizar estas determinaciones al finalizar ambos procesos permitio asegurar la

obtencion de un sustrato higiénico y seguro.

Tabla 5. Parametros caracteristicos al comienzo y al final del proceso vermicompostaje.

Parametro Dia 0 Dia 75

C1 C2 V-Cl1 V-C2
N-NH," (mg kg!) 26+4 19+3 13£2 13£1
MO (%) 73,2+0,7 67+1 64,5+ 0,5 57+3
Cenizas (%) 26,8 +0,6 33+£1 35,5+0,5 43+3
pH 9,2+0,1 8,8+0,1 8,8+0,1 8,18 £0,03
CE (mS cm) 0,37+0,03 0,24+0,04 0,8+0,1 0,8+0,1
C (%) 19,1 £0,1 11,1+£0,6 17+ 0,9 13+0,3
N (%) 0,8+0,06 0,63+0,04 0,83+0,08 0,9+0,1
H (%) 7,6 £0,7 9,3+0,1 7,75 £ 0,08 8,6+0,2
P.s (gkg™) 2+0,1 2,34+0,06 2,2+0,02 2,63 +0,01
P(gkg?) 8,8 9,6 8,4 15,2
C/p 2,2 1,2 2,02 0,9
C/N 24 17,6 20,5 14,4
K*(gkg™) 7,06 4,90 8,00 6,18
Na*(gkg ) 3,30 3,57 4,73 5,80
Mg ** (gkg ) 5,41 10,88 6,72 8,83
Ca’ (gkg™) 30,69 37,16 42,53 32,79
Col. totales (NMP g!) - - 210 210
Col. fecales (NMP g'!) - - 120 75
Salmonella sp. - - ND ND
E. coli (UFC g1 - - 110 68

1.5.2.1.

Variacion de la hidrdlisis de la FDA durante ambos procesos

La hidrolisis de la FDA en ambos procesos se puede observar en la Fig. 9. Durante la

estabilizacion, la actividad microbiologica del sustrato C1 aument6 (91 +£1 a 178 + 5 ug FDA g'!
sustrato h'!) significativamente. En cambio, en C2 este incremento (227 + 8 a 243 = 1 ug FDA ¢!
sustrato h™') no fue estadisticamente considerable, posiblemente porque los valores de partida de la
actividad microbiana de C2 fueron 2,3 veces mas altos que el de C1 al iniciar la estabilizacion. Este
suceso puede deberse a la incorporacion de LA en dicha mezcla, ya que la adicion de diferentes

materiales ricos en carbono junto al LA puede resultar en cambios en la estructura de las comunidades
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microbiologicas de la mezcla, aumentando la actividad microbiologica total, reflejado en los niveles
de FDA, tal como menciona Dubova et al. (2020). Los valores de la actividad microbiana mediante
la FDA obtenidos en este trabajo son consistentes con los registrados por Nikaeen et al. (2015).
Aunque la mezcla con LA tenia mayor actividad microbiologica inicial, la hidrolisis de FDA aumento
en ambas mezclas. Esto sugiere el aumento de la actividad de los microorganismos mesoéfilos. Como
la fase termofilica fue muy corta y no hubo temperaturas extremas, los microorganismos mesofilos
probablemente se mantuvieron vivos y no murieron debido al aumento de los valores de temperatura;
por lo tanto, los cambios en las comunidades microbianas podrian no haber sido abruptos, y la

recolonizacion fue rapida y sostenida a lo largo del tiempo (Aguilar-Paredes et al., 2023).

La hidrolisis de la FDA registrada durante el vermicompostaje aumento significativamente a
los 45 dias, 4 veces en V-C1 y se duplico en V-C2 respecto a los valores registrados previos al proceso
de estabilizacion (dia 0). A los 30 dias de actividad de las lombrices comenzaron a surgir los primeros
individuos juveniles, motivo por el cual podria reflejarse la baja en la actividad microbiana (por mayor
consumo repentino de alimento). Del dia 45 (maxima actividad registrada) al dia 75 del
vermicompostaje ambas mezclas mostraron una disminucion significativa de la actividad
microbiologica. Sin embargo, no hubo diferencias estadisticamente significativas entre las mezclas a
este tiempo. Finalmente, la actividad microbiologica total al dia 75 fue semejante a los valores de
partida del vermicompost. Este fenomeno se condice con un gran aumento de la poblacion inicial de
lombrices y una menor disponibilidad de MO para los microorganismos. Los resultados obtenidos
del desempefio en la reproduccion de las lombrices durante el vermicompostaje se indican en detalle
en la siguiente Seccion (1.5.3). Tal como menciona Huang et al. (2013) en su investigacion, las
lombrices son capaces de promover los procesos de estabilizacion de la materia organica y la
actividad microbiologica durante el vermicompostaje. Los resultados estadisticos se encuentran
detallados en el Anexo IV: “Analisis estadistico: ANOVA- Modelo lineal general- Comparaciones

por parejas “ad hoc”.
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Figura 9. Variacion de la hidrdlisis de la FDA como medida indirecta de la actividad microbioldgica durante
el periodo de estabilizacion (sombreado blanco, dias 0-110/0) y vermicompostaje (sombreado anaranjado,
dias 110/0-75). V-C1 se representa en @ color celeste y V-C2 en A violetas. Las medias que no comparten
una letra son significativamente diferentes.

1.5.3. Monitoreo bioldgico de las lombrices

A lo largo de los primeros 30 dias de vermicompostaje (Fig. 10) se registré un aumento
significativo de la biomasa promedio de E. fetida de 52+ 7 % (p v.c1= 0,005) y 71 £ 9% ( pv-c2= 0,003)
respecto del inicial; sin embargo, luego se observo una disminucion progresiva de la misma hasta
finalizar a los 75 dias con un valor estadisticamente similar al de partida (p v-c1i= 0,926; Py.co=0,094),
debido a la alta tasa de reproduccion, con surgimiento de nuevos individuos y la disminucion de la
cantidad de alimento disponible. Este fendmeno también ha sido observado por (Zhao et al., 2018) y
(Sadia et al., 2020). En el presente estudio, la reproduccion fue masiva; los 20 adultos iniciales dieron
lugar, en tan solo los primeros 30 dias, a 65 + 5 juveniles en V-C1y 86 + 25 en V-C2, incrementandose
hasta 335+ 70 en V-C1 y 284 + 31 en V-C2 al finalizar la etapa de vermicompostaje. Esto indica que
los mecanismos fisiologicos de las lombrices estaban enfocados en la reproduccion y que ambos
sustratos eran benéficos para ellas. Se ha observado un patron relacionado de pérdida de biomasa,
cuando las lombrices alcanzan la madurez sexual, ya que utilizan la energia para fines reproductivos
como la cépula, la formacion de capullos y la puesta de huevos (Sadia et al., 2020). Durante el periodo
de vermicompostaje no se observaron diferencias estadisticamente significativas en los parametros

de biomasa y numero de individuos entre ambos sustratos.
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El buen desempeiio obtenido en la biomasa y la produccion de juveniles se acompaiié con una
transformacion en la apariencia del sustrato, lograndose productos mas homogéneos y de una

granulometria menor.
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Figura 10. Variacion del nimero de individuos de E. fetida y su biomasa promedio a lo largo del
vermicompostaje. En barras se presenta la contabilizacion de los individuos y en lineas la variacion de la
biomasa (V-C1 @; V-C2 A). Los valores se encuentran presentados como los promedios de las mediciones y
las barras de error indican la desviacion estandar.

1.5.4. Caracterizacion de las biomezclas

En la Tabla 6 se muestran las caracteristicas mas relevantes de cada una de las tres biomezclas.
Asimismo, se agregd comparativamente el suelo S, dado que estos cuatro sustratos se aplicaran a los
ensayos de degradacion que son presentados en el siguiente Capitulo 2. Las biomezclas que contenian
vermicompost, presentaron caracteristicas similares. La CE (p=0,134) y la MO (p= 0,403) resultaron
estadisticamente equivalentes para las biomezclas con vermicompost. La adicion de lodos activados
no cambid significativamente sus principales caracteristicas fisicoquimicas. El pH de S fue
significativamente menor que el de ambas biomezclas con vermicompost (p < 0,001), y que el de SR
(p=0,025). A la vez, la biomezcla SR de referencia también mostré un pH menor que las biomezclas
con vermicompost (psrv-ci= 0,022; psrv-c2= 0,021). En términos generales, el menor pH se observo

en S y los pH mas alcalinos en las biomezclas con vermicompost, que también fueron las que
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mostraron mayores CE respecto a SR (psrv-ci= 0,012; psrv-co= 0,020) y al S (psrv-ci= 0,021; psrv-
c2=0,006). También en las biomezclas con vermicompost se observaron valores de MO mas elevados
que en Sy SR. El contenido de la MO fue aportado principalmente por el agregado de vermicompost
a la biomezcla clasica, y en menor medida del rastrojo, seguido por el suelo, tal como se puede
observar en la Tabla 6. Todas estas diferencias de contenido de MO mostraron valores estadisticos

de p <0,05.

Los pHccde SRV-C1 (7,5+0,1) y SRV-C2 (7,7 £ 0,1) fueron ligeramente alcalinos (p=0,117)
(Fig. 11); en consecuencia, los solidos tendran una carga negativa superficial neta cuando el pH de la
solucion es superior a estos valores o una carga positiva cuando el pH es inferior. Este parametro sera
de utilidad para las discusiones en el proximo Capitulo 3 a la hora de estudiar la adsorcion de los

plaguicidas en las biomezclas.

Tabla 6. Valores de los parametros fisicoquimicos en las biomezclas y en suelo

Parametro SRV-C1 SRV-C2 SR S
pH 8,8+0,2 8,7+0,1 74+£0,3 6,2+0,1
CE (uS cm™) 487 + 56 398 £ 28 270 + 40 245+ 26
MO (%) 25+4 21,2+0,3 10,4 +0,9 5,5+0,1
Cenizas (%) 75+ 4 78,8+ 0,3 89,6 0,9 94,5+0,1
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Figura 11. pH final en funcién del pH inicial de las biomezclas SRV-C1 @;y SRV-C2 A, para la

determinacion del pHec.

La Figura 12, muestra la actividad de diferentes grupos de enzimas excretadas por los

microorganismos para cada sustrato. Como se puede observar, la actividad FDA fue mucho mas

elevada en las mezclas que contaban con vermicompost en su composicion, seguido por la biomezcla

que contenia suelo y rastrojo, siendo S el que menor actividad total de la hidrélisis de la FDA registro.

El suelo mostrd una baja actividad microbiologica total, expresada por la actividad de la FDA,

significativamente menor que el resto de las biomezclas. También se observé que SR tuvo una

actividad de la FDA menor a SRV-C1, pero no se diferenci¢ estadisticamente de SRV-C2. Asimismo,
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entre las biomezclas con vermicompost no se hallaron diferencias estadisticas en este parametro. Jyoti
et al. (2025) obtuvo valores de FDA en biomezcla con rastrojo de arroz, vermicompost y suelo, mucho
mas bajos (40-45 g biomezcla™ h'!) que los aqui reportados, muy similares a los obtenidos para S.
Los resultados ademas son concordantes con Karanasios et al. (2010), en donde las biomezclas
tuvieron valores de actividad microbiologica expresada como FDA significativamente mas altas que

las registradas para el suelo, lo cual también coincide con lo informado por Gao et al. (2015).

En lo que respecta a FOX, las biomezclas SRV mostraron bajos valores de actividad FOX
frente a SR y frente a S. Los valores de la actividad de FOX en S fueron significativamente mas bajos
que los de SR. Algunos autores reportan que el pH acido promueve el desarrollo fungico (Gao et al.,
2015), y precisamente ambas biomezclas con vermicompost presentaron valores de pH alcalino, lo
que podria haber inhibido los hongos degradadores de lignina y, en consecuencia, la presencia de las
enzimas peroxidasas durante todo el proceso podria haber disminuido. Otros autores también han
afirmado que, aunque la presencia de hongos es intrinseca a las biomezclas, otros microorganismos
podrian ser mas cruciales para la degradacion de los plaguicidas (Saez et al., 2022b). Los datos

estadisticos para ambas enzimas se encuentran detallados en el Anexo IV.
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Figura 12. Actividad fenoloxidasas (FOX) en el eje izq. con barras color violeta e hidrolisis de la fluoresceina
(FDA) en el eje der. con barras color amarillo, para cada sustrato (tres biomezclas y suelo) antes de ser
fumigados. Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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1.6. Conclusion

Como conclusion parcial de este primer Capitulo, se destaca que, en primer lugar, se lograron
estabilizar diversos residuos agropecuarios y urbanos. En ambas mezclas el contenido de nitrégeno
amoniacal disminuy6 un 99 %, la CE se redujo un 80 % y el pH se mantuvo alcalino, acorde a los
estandares para sustratos estabilizados. Luego, se finalizd el proceso mediante vermicompostaje,
empleando lombrices E. fetida como herramienta biotecnologica. Estas mostraron un muy buen
desempefio en las mezclas estabilizadas, principalmente porque favorecieron su reproduccion. La
gran actividad de las lombrices hizo que homogeneizaran los sustratos, a la vez que mejoraron sus
propiedades fisicoquimicas, y mantuvieron activos los consorcios microbianos presentes por dos
meses mas, luego de ser incorporadas. Las caracteristicas fisicoquimicas y biologicas de los
vermicompost obtenidos fueron similares, y se hallaron libres de patégenos y con olor tipico de
humus. En segundo lugar, estos sustratos generados fueron incorporados con éxito como parte de las
biomezclas nuevas, ya que los resultados revelaron que el contenido de MO (> 20%) y la actividad
microbioldgica eran mejores respecto a la biomezcla de referencia y al suelo. Estas biomezclas son
novedosas en el sentido de que reemplazan la turba como material organico, siguiendo la logica de la
economia circular y el uso de recursos renovables. Asimismo, en los proximos Capitulos se
continuaran analizando las propiedades fisicoquimicas y bioldgicas de cada biomezcla en vinculo con

la degradacion y adsorcion a los plaguicidas que fueron escogidos para esta Tesis.
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2. Estudios de degradacion de los plaguicidas en las biomezclas

2.1. Introduccién

En este segundo Capitulo se estudio la degradacion de los plaguicidas seleccionados, en los
Sistemas de Biopurificacion, empleando las biomezclas disefiadas en el Capitulo 1. Cada biomezcla
constituyod un sustrato distinto. Las formulaciones estuvieron compuestas por suelo, rastrojo de trigo
y vermicompost 1 (sin lodos cloacales) -SRV-C1-; suelo, rastrojo de trigo y vermicompost 2 (con
lodos cloacales)- SRV-C2- y la biomezcla de referencia, constituida por suelo y rastrojo de trigo -SR-
. La incorporacion de vermicompost en las biomezclas tuvo como finalidad aportar materia organica
y capacidad biologica de degradacion, reemplazando la turba (recurso no renovable) empleada
originalmente con ese proposito (Sanchez-Hernandez et al., 2019). Asimismo, se incluy6 un sustrato

constituido Ginicamente por suelo -S-.

Los insecticidas y herbicidas (cipermetrina -CIP-, dimetoato -DIM-, imidacloprid -IMI-, 2,4-
D y acetoclor -ACE) fueron elegidos en funcion de su uso frecuente tanto en la region como a nivel
mundial (Aparicio et al., 2015; Casadinho, 2018). Estos compuestos presentan estructuras quimicas
diversas y, por lo tanto, propiedades diferentes que determinan su comportamiento y degradacion en

los Sistemas de Biopurificacion.

La CIP es un éster carboxilico, es la mezcla de dos isdmeros cis y trans, en una proporcion 1:1.
Se clasifica como un insecticida piretroide sintético, con baja presion de vapor, por lo que no tiende
a volatilizarse en solucidon acuosa y posee una persistencia relativamente baja en el suelo. Ademas,
al ser no polar es muy poco soluble en agua. La degradacion microbiana constituye la principal via
de transformacion de la CIP, aunque su persistencia aumenta en suelos con elevado contenido de
materia organica o arcillas, baja actividad bioldgica y condiciones anaerobica (Jones, 1995). E1 DIM
es otro insecticida, organofosforado, y el tinico de los cinco que no contiene anillos aromaticos en su
estructura. Posee alta solubilidad en agua y baja afinidad por las particulas del suelo. Es susceptible
a la hidrolisis en condiciones acidas, moderadamente estable frente a la degradacion microbiana y
poco volatil debido a su baja presion de vapor. Se ha observado que los microorganismos presentes
en lodos cloacales o aguas residuales pueden emplear plaguicidas como el DIM como fuente de
carbono (Van Scoy et al., 2016). El tercer y Gltimo insecticida empleado en la mezcla es el IMI, un
insecticida sistémico neonicotinoide, poco volatil por su baja presion de vapor. Su elevada solubilidad
en agua y bajo coeficiente de adsorcion al carbono organico (Koc) indican una escasa tendencia a
unirse a las particulas del suelo. Su persistencia depende de multiples factores, y solo un ntimero
limitado de microorganismos tiene capacidad de mineralizarlo (Castillo Diaz et al., 2017; Fossen,

2006). Por otro lado, el ACE es un herbicida que pertenece a la familia de las cloroacetamidas. Es un
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herbicida no volatil y con alta movilidad en el suelo, lo que le permite alcanzar cuerpos de agua
superficiales y subterranecos, donde suele encontrarse principalmente en forma disuelta. En el suelo,
su degradacion ocurre principalmente por accién microbiana, ya que su adsorcion es débil y se
produce principalmente sobre la materia organica (Lengyel & Fo6ldényi, 2003; Ministerio de
Ambiente y Desarrollo Sostenible de Argentina, 2021). Finalmente, el 2,4-D pertenece al grupo de
los compuestos fenoxi. Es un herbicida susceptible a la degradacion microbiana, aunque altamente
propenso a la lixiviacion debido a su baja masa molecular, limitada volatilizacién y alta solubilidad.
Es el tnico de los plaguicidas estudiados capaz de disociarse, con un pKa de 3,40 a 25°C (Boivin et

al., 2005; Peterson et al., 2016).

La degradacion de estos compuestos en las biomezclas y en el suelo depende en gran medida
de las propiedades fisicoquimicas mencionadas. Para determinar los patrones de degradacion en cada
caso, se obtuvieron datos experimentales que permitieron modelizar las cinéticas de degradacion,
complementadas con determinaciones bioldgicas -como el indice de germinacion y la exposicion

aguda de lombrices-, a fin de evaluar el grado de descontaminacion alcanzado en cada sustrato.

2.2. Objetivos

El objetivo de este segundo Capitulo fue estudiar el proceso de degradacion de los plaguicidas
seleccionados en las biomezclas disefiadas con vermicompost. Ademas, modelar las cinéticas de
degradacion y monitorear las respuestas biologicas, a fin de comparar la eficiencia de dichas

biomezclas respecto a la biomezcla de referencia y al suelo agricola solo.

2.3. Materiales v métodos

2.3.1. Diseflo experimental

Para poder evaluar la biorremediacion general de cada sustrato y la disipacion en particular de
cada uno de los plaguicidas seleccionados a lo largo del tiempo, primeramente, se dispusieron las tres
biomezclas y el suelo, ya madurados, en cajas de vidrio de 20x10x12 cm, por triplicado (Fig. 13). El
ensayo de degradacion se llevd a cabo durante 119 dias. Se mantuvo un contenido de humedad del

70% y una temperatura ambiente de 24 + 2 °C durante todo el ensayo.
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Figura 13. Sustratos del ensayo de degradacion. De der. a izq. se presenta SR (biomezcla de referencia, suelo
y rastrojo), SRV-CI1 (suelo, rastrojo y vermicompost 1, sin lodos), SRV-C2 (suelo, rastrojo y vermicompost 2,
con lodos) y S (suelo). Cada caja es considerada una unidad experimental.

2.3.2. Preparacion de soluciones con plaguicidas y fumigacion

Cada uno de los sustratos fue rociado con una solucidén acuosa contaminada, que contenia en
su preparacion la mezcla total de los plaguicidas previamente seleccionados: imidacloprid (IMI),
dimetoato (DIM), cipermetrina (CIP), acetoclor (ACE) y 2,4-D. La concentracion total en cada unidad
experimental fue de 390 mg kg!. La formula molecular, la estructura y el nombre quimico de cada
uno de ellos son presentados en la Tabla 7. La humedad de cada unidad experimental del 70% se
alcanzd en principio con la propia de la solucion de fumigacion y luego se mantuvo el resto de los

dias de ensayo con agua corriente.

Las concentraciones iniciales, seleccionadas sobre la base de la bibliografia y las practicas
agricolas (Aparicio et al., 2015; Casadinho, 2018; Maggi et al., 2023b; Sharma & Garg, 2018), fueron
de 80 mg kg™! para 2,4-D, CIP y DIM, 30 mg kg™ para IMI y 120 mg kg™! para ACE. Para preparar la
solucion acuosa se emplearon las formulaciones comerciales de cada uno de ellos: 2,4-D (30 % p/v
DEDALO elite); CIP (Microactive 25 % p/v); IMI (Record 30 % p/v) y ACE (Acetoclor 90 % p/v),
facilitados por Surcos S.A. ElI DIM fue adquirido en una tienda local (GlacoXAN D-Sist 7,5 %).
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Tabla 7. Nombre, férmula molecular y estructura quimica de las moléculas de los plaguicidas elegidos.

Plaguicida Estructura quimica
Cs Hio CINs O: 7
N N N
/ 0
Imidacloprid = y /4
L
AN
N
[(1-[(6-cloropiridina-3-il) metil]-N-nitro-4, 5-dihidroimidazol-2-amina]
Cs Hiz NOs PS: / o
o}
Dimetoato \\P TN N/
\ 0// A\ |
N H
[0, O-Dimetil-S-[2-(metilamino)-2-oxoetil]fosforoditioato]

C22 H19 ClZ NO3
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C14 H2o C1 NO2 L
o /L

O

2-cloro-N-(etoximetil)-N-(2-¢etil-6-metilfenil) acetamida

Acetoclor

Cs Hs Cl2 Os

24D O% (\ o /Q

OH

Acido 2.4-diclorofenoxiacético

2.3.3. Cuantificacion de los plaguicidas

Para poder realizar la cuantificacion de los plaguicidas sobre las matrices solidas, se tomaron
muestras a partir de un pool conformado por cinco puntos de diferentes zonas de cada sustrato (unidad

experimental). El muestreo se realizé en los dias 0, 7, 14, 28, 56, 84 y 119.

La cuantificacion de los plaguicidas en los sustratos fue realizada por investigadoras del
PRINARC-FIQ-UNL. Para ello, el herbicida 2,4-D se extrajo dos veces con diclorometano, mientras
que ACE, CIP, DIM e IMI se extrajeron con acetonitrilo, y los extractos se limpiaron mediante
extraccion dispersiva en fase sdlida siguiendo el método de preparacion de muestras basado en
QuEChERS (Anastassiades & Lehotay, 2003). Los plaguicidas se cuantificaron en un cromatégrafo
liquido de ultra alta resolucion con una fuente de ionizacion por electro-spray (en modo positivo y
negativo) y acoplado a un espectrometro de masas de triple cuadrupolo (UHPLC-ESI-MS/MS,
Waters Acquity UPLC® y Waters TQD) y en un cromatdgrafo de gases acoplado a un espectrometro
de masas de triple cuadrupolo con ionizacidén por impacto electronico (GC-EI-MS/MS, Agilent
7890B y 7000C triple cuadrupolo). En todos los casos, el laboratorio validé las metodologias
completas segun lo recomendado por el documento de orientacion de la Comision Europea sobre el
control de calidad analitico y el procedimiento de validacion de métodos para residuos de plaguicidas,

SANTE/2021/11312 (SANTE, 2021). El LOQ se establecié en 0,1 mg kg ! para cada compuesto;
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luego, los LOQ se verificaron experimentalmente analizando muestras en blanco enriquecidas para
corroborar que los iones de diagnostico cumplen con las condiciones de abundancia relativa y los
criterios del método para la veracidad y precision. Los métodos y condiciones analiticas empleadas

se describen en mas detalle en el Anexo I: “Cuantificacion de plaguicidas en matrices solidas™.
2.3.4. Estudio de la cinética de degradacion de los plaguicidas

Se aplicaron modelos cinéticos (FOCUS et al., 2006; Hernandez-Soriano et al., 2009) a las
curvas de degradacion experimentales obtenidas, para describir la cinética de degradacion de los
plaguicidas en los distintos sustratos. La Ec. (2.1) representa el modelo de Primer Orden (SFO),
mientras que la Ec. (2.2) corresponde al modelo bifasico Gustafson-Holden. Las ecuaciones de cada

modelo se presentan a continuacion:

C,=Coe ™ (2.1)
C
Co =72z (2.2)
(E“)

Donde, C; (mg L) es la concentracion a tiempo ¢ (dias), Cy (mg L) es la concentracion inicial
y k (dia ") la constante de velocidad de reaccion. En la Ec. (2.2), a es el parametro de forma

determinado por el coeficiente de variacion de £y f el parametros de locacion. forma y ubicacion.

El modelo SFO aplicado posee dos parametros y supone que la velocidad de cambio en la
concentracion de plaguicidas es directamente proporcional a la concentracion restante en cualquier
momento. Ademas, asume que el nimero de moléculas de plaguicidas es bajo en relacion con el
numero de microorganismos degradadores y sus enzimas. Este modelo es independiente de la
concentracion inicial de los plaguicidas. En cambio, los modelos cinéticos bifasicos, como Gustafson-
Holden, describen una disminucioén inicial rapida de las concentraciones de plaguicidas seguida de
un descenso mas lento; este modelo define sub-compartimentos en el sélido heterogéneo, cada uno

con una velocidad de degradacion de Primer Orden diferente (FOCUS et al., 2006).

Los modelos también permitieron obtener los tiempos de vida media (DTso) para cada
plaguicida en cada sustrato (es decir, tiempo necesario para degradar la mitad de la concentracion
inicial del plaguicida). La Ec. (2.3) corresponde a la féormula para el calculo del DTso para el modelo

SFO y la Ec. (2.4) para el modelo de Gustafson-Holden.

DTso =1In2/k 2.3)

DTso = B(z(i) —~ 1) (2.4)
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2.3.5. Seguimiento de pardmetros fisicoquimicos y respuestas biologicas

Para cada sustrato, se monitorearon, tanto al inicio (sin fumigar) como en los dias 0, 14, 56 y
119, la actividad microbiana total (FDA) y la actividad fenoloxidasas (FOX), ya descriptas en el

Capitulo anterior en las Secciones 1.3.2 y 1.3.5.

Ademas, en esta Seccidén se realizaron ensayos de toxicidad para evaluar el grado de
desintoxicacion de las biomezclas y del suelo. Las lombrices de la especie Eisenia fetida y las semillas
de lechuga Lactuca sativa, se utilizaron como especies modelo para ensayos agudos de exposicion y
obtencion del indice de germinacion (IG), respectivamente. Estos ensayos se realizaron debido a su
alta sensibilidad frente a diversos contaminantes y su facilidad de experimentacion. Las técnicas de

estos ensayos se describen a continuacion.
2.3.5.1. Indice de germinacion

Como se menciond previamente, otra respuesta bioldgica evaluada fue el 1G, que permitié
conocer el estado de fitotoxicidad de cada uno de los sustratos. Consiste en un bioensayo que
contempla tanto la germinacion como la elongacion radicular de semillas de la especie Lactuca sativa
(lechuga), que es considerada un organismo bioindicador que evalta la toxicidad de muchos
contaminantes ambientales (Vieira et al., 2024) siguiendo el protocolo correspondiente (U.S. EPA,
1996). Para esta prueba se colocaron 15 g de muestra de biomezcla o suelo en una placa de Petri con
humedad al 50% con agua corriente junto a 20 semillas de L. sativa. Luego, las placas se incubaron
por 5 dias en estufa con circulacion forzada a 22 + 2 °C en la oscuridad. Al finalizar este periodo, se
contabilizd el numero de semillas germinadas y se midid la longitud de la radicula de éstas,
empleando el software IC Measure 2.0.0. 286. De este modo, se obtuvo el IG (%), de acuerdo con la

Ec. (2.5), que se describe a continuacion:

16 %) = [(¢5/¢ ) LR/ pc)] % 100 (2.5)

Donde, Gs y Gc corresponden al nimero de semillas germinadas en la muestra y en el control,

respectivamente, y LR y LRC, la longitud media de las raices también en la muestra y en el control.

Este indice se midi6 al finalizar el ensayo de degradacion para estimar el grado de
descontaminacion de las biomezclas agotadas y de los sustratos evaluados, desde el aspecto

fitotoxico.
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2.3.5.2. Exposicion aguda de lombrices

Se realizd un ensayo de exposicion aguda de lombrices para complementar el ensayo de
fitotoxicidad, contemplando que los residuos de plaguicidas también afectan la fauna si se hallasen
presentes. Las lombrices E. fetida al finalizar el ensayo, se sometieron a una prueba de contacto, para
evaluar la tolerancia al sustrato y su capacidad de supervivencia (OECD, 1984b) como medida
indirecta también de descontaminacion de cada sustrato. En este caso, se afiadieron 12 individuos
adultos por caja de vidrio que contenian 615 g de cada biomezcla o suelo, y se mantuvieron a
temperatura ambiente, con una humedad del 60%. Se evalu6 la supervivencia de los individuos
después de 96 h de exposicion. Se consideré como individuo muerto a aquel que no respondia a un

toque suave mecanico en la seccion delantera del individuo (Lammertyn et al., 2021).

2.4. Anélisis estadistico

Los resultados se presentan como valores promedio de tres mediciones a los que se les
calcularon e informaron sus desviaciones estandar (SD). La diferencia significativa entre las medias
de los grupos se analizo6 aplicando la prueba t-Student para muestras independientes o pareadas, con
un nivel de significancia del 5%, utilizando el software Minitab, version 19. Ademas, Para estimar
todos los parametros de los modelos se utilizé el analisis de regresion no lineal, con la minimizacion

de la suma de las diferencias cuadraticas entre los valores experimentales y los estimados.

2.5. Resultados v discusion

2.5.1. Disipacion de los plaguicidas y modelado cinético

A partir de la cuantificacion de los plaguicidas en las matrices solidas, de acuerdo con la
Seccion 1.3.3, se calcularon las concentraciones relativas remanentes de cada plaguicida al finalizar
los 119 dias de ensayo. Se puede observar en la Fig. 14 que las tres biomezclas tuvieron mas éxito en

la eliminacion de los plaguicidas que el S.

Las tres biomezclas degradaron mas del 99% de la concentracion inicial de ACE y DIM. En el
caso de la CIP, la remocion fue del 94% en SR, mientras que en SRV-C1 y SRV-C2 fue de 98 y
97,3%, respectivamente. La biomezcla de referencia removié un 99,7% del IMI, mientras que en
SRV-C1 y SRV-C2 la remocion fue del 98,5% y 96,6%, respectivamente. En el caso del 2,4-D este
se disipé mas del 99% en todos los sustratos. El S fue capaz de remover solo un 62,5% del ACE;
77,4% de la CIP; 74,6% del DIM y 64,7% de IMI, es decir, después de cuatro meses, el suelo seguia

contaminado con cuatro de los cinco plaguicidas. La biomezcla SR mostr6 una capacidad de remocion
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muy alta de la mayoria de los plaguicidas, no obstante, los porcentajes de remocion de la CIP fueron

mas elevados en las biomezclas con vermicompost.

Posiblemente, la incorporacion de materiales lignoceluldsicos u organicos al suelo agricola
(ya sea rastrojo o vermicompost) en la composicion de las biomezclas incremento la capacidad de
degradar los plaguicidas. En comparacion con S, la degradacion de ACE mejord 57%, la de la CIP
25%, la del DIM 32% y la de IMI un 52%. Ademas, entre los plaguicidas seleccionados, la CIP es el
mas apolar, mientras que el 2,4-D presenta la mayor polaridad (orden de polaridad creciente: CIP <

ACE < DIM < IMI < 2,4-D), lo cual pudo haber influido también en la eficiencia de su degradacion.

1.0
0.9 1 [_]s
= ISR
[ ]srRv-Cl

0.4 H - SRV-C2
g |
o 034

0.2 +

0.1
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Imidacloprid Acetoclor Dimetoato  Cipermetrina 2,4-D

Figura 14. Comparacion de concentraciones relativas remanentes de cada plaguicida en suelo (S), en la
biomezcla de suelo y rastrojo (SR) y en ambas biomezclas con vermicompost (SRV-C1 y SRV-C2) al
finalizar el ensayo de degradacion.

Como se menciono, los modelos aplicados describieron las curvas experimentales de la cinética
de degradacion de cada plaguicida, obtenidos a lo largo del ensayo. Los resultados pueden observarse
graficados en las Figuras 15 a 19 dispuestas a continuacion en este Capitulo. Asimismo, en la Tabla
8 se presentan los valores de los parametros obtenidos de los modelos cinéticos de SFO y Gustafson-

Holden (bifasico), asi como las vidas medias de disipacion para cada plaguicida en cada sustrato. Los
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valores de los parametros de los modelos aplicados permitieron conocer la velocidad de degradacion

de cada uno de los plaguicidas en los sustratos.

Se realiz6 una comparacion de la eficiencia de las biomezclas obtenidas en esta Tesis con otras
empleadas para tratar estos plaguicidas. En cuanto a la eliminacion del IMI (Fig. 15), en todas las
biomezclas evaluadas se obtuvo para este plaguicida un DTso entre 24 y 33 dias, dependiendo del
modelo aplicado. Delgado-Moreno et al. (2017) hallaron que una biomezcla constituida por suelo,
vermicompost de orujo himedo de aceituna y restos de poda de olivo mostré mejores capacidades de
disipacion del IMI (80%) respecto a una biomezcla tradicional (suelo, turba y rastrojo). La &
informada para el modelo de SFO en dicho trabajo fue de 0,0086 d™!' (un orden de magnitud més bajo
que el obtenido en este estudio), y acorde al modelo de Gustafson-Holden, un tiempo de vida media
similar al aqui obtenido (27 dias), con una k de 0,0037 d!. Estos autores, ademas, encontraron un
metabolito no tdéxico, imidacloprid-urea, que fue metabolizado posteriormente por los
microorganismos de su biomezcla. Asimismo, en otro de sus trabajos Delgado-Moreno et al. (2017b),
compararon las mismas biomezclas, en la que contenia vermicompost, pero ademdas agregando
estiércol, y obtuvieron con el modelo SFO una constante de velocidad de degradacion de 0,0044 d!
para la tradicional y el doble para la que contenia vermicompost. Los tiempos de vida media para IMI
que calcularon estos autores a partir de este modelo fueron muy diferentes a los presentados en este
trabajo, siendo 84 dias en la biomezcla con vermicompost y 224 dias para la tradicional. Mientras
que el méaximo para IMI aqui informado para, por ejemplo, la biomezcla SRV-C2 que contenia lodos,

fue de 31 dias aplicando el modelo SFO y 27 dias con el bifasico.

Por otro lado, Oviedo-Matamoros et al. (2024), empleando una biomezcla comercial de
compost-suelo-fibra de coco, observaron a los 30 dias una remocion de solo el 33% del IMI inicial
(30 mg kg!) de una mezcla de plaguicidas. Kumari et al., (2023) informaron la aplicacién conjunta
de IMI con azoxistrobina a una biomezcla a base de compost comercial y mostr6é una eliminacion
completa en 45 dias, pero se habian empleado concentraciones iniciales mas bajas (~10 mg kg™! para
cada plaguicida). En otra investigacion previa, estos autores informaron una vida media similar a la
de este trabajo (22-35 dias) en una mezcla también con azoxistrobina en biomezclas compuestas de
paja de arroz/mazorca de maiz y turba a base de compost a dosis de 20-100 mg kg™ (Kumari, Mandal,
et al., 2019). Delgado-Moreno et al., (2017b) y Lescano et al. (2022) en cambio, informaron valores
de DTso mas altos de los aqui obtenidos, de 84 y 83 dias, respectivamente. Estos valores mas altos se
obtuvieron con biomezclas basadas en vermicompost con poda y orujo de oliva, y con rastrojo de
moha y suelo, para eliminar IMI (~ 100 mg kg™") en una mezcla con diurdn, tebuconazol y oxifluorfen
(Delgado-Moreno et al., 2017b); y IMI (9 mg kg™') en una mezcla con glifosato, atrazina, prometrina
y carbendazim (Lescano et al., 2022). Las constantes cinéticas estimadas fueron un orden de magnitud

menor (k=0,0083 d' y &=0,005 d”!, respectivamente) que las obtenidas en este trabajo (k= 0,021 d).
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Figura 15. Cinética de degradacion modelada para IMI en cada uno de los sustratos a) Biomezcla SRV-C1;
b) Biomezcla SRV-C2; ¢) Biomezcla SR y d) Suelo solo. Los modelos se indican en lineas amarillas (Primer
Orden) y verdes (Gustafson-Holden), mientras que los datos experimentales @ y sus respectivas barras de
error se indican en color negro.

La eliminacion del DIM se muestra en la Fig. 16. La constante de velocidad de degradacion
fue mayor para SRV-C1 con un 85% de degradacion después de solo 14 dias y una remocion completa
para el dia 56. En SR y SRV-C2, la remocién también se completd al dia 56; sin embargo, las
constantes de velocidad fueron inferiores al de SRV-C1. En S, se observaron valores de la constante
k mas bajos que en el resto de las biomezclas y un porcentaje de degradacion mucho menor para este
plaguicida, alcanzando un total del 75% al final del ensayo, con un DTso= de 30 dias. Masis-Mora et
al. (2019a), en comparacion a los valores aqui presentados, obtuvieron una vida media muy alta (173
dias) para el DIM, a partir de una mezcla de varios plaguicidas en bajas concentraciones iniciales (4-
8 mg kg'!) en una biomezcla a base de compost, mientras que Karanasios et al. (2010a) estudiaron
biomezclas con suelo y compost de sustrato de hongos para eliminar el DIM con otros seis
plaguicidas, y reportaron valores de vida media entre 5 y 15 dias. En este estudio, se puedo calcular

una vida media para DIM de 8 dias a partir del comportamiento de la biomezcla con mejor
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rendimiento (SRV-C1). Delgado-Moreno et al. (2017) también reportaron una alta eficiencia de
disipacion para este plaguicida utilizando cuatro biomezclas que contenian residuos organicos de
olivo con suelo, pero debido a la rapida disipacion no fue posible construir las curvas; y sugieren que
las moléculas polares no aromaticas de este insecticida pueden mantenerlo en soluciéon y mas
accesible al ataque de microorganismos. Karanasios et al. (2010b) encontraron que la disipacion de
DIM utilizando biomezclas que contienen compost se describia mejor mediante el modelo cinético
de SFO, pero ambos modelos cinéticos de disipacion (SFO y Gustafson-Holden) estimaron la misma
vida media de 5,8 dias. Por el contrario, Masis-Mora et al., (2019b) obtuvieron un valor de £ de 0,004
dia! (DTso= 173 dias) para DIM con una biomezcla a base de compost, es decir de 13 a 23 veces

menor que los obtenidos con SRV-C1 y SRV-C2 aplicando también el modelo de SFO.
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Figura 16. Cinética de degradacién modelada para DIM en cada uno de los sustratos a) Biomezcla SRV-C1;
b) Biomezcla SRV-C2; ¢) Biomezcla SR y d) Suelo solo. Los modelos se indican en lineas amarillas (Primer
Orden) y verdes (Gustafson-Holden), mientras que los datos experimentales @ y sus respectivas barras de
error se indican en color negro
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Para la CIP, se obtuvo un resultado de eliminacion notable para las dos biomezclas con
vermicompost. Como se puede ver en la Fig. 17, el porcentaje de degradacion mas alto se obtuvo con
la biomezcla SRV-C1, que alcanzo6 un 95% después de 56 dias de ensayo. En el caso de la biomezcla
de referencia (SR), se logré un porcentaje de eliminacion de solo el 67% en el mismo tiempo. Al final
del ensayo, la remocion fue mayor al 95% para las biomezclas, mientras que solo se logré una
remocion del 77% en el suelo. La CIP tuvo una de las mayores persistencias entre los plaguicidas
probados, ya que al finalizar permaneci6 presente en los cuatro sustratos, aunque en bajas cantidades

dentro de las biomezclas.

Este insecticida no polar, con una vida media reportada de 15 a 76 dias en el suelo, es propenso
a absorberse en el solido debido a su baja solubilidad en agua, mientras que sus principales
metabolitos  intermedios  (4cido  3-fenoxibenzoico 'y acido  3-(2,2-diclorovinil)-2,2-
dimetilciclopropanocarboxilico son solubles y modviles, con tasas de degradacion mas rapidas pero
mayor toxicidad aguda para los organismos terrestres (Bhatt et al., 2022; PPDB, 2024). En un estudio
de Omirou et al. (2012a), se reportaron valores de vida media de 14,8 y 18,7 dias para CIP con dos
biomezclas compuestas por suelo, paja y tallos de uva, y un compost de semillas que contenia 25 y
50% de compost, respectivamente. Estos valores son consistentes con esta Tesis, ya que a partir de
los datos experimentales se pudo estimar una vida media cercana a los 10 dias en las biomezclas con
vermicompost. La degradacion de CIP fue también estudiada por Omirou et al. (2012b) en biomezclas
a base de compost y encontraron que el modelo SFO describié mejor la cinética, informando un DT
de 18,7 hasta 36,4 dias, para las diferentes biomezclas. En este caso, SRV-C2 es comparable a su
mejor biomezcla (18 dias) y SRV-C1 fue aun mas eficiente (11 dias). La biomezcla SRV-C1 también
fue mas eficiente que las mezclas de suelo con enmiendas organicas e inorganicas ensayadas por
Amin et al. (2021) para la degradacion de dosis bajas de CIP (0,9-4,8 mg kg™!), mientras que SRV-
C2 fue comparable con su mejor biomezcla, que contenia estiércol (DTso 18,6 dias). Estos autores
informaron vidas medias aplicando ecuaciones cuadraticas de Primer Orden a las concentraciones de
CIP residuales, y concluyeron que las enmiendas organicas tienen un mejor potencial que las
enmiendas inorganicas y el suelo solo para degradar este plaguicida; esto también se observo para

organofosforados como el DIM.
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Figura 17. Cinética de degradacion modelada para CIP en cada uno de los sustratos a) Biomezcla SRV-C1;
b) Biomezcla SRV-C2; ¢) Biomezcla SR y d) Suelo solo. Los modelos se indican en lineas amarillas (Primer
Orden) y verdes (Gustafson-Holden), mientras que los datos experimentales @ vy sus respectivas barras de
error se indican en color negro.

En el caso del ACE, como se observa en la Fig. 18, su eliminacion siguio la misma tendencia
de disipacion para las tres biomezclas con alta degradacion a partir del dia 28 (>90%). Sin embargo,
la eficiencia fue mayor para SRV-C1 y SRV-C2, ya que a partir del dia 56 las concentraciones
medidas estuvieron por debajo del limite de deteccion. En el caso del suelo, se logr6 una tasa de
degradacion del 63% después de 119 dias de ensayo. En el caso de las biomezclas con vermicompost,
se estim6 una vida media de 6-7 dias. Este resultado concuerda con Chu & Eivazi (2018) quienes
informaron valores de vida media de 4 a 6 dias para la eliminacion de ACE en combinacion con otros
plaguicidas utilizando biomezclas con paja de trigo, tierra y compost en reemplazo de turba. Zhang
et al. (2021) encontraron diez metabolitos y ocho conjugados como productos de la degradacion del
ACE en el suelo, pero la molécula de herbicida puede sufrir diferentes vias degradativas afectadas
por la matriz, la humedad, el pH, la MO y las comunidades microbianas. Al respecto Delgado-Moreno
et al. (2017) también sostienen que la presencia de metabolitos puede limitar la degradacion de

plaguicidas a través de un fenomeno de degradacion competitivo. Para la disipacion de ACE, Chu &
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Eivazi, (2016) también aplicaron el modelo SFO y obtuvieron resultados consistentes a los aqui
presentados, con valores de k comparables de 0,13-0,17 dia™! y vidas medias similares con diferentes
biomezclas de compost/turba, paja de trigo y suelo. Cai et al. (2007) informaron un valor de & similar
de 0,11 dia, junto con una vida media equivalente, para la degradacion de ACE en un suelo
modificado con un fertilizante liquido organico comercial; mientras que Feng et al. (2023) también
aplicando un modelo cinético de primer orden, observaron una mejora de las tasas de degradacion al
agregar enmiendas orgénicas o fertilizantes al suelo, que modifican la estructura microbiana de
bacterias y hongos. Cabe sefialar que ambos trabajos se realizaron con una solucion de ACE de soluto

unico y no en una mezcla de plaguicidas.
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Figura 18. Cinética de degradacion modelada para ACE en cada uno de los sustratos a) Biomezcla SRV-C1;
b) Biomezcla SRV-C2; ¢) Biomezcla SR y d) Suelo solo. Los modelos se indican en lineas amarillas (Primer
Orden) y verdes (Gustafson-Holden), mientras que los datos experimentales @ vy sus respectivas barras de
error se indican en color negro.

Finalmente, en cuanto al 2,4-D (Fig. 19), la concentracion en todas las biomezclas estudiadas
cayo por debajo del limite de deteccion a los 28 dias, mientras que en el suelo no estuvo por debajo

del limite de deteccion hasta los 84 dias. A los 7 dias, solo SRV-C1 y SRV-C2 presentaron menos de
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9%y 4% de 2,4-D, respectivamente. A pesar de la alta eficiencia de remocion de las tres biomezclas,
las velocidades de disipacion fueron mayores para las dos biomezclas con vermicompost. Esta alta
remocion concuerda con los resultados reportados por Knight et al. (2016) ,quienes estudiaron la
disipacion de este herbicida en una biomezcla de suelo, estiércol compostado y paja de trigo, y
observaron el 50% de remocién en aproximadamente 6 dias. De manera similar, el estudio de
Fernandez et al. (2022) demostré que una biomezcla compuesta por rastrojo de trigo y suelo logro
degradar mas del 96% del 2,4-D después de 15 dias, y no se detectd su metabolito principal, el 2,4-
DCP, el cual mostr6 una degradacion aiin mas rapida. Otros dos estudios reportaron la remocion total
de 2,4-D, en una mezcla con otros plaguicidas, después de 41 dias utilizando diferentes biomezclas
con compost vegetal, sisal, algas y rastrojo de maiz (Gongora-Echeverria et al., 2017) y una biomezcla
de suelo y cascara de maiz (Cordova-Méndez et al., 2021a) con una vida media de entre 5,5 y 2,7
dias, respectivamente. El grupo de Gongora-Echeverria et al. (2017) estudio la disipacion de 2,4-D
en una mezcla de plaguicidas, en diferentes biomezclas de compost y materiales organicos,
informando un DTso mas alto, de 5,5 dias a partir del modelo SFO. Més recientemente, Cordova-
Meéndez et al. (2021b) aplicaron el modelo de Gompertz y obtuvieron un DTso de 2,7 dias para una

biomezcla de suelo y cascara de maiz.

71



Capitulo 2: Estudios de degradacion de los plaguicidas en las biomezclas

0,0

0.8

0,5

c/c,

0.3

0,0

° [ E.xperimental b| 1.0
Pirmer Orden

Gustafson-Holden
i 0,8
i 0,5

o
| “ 03
[ ]

. @ [ B @ ! ® 0,0

0 20 40 60 80 100 120

Tiempo (dias)
® ® Experimental d!l 10
Primer Orden ’
Gustafson-Holden
] 0,8
é 5 0,5
¢ S

1 0,3
—& T o0 o ————@ 0,0

0 20 40 60 80 100 120

Tiempo (dias)

® Experimental

®
Primer Orden
Gustafson-Holder
LY T E— Y S
0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (dias)
® ® Experimental
® Primer Orden
Gustafson-Holden
1 ®
T T .l I. T .
0 20 40 60 80 100 120

Tiempo (dias)

Figura 19. Cinética de degradacién modelada para 2,4-D en cada uno de los sustratos a) Biomezcla SRV-C1;
b) Biomezcla SRV-C2; ¢) Biomezcla SR y d) Suelo solo. Los modelos se indican en lineas amarillas (Primer
Orden) y verdes (Gustafson-Holden), mientras que los datos experimentales @ y sus respectivas barras de

error se indican en color negro.

EI DTso de IMI fue, en promedio, un 15% mas bajo con SRV-C1, mientras que DIM y ACE se

disiparon casi un 60% mas rapido con esta biomezcla. Este resultado sugiere que SRV-C1 fue una

biomezcla mas efectiva en general. Al comparar las dos biomezclas con otras, mostraron una muy

buena efectividad. Estas comparaciones muestran que, para estos cinco plaguicidas en biomezclas, el

modelo cinético SFO es el mas adecuado. Sin embargo, vale la pena mencionar que las diferencias

en las vidas medias estimadas no solo dependen del modelo aplicado, sino que estan influenciados

por multiples factores como la biodisponibilidad del compuesto, la actividad microbiana y las

condiciones ambientales (Feng et al., 2023; Luzzi et al., 2024), las caracteristicas fisicoquimicas de

la biomezcla como el pH, la humedad, la MO y el contenido de lignina (Gongora-Echeverria et al.,

2017) y también por la maduracion de las biomezclas durante las cuales se desarrollan cambios en

las comunidades microbianas y la actividad enzimatica (Bricefio et al., 2014).
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Tabla 8. Parametros estimados del modelo de Primer Orden Simple y Gustafson-Holden (bifasico) y vidas
medias de disipacion (DTso) calculadas de los cinco plaguicidas en cada sustrato.

Primer Orden (SFO) Gustafson-Holden
Parametro DTso Parametros del DTso
del modelo (dias) modelo (dias)
k (dia™) r? a B r’

IMI 0,028 0,949 25,06 5,08 161,18 0,952 23,56

DIM 0,091 0,953 7,65 18,00 190,00 0,951 7,46
XY ocr 0064 0,996 10,87 505 71,18 0,997 1047
ACE 0,103 0,998 6,71 21,32 200,00 0,997 6,61

2,4-D 0,349 0,999 1,98 17,97 47,89 0,999 1,88
IMI 0,023 0,966 30,69 2,82 98,00 0,955 27,28

DIM 0,053 0,991 13,08 5,78 97,00 0,983 12,35
Slégl' CIP 0,038 0,978 18,21 4,41 105,50 0,972 17,98
ACE 0,109 0,995 6,35 8,72 74,42 0,995 6,16

2,4-D 0,449 0,999 1,54 9,16 20,00 0,999 1,57
IMI 0,021 0,947 32,65 2,69 99,00 0,936 29,14

DIM 0,039 0,936 17,79 4,44 99,80 0,918 16,85
SR CIP 0,027 0,922 25,27 1,14 2438 0,975 20,36
ACE 0,086 0,980 8,02 9,00 94,90 0,975 7,60

2,4-D 0,098 0,983 7,04 39,41 39395 0983 7,98

MI 0,012 0,408 56,52 0,20 1,42 0,976 45,03

DIM 0,018 0,892 38,66 0,68 16,99 0,995 30,08

S CIP 0,019 0,778 36,48 0,48 7,86 0,991 2591
ACE 0,014 0,424 49,57 0,25 2,33 0,972 35,03

2,4-D 0,035 0,934 20,01 4,04 97,50 0912 18,25

Los dos modelos cinéticos aplicados describieron muy bien las curvas experimentales de todas
las biomezclas, principalmente las de SRV-C1 y SRV-C2 (12 > 0,95). La similitud de los ajustes y de
los DTso calculados con ambos modelos podria deberse a que mas del 50% de la disipacion de los
plaguicidas ocurri6 en la etapa inicial, durante las primeras semanas. Aunque el modelo de SFO ajusto
ligeramente mejor la mayoria de las curvas de degradacion, el modelo bifasico fue el que mejor pudo
describir la cinética de degradacion de la mayoria de los plaguicidas en el S (r>>97). Esto puede
deberse a que, debido a la menor velocidad de degradacion, tienen mas peso las diferentes velocidades
a las que se degradan las fracciones consideradas por el modelo. Para el caso del suelo el modelo de

SFO sobreestima los DTso.
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Acorde a las constantes k£ de degradacion, en donde cuando mayor es el valor de &, mas rapida
es la degradacion; en la biomezcla que mas rapido se degrado el 2,4-D fue en SRV-C2. Al contrario,
el ACE se degrado6 a una velocidad muy similar en ambas biomezclas con vermicompost. La CIP
mostrd las velocidades de remocion mas altas en SRV-C1, al igual que el DIM, con respecto al resto
de los sustratos. El escenario menos favorable, es decir la degradacion mas lenta, se observo para IMI

en S.

El 2,4-D, como se mencion6 anteriormente, fue el plaguicida que mostré menor persistencia
en los sustratos, con un DTso minimo de 2 dias para las biomezclas disefiadas en esta Tesis, y un
maximo de 20 dias en el S, mientras que el IMI fue el méas persistente en el tiempo. Esto se respalda
tanto graficamente, como por las constantes cinéticas estimadas a partir del modelo SFO, donde 2,4-
D exhibe el valor de k£ mas alto y IMI el mas bajo. Ademas, segun el modelo de Gustafson-Holden,
la disipacion es mas rapida para valores mas altos de a y para valores mas pequefios de £; lo que

concuerda con los valores estimados de estos parametros para estos dos plaguicidas.

Los modelos de decaimiento exponencial (Hernandez-Soriano et al., 2009) y el modelo bi-
exponencial (FOCUS et al., 2006) también fueron aplicados, pero ninguno de ellos produjo un ajuste
significativamente mejor; por lo tanto, no se examinan mas a fondo en la presente Tesis. Como
sostienen otros autores, cuando varios modelos describen con precision los datos experimentales, es

preferible seleccionar el mas sencillo (Brozni¢ & Milin, 2013).

2.5.2. Actividad microbiologica de las biomezclas y del suelo durante la degradacion de los

plaguicidas

Como se mencioné previamente, a lo largo del ensayo de degradacion, se midi6 a intervalos
regulares la actividad microbiana (FDA y FOX), observandose la actividad bioldgica original de cada
sustrato antes de ser pulverizados, asi como su variacion durante el ensayo y al finalizar a los 119
dias. Se sabe que la actividad de las enzimas extracelulares como ser las celulasas, fosfatasas y otras
hidrolasas pueden responder a perturbaciones en el sustrato y desempefar funciones claves en los
ecosistemas (Sinsabaugh, 2010). Conocer como varia esta actividad ayuda a comprender mejor la
eficiencia en la remocion de plaguicidas, que depende en gran medida de los microorganismos
presentes. Ademas, permite evaluar si concentraciones bajas de plaguicidas aun pueden ser

perjudiciales para la microbiota del sustrato.
2.5.2.1. Seguimiento de la hidrolisis de la FDA

En la Fig. 20 a continuacion, se puede observar la variacion de la FDA a lo largo de todo el

ensayo en cada uno de los sustratos. Al comienzo, todos los sustratos presentaron una actividad
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similar, excepto S. Este se diferencio del resto de los sustratos por su baja actividad bioldgica a lo
largo de todo el ensayo. Las biomezclas con vermicompost sostuvieron la actividad en buenos niveles,
no asi SR, el cual disminuy6 su actividad luego de que se aplicaran los plaguicidas, demostrando el
aporte del vermicompost a la actividad bioldgica benéfica. Las fluctuaciones en la actividad de la
FDA dependen generalmente de la composicion de la biomezcla, de las propiedades y dosis de
plaguicidas aplicadas. Al finalizar el ensayo, la hidrolisis de la FDA disminuy6 significativamente en
todos los sustratos (ps= 0,008; psr = 0,039; psrv-c1 = 0,012; psrv-2 = 0,04) en comparacion a cuando
no estaban fumigadas. Una vez fumigados, se observd una tendencia a disminuir la actividad
biologica, aunque luego de los 119 dias de ensayo, las tres biomezclas lograron sostener mayores
valores de actividad con relacion a S (3 + 2 pug FDA g!' h'! biomezcla). La mayor actividad
microbiologica al finalizar el ensayo se observo en SRV-C1. La actividad de la FDA puede ser
estimulada o inhibida con el tiempo después de la aplicacion de plaguicidas; que las biomezclas con
vermicompost hayan sido bioldgicamente mas activas que el suelo y que la biomezcla de referencia,

podria explicar su mayor eficiencia para la eliminacion de plaguicidas.

La disminucion de la actividad de la hidrdlisis de la FDA durante la degradacion de una amplia
gama de plaguicidas y otros contaminantes se ha reportado con frecuencia (Fernandez et al., 2022;
Nobili et al., 2022; Saez et al., 2022b) . Aunque se ha sugerido la inhibicién o estimulacién inicial
como respuesta a los plaguicidas, esta actividad, como se expres6 anteriormente, est relacionada con
la poblacion de microorganismos, que a su vez estd directamente relacionada con la disponibilidad
de alimentos. La actividad microbiana fue mayor en SRV-C1 y SRV-C2 al inicio (0 dia) y se mantuvo
asi después de 119 dias del ensayo para la degradacion de los plaguicidas, lo que también podria estar
relacionado con el mayor contenido de MO y la accion de las lombrices cuando se produjo el
vermicompost a partir de los residuos. Las lombrices modifican las propiedades fisicas, quimicas y
biologicas del sustrato afectando la biomasa microbiana, las actividades enzimaticas y pueden
mejorar las actividades de las enzimas microbianas en comparacion con el suelo (Buivydaite et al.,
2023). De hecho, las paredes del sistema de galerias que construyen las lombrices de tierra son sitios
claves para los descomponedores microbianos y la produccién de exoenzimas. Muchas enzimas
hidrolasas muestran una mayor actividad catalitica en estas bioestructuras que en el suelo circundante
(Sanchez-Hernandez et al., 2021). La mayor actividad en SRV-C1 y SRV-C2 puede relacionarse con
el mejor rendimiento de estas biomezclas en la degradacion de algunos de los plaguicidas. Por el
contrario, la pobre actividad microbioldgica de S, reflejada en la baja actividad FDA, y el menor
contenido de MO seguramente afectaron la capacidad degradativa de S, que difirio significativamente

del resto de las biomezclas.
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Figura 20. Actividad de la FDA en el suelo (S) y en las biomezclas (SRV-C1, SRV-C2 y SR) desde antes de
ser fumigadas (S/F) hasta finalizar el ensayo a los 119 dias. Los valores se encuentran expresados como la
media de los valores y las barras de error indican la desviacion estandar (SD). Las medias que no comparten
una letra son significativamente diferentes.

2.5.2.2. Seguimiento de la actividad de las Fenoloxidasas

La actividad de FOX en los cuatro sustratos se muestra en la Fig. 21. Los valores obtenidos
estan en el mismo orden que los reportados por (Tortella et al., 2013) para una biomezcla tradicional.
La actividad de FOX disminuy¢ después de la degradacion de los plaguicidas en Sy SR, aunque solo
significativamente en S (ps= 0,038); por otro lado, aumento en las biomezclas con vermicompost,
aunque solo significativamente en SRV-C2 (p = 0,012). Sin embargo, se puede observar que FOX
fue mayor en SRy S, y menor en SRV-C1 y SRV-C2. Se ha encontrado que el pH acido promueve
el desarrollo de hongos (Gao et al., 2015) , pero contrariamente ambas biomezclas con vermicompost
presentaron valores de pH alcalino: 8,8 (SRV-C1) y 8.7 (SRV—C2), lo que podria haber inhibido los
hongos degradadores de lignina y, en consecuencia, el peso de las enzimas peroxidasas en todo el
proceso degradativo podria disminuir. Es necesario considerar también que, aunque la presencia de
hongos es intrinseca a las biomezclas, otros microorganismos podrian ser mas cruciales para la
degradacion de los plaguicidas y no solo los representados por la actividad de FOX (Saez et al.,
2022b). Las biomezclas con vermicompost mostraron valores y comportamientos similares. Si bien
sus valores fueron mas bajos que el resto de los sustratos, demostraron poder sostener la actividad en

el mismo nivel durante todo el tiempo de ensayo.

La medicion de la actividad hidrolitica y fenoloxidasas en los sustratos puede proporcionar

solo un enfoque parcial de la relacion entre los plaguicidas y la actividad bioldgica, dado que la
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biodegradacion de estos plaguicidas en las biomezclas y el suelo es una conjuncién compleja de
interacciones fisicas, quimicas y bioldgicas previas de las lombrices, hongos, bacterias e incluso

bacteriofagos, entre otros (Chao et al., 2023; Tortella et al., 2012).
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Figura 21. Actividad FOX en el suelo (S) y en las biomezclas (SRV-C2, SRV-C2 y SR) desde antes de ser
fumigadas (S/F) hasta finalizar el ensayo a los 119 dias. Los valores se encuentran expresados como la media
de los valores y las barras de error indican la desviacion estandar (SD).

2.5.3. Ensayos bioldgicos para corroborar el grado de descontaminacion

Después de su uso, las biomezclas gastadas pueden contener residuos de los plaguicidas
originales e incluso algunos de sus metabolitos que también pueden ser toxicos. Cuantificar
regularmente todos estos compuestos puede ser poco practico y costoso; por lo tanto, un enfoque til
para monitorear la biomezcla puede ser medir su capacidad de desintoxicacion a través de pruebas
ecotoxicologicas, como medida cualitativa de los posibles efectos perjudiciales de los compuestos
residuales (Beltran-Flores et al., 2024). Con el fin de investigar cualitativamente el grado de
descontaminacion alcanzado de los sustratos se realizaron, como se indicd en la metodologia, un

ensayo de germinacion (Fig. 22-ay b) y uno de exposicion de lombrices (Fig. 22-c).
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Figura 22. Fotografias de los Ensayos biologicos de germinacion con semillas de L. sativa (ay b) y de
lombrices E. fetida (c) expuestas a los diferentes sustratos al finalizar el ensayo de degradacion.

2.5.3.1. Ensayo de germinacion

La Fig. 23 muestra el porcentaje de germinacion e IG para los sustratos resultantes. En todos
los sustratos germinaron al menos el 70% de las semillas colocadas. Para que un sustrato no sea
considerado fitotoxico su IG debe ser mayor al 60% (Zucconi et al., 1985). Los valores medios de las
tres biomezclas estudiadas superaron este limite, mientras que en S se evidencioé que a los 119 dias
de ensayo se hallaba dentro del rango de fitotoxicidad (IG= 28+12%). Especificamente en las
biomezclas SRV-C1 y SRV-C2 el IG fue de 66 + 27 y 80 + 7 %, respectivamente; la mayor diferencia
se encontro entre S y SRV-C2 (p< 0,05). No se encontraron diferencias significativas entre SRV-C1
y SRV-C2 (p=0,226), ni entre SR y las biomezclas con vermicompost (psrv-ci= 0,77; psrv-c2= 0,077).
Si bien SR y SRV-C1 mostraron un IG por encima del limite de fitotoxicidad, debido a su
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variabilidad, no se puede garantizar un sustrato no fitotoxico. El mejor rendimiento fue logrado por

SRV-C2, mostrando una desintoxicacion significativa.
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Figura 23. indice de germinacion (barras anaranjadas) y porcentaje de germinacion (barras celestes) para
cada uno de los sustratos luego de finalizar el ensayo de degradacion (dia 119). En lineas punteadas se
encuentra marcado el limite minimo de IG=60% para que un sustrato no sea considerado fitotdxico. Los
valores se encuentran expresados como la media de los valores y las barras de error indican la desviacion
estandar (SD).

2.5.3.2. Exposicion aguda de lombrices

Por otro lado, E. fetida también se comportd como un indicador sensible de la idoneidad de los
sustratos. Solo las biomezclas con vermicompost en su composicion fueron apropiadas para la
supervivencia de las lombrices de tierra; todas ellas estaban vivas y se movian libremente después de
96 h. Esto puede ser consecuencia de las caracteristicas de los sustratos y del hecho de que la
concentracion restante de los cinco plaguicidas en ambas biomezclas fue inferior a la CLso
(concentracidn letal media) reportada para E. fetida en bioensayos agudos; es decir, la concentracion
de imidacloprid disminuy6 a 0,5-1,0 mg kg™ mientras que la CLso reportada esté entre 0,8 y 10,7 mg
kg! (Miglani & Bisht, 2020; Pesticide Properties Data Base, 2025). Tanto SR como el S resultaron
ser toxicos para esta especie. En estos sustratos se observo que todas las lombrices estaban muertas
antes de llegar a las 96 h, con presencia de ampollas, ulceraciones y constriccion. A pesar del buen
rendimiento de la biomezcla SR en la degradacion de la mayoria de los plaguicidas, con
concentraciones por debajo de la CLso para estos organismos, y un buen porcentaje de IG, trazas de
los plaguicidas mas recalcitrantes y/o sus metabolitos pudieron afectar la supervivencia en SR. Por el

contrario, en S, la concentracion de dimetoato fue superior a la tolerable en comparacion con la CLsg
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de 28-31 mg kg! para las lombrices y la concentracion de imidacloprid (9,7 mg kg™!) también estuvo
dentro del rango letal. Estos dos plaguicidas restantes junto a la presencia de metabolitos fueron
posiblemente responsables de este resultado. En este sentido, Wang et al., (2016) encontraron que el
orden decreciente de toxicidad aguda promedio en E. fetida fue neonicotinoides > piretroides >
organofosforados. Estos hallazgos refuerzan la idea de que la categoria quimica del contaminante, asi
como las caracteristicas del sustrato, influyen en los efectos sobre las lombrices de tierra (Swati

Bardiya & Seema Dixit, 2024).

2.6. Conclusion

A lo largo de este Capitulo se ha podido corroborar que el vermicompost mejora el éxito de las
biomezclas, no solo en relacion con su objetivo principal, la remocion de los plaguicidas, sino también
en la obtencion de biomezclas agotadas que no sean toxicas para reutilizar, como fue el caso de las
biomezclas con vermicompost. Ademas, segun los resultados obtenidos, las biomezclas alcanzaron
una eficacia de degradacion de mas del 90% de la concentracion inicial de los plaguicidas en el plazo
de 84 dias, y al final del ensayo se habia disipado mas del 97% de los plaguicidas. Este Capitulo
representa un avance en el aporte de estudios sobre biomezclas con vermicompost especifico de

residuos regionales, frente a una escasez de trabajos existentes al respecto.

Asimismo, se observo que las biomezclas que integran vermicompost sostuvieron en el tiempo
una mayor actividad bioldgica total, lo que posiblemente mejoro la degradacion de los plaguicidas y
permitio que las lombrices de tierra E. fetida puedan sobrevivir en estas biomezclas agotadas, pero
no en el suelo. Especificamente, al finalizar el ensayo, la hidrélisis de la FDA en las biomezclas con
vermicompost fue 1,4 veces en promedio mas alta que en SR, la biomezcla de referencia, y 20 veces
mas alta que en S. Asimismo, estas fueron las unicas biomezclas con tendencia a aumentar los valores
de FOX alos 119 dias. Estos valores son concordantes con el tiempo de vida media de los plaguicidas
en cada sustrato; ya que a SR le llevo en promedio 1,5 veces mas tiempo disipar la mitad de la

concentracion inicial de los plaguicidas y al S 3 veces mds que ambas biomezclas SRV (modelo SFO).

Comparando ambas biomezclas con vermicompost, SRV-C2, que incluia los lodos cloacales,
tuvo un 15% mas alto el IG que SRV-C1. Respecto a la velocidad de degradacion, IMI, DIM, y CIP
se degradaron més rapido en SRV-C1. EI ACE no mostr6 variaciones significativas entre biomezclas

de su constante cinética k. Solo el 2,4-D se degradd mas rapido en SRV-C2.

Las respuestas biologicas permitieron confirmar que utilizar diferentes bioindicadores, ademas
de la cuantificacion de los plaguicidas, permite una evaluacion mas adecuada de los procesos de

biodegradacion en las camas bioldgicas.
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Por ultimo, atin quedan numerosos obstaculos por superar antes de que las camas bioldgicas
puedan adoptarse ampliamente en los campos, pero las camas bioldgicas construidas con
vermicompost facilitan la gestion sostenible de los residuos de plaguicidas. Estos desafios estan
relacionados en gran medida con las politicas y legislaciones locales, que deberian facilitar su uso a
través de la iniciativa de instituciones publicas o incluso entidades privadas. Es alentador sehalar que
el Instituto Argentino de Normalizacion y Certificacion ha aprobado recientemente una guia para la
construccion y operacion de camas biologicas. Esto, sin duda, facilitara la implementacion de esta

tecnologia.
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3. Estudios de adsorcion de los plaguicidas en las biomezclas

3.1. Introduccidén

Los materiales constitutivos de las biomezclas biologicamente activas son fundamentales en el
disefio y la eficiencia de los Sistemas de Biopurificacion (SBP). Estas biomezclas tienen como
proposito adsorber los plaguicidas que ingresan al sistema, reteniendo sus moléculas a medida que se
desplazan a través de la cama biologica y haciéndolas accesibles para los microorganismos capaces
de degradarlas. Por lo tanto, sus propiedades condicionan tanto la retencion de los plaguicidas, como
su biodisponibilidad para la degradacion (Beltran-Flores et al., 2024; Odukkathil & Vasudevan,
2020).

Comprender los mecanismos de adsorcion resulta fundamental para interpretar la dindmica de
los plaguicidas dentro del sistema y optimizar el disefio de biomezclas mas eficientes (Crini et al.,
2018; Rasool et al., 2022). Sin embargo, debido a la gran variedad de plaguicidas, su comportamiento
de adsorcion es dificil de prever en base inicamente a sus estructuras moleculares (Lengyel &
Foldényi, 2003). La relacion entre los procesos de adsorcion y degradacion es compleja y depende
tanto de las caracteristicas intrinsecas de los plaguicidas como de la microbiologia y las propiedades
fisicoquimicas de la biomezcla (Delgado-Moreno et al., 2019). Es importante sefialar que la mayoria
de los estudios no profundizan en la integracion entre los resultados de adsorcion y degradacion de

los contaminantes, pese a que tal vez podrian ayudar a determinar la eficiencia global de los SBP.

En este tercer Capitulo se estudiaron exclusivamente las biomezclas que contenian
vermicompost, dado que no existen investigaciones que evalien la adsorcion mono y multisoluto de
los plaguicidas seleccionados en biomezclas formuladas con vermicompost derivado de estos
residuos. Ademas de que este material como componente de las biomezclas potencia la degradacion
de plaguicidas, como ya se evaluo en el Capitulo 2, presenta ventajas estructurales y funcionales
(Azizi Yeganeh et al., 2024; Ma et al., 2022b; Sanchez-Hernandez et al., 2019) que lo posicionan

como un componente prometedor para mejorar la adsorcion de los plaguicidas.

La adsorcion del adsorbato (plaguicidas) sobre el adsorbente (biomezcla) puede representarse
graficamente mediante isotermas de adsorcion. Estas se dividen en seis tipos principales, segin el
comportamiento inicial de la curva (Anexo III: “Clasificacion de las isotermas de adsorcion™) (Crini
et al., 2019; Hu et al., 2023). El modelado de estas isotermas permite estimar la capacidad de
adsorcion y describir caracteristicas inherentes al proceso. Esta informacion es clave para evaluar el
desempefio de los adsorbentes. La comprension en profundidad de los modelos isotérmicos puede
mejorar considerablemente el disefio de un SBP y el patrén de interaccion adsorbato-adsorbente

(Chen et al., 2022).
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Asimismo, la investigacion sobre adsorcidon multisoluto o competitiva atin debe avanzar,
especialmente en comparacion con la adsorcion de un solo componente. Esto es relevante porque la
mayoria de los sistemas reales estan compuestos por multiples adsorbatos de manera simultanea,

situacion que también se presenta en los SBP (Amrutha et al., 2023).

3.2. Objetivos

Este tercer Capitulo se centré en comprender y caracterizar la adsorcion de los plaguicidas
seleccionados sobre las dos biomezclas disefiadas con vermicompost en el Capitulo 1. Asi como
comparar la eficiencia de adsorcion de ambas biomezclas para los cinco plaguicidas, a partir de aplicar
diferentes modelos matematicos para describir los datos experimentales. Ademas, se espera investigar
si existe una correlacion de la cinética de degradacion, presentada en el Capitulo 2, con los parametros
de adsorcion obtenidos. La finalidad de obtener esta correlacion es dilucidar su contribucion al
funcionamiento de estos SBP y su posible uso como herramienta predictiva para la eficiencia del

sistema.

3.3. Materiales v métodos

3.3.1. Cuantificacion de los plaguicidas en solucion

Para la cuantificacion de los plaguicidas en solucion se emplearon dos cromatografos: un
equipo de cromatografia liquida de alta performance (HPLC) acoplado a un detector UV (Waters
mod. 1525), y un equipo de cromatografia gaseosa con detector de captura de electrones (GC-ECD)
(PerkinElmer-Clarus 500 GC). Las principales propiedades fisicoquimicas de los plaguicidas

cuantificados se pueden observar en la Tabla 9.

La cuantificacion de ACE, 2,4-D, DIM e IMI en solucidn se realizé6 mediante HPLC-UV. El
IMI y el 2,4-D se midieron a longitudes de onda de 270 y 236 nm, respectivamente, utilizando
acetonitrilo (ACN): H,O (70:30 v/v) acidificado con acido acético glacial al 1% como fase movil
(Ettiene et al., 2013; Fernandez et al., 2022). El ACE y el DIM se midieron a 210 nm, con la misma
fase movil, pero no acidificada (Kumar, 2013; Xiao-Zhen et al., 2014).

La cuantificacion de CIP se realizé por GC-EC ya que posee una solubilidad en agua muy baja
(0,009 mg mL™!, 20 °C). Previamente, fue necesario encontrar una técnica de extraccion apropiada.
Para ello se realizé una extraccion liquido-liquido con n-hexano (Albaseer et al., 2010) . Se obtuvo
una recuperacion promedio de 95 + 3%. Las determinaciones con el GC-EC se realizaron empleando
una columna capilar ZB-50 (30 m x 0,25 mm de didmetro interior, 0,25 um de espesor de pelicula)
(Phenomenex, EE. UU.) utilizando N, como gas carrier (fase movil), a un flujo constante de 1 pL.

min’', y make up (gas auxiliar). El programa de temperatura comenzo a 130 °C (mantenido durante 1
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min) y luego se elevd mediante rampa de 30 °C min™! hasta 310 °C (mantenido durante 4 min). El

volumen de inyeccion fue de 1 plL y la temperatura del inyector de 270 °C.

Para realizar las curvas de calibrado correspondientes a cada plaguicida (Anexo II: “Curvas de
calibrado de los plaguicidas seleccionados™). Se emplearon estandares analiticos: 2,4-D y ACE
(PESTANAL®); DIM (Chem Service Inc.); IMI y CIP (Surcos S.A®). Con las curvas obtenidas se
establecieron los limites de deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ) acordes a cada equipamiento
y plaguicida. Para las soluciones acuosas de los plaguicidas usados en los ensayos de adsorcion se
utilizaron sus formulaciones comerciales: 2,4-D (30% p/v DEDALO celite); CIP (Microactive 25%
p/v); IMI (Record 30% p/v) y ACE (Acetoclor 90% p/v), El DIM se adquiri6 en un local comercial
(GlacoXANO D-Sist 7,5%).

Tabla 9. Caracteristicas fisicoquimicas de las moléculas de los plaguicidas seleccionados (PubChem,
2025; Pesticide Data Base, 2025).

Masa molar Solubilidad en

Plaguicida log K,
(g mol ) agua (g L)
IMI 255,7 0,5 0,57
DIM 2293 25 0,75
CIp 416,3 0,009 6,9
ACE 269,8 0,2 4,1
2,4-D 221,0 0,9 2,8

3.3.2. Estudios de adsorcion monosoluto

3.3.2.1. Ensayos preliminares

Se realizaron estudios preliminares a temperatura constante, para establecer en primer lugar, el
tiempo de equilibrio y las dosis adecuadas (relacion masa- volumen de la solucion de plaguicidas).
Para conocer el tiempo de equilibrio, tal como se observa en la Fig. 24, se contactaron las biomezclas
con los plaguicidas empleando frascos color caramelo (para evitar la fotodegradacion). Las
suspensiones se agitaron a 150 rpm en un agitador rotatorio (M-23 VICKING SRL). En ellas se midi¢

periddicamente el pH y la concentracion de plaguicidas (Seccion 1.3.1) a los tiempos: 0, 6, 24 y 48 h.
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Por otro lado, se busco descartar la influencia de la degradacion bioldgica significativa de los
plaguicidas, por los microorganismos presentes en las biomezclas, durante los experimentos de
adsorcion en modo batch. Para lo cual, se realizd un ensayo en el que se prepararon soluciones con
una concentracion final de 200 mg L' de azida de sodio (NaN3), como biocida, a una la solucion de

246 +32 mg L' de cada plaguicida, y luego se compararon con los resultados sin el biocida.

Figura 24. Agitador orbital empleado para los ensayos de adsorcion, junto con los frascos que contenian la
biomezcla en contacto con la solucion de plaguicida.

3.3.2.2. Obtencion de las isotermas

Una vez hallado el tiempo de equilibrio a las 24 h, la temperatura 24 + 2 °C y definida la dosis
biomezcla-solucion de plaguicidas, tal como se describio en la Seccion anterior 3.3.2, se procedieron

a realizar los ensayos de adsorcion.

Todos los estudios de adsorcion en modo batch monosoluto se realizaron a la temperatura
constante mencionada anteriormente. Para obtener las isotermas de adsorcion de los plaguicidas, se
contactaron 4 g de las biomezclas maduras con 25 mL de solucion de cada plaguicida en el rango de
concentracion de 20-1000 mg L' hasta alcanzar el tiempo de equilibrio (24 h); determinado
previamente. El pH de las suspensiones fue registrado a las 0 y 24 h. Las muestras obtenidas se
centrifugaron a 718g y el sobrenadante se filtrd a través de una membrana de nylon de 0,45 pm; las
concentraciones de plaguicidas se determinaron mediante HPLC o GC (Seccion 1.3.1). Los resultados

se informan como valores promedio de tres mediciones. La cantidad de plaguicida adsorbida por
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kilogramo de las biomezclas en equilibrio, g. (mg kg™), se calculd a partir de la diferencia entre las
concentraciones iniciales y de equilibrio de los plaguicidas en solucion, de la siguiente manera (Ec.
3.1):

Co—Co)V
g, = L=V 3.1)

m
Donde C, es la concentracion inicial de plaguicida en la solucién (mg L), C., la concentracion
de equilibrio de plaguicida en la solucion (mg L), ¥, el volumen de soluciéon (L) y m, la masa de

biomezcla (kg).
3.3.2.3. Modelado

Para describir y ajustar las isotermas experimentales de adsorcion, se aplicaron cuatro modelos
matematicos, en sus formas no lineales (Al-ghouti & Da, 2020). Las ecuaciones de cada modelo se

presentan a continuacion:

= % (3.2)
qe = Kp (C)Y/™r (3.3)
e = 1+aI;R(EZ)nR (3.4)
q, =2 c™ (3.5)

€ Kp+c,H

La Ec. (3.2) representa el modelo de Langmuir, donde Q; es la capacidad méxima de adsorcion
(mgkg!). La Ec. (3.3) representa el modelo de Freundlich, donde 1/nF es el factor de heterogeneidad

adimensional. La Ec. (3.4) corresponde al modelo de Redlich-Peterson, donde aR (L mg-1"%

y nR son
parametros que dependen de la naturaleza del adsorbente y el adsorbato y la Ec. (3.5) representa el
modelo de Hill, donde Qx es la capacidad maxima de adsorcion de Hill y nH el coeficiente de
interaccion cooperativa. Kz (L mg"), Kr (mg kg') (L mg™")"""), Kz (L kg") y Kp (mg L) son las

constantes correspondientes a cada modelo.

El modelo de Langmuir posee dos parametros y es el mas simple y utilizado, asume que la
adsorcion esta limitada a una monocapa, donde, una vez que el plaguicida ocupa un sitio en el
adsorbente, ya no se puede volver a adsorber otra molécula, y que no existe una interaccion entre las

moléculas adsorbidas en sitios cercanos (Saadi et al., 2015).
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El modelo de Freundlich describe un proceso de adsorcion reversible y no ideal. A diferencia
del modelo de Langmuir, este no se limita a la formacion de la monocapa, por lo que es posible su
aplicacion en la adsorcion multicapa. Este modelo asume que la superficie del adsorbente es
heterogénea y los sitios activos y sus energias se distribuyen exponencialmente. Los sitios de union
mas fuertes se ocupan primero, hasta que la energia de adsorcion disminuye exponencialmente al

finalizar el proceso de adsorcion (Al-ghouti & Da, 2020; Saadi et al., 2015).

El modelo de Redlich-Peterson contiene tres parametros e incorpora las caracteristicas de las
isotermas de Langmuir y Freundlich; el mecanismo de adsorcion es un hibrido y no sigue la adsorcion

monocapa ideal. Este modelo se puede aplicar tanto en sistemas homogéneos como heterogéneos.

Finalmente, el modelo de Hill asume que la adsorcion es un fenomeno cooperativo y explica
la unién de diferentes especies a sustratos homogéneos. Ademas, asume que los adsorbatos tienen la
capacidad de unirse en un sitio del adsorbente, lo que podria influir en otros sitios de unién en el

mismo adsorbente (Al-ghouti & Da, 2020).

Al igual que en los modelos de la etapa de degradacion del Capitulo 2, se utiliz6 el anélisis de
regresion no lineal para estimar todos los parametros de los modelos, minimizando la suma de las

diferencias de los cuadrados entre los valores experimentales y predichos (FOCUS et al., 2006).
3.3.3. Estudios de adsorcion multisoluto

Se realizd un ensayo de adsorcion multisoluto, buscando posibles efectos sinérgicos o
antagonicos entre los cinco plaguicidas, para lo cual se contactaron también 4 g de la biomezcla con
25 ml de una solucion que contenia los cinco plaguicidas (ACE: 120+ 12 mg L', DIM: 75+ 5mg L~
1,2,4-D: 78 +9mg L', IMI: 31 £ 1 mg L' y CIP: 80 = 8 mg L!). El resto de las condiciones fueron
las descritas anteriormente en la Seccion 3.3.2.2. Estas concentraciones se eligieron de acuerdo con
el estudio de degradacion del Capitulo 2. En este estudio, la cantidad de plaguicida adsorbida por
masa de las biomezclas en equilibrio (¢g.) fue calculado de igual modo que en la Ec.1, y ademas se
calculd el porcentaje de remocion de cada plaguicida en cada biomezcla como se informa a

continuacion en la Ec. 3.6:
Remocién (%) = (COC;CE) 100 (3.6)
0

3.4. Analisis estadistico

Los resultados se presentan como valores promedio de tres mediciones, junto a sus respectivas

desviaciones estandar (SD). La diferencia significativa entre las medias de los grupos se analizo
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aplicando la prueba t-Student para muestras independientes o pareadas con un nivel de significacion
del 95%, utilizando Minitab version 19. Se aplico la prueba de correlacion de Spearman para datos
no paramétricos entre los parametros de remocion y adsorcion de plaguicidas y las caracteristicas de

las moléculas.

3.5. Resultados v discusién

3.5.1. Ensayos de adsorcion preliminares

En la Figura 25 se presentan los resultados de los estudios preliminares realizados con
soluciones de plaguicidas que contenian azida sodica como biocida. Estos revelaron que, durante los
ensayos en batch, los microorganismos presentes en las biomezclas durante las 24 h de contacto no
afectaron significativamente la concentracion final de los plaguicidas, es decir no se obtuvieron
coeficientes de variacion que indicaran una diferencia significativa en comparacion con la adsorcion
sin el biocida (pace= 0,62; ppoiv= 0,11; pivi= 0,89; p 2.4-0=0,06; pcip= 0,82). Por lo tanto, no se agrego
biocida en los experimentos de adsorcion posteriores, ya que la disminucion de las concentraciones

se puede adjudicar completamente al proceso de adsorcion y no al de degradacion biologica.

400 - Ci
o~ Ce sin azida
— 300 - Ce con azida
&0 I
Z I |
£ 200 1 5 - _
2 I gk |
5100 4| =
= =gL
- 0

ACE DIn NI 24-D CIP

Figura 25. Concentracion inicial (Ci) en barras naranjas y final a tiempo de equilibrio (Ce) de cada
plaguicida con (barras verdes) y sin biocida (barras amarillas) para descartar la degradacion microbioldgica
durante los estudios de adsorcion. La desviacion estandar (SD) de cada barra se muestra en lineas color negro.
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3.5.2. Estudios de adsorcion monosoluto

El pH de las soluciones a las diferentes concentraciones iniciales de los plaguicidas fue bastante
similar al inicio de los experimentos de adsorcion (7,9£0,1), excepto para las soluciones de ACE que
fue levemente mayor (8,6+0,2). Después de 24 h de contacto con las biomezclas, al tiempo de
equilibrio, el pH de todas las soluciones de plaguicidas disminuyo significativamente a un valor
similar de 7,2+0,1 (p < 0,0001). Considerando los pHcc de SRV-C1 y SRV-C2 (ver Capitulo 1,
Seccion 1.5.4), que fueron solo ligeramente mas bajos que el pH inicial, las superficies de estos
sustratos exhibieron una leve carga neta negativa; sin embargo, en el equilibrio, pH < pHcc. A estos
valores de pH en la solucion, solo el 2,4-D existe como anion (pKa =2,73) y la adsorcioén podria darse
por interaccion electrostatica. Sin embargo, y dada la cercania de los valores de pHcc de las
biomezclas y de las soluciones de plaguicidas, los resultados sugieren que la adsorcion no ocurriria
principalmente a través de este tipo de interaccion para el 2,4-D y los otros plaguicidas no ionizables.
En cambio, como afirman otros autores, la adsorcion de plaguicidas en el sistema acuoso estd muy
probablemente relacionada con el contenido de materia organica del adsorbente y con la polaridad y

solubilidad de los mismos (Bedmar et al., 2011; Rasool et al., 2022).

Las isotermas de adsorcion obtenidas para los cinco plaguicidas en ambas biomezclas se
pueden observar en la Figura 26 para SRV-C1 y en la Figura 27 para SRV-C2. En la mayoria de los
casos, se obtuvieron curvas ascendentes. Estas curvas indican que una vez que se completa la
adsorcion en la superficie, las moléculas del plaguicida pueden atraerse entre si formando multiples
capas y, es probable, que esta asociacion se dé en gran medida a través de la interaccion hidrofobica
entre ellas. Los plaguicidas no ionizables suelen presentar este tipo de isoterma (Ben Salem et al.,

2019).

La mayoria de las isotermas obtenidas con la biomezcla SRV-C1 mostraron una forma
sigmoide (S), con la excepcion del insecticida IMI. Por otro lado, solo CIP presentd isotermas
claramente en forma de S con ambas biomezclas. Como se describe en Inglezakis et al. (2018), las
isotermas sigmoidales pueden ser el resultado de fenomenos opuestos: una adsorcién cooperativa
positiva debido a las fuerzas de atraccion soluto-soluto en la superficie y también la inhibicion de la
adsorcion debido a una reaccion competitiva con la solucion que muestra baja afinidad a bajas
concentraciones. Esto indicaria que la adsorcion se vuelve mas facil a medida que aumenta la

concentracion del plaguicida en la fase acuosa (Giles et al., 1960).

Ademas de las isotermas experimentales, como se menciono, se aplicaron los modelos
matematicos, descritos en la Seccion 3.3.2.3 del presente Capitulo. Los resultados también se
muestran en las Figuras 26 y 27, y los parametros estimados de cada uno de los modelos se presentan

en las Tablas 10y 11.
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Figura 26. Isotermas de adsorcion de a) IMI; b) DIM; c) CIP; d) ACE y e) 2,4-D en SRV-CL1. Dosis de
la biomezcla: 160 g L'. Los modelos se indican en lineas, mientras que los datos experimentales @ y sus
respectivas barras de error se indican en color negro
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Tabla 10. Parametros estimados a partir de la aplicacion de los modelos a la adsorcion de IMI, DIM,

CIP, ACE y 2,4-D sobre la biomezcla SRV-C1.

Parametros de

SRV-C1 IMI DIM CIP ACE 2,4-D
los modelos
Qu (mg kg) 3452 1232 9376 9874 2338
Langmuir Ky (L mg") 0,001 0,001 0,008 0,002 0,0008
r 0,978 0,944 0,787 0,866 0,835
. Eg_ﬂ‘;ﬁkg LA 3,0 10,3 2,4 0,3
Freundlich —, 0.8 0.8 13 13 12
r 0,979 0,923 0,942 0,945 0,048
Kr(L kg 132 1.4 36,0 18.3 14
Redlich-  ng 0,2 1,5 0,05 0,1 0,01
Peterson  ag(L mg')™® 16,4 0,0001 0,003 0,30 0,15
r 0,979 0,954 0,924 0,920 0,916
Qu (mg kg 520 5950 7394 1460
il nu 22 2.9 22 1.9
Ko (L mg™) 98670 260200 305450 166500
r 0,986 0,981 0,945 0,954

Tabla 11. Parametros estimados a partir de la aplicacion de los modelos a la adsorcion de IMI, DIM,

CIP, ACE y 2,4-D sobre la biomezcla SRV-C2.

Parametros de

SRV-C2 IMI DIM CIP ACE 2,4-D
los modelos
Qv (mg kgh) 3014 1792 9390 9790 2335
Langmuir K (L mg") 0,002 0,001 0,008 0,001 0,001
r? 0,970 0,972 0,889 0,786 0,816
Kr (mg ke) (L
F,l( 1/;(:; ) ( 16,9 3,6 30,0 1,3 0,01
. mg)
Freundlich
1/ng 0,7 0,8 1,1 1,4 1,8
r? 0,976 0,968 0,938 0,939 0,981
Kr (L kg™ 184 1.5 70.3 14.9 2.0
Redlich- nR 0,2 0,8 0,0008 0,1 0,003
Peterson ar (L mg!)™® 17,5 0,003 0,63 0,12 0,30
r 0,970 0,972 0,937 0,865 0,901
Qu (mg kg™ 1409 6190 7129 1716
nu 1,1 3,1 2,0 2,0
Hill
Kp (L mg™) 1516 509500 104566 366421
r? 0,965 0,967 0,910 0,950
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En cuanto a la adsorcion de IMI en SRV-C1 y SRV-C2 (Fig. 26-a y 27-a), se puede observar
que todos los modelos se ajustaron bien a ambas isotermas con un 12 elevado (> 0,97). La capacidad
maxima de adsorcion IMI estimada por el modelo de Langmuir (Q;) fue bastante similar entre las
biomezclas, pero notablemente mucho mas alta en este estudio con respecto a otras biomezclas
reportadas por autores como Mandal & Singh (2016) que informaron un Q; ocho veces menor
empleando corteza de eucalipto, o Kumari et al. (2019) con una capacidad maxima de adsorcion de
333 mg kg! en una biomezcla compuesta de paja de arroz/compost. Fernandez-Bayo et al. (2007)
encontraron también que la adicion de vermicompost aumentd en gran medida la capacidad de
adsorcion de IMI en suelos enmendados y sugirid que aparentemente estaba relacionado con el
contenido de lignina remanente, derivado de los residuos lignoceluldsicos vermicompostados; en
nuestro caso, esto se podria atribuir a la presencia del aserrin de eucaliptus y del rastrojo de trigo
afladido. Aunque la afinidad fue baja (valores bajos de K;), la adsorcion fue favorable segun el
parametro 0<1/ng<1 del modelo de Freundlich y el factor de separacién de Langmuir, R; (0,45 y 0,37,
respectivamente), definido como R;=1/(1+K;Cy). Esta constante adimensional es parametro de
equilibrio que se utiliza para predecir la factibilidad y eficiencia de la adsorcion. Los valores de R,
entre 0 y 1 indican una adsorcion favorable, mientras que valores de esta constante cercanos o
mayores a la unidad o iguales a 0 son indicativos de una adsorcion desfavorable, linear e irreversible
(Saadi et al., 2015). A pesar de que los O, fueron similares, el valor de Krpara SRV-C2 fue el doble
que el de SRV-CI1, lo que sugiere una mayor capacidad de adsorcion a bajas concentraciones.
También se aplic el modelo de Redlich-Peterson de tres parametros, que, si bien mostrd una buena
correlacion con los datos experimentales, el ajuste no fue necesariamente mejor en comparacion a los
modelos de dos parametros. Sin embargo, cabe destacar que el valor del parametro ag para IMI fue
mucho mayor que para el resto de los plaguicidas (16,4 y 17,5 (L mg') "® para SRV-C1 y SRV-C2,
respectivamente). Tanto ar como Kz fueron >> 1, lo que sugeriria un mayor acercamiento al modelo
de Freundlich, como lo confirma la similitud de los valores de Kr y Fr/ar (Tran et al., 2023). El
modelo de Hill no se aplico en los datos experimentales obtenidos para este insecticida, dado que es

empleado especificamente para isotermas con forma de S.

El DIM, en cambio, fue el insecticida menos adsorbido por ambas biomezclas, evidenciado
en los parametros Q;y On, con valores varias veces menor que la capacidad maxima de adsorcion
estimada para, por ejemplo, ACE. Este resultado puede relacionarse con las caracteristicas de su
molécula: no contiene anillos aromaticos en su estructura quimica y tiene un alto caracter polar (con
un log Kow= 0,75) y la mayor solubilidad en agua respecto a las cinco moléculas estudiadas (25 g L-
1; por lo tanto, lo mas probable es que el DIM se haya distribuido principalmente en la fase acuosa
(Delgado-Moreno et al., 2017a). Aun asi, la adsorcion fue favorable, tal como lo demuestran los

valores de 1/nr y el factor de separacion R;, (0,45 para SRV-C1 y 0,58 para SRV-C2). DIM mostr6
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una mayor capacidad de adsorcion en SRV-C2. Esto se confirma graficamente y por los valores de
01y On (r*>0,94-0,98) estimados por los modelos aplicados. Para SRV-C1, el mejor ajuste se obtuvo
aplicando el modelo de Hill (1> 0,98), que asume un fenémeno de adsorcion cooperativa. Los valores
de ng >1 indican una cooperatividad positiva. En las Tablas 10 y 11 se puede ver que ng para SRV-
C1 fue el doble que para SRV-C2, lo que significa un fendémeno mas pronunciado con respecto a la
otra biomezcla, que también se puede ver plasmado en la forma de las isotermas (Fig. 26-b y 27- b),
mientras que ng para SRV-C2 fue el mas cercano a 1, lo que sugiere que casi no hay fendmeno de
cooperatividad. Otros autores han obtenido también isotermas sigmoides para DIM en suelos
agricolas con baja MO (Rani & Sud Sant, 2014; Vagi et al., 2010) y en suelos tropicales con contenido
similar de MO (Alfonso et al., 2017).

Las Fig. 26 y 27 también reflejaron claramente que ambas biomezclas tuvieron una mayor
capacidad de adsorcion para ACE y CIP, a pesar de que éstos posean un tamafio molecular mayor
que el resto de los plaguicidas estudiados. Estos dos plaguicidas son mas hidréfobos ya que poseen
un log Ko més alto (4,1 y 6,9, respectivamente) (Albaseer et al., 2010). Su menor polaridad en
comparacion con los otros plaguicidas les permite formar interacciones hidrofébicas méas facilmente
con la MO, en lugar de permanecer en la fase acuosa, mejorando su adsorcion a las biomezclas. De
acuerdo con Bahi et al. (2023), los plaguicidas de baja solubilidad e hidr6fobos (log Kow > 3) tienen
mas probabilidades de ser adsorbidos, como se observo con estos dos plaguicidas. El modelo de
Langmuir tuvo un desempefio deficiente para describir las isotermas ACE y CIP (r* < 0,79-0,89),
sobreestimando las capacidades de adsorciéon. En cambio, los modelos de Freundlich y Hill
describieron mejor los datos experimentales, lo cual permite sostener la presencia de adsorcion fisica
multicapa. Los valores de //nF obtenidos para ambos plaguicidas en ambas biomezclas fueron > 1,
lo que suele ser indicativo de isotermas de tipo S. La baja afinidad inicial de estos compuestos
organicos no polares se revierte tan pronto como la superficie de las biomezclas se cubre con una
monocapa de sus moléculas (seccion media de la isoterma) y se produce una adsorcidon monocapa-
multicapa (Inglezakis et al., 2018). Esto fue particularmente evidente para la adsorcion CIP, lo cual
no solo puede evidenciarse en las Fig. 26 -c y 27-c, sino también del mejor ajuste proporcionado por
el modelo de Hill (r>> 0,97). Ambas biomezclas tuvieron valores de nH mas altos para CIP que para
los otros plaguicidas, por lo tanto, por el fendmeno de cooperatividad, la presencia de moléculas

adsorbidas aumento la posibilidad de que otras moléculas se adsorbieran ain mas.

Ringot et al. (2007) define la constante de disociacion por sitio K; (mg L), como la

concentracion de plaguicida a la mitad de la saturacion, de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Ky ="Ky (7
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Los valores de K, calculados para CIP fueron los mas bajos, 74 y 69 para SRV-C1 y SRV-C2,
respectivamente (esto se puede observar también en las Fig. 26-c y 27-c). Estas biomezclas también
mostraron una muy buena capacidad de adsorcion de este insecticida, con el mayor valor de Kr. Todo
esto sugiere una alta capacidad de adsorcion a baja concentracion y una alta cooperatividad a altas
concentraciones de CIP. En otro estudio, Al-Smadi et al. (2019) reportaron un Q; similar (8881-9083
mg kg™) para diferentes suelos con bajo contenido de MO (~2%). Por el contrario, Domingues et al.
(2007) informaron un Q; (300 mg kg!) casi veinte veces menor, empleando corcho granulado como
adsorbente, en comparacion con el Qn estimado para las biomezclas estudiadas en este trabajo. Cabe
destacar que las bajas capacidades de adsorcion reportadas por otros autores podrian estar
influenciadas por el hecho de que la mayoria de los estudios sobre adsorcion de estos plaguicidas han
utilizado concentraciones iniciales mucho mas bajas para obtener sus isotermas, entonces las

capacidades maximas de adsorcion podrian haber sido subestimadas.

ACE present6 los valores més altos de O, reflejando inicialmente el mejor rendimiento para
la adsorcion a las biomezclas. Aunque el Kr fue mayor para SRV-C1 que para SRV-C2, y aunque
ACE fue el plaguicida con la mayor capacidad de adsorcion estimada, los valores de Krfueron mas
bajos que para otros plaguicidas. El //nF mayor que la unidad indica también que no fue un proceso
muy favorable al comienzo de la curva. Esto también se observa a partir del coeficiente de
distribucion calculado. Los valores de K, fueron de 311-323 L mg™!, muy superiores a los reportados
para la CIP, lo que indica que la ACE tuvo menor capacidad inicial para formar la monocapa que el
insecticida. Sin embargo, en ambas biomezclas, el coeficiente nH fue mayor que la unidad, lo que
demuestra que hubo una cooperatividad positiva en la union. Esto también se observa en las Fig. 26-
d y 27-d, con el incremento abrupto de g. frente a valores elevados de C,. Otros autores también han
obtenido isotermas de forma sigmoidal para ACE (Kholodov et al., 2005). Estos autores sostienen
que el aumento exponencial es el resultado del mecanismo de adsorcion hidrofébico, donde la fuerza
de interaccion entre las moléculas de ACE adsorbidas es mas fuerte que la que existe entre las
moléculas de herbicida disueltas y la biomezcla, promoviendo la formacion de grupos y cadenas de

moléculas de ACE en la superficie.

Para el herbicida 2,4-D, los modelos que mejor describieron las isotermas experimentales
fueron el de Freundlich y Hill. El 2,4-D fue el segundo plaguicida menos adsorbido, después del DIM,
como se observa en sus valores de Oy en ambas biomezclas. Al igual que DIM, las moléculas de 2,4-
D son altamente solubles en agua y, aunque tiene una hidrofilicidad intermedia (log Kow= 2,8), las
moléculas cargadas al pH de trabajo también pueden haber reducido su afinidad de adsorcion a través

de la repulsion electrostatica mutua adsorbato-adsorbato (Sathishkumar et al., 2009).
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Como se indico al principio de la Seccidn, debido a los valores similares del pH de las
soluciones y el pHe., las cargas positivas y negativas coexisten en la superficie de las biomezclas y
las moléculas de 2,4-D pueden experimentar cierta repulsion. Se informé baja afinidad por 2,4-D
también con otras biomezclas (Fernandez et al., 2022). Las Fig. 26-¢ y 27- ¢ muestran que los valores
experimentales de g. para este herbicida se mantuvieron bajos para valores altos de C., en
comparacion con los otros plaguicidas, mostrando una menor capacidad de adsorcion. Esto esta
respaldado por los valores mas bajos de Krentre los plaguicidas y también por las constantes de
disociacion mas altas por sitio, K4 (560 y 605 mg L! para SRV-C1 y SRV-C2, respectivamente). Se
puede observar que I/nF también fue > 1 y, ademas, este parametro de heterogeneidad fue el mas alto
de todos en SRV-C2. De acuerdo con el parametro nm, la cooperatividad fue similar entre las

biomezclas.
3.5.3. Estudios de adsorcion multisoluto

Las Fig. 28-a y 28-b presentan graficos de tres ejes que ilustran los resultados de los
experimentos de adsorcién multisoluto, donde se ensay6 una solucién que contenia los cinco
plaguicidas en contacto con cada una de las dos biomezclas. En dichos graficos se presentan las
variables: Remocion (%), g. (mg kg') y Cp (mg L"). Los valores obtenidos en este ensayo se
compararon con los resultados obtenidos en la Seccion anterior 3.5.2, correspondiente al estudio
individual de cada plaguicida (ensayos monosoluto) a las concentraciones iniciales Cp
correspondientes. Excepto para el IMI, los otros cuatro plaguicidas estudiados mostraron porcentajes
mas altos de eliminacidén cuando se encontraron en el sistema multisoluto; este fendmeno también se

vio reflejado en los valores de ge..

Luego de comparar el porcentaje de remocidén en ambas biomezclas, el sistema multisoluto
demostrd una mayor eficacia para eliminar el ACE respecto a cuando se estudi6 a partir de la solucion
monosoluto (22 y 52% mas alto para SRV-C1 y SRV-C2, respectivamente). Se observo una tendencia
similar para la CIP (14-16% mas alto) y, aunque la remocion general fue baja, la remocion del DIM
aumento6 un 120% en SRV-C1 y un 80% en SRV-C2 en la solucion multisoluto. Esto sugiere que
podria existir un efecto sinérgico en la adsorcion de estos tres plaguicidas. Por el contrario, el IMI se
removid mejor en las biomezclas cuando se encontraba como soluto tnico (SRV-C1=13 y SRV-C2=
28% mas alto) que cuando se estudid en la solucion multisoluto, exhibiendo un efecto antagonista
cuando el resto de los plaguicidas estan presentes. Finalmente, la eliminacion de 2,4-D en multisoluto
fue la mas baja de todas, pero dos veces mayor en SRV-C1, mientras que en SRV-C2, la efectividad
de la remocion no se modifico por la presencia de los otros plaguicidas. Ademas, la Fig. 28 muestra
claramente que la efectividad de adsorcion de ACE y CIP fue mayor que el resto, como se ve también

en las isotermas monosoluto de la Seccion anterior.
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Figura 28. Adsorcion multisoluto @ y monosoluto B de los plaguicidas acetoclor, 2,4-D,
imidacloprid, dimetoato y cipermetrina en a) SRV-C1 y b) SRV-C2. Dosis de biomezcla: 160 g L-'.

Al comparar ahora el rendimiento de las dos biomezclas en la adsorcion de cada plaguicida a
partir de la solucion multisoluto, no hubo diferencias significativas entre SRV-C1 y SRV-C2. Sin
embargo, y como también se observo para las isotermas de adsorcion en la Seccion 3.5.2, si se
encontraron diferencias para los plaguicidas a partir de las soluciones monosoluto. La cantidad de los

plaguicidas DIM, IMI, 2,4-D y CIP adsorbidos en equilibrio, g., fue mayor para SRV-C2 (45, 126,
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51 y 381 mg kg!, respectivamente) que para SRV-C1 (34, 109, 38 y 428 mg kg™!, respectivamente).
Por el contrario, solo el ACE se adsorbié méas en SRV-C1 (411 mgkg™!) que en SRV-C2 (347 mg kg-
). Aunque muchos autores han mencionado la MO como un factor clave en la adsorcion de
plaguicidas, la misma no difiri6 significativamente entre estas dos biomezclas. Otras caracteristicas
o componentes del sustrato pueden haber influido en este proceso, tal como fue observado por otros
autores (Karanasios, et al., 2010; Rodriguez-Liébana et al., 2011). El tipo de arcilla mineral también
es un factor dominante, por ejemplo, en la degradacion del IMI, tal como menciona Uthman et al.
(2024). Esto puede explicar la elevada capacidad de este plagucida de adsorberse y su limitada
degradacion, a pesar de que se utilizo a dosis bajas en el ensayo de degradacion. Al igual que en el
proceso de adsorcion de un solo soluto, las caracteristicas fisicas y quimicas de los adsorbentes y
adsorbatos desempefian un papel importante en la adsorcion competitiva (Amrutha et al., 2023). Una
posibilidad es que estas interacciones podrian haber equilibrado el rendimiento general de adsorcion

de ambas biomezclas cuando los cinco plaguicidas estaban presentes.
3.5.4.Correlacion entre la adsorcion y degradacion de los plaguicidas

La identificacion de relaciones entre la adsorcion de plaguicidas en las biomezclas de los SBP
y su eficiencia para degradarlos es fundamental porque permite comprender como el comportamiento
fisicoquimico de los compuestos influye en el desempefio del sistema. Establecer estas correlaciones
ayuda a explicar el papel de la adsorcion en la retencion y disponibilidad de los plaguicidas para su
posterior biodegradacion, y abre la posibilidad de usar los parametros de adsorciébn como

herramientas predictivas para optimizar el funcionamiento de estos sistemas.

Aunque algunos autores encontraron una conexion entre la adsorcion y la degradacion de los
plaguicidas, la cuantificacion de esta relacion ha sido poco explorada. Se ha explorado mas la relacion
entre las propiedades biologicas de las biomezclas y su rendimiento en la disipacion de los plaguicidas
(Lizano-Fallas et al., 2017; Romero et al., 2019). Omirou et al. (2012) encontraron una correlacion
significativa entre las velocidades de disipacion estimadas por el modelo SFO para seis plaguicidas
(incluida la CIP) y la respiracion microbiana para biomezclas; sin embargo, no encontraron ninguna
cuando se estudio con el suelo. Feng et al. (2023) aplicaron la correlacion de Pearson a la degradacion
del ACE y la comunidad microbiana para identificar qué bacterias/hongos pueden haber contribuido
a su degradacion. En contraste, Cai et al. (2007) no encontraron ninguna correlacion aparente entre
la actividad microbiana del suelo (a través de la actividad deshidrogenasa) y la degradacion del ACE.
Amin et al. (2021) también buscoé correlaciones entre la concentracion de plaguicidas y las
propiedades fisicoquimicas del suelo, encontrando una débil correlacion positiva con la MO (0,38),

y Gongora-Echeverria et al. (2017) analizaron el pH, la MO, el contenido de lignina y otros
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parametros fisicoquimicos y encontraron que, aunque existian algunas correlaciones entre ellos, eran
muy débiles al contrastar las mismas con las concentraciones remanentes de los plaguicidas.

Con relacion a la conexion con la adsorcion, mientras que Karanasios et al. (2010) encontraron
una relacion positiva entre el parametro de adsorcion Kry las velocidades de degradacion de
plaguicidas solo en algunas biomezclas, Papazlatani et al. (2019) no pudieron encontrar una
correlacion significativa entre la adsorcion (Kr) y la degradacion (DTso) de otros plaguicidas en el
suelo y una biomezcla de suelo, sustrato de hongos agotado y paja.

En este trabajo, se investigo la relacion adsorcion-degradacion para prever la eficiencia de las
biomezclas en camas biologicas. Las relaciones entre los parametros de los modelos de adsorcion y
degradacion y algunas caracteristicas de las moléculas de los plaguicidas se analizaron mediante la
prueba de correlacion de Spearman., una prueba estadistica no paramétrica que examina la relacion
entre dos variables, asi como la fuerza y sentido de ésta. El coeficiente que se obtiene posee valores
que varian entre -1 y 1. En la Tabla 12 se muestran los resultados correspondientes a los pardmetros
de los modelos con los mejores ajustes. Como se esperaba, DTso se correlacioné de manera
equivalente con la constante de tasa de degradacion & de los otros parametros. Solo se hallaron tres
correlaciones significativas. El parametro Krdel modelo de adsorcion de Freundlich se correlaciond
de forma significativa negativamente con el valor de k£ de cinética de degradacion del modelo SFO
(p=0,0002) y, como se esperaba, también lo hizo con el DTso (p 0,0002). Curiosamente, la capacidad
maxima de adsorcion gm., estimada por los modelos de Langmuir/Hill, no pronosticé la disipacion
de plaguicidas en las biomezclas de manera efectiva; sin embargo, dio una fuerte correlacion negativa
con la solubilidad de los plaguicidas (p =0,0006) y una buena correlacion positiva con log Kow, aunque
no fue estadisticamente significativa (p=0,072). El grafico de matriz para las correlaciones de
Spearman, asi como las correlaciones por pares se pueden observar en la Tabla 13. Se aplico un
analisis de regresion no lineal para encontrar una correlacion numeérica entre la constante £ en funcion

de Kr. La ecuacion obtenida fue k= 0,112 Kr 3% (1= 0,824).
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Tabla 12. Correlaciones de Spearman para los parametros k 'y DTso del modelo cinético de SFO (primer
orden), parametros relevantes de los modelos de adsorcion (Kr y gmar) y caracteristicas de las moléculas de los
plaguicidas (log Kow y solubilidad).

k DTso Kr Gmax log Kow
DTso -0,997
Kr -0,915 0,912
Gmax -0,042 0,049 0,176
log Kow 0,369 -0,370 0,000 0,591

Solubilidad 0,197 -0,198 -0,443 -0,886  -0,700

Tabla 13. Correlaciones de Spearman por pares entre la capacidad de adsorcion (Langmuir / Freundlich /
Hill), los parametros de degradacion del modelo SFO y la polaridad y solubilidad de las moléculas de
plaguicidas (salida de Minitab)

Muestral Muestra2  Correlacion 95% Clparap Valor-p

DTso k -0,997 (-1,000; -0,982)  0,0000
Kr k 0,915 (-0,985; -0,589)  0,0002
Gimax k -0,042 (-0,655; 0,604)  0,9074
log Ko k 0,369 (-0,361;0,819)  0,2936
Solubilidad k 0,197 (-0,499; 0,739)  0,5855
Kr DTso 0,912 (0,576; 0,984)  0,0002
Gnax DTso 0,049 (-0,600; 0,658)  0,8939
log Kow DTso -0,370 (-0,819; 0,360)  0,2921
Solubilidad DTso -0,198 (-0,739; 0,499)  0,5843
(mx Kr 0,176 (-0,515;0,728)  0,6272
1og Kow Kr 0,000 (-0,630; 0,630)  1,0000
Solubilidad Kr -0,443 (-0,849; 0,291)  0,1996
log Kow Qmax 0,591 (-0,123;0,902)  0,0721
Solubilidad Qmax -0,886 (-0,979; -0,485)  0,0006
Solubilidad  log Kow -0,700 (-0,935;-0,041)  0,0242

La tendencia decreciente en las vidas medias de disipacion (IMI > CIP > DIM > ACE > 2 4-
D) se alineo estrechamente con las capacidades de adsorcion relativas estimadas por el Kr del modelo
de Freundlich (CIP > IMI > DIM > ACE > 2,4-D), lo que sugiere que cuanto mayor es la adsorcion

de plaguicidas en la biomezcla a bajas concentraciones, mas lenta es su disipacion. Por el contrario,
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DTsp no se alined con las capacidades maximas de adsorcion estimadas por los modelos
Langmuir/Hill (ACE > CIP > IMI > 2,4-D > DIM), excepto para la CIP. Como se sugiere a menudo,
los plaguicidas adsorbidos son menos accesibles para los microorganismos, lo que limita su transporte
y reduce su degradacion, pero puede mejorar la degradacion no biologica (Rasool et al., 2022). Sin
embargo, Luzzi et al. (2024) argumentan que la adsorcion de un compuesto no siempre es
proporcional a una disminucion en su degradacion, ya que las bacterias ain pueden acceder y degradar

el plaguicida adsorbido sobre superficies solidas.
3.6. Conclusion

En este Capitulo se pudo observar que la mayoria de las isotermas de adsorciéon mostraron
curvas ascendentes y de forma sigmoidea, revelando un efecto dual cooperativo e inhibitorio,
principalmente influido por la polaridad y la solubilidad de cada plaguicida. Los mejores ajustes se
obtuvieron con los modelos de Freundlich y de Hill, sobre todo en los casos en que ocurri6 adsorcion

cooperativa.

Los mayores valores de capacidad maxima de adsorcion en monosoluto fueron observados para
el ACE y la CIP, en ambas biomezclas estudiadas, a pesar de su elevada masa molecular, respecto a
los otros plaguicidas. Mientras que los menores valores se presentaron en la adsorcion del DIM,
posiblemente por su alta polaridad y solubilidad. La capacidad maxima de adsorcion de ACE fue 4
veces mayor que la del 2,4-D. Los mayores valores de ¢. se exhibieron en SRV-C2 para todos los

plaguicidas, excepto para el ACE, que fue mejor en SRV-CI.

Este Capitulo resulta relevante, ademas, en el sentido de que existe una necesidad de entender
sinergias y antagonismos entre los plaguicidas cuando se presentan todos juntos en una mezcla dentro
de los SBP; esta es la forma en que generalmente ocurren en un tratamiento real. Especificamente en
este estudio, se evidenciaron efectos sinérgicos interesantes para la adsorcion de tres plaguicidas
(ACE, CIP y DIM) cuando todos estaban presentes en la solucion y solo el IMI mostrd una pequefia
disminucion (efecto antagonista) en la efectividad de la remocion a partir de la solucion multisoluto.

La remocion del 2,4-D no se vio afectada por la presencia del resto de los plaguicidas.

Predecir la eficacia de una biomezcla es complejo debido a las variadas caracteristicas de los
plaguicidas que se pretenden degradar. En un esfuerzo por identificar un posible enfoque, se demostro
que la capacidad maxima de adsorcion de los plaguicidas sobre las biomezclas no podia predecir las
tasas de degradacion, pero si que esta capacidad se correlacionaba bien con dos caracteristicas
moleculares de los plaguicidas (hidrofilicidad y solubilidad). En particular, la fuerte correlacion
negativa entre la constante cinética £ y el Kr, seglin lo estimado a partir del modelo de adsorcion de

Freundlich, proporciona una valiosa informacion para comprender el vinculo entre la adsorcion y la
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degradacion, incluso cuando la biomezcla trata multiples plaguicidas de diferentes caracteristicas.
También es destacable la alta correlacion negativa hallada entre la capacidad maxima de adsorcion
del modelo de Langmuir con la solubilidad de los plaguicidas. Los conocimientos obtenidos al
modelar y comparar el proceso de adsorcion de estos plaguicidas y su degradacion contribuyen a la

hora de disefiar SBP mas efectivos para manejar este tipo de contaminantes.
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4. Incorporacion de oligoquetos terrestres en las camas biologicas

4.1. Introduccion

Las lombrices a través sus acciones biologicas, quimicas y fisicas pueden ser empleadas en
estrategias de biorremediacion para promover la biodegradacion de contaminantes organicos. Se ha
demostrado que airean y favorecen la mezcla de componentes de los sustratos y modifican la dinamica
de la materia organica, variables que se sabe que limitan la biorremediacion. También se ha
demostrado que su accion puede retardar la union de contaminantes organicos a la matriz solida, o
liberar contaminantes previamente ligados al sustrato para su posterior degradacion, a la vez que
promueven y dispersan microorganismos que degradan contaminantes organicos (Hickman & Reid,
2008). Autores como Grasserova et al. (2020) y Shi et al. (2018) también definen la tecnologia de la
biorremediacion basada en lombrices como aquella que aprovecha su ciclo de vida (alimentacion,
excavacion, metabolismo, secrecion) o su interaccion con otros factores abiodticos y bidticos para

acumular, transformar o degradar contaminantes en diferentes sustratos y efluentes.

Las especies de lombrices, como FE. fetida, pueden ser capaces de eliminar altas
concentraciones de plaguicidas cuando el sustrato posee materiales organicos, ya que el habitat
natural de E. fetida es la materia organica. Esta capacidad favoreceria su crecimiento y reproduccion
en sustratos formados por suelo y residuos organicos, como las biomezclas (Lescano et al., 2020;
Tejada & Masciandaro, 2011). Es por ello por lo que en este Capitulo se estudio la capacidad de
biorremediacion de las lombrices en la biomezcla de referencia (suelo y rastrojo) y en la biomezcla
que contenia vermicompost basado en lodos cloacales (suelo, rastrojo y vermicompost). Se seleccion6
la biomezcla SRV-C2 por sobre SRV-C1 para aprovechar que incluia la transformacion de un residuo
mas (lodos), conservando caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas similares. Asimismo, esta
biomezcla exhibié mayores valores de g. para la mayoria de los plaguicidas, indicando mayores
concentraciones de los mismos en la matriz sélida. Como la capacidad degradativa de SRV-C2 fue
levemente menor a SRV-C1, se evalud entonces la posibilidad de una mejoria de la misma al

incorporar la actividad de las lombrices.

Es importante mencionar que, durante la exposicion a los plaguicidas, las lombrices pueden
experimentar dafos subletales de tipo fisico, tales como ruptura de la cuticula, pérdida de coloracion,
desaparicion del clitelo, adelgazamiento y estrangulamientos, formacién de ampollas o llagas, e
incluso autolisis de la parte posterior del cuerpo. Asimismo, pueden presentarse alteraciones
neuroldgicas, como el bloqueo de canales o receptores, la disrupcion neural y la inhibicion o
sobreestimulacion de enzimas asociadas al estrés oxidativo, entre otros efectos (Miglani & Bisht,

2020). Ademas de las funciones mencionadas sobre biorremediacion, las lombrices actian como
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bioindicadores, ya que poseen biomarcadores capaces de emitir sefiales de alerta temprana sobre
efectos biologicos relevantes, como los dafios subletales descritos. Esto se debe a que las respuestas
moleculares, bioquimicas y fisiologicas suelen anteceder a los cambios observables en niveles mas

altos de organizacion biologica (Velki & Hackenberger, 2013).

4.2. Objetivos

En este Cuarto Capitulo se busco evaluar la efectividad del proceso de vermirremediacién, a
través de la incorporacion de lombrices a dos de las biomezclas disefiadas: una de referencia y otra
formulada con vermicompost (Capitulo 1), con el proposito de potenciar la capacidad degradativa de

las biomezclas sobre los plaguicidas seleccionados (Capitulo 2), con los cuales fueron fumigadas.

Asimismo, una vez ingresadas las lombrices, se buscd monitorear periodicamente el estado
fisioldgico de las lombrices, a partir de biomarcadores enzimaticos y registros fotograficos de su
evolucion fisica para determinar un indice de lesion. En paralelo, se procedi6 a evaluar la actividad
microbiana, fitotoxicidad y otros parametros relevantes de las biomezclas, antes y durante la actividad

de las lombrices.

4.3. Materiales v métodos

4.3.1. Diseflo experimental

Para este nuevo ensayo de degradacion se conservaron las condiciones experimentales
establecidas en el Capitulo 2, con la diferencia de que, en este caso y como se menciond previamente,
solo se estudiaron las biomezclas compuestas por rastrojo de trigo y suelo agricola (SR) y rastrojo de
trigo, suelo agricola y vermicompost con lodos cloacales (SRV-C2). Se dispuso en cajas de vidrio
1,8 + 0,2 kg de cada biomezcla (base seca) y se las maduraron por 30 dias con humedad controlada;
el ensayo se realizd por triplicado (Fig. 29). Luego, las biomezclas se fumigaron con la solucion
acuosa de plaguicidas correspondiente (concentraciones iniciales en las biomezclas: 80 mg kg™ 2,4-

D, CIP y DIM, 30 mg kg IMI y 120 mg kg' ACE).
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Figura 29. Ensayo de degradacion con las biomezclas maduras: adelante biomezcla SRV-C2 y atras SR.

4.3.2. Incorporacion de las lombrices en biomezclas

Los resultados obtenidos previamente en el Capitulo 2 (Seccidon 2.5.3) mostraron que las
lombrices E. fetida podian sobrevivir al menos 96 h en las biomezclas con vermicompost al finalizar
el ensayo. Pero este escenario no se habia estudiado a largo plazo, asi como tampoco sus efectos sobre
las lombrices y las biomezclas; por ello, en este Capitulo se procedio a estudiar la posibilidad y efectos

de incorporar las lombrices en dos de las biomezclas, pero durante un tiempo prolongado.

Se decidié comenzar a probar la incorporacion de las lombrices a partir del dia 49 del ensayo,
teniendo en cuenta las concentraciones de los plaguicidas en el ensayo anterior, que, a ese mismo
tiempo, las mismas debian estar dentro de las tolerables por las lombrices. Para poder conocer la
aceptacion de los individuos al sustrato, se extraian 100 g de la biomezcla y se exponian 3 lombrices
por 72 h. de forma preliminar. De subsistir, se incorporarian en la cama bioldgica correspondiente de

manera definitiva, en una proporcion de 30 individuos por kg de biomezcla.
4.3.3. Monitoreo de parametros fisicoquimicos y bioldgicos de las biomezclas

A lo largo de los 254 dias que durd el ensayo, se midieron en diferentes momentos sobre ambas
biomezclas: hidrolisis de la FDA, pH, CE, IG y actividad de la Fosfatasa Alcalina (FA). En ambas
biomezclas se efectuaron las mismas mediciones, para realizar un estudio comparativo de los efectos

de la presencia de E. fetida en las biomezclas.

Ademas, se cuantifico la concentracion de cada plaguicida 24 h luego de fumigar las

biomezclas, a los 8 dias de incorporar las lombrices (dia 155 del ensayo) y al finalizar (dia 254 del
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ensayo). La cuantificacion de plaguicidas en las biomezclas fue realizada bajo la misma técnica que

fue descripta en el Capitulo 2, en la Seccion 2.3.3.
4.3.3.1. Actividad de la fosfatasa alcalina

Las fosfomonoesterasas se clasifican en enzimas fosfatasas acidas y alcalinas, y se diferencian
por su pH 6ptimo de catalisis, las acidas son producidas por microorganismos y plantas superiores y
las alcalinas principalmente por microorganismos. Estas enzimas brindan informacion acerca del
potencial del suelo para mineralizar el fosforo organico a formas inorganicas solubles disponibles
para las plantas, y pueden tener un rol fundamental como indicadores tempranos y sensibles de los
cambios que ocurren en el suelo. Estas enzimas son significativamente afectadas por el pH, la

disponibilidad de fosforo y la materia organica (Fuentes Godo, 2023; Nannipieri et al., 2011).

La actividad de la FA en las biomezclas fue determinada acorde a Mupambwa et al. (2016) y
se realizdO mediante la cuantificaciéon colorimétrica del p-nitrofenol (pNP, coloracion amarilla)
liberado por la actividad de la fosfatasa cuando un sustrato (biomezclas, en este caso) es incubado
con el sustrato p-nitrofenil fosfato de sodio (pNPP, incoloro) a pH 11; es decir, la fosfatasa alcalina
cataliza la hidrolisis del pNPP a pNP y fosfato. Para llevar a cabo la determinacion se afiadieron, a 1
g de biomezcla fresca, 4 mL de buffer universal modificado (MUB) a pH 11 y 1 mL de una solucion
de pNPP (0,05 M). Se incluy6, ademads, un blanco sin el sustrato. Las muestras se incubaron a 37°C
durante 1 h y posteriormente, se adicionaron 1 ml de CaCl, y 4 ml de NaOH (0,5 M). Las suspensiones
resultantes se filtraron en papel de filtro Whatman N°2, para luego medir su absorbancia a 410 nm en
espectrofotometro UV-vis. Los resultados se expresaron en ug pNP por g biomezcla por hora, en base

a la curva de calibrado realizada con el patron del reactivo purificado.
4.3.4. Seleccion de los biomarcadores monitoreados en lombrices

Se evaluaron biomarcadores tanto fisiologicos como enzimadticos en las lombrices que pudieron
ingresar a la biomezcla para estudiar su estado durante el tiempo de ensayo y compararlo con
lombrices no expuestas. La seleccion se baso en aquellos marcadores que pudiesen verse modificados
en las lombrices durante la vermirremediacion en las biomezclas (donde se habian estado degradando
los plaguicidas); es decir, conocer si su bienestar se veia perjudicado mas alla de que pudiesen mejorar
las condiciones de la biomezcla y disminuir las concentraciones de plaguicidas en ella. Se escogieron
biomarcadores enzimaticos: Acetilcolinesterasa (AChE), Catalasa (CAT); biolégicos: Proteinas

Totales (PT) y Biomasa (BS); y fisicos: Indice de Lesion (IL).

El uso de biomarcadores permite la evaluacion de los efectos subletales de los contaminantes

en las lombrices, proporcionando méas informacion sobre la respuesta al estrés del organismo y el
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modo de accién toxico de la sustancia evaluada. Las colinesterasas y, en particular, la actividad de la
ACHhE responde especificamente a los plaguicidas, ya que la modificacion de la actividad de la AChE

se considera un signo de neurotoxicidad bajo exposiciones a plaguicidas (Solé, 2021).

En condiciones naturales, existe un equilibrio en los organismos entre la produccion y la
eliminacion de radicales libres. El exceso de radicales libres puede causar peroxidacion lipidica, dafio
al ADN y agotamiento de las reservas antioxidantes. Por lo tanto, la medicion del estado antioxidante
se puede estimar mediante sistemas de defensa antioxidante enzimaticos para eliminar las especies
reactivas de oxigeno. La catalasa (CAT) es una enzima antioxidante que cataliza la conversion de
peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno molecular, protegiendo asi a las células de los efectos

toxicos del H,O» (Hackenberger et al., 2012; Khovarnagh & Seyedalipour, 2021).
4.3.5. Monitoreo de los biomarcadores en las lombrices

A partir de su incorporaciéon y mientras las lombrices permanecieron en la biomezcla se
llevaron a cabo muestreos periddicos para monitorear el estado fisiologico de las mismas, siendo el
dia 0 el estado base de las lombrices antes de ser ingresadas, es decir, provenientes del bioterio -sin
exposicion-. Para ello, se tomaron muestras de los individuos de forma aleatoria y se les registro la
BS y luego se procesaron para poder medir la actividad de AChE, CAT y PT sobre el tejido. Ademas,
se realiz6 un registro fotografico periddico para evaluar el dafio fisico de las lombrices mediante la
aplicacion del IL. La toma aleatoria de las muestras de lombrices consistio en extraer un pool de 4
individuos de cada caja (réplica) en los dias establecidos previamente. Todos los procedimientos
presentados a continuacion se realizaron manteniendo la temperatura con bafio de hielo para

minimizar la degradacion.
4.3.5.1. Obtencion del homogenato

En primer lugar, de cada muestra tomada (n= 4) se obtuvo la fracciéon S9 (fracciones
microsomales y citosolicas) disgregando las lombrices enteras en tampon fosfato pH 7,2 (1:6 m/v) a
24000 rpm utilizando un homogeneizador (Ultraturrax® IKA). Los homogenatos se centrifugaron a

9000g durante 30 min a 4°C, y los sobrenadantes se reservaron para realizar las determinaciones.
4.3.5.2. Determinacion de Proteinas Totales

Se utilizo la reaccion colorimétrica basada en el método de Biuret para la cuantificacion de
proteinas totales (PT) en el homogenato obtenido, empleando un kit comercial (Wiener©). Se
incubaron 0,05 mL de sobrenadante a 37°C durante 15 min con 4 mL de reactivo y luego se midi6 la

absorbancia puntualmente a 540 nm en espectrofotometro UV-vis. Se empled como reactivo estandar,
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un suero de albumina (Proti2 Wiener Lab®) para determinar los contenidos de PT. Los resultados se

expresaron en g de proteina por g de tejido.
4.3.5.3. Determinacion de actividad Acetilcolinesterasa

La determinacion de la actividad de AChE se realizd6 mediante un método colorimétrico
(Ellman et al., 1961) utilizando 0,05 mL del homogenato, 2,6 mL tampon de fosfato pH 8, 0,1 mL de
acido 5,5-dithiobis (2-nitrobenzoico) (DTNB) 0,01 M como reactivo y 0,02 mL yoduro de
acetiltiocolina 0,075 M como sustrato. La cinética se registro a 412 nm en espectrofotometro UV-vis
como variacion de la absorbancia en el tiempo. La actividad enzimatica especifica se expres6 como
pumol acetiltiocolina hidrolizada por mg de PT, calculada con un coeficiente de extincién molar de

13,6 mM' cm™.
4.3.5.4. Determinacion de la actividad Catalasa

La actividad CAT se determind en base a la técnica empleada por Hackenberger et al. (2012)
midiendo la tasa de consumo o descomposicion del H>O,, expresado como una disminucion en la
absorbancia en el tiempo, medida a 240 nm en espectrofotdometro UV-vis. Para la reaccion, se afiadio
en una cubeta de cuarzo 1,56 mL de tampdn fosfato sodico (0,1M, pH 7,2), 40 uLL del homogenato y
1,40 mL de de H,0, (0,019 M). Para calcular la actividad se aplicd un coeficiente de absorcion de
42,6 M cm!. La actividad de CAT se expres6 como nmol H>O, degradado por minuto por mg de

PT.
4.3.5.5. Registro de la Biomasa

Con la misma modalidad empleada en el Capitulo 1, durante el vermicompostaje, se registro la
BS promedio inicial de las lombrices, es decir, antes de ser incorporadas a la biomezcla y luego se
monitoreo su evolucion a lo largo del ensayo. Este registro se realizd a los mismos tiempos en que se

midieron las enzimas en las lombrices.
4.3.5.6. Determinacion del indice de lesion

El indice de lesion en las lombrices se calculd acorde a Lammertyn et al. (2024). Este indice
esta disenado especificamente para lombrices E. fetida y consta de siete categorias en funcion de la
gravedad de las lesiones que puede sufrir una lombriz cuando es expuesta a un contaminante, en este
caso, plaguicidas. Las categorias de las lesiones y su puntuacién correspondiente se describen

brevemente a continuacion:
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e S1=0 “Ileso” (sin alteracion morfoldgica visible).

e S2=1 “Lesion menor” (clitelo poco pronunciado o ausente, con pérdida de pigmentacion).

e S3=2 “Lesién moderada” (adelgazamiento continuo inferior al 50% de la longitud corporal
o con adelgazamiento discontinuo).

e S4=“Lesion seria” (adelgazamiento mayor al 50% de la longitud corporal).

e S5=“Lesion grave” (ampollas y/o con constricciones en partes posteriores).

e S6= “Lesion mayor” (ampollas rotas o llagas, y/o con fragmentacion y necrosis en partes
posteriores).

e S7=“Muerte” (muerte del organismo).

Para poder calcular el indice, a cada tiempo de muestreo se tomaron 10 individuos al azar de
cada caja. A cada individuo se le realiz6 un registro fotografico. El registro consistio en colocar, de a
una, las lombrices limpias, sobre una superficie blanca iluminada que contaba con una regla de
referencia, y posteriormente tomarles la fotografia. La gravedad de las lesiones de cada individuo
expuesto se evaluo considerando las alteraciones morfologicas identificadas en el registro fotografico
en relacion con los patrones de referencia. Los resultados se expresaron en porcentaje (Ii %),
correspondiendo a la categoria S < 16,7%; S> < 33,3%; S3; < 50%, S4; < 66,7 %, Ss; < 88,3%, S <
100% y S7100%.

4.4. Andilisis estadistico

Los resultados se presentan como los valores medios de al menos tres mediciones a las que se
les calcularon e informaron sus desviaciones estandar (SD). Para comparar la respuesta entre los
grupos de mediciones, se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) y una prueba post hoc de Tukey
con un nivel de significancia establecido en p<0,05. En el caso de la comparacion de mediciones
puntuales, se utilizo la prueba t-Student, considerando un nivel de confianza del 95%. Todos los

analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando Minitab, version 19.

4.5. Resultados v discusién

4.5.1. Incorporacion de las lombrices en biomezclas

Tal como se menciond en la metodologia, las lombrices se intentaron incorporar a los sustratos
para comenzar la biorremediacion a partir del dia 49, con pruebas a menor escala. Sin embargo, en
los primeros intentos ningun individuo lograba sobrevivir en ninguna de las dos biomezclas;
finalmente, los individuos aceptaron ingresar y permanecer Unicamente en SRV-C2, recién a los 147
dias de ensayo (dia 1 de la exposicion de las lombrices). Mientras que, en SR se continud intentando

la incorporacion de las lombrices hasta el final del experimento, pero sin éxito. La proporcion
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utilizada, una vez aceptado el sustrato, fue de 30 individuos por kg de biomezcla. En la Figura 30-a
puede observarse la biomezcla SRV-C2 con las lombrices ya incorporadas, habiendo aceptado el
sustrato. Mientras que, en la Figura 30-b se observa una fotografia de una de las exposiciones
preliminares de las lombrices a la biomezcla SR, donde claramente se puede ver como éstas no
sobrevivian frente a la exposicion; algunas de ellas auto extirpando extremos de su cuerpo, como

mecanismo de defensa y otras muriendo en menos de 72 h.

La imposibilidad de las lombrices de permanecer en SR, a pesar de que algunas de las
caracteristicas de las biomezclas eran similares (ver Seccion siguiente, 4.5.2), pudo haberse debido a
los residuos de los plaguicidas remanentes en este sustrato o a los metabolitos generados por la propia
degradacion. Al inicio, la mayoria de las concentraciones de los plaguicidas en ambas biomezclas
fueron considerablemente mas altas que su CLs5o informada. En este sentido, en la Tabla 14 pueden
observarse las concentraciones registradas de todos los plaguicidas para ambas biomezclas al inicio
del ensayo (dia 0), en el dia 155 (dia 8 de exposicion de lombrices) y al dia 254 (final del ensayo, dia
107 de exposicion de lombrices). Si bien ambas biomezclas fueron efectivas en la remocion de la
mayoria de los plaguicidas, se destaca la diferencia que tuvieron en la remocién del IMI (99 % en
SRCV-C2 contra 78 % para SR). De acuerdo con los valores de CLs, este plaguicida es el mas toxico
para E. fetida (Ver Tabla 15). La concentracion de IMI en la biomezcla SR en el tiempo intermedio
y al final del ensayo (~10 mg kg™') podria explicar el rechazo de las lombrices a ingresar, tal como se
menciond previamente, ya que los valores registrados son cercanos al CLs¢ informado (p= 0,436).
Por el contrario, en la biomezcla SRV-C2 los valores hallados fueron significativamente mas bajos y

menores al CLso (p< 0,05).

Por otra parte, a esta dificultad de supervivencia podria sumarse también la falta de alimento
disponible en ese sustrato respecto a la biomezcla con vermicompost, que contaba con particulas
palatables para las lombrices, de menor fraccion. Esto puede verse reflejado en los contenidos de MO:
antes de fumigar, en SR fue de 22 + 3 y 30 £ 8 % para SRV-C2. La biomezcla de referencia disminuyo
el contenido de MO un 75 % al finalizar el ensayo (5,4 + 0,2 %) mientras que a ese mismo tiempo en
la biomezcla con vermicompost se registro una MO de 14 + 2 % (disminucion del 53 %). Este
fenémeno también fue observado por Delgado-Moreno et al. (2020), quienes afirman que la
composicion de la biomezcla a la hora de ser vermirremediada puede no ser adecuada en recursos
nutricionales para un crecimiento y una reproduccion Optimos. Igualmente, diversos autores
mencionan que la disponibilidad de materia organica y la heterogeneidad del sustrato organico
modula notablemente el desarrollo y la supervivencia de las lombrices, ademas de Ia
biodisponibilidad de los plaguicidas (Ec¢imovi¢ et al., 2022; Masin & Rut Rodriguez, 2012; Pelosi et
al., 2014).
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Figura 30. a) Individuos de E. fetida incorporados en SRV-C2, en estado saludable; b) Individuos muertos de

E. fetida, incorporados en SR (sefialado con flecha) y evidencias de autolisis corporal.

Tabla 14. Concentraciones registradas de los plaguicidas en las biomezclas a lo largo del tiempo de ensayo.

Concentraciones (mg kg™!)

Biomezcla Dia  IMI DIM ACE CIP
0 360+16 846+56  1408+124 104753 902+1,8
SR 155 10.0+£1.0  0.6+0.5 0.8+0.1 0.6+ 0.1
254 10,0 0,1 <LD 0.11 0,01 0,5+ 0,1
0 386+1.6 872+28  132.2=133 95,7+ 2.0
SRCV-C2 155 30+06 ND 014 + 0,07 0.5+ 0.1
254 02+0.1 ND 0.04 0,01 04402

Tabla 15. Concentraciones letales medias de cada plaguicida sobre las lombrices E. fetida. Los valores refieren
a un ensayo agudo de 14 dias de exposicion en suelo seco. Valores obtenidos de Pesticide Data Base (2025).

Plaguicida  CLsy (mg kg™') agudo
Acetoclor 106
Imidacloprid 11
Dimetoato 31
2,4-D 350
Cipermetrina >100
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4.5.2. Monitoreo de parametros fisicoquimicos y bioldgicos de las biomezclas

En cuanto al pH de las biomezclas, durante los primeros 119 dias fue mas alcalino (SR=7,5 £+
0,3; SRV-C2=8,0£0,2) y luego disminuy¢ a valores cercanos a 6 en ambos casos; la CE fue siempre
en promedio mas baja en SR (422 + 165 pS cm™) respecto a SRV-C2 (873 + 258 uS cm™) durante
todo el ensayo. Estos valores se hallan en concordancia con las biomezclas empleadas por Masin et

al. (2018), y son viables para la supervivencia de lombrices.

La Figura 31 muestra la variacion de la actividad microbiolodgica a partir de la hidrolisis de la
FDA. Al comienzo del ensayo, ambas biomezclas mostraron una actividad microbiologica similar y
esperable para su tipo de composicion (promedio de 82,4 + 0,9 ug FDA g h'). A los 7 dias de ser
fumigadas ambas biomezclas, se pudo observar que la biomezcla SRV-C2 tenia un valor
microbiologico levemente més alto que SR. Especificamente SRV-C2 mantuvo sus valores iniciales
sin diferencias significativas entre si hasta 37 dias después de incorporar las lombrices (dia 184).
Posteriormente (a partir del dia 223) la actividad microbiologica en SRV-C2 disminuy6
significativamente un 67 %, manteniendo valores no mayores a 47 pg FDA g'h™! hasta finalizar el
ensayo. Es decir, la actividad microbioldgica en la biomezcla que contenia las lombrices se sostuvo
sin diferencias estadisticas desde el dia 223 hasta el 254 (dia 107 de exposicion de lombrices). La
disminucion abrupta pudo ser posiblemente potenciada por el consumo de fuentes de C disponible
para los microorganismos. Algunos autores reportan este tipo de comportamiento en biomezclas con

diferentes plaguicidas (Tortella et al., 2012; Urrutia et al., 2013).

En cambio, la biomezcla SR logré mantener la actividad microbioldgica igual de activa que al
inicio solo durante los primeros 7 dias, mostrando ya al dia 35 una disminucion estadisticamente
significativa del 33 %. Estos valores de la hidrolisis de la FDA en SR se mantuvieron por 149 dias
mas, y disminuyeron ain mas al dia 223, sosteniendo este valor hasta finalizar el ensayo. Esta ltima
tendencia, resulté similar en ambas biomezclas, a pesar de que SRV-C2 contenia lombrices, y se
podria asociar a un agotamiento esperable de ambas biomezclas. De todas maneras, al finalizar, la
actividad microbiana fue de 28 = 4 pg FDA g'h' en SR y un 35 % mas alta en SRV-C2 (47 £ 9 pg
FDA g'h'), pudiendo considerar que, la presencia de las lombrices en la biomezcla contribuyé a
recuperar parte de la actividad microbiologica. La hidrolisis de la FDA se sabe que puede ser alterada
por los plaguicidas en general, pero se cree que puede hallarse mas influenciada por la presencia de
insecticidas principalmente (Riah et al., 2014). No obstante, Lescano et al. (2020) estudiaron
diferentes biomezclas con lombrices para mejorar la degradacion del herbicida glifosato y observaron
que la actividad de la hidrolisis de la FDA fue mayor en aquellas biomezclas que presentaban mejores

porcentajes de degradacion del plaguicida. Sin embargo, a los 90 dias de ensayo la actividad
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microbioldgica total habria decaido en comparacion a los valores registrados al comienzo. Los rangos
de valores de hidrolisis de la FDA (10-70 ug FDA g h!) fueron similares a los observados en este

ensayo.

120 1 J OSR @SRV-C2
100 bﬂ
ab ab % abc E ab

1
o

L:: 80 4[] abe abed ‘I‘ il

g —I_ ~—bcde dof

= efg def cde

= 60 _I_ I i iy fgh

= .

'3 ghi +

] hi hi

g 40 A i hi

=

= 20 -

0
0 7 35 77 119 184 223 246 254

Tiempo (dias)

Figura 31. Evolucién en el tiempo de la hidrélisis de la FDA en ambas biomezclas. En barras verdes se
presenta SR y en barras violetas SRV-C2, ambas sin lombrices. Las barras color rosa corresponden a SRV-C2
con lombrices (incorporadas el dia 147, indicado con la flecha). Las medias que no comparten una letra son
significativamente diferentes. La desviacion estandar de cada barra se muestra en lineas de color negro.

El monitoreo de FA (Figura 32) se incorpor6 en este capitulo como un indicador més de la
actividad microbiana junto con la FDA en las biomezclas. Se eligié FA ya que, especificamente,
cumple funciones clave dentro del ciclo del fosforo y algunos plaguicidas pueden alterar su actividad

(Riah et al., 2014).

Con respecto a la variacion de la FA, antes de fumigar las biomezclas y durante los primeros
35 dias, SR present6 una actividad enzimatica significativamente mayor respecto a la de la biomezcla
con vermicompost. Posteriormente, se observo una disminucion de la actividad en SR, equiparandose
con los niveles de SRV-C2. A partir del dia 119 hasta el fin del ensayo, la actividad enzimatica de
SRV-C2 fue igual o mayor a la de SR, considerando que al dia 147 ya se hallaban incluidas las
lombrices en esa biomezcla. Extrafiamente, SRV-C2 mostr6 un incremento significativo 28 dias antes

de la incorporacion de los individuos. Este valor se redujo después de su incorporacion un 35% (dia
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223), aproximadamente luego de 76 dias de permanencia de las lombrices. Por ultimo, mientras los
valores de FA en la biomezcla de referencia sin lombrices continuaban disminuyendo, en SRV-C2 se
incrementaban, posiblemente por la accién positiva de las lombrices. Nahidan & Ghasemzadeh
(2022) observaron que la incorporacion de estiércol vacuno y E. fetida en un suelo calcareo aumentd
la actividad de la FA. Ademas, informaron que las lombrices pueden mejorar la movilidad y
biodisponibilidad de fosforo a partir de la secrecion de compuestos organicos. La actividad FA fue
significativamente 50 % mas alta en SRV-C2 que en la biomezcla sin vermicompost. Riah et al.
(2014) informan que diversos autores han mostrado que la actividad FA puede quedar inalterada o
decrecer tras varias aplicaciones de plaguicidas. Ademas, mencionan que las fosfatasas no responden
del mismo modo a los herbicidas (tienden a inhibir la FA) que a los insecticidas (estimulan la FA).
Por lo tanto, la dindmica observada en este ensayo de degradacion es esperable, ya que no se trata de

un plaguicida individual, sino de una mezcla de cinco con diferentes propiedades.
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Figura 32. Evolucion en el tiempo de la Fosfatasa Alcalina en ambas biomezclas. En barras verdes se
presenta SR y en barras violetas SRV-C2, ambas sin lombrices. Las barras color rosa corresponden a SRV-C2
con lombrices (incorporadas el dia 147, indicado con la flecha). Las medias que no comparten una letra son
significativamente diferentes. La desviacion estandar de cada barra se muestra en lineas de color negro.

En la Figura 33 se encuentran representados graficamente el IG (Fig. 33-a) y la capacidad de
germinacion (G) (Fig 33- b) de ambas biomezclas, determinados durante el ensayo. La determinacion
del 1G, que considera tanto la G de las semillas de L. sativa, como la longitud de la radicula de éstas

luego de 5 dias, se determiné a los dias 119 (finalizacion del ensayo sin lombrices), 182 (luego de
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incorporar las lombrices), 225 y 254 (finalizacion del ensayo). Este indice permitié observar que, a
los 119 dias, ninguna de las biomezclas era fitotoxica (IG>60%); sin embargo, sufrié una deplecion
a tiempos intermedios para ambas biomezclas, por lo que este fenomeno no podria atribuirse
especificamente a la presencia de las lombrices, dado que sélo estaban presentes en SRV-C2. La
fitotoxicidad mostrada en estos tiempos posiblemente se deba a la aparicion de intermediarios o
metabolitos de la degradacion de los plaguicidas que, posteriormente, con el avance de la
biodegradacion pueden también ser degradados a productos inocuos. Esta explicacion se fundamenta
en el hecho de que ambas mezclas resultaron no fitotoxicas a los 254 dias. Al respecto, este
comportamiento fue observado cuando se evalud el IG durante la aplicacion de un proceso avanzado
de oxidacion para remover plaguicidas del agua (Lopez et al., 2018). Por otro lado, la G disminuyd
significativamente luego de 35 dias de permanencia de las lombrices en SRV-C2. Es decir, disminuy6
a partir del dia 182 en SRV-C2 (p=0,002) y del dia 225 en SR (p= 0,008). Los valores de germinacion
G se mantuvieron cercanos al 50 % en ambas biomezclas hasta el final del ensayo (psrv= 0,113; psr=

0.810).
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Figura 33. a) indice de germinacion, En barras verdes SR y en violeta SRV-C2. La linea punteada indica un
IG de 60%, minimo para que no sea fitotoxica; b) porcentaje de germinacion en ambas biomezclas. Las
medias que no comparten una letra son significativamente diferentes. Las barras color rosa corresponden a
SRV-C2 con lombrices (incorporadas el dia 147, indicado con la flecha). La desviacion estandar de cada
barra se muestra en lineas de color negro.

4.5.3. Monitoreo enzimatico y fisico de las lombrices
4.5.3.1. Biomasay biomarcadores enzimdticos

En la Figura 34 puede observarse la variacion de la BS y de las PT a lo largo del periodo de
permanencia de las lombrices en la biomezcla. La BS promedio de los individuos colocados
inicialmente (del bioterio, sin exposicion) fue de 0,52 + 0,10 g; este valor disminuy6 un 53.5 % a lo
largo del periodo de supervivencia en la biomezcla. Al finalizar los 107 dias, la BS promedio de los
individuos fue de 0,24 + 0,05 g. El decrecimiento significativo de la BS se dio desde el dia 79 al 107.
Cabe recordar que las lombrices durante su permanencia no fueron alimentadas de manera adicional.
Lescano et al. (2020), al exponer lombrices de la misma especie a biomezclas con glifosato,
observaron al comienzo un incremento de la BS de los individuos, pero luego, al igual que en este
estudio, la BS decrecio significativamente. Delgado-Moreno et al. (2020) también ensayaron la
vermirremediacion empleando biomezclas que contenian vermicompost en su composicion junto a la
accion de E. fetida por 12 semanas en presencia de diurdn, imidacloprid, tebuconazol, oxifluorfen y
dimetoato). En este estudio registraron la misma tendencia de disminucion de la biomasa de los

individuos a lo largo del tiempo. La presencia de las lombrices tuvo un efecto limitado en la disipacion
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de los plaguicidas debido a las altas concentraciones, principalmente del imidacloprid. Asimismo,
Liu et al. (2021) reportaron que el ACE, por ejemplo, puede inducir dafio al ADN en las lombrices,

asi como disminuir considerablemente su crecimiento y reproduccion tras la exposicion a este

herbicida.

Otros autores reportan también, para los plaguicidas estudiados en esta Tesis, la disminucion
de la masa corporal de las lombrices al ser expuestas, asi como la generacion de un exceso de
secreciones, disminucion de la reproduccion, adelgazamiento del clitelo, pérdida de pigmentacion,
ruptura de la cuticula y/o ampollas (Dasgupta et al., 2015; Miglani & Bisht, 2020; Xiao et al., 2006).
Durante la permanencia de las lombrices en la biomezcla, si bien disminuyo su BS, se mantuvieron
en un estado de buena apariencia fisiologica (determinada por el indice de lesion que se presenta en
la subsiguiente Seccion 4.5.3.2). Esto se ve ademas respaldado por la conservacion del nivel de

proteinas en relacion con el tejido, entre 0,04 y 0,09 g PT g ! tejido (Fig. 34).
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Figura 34. Evolucion del contenido de proteinas totales (g PT g™! tejido) y de la biomasa (g) @ de los
individuos a lo largo de su permanencia en SRV-C2. En verde se indica el dia 0, que corresponde a lombrices
no expuestas (en condiciones de bioterio). Las medias que no comparten una letra son significativamente
diferentes. La desviacion estandar de cada barra se muestra en lineas de color negro.

La Figura 35 muestra la variacion de la actividad de las dos enzimas estudiadas en los tejidos
de las lombrices (AChE y CAT). La AChE mostré un descenso hasta el dia 34 de exposicion de los
individuos, en el cual fue significativamente mas baja. Posiblemente la inhibicion causada fue

reversible en esas condiciones, ya que a medida que avanza la degradacion de los plaguicidas y sus
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metabolitos, la actividad de esta enzima mostré una recuperacion significativa hacia el dia 79 de
permanencia, que se sostuvo hasta el final. Al dia 254 (107 de permanencia de las lombrices) los
valores de AChE se asemejaron a los valores de partida. La actividad de AChE, podria haber estado
inhibida como una respuesta a la concentracion de IMI (neonicotinoide) y a metabolitos de
degradacion de los plaguicidas, principalmente del DIM (organofosforado) (Solé, 2021). La
recuperacion de esta actividad se podria vincular a capacidades adaptativas de los individuos, 0 a que
las concentraciones de los plaguicidas en la primera semana de exposicion de las lombrices ya se
encontraban por debajo de los valores de CLso, presentados en la Tabla 15 con anterioridad, por lo

que no hubo un dafio de magnitud considerable y permanente.

Los resultados aqui presentados fueron similares a los observados por Velki & Hackenberger
(2013) que expusieron lombrices (£. andrei) a diferentes concentraciones de DIM en suelo. Estos
autores observaron una inhibicion significativa de la actividad de la AChE a concentraciones de 3 mg
kg!, registrando el valor mas bajo luego de 15 dias de exposicion; mientras que, en concentraciones
mas bajas, si bien la actividad tendié a disminuir, presentd mayores fluctuaciones, recuperando
valores cercanos a los originales luego de 28 dias. Por otro lado, Teng et al. (2022) estudiaron la
toxicidad combinada de clorpirifés, abamectina, imidacloprid y acetamiprid en E. fetida, reportando
que la actividad de AChE en aplicaciones combinadas es inhibida con el aumento del tiempo de
exposicion, mientras que en exposiciones individuales y a bajas concentraciones observaron un

incremento de esta actividad.

Respecto a la actividad de la oxidorreductasa CAT, se observd una primera inhibicion a los
siete dias de ser incorporadas las lombrices, que se sostuvo hasta el dia 34. El dia 79 se registré una
disminucion mucho mas pronunciada de la actividad de esta enzima, aunque luego hacia la
finalizacion del ensayo estos valores aumentaron, aunque sin alcanzar los correspondientes a las
lombrices sanas del inicio. Andrade-Herrera et al. (2019) informan que, aunque la actividad de la
CAT tiende a aumentar en presencia de diferentes plaguicidas para mantener niveles adecuados de
ROS, esta puede inhibirse en presencia de neonicotinoides (imidacloprid en este caso). Asimismo, en
su estudio, Rodriguez-Campos et al. (2014) reportan que como respuesta primaria a la exposicion se
puede observar una inactivacion de la actividad de las enzimas a corto plazo, pero que posteriormente
a una exposicion mas prolongada (>28 dias) las actividades tienden a aumentar nuevamente, lo que
sugiere una adaptacion de las lombrices o tolerancia a los contaminantes o metabolitos a los que estan
expuestas. Velki & Hackenberger (2013) reportaron también una disminucion de la actividad de CAT
en las lombrices expuestas a diferentes dosis de dimetoato, seguido de una leve recuperacion de la
actividad luego de 28 dias. Zhang et al. (2014) por otro lado, observaron que hasta dosis de 2 mg kg’
! de imidacloprid la actividad de la CAT se estimuld, pero que a partir del doble de la concentracion

se registraron leves disminuciones de la misma. Es esperable que esta enzima muestre fluctuaciones
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en su concentracion durante el estrés oxidativo (Hackenberger et al., 2012; Khovarnagh &

Seyedalipour, 2021).

La actividad de la CAT puede aumentar cuando las lombrices estan sometidas a un estrés leve,
pero generalmente disminuye bajo un estrés severo (Nyoka et al., 2021). Este fendmeno se condice
con lo observado en la Fig. 35, ya que los primeros 79 dias de exposicion de las lombrices aun habia
remanentes de IMI, ACE y CIP, posiblemente generando un estrés severo en los individuos, lo que
se vio reflejado en el decrecimiento de la actividad CAT. Hacia el final del ensayo las concentraciones
de los posibles metabolitos generados durante la degradacion de los plaguicidas probablemente
también disminuyeron. EI menor estrés de los individuos permitio que los valores de CAT se
incrementen, hasta valores cercanos a cuando no estaban expuestos. Al dia 155 (dia 8 de exposicion
de las lombrices), el IMI era el plaguicida que mayor concentracion presentaba. Nyoka et al. (2021)

reportaron observar una inhibicion de la CAT cuando las concentraciones de IMI eran mas altas.

En base a los reportes de los autores mencionados, se podria considerar que la actividad de
estos biomarcadores enzimaticos es dependiente del tipo y de la dosis de los plaguicidas, el tiempo

de exposicion y de si las lombrices se encuentran expuestas a uno o mas plaguicidas.
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Figura 35. Evolucion de la actividad de las enzimas acetilcolinesterasa ( A eje izq.) y catalasa (B eje der.) en
los individuos a lo largo de su permanencia en SRV-C2. En verde se indica el dia 0, que corresponde a
lombrices no expuestas (en condiciones de bioterio). Las medias que no comparten una letra son
significativamente diferentes (abajo para CAT, arriba para AChE. La desviacion estandar de cada barra se
muestra en lineas de color negro.
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4.5.3.2. Indice de lesion

Las lombrices empleadas para los ensayos, como se menciono en el Capitulo 1, son las
provenientes de un bioterio propio. El estado fisico de las mismas al ser incorporadas a la biomezcla
SRV-C2 era muy bueno, con un porcentaje de lesion promedio de 7 = 1 % (Fig. 36-a), que se
corresponde con la categoria de “ilesas” del I1. (ver Seccion 4.3.5.6 del presente Capitulo). Luego de
15 dias de permanencia en la biomezcla, el I; aument6 aproximadamente un 10% (Ir= 17£3 %), por
lo que los individuos mostraban evidencias claras de “lesion menor” (Fig. 36-b). Este estado
fisiologico se sostuvo durante un mes, mostrando que los individuos podian subsistir de forma
adecuada en la biomezcla. Una vez pasados los 107 dias de permanencia estas mismas lombrices
mostraron un estado fisiologico correspondiente a “lesion moderada” (Ir= 41+7 %) (Fig. 36- ¢), ya
que algunos individuos luego de dicho periodo poseian una prominencia menor del clitelo,
adelgazamiento de la longitud corporal o con adelgazamiento discontinuo, o se encontraban con
menor pigmentacion. El aumento del 30 % del dafio no fue un problema para que los individuos
puedan vermirremediar el sustrato, y se puede también asociar a la escasez de alimento en la
biomezcla. Estas observaciones son coincidentes con Velki & Hackenberger (2013), quienes
informan que durante la exposicion a concentraciones bajas de dimetoato (0,03; 0,1; 0,3 y 1 mg kg
1, las lombrices poseian visibles constricciones y lesiones menores, pero no se habian fragmentado

ni presentado dafios mayores.

Cabe mencionar que cuando se intentd colocar las mismas lombrices de bioterio en la
biomezcla de referencia SR, al pasar 72 h expuestas mostraron rapidamente un aumento del dafo en
su fisiologia, con lesiones serias a las 24 h (Ir= 55 = 11 %) (Fig. 36-d) y graves (ampollas,
constricciones, adelgazamiento, despigmentacion) a las 72 (It= 69 + 6 %) (Fig. 36-e-f). Esta respuesta
fue indicativa de un desmejoramiento de los individuos insostenible en el tiempo. Esto fundamenta
la imposibilidad de la incorporacion de las lombrices en dicha biomezcla, continudndose con el

ensayo de vermirremediacion Unicamente de SRV-C2.
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Figura 36. Imagenes ilustrativas (de un ejemplar) tomadas de las lombrices para la evaluacion del I;.. a)
lombriz ilesa previa a la incorporacion; b) lombriz con lesiéon menor a los 15 dias en SRCV-C2; ¢) lombriz
con lesion moderada en SRCV-C2 al finalizar el ensayo (107 dias); d) lombriz con lesion seria, a las 24 h de
incorporarse en SR; e-f) lombrices con lesiones graves luego de permanecer 72 h en SR.

4.6. Conclusion

La incorporacion de lombrices en las biomezclas permitio evaluar la factibilidad de aplicar
vermirremediacion para una mezcla de plaguicidas compleja. Aunque se esperaba que ambas
biomezclas alcanzaran condiciones aptas para el ingreso de lombrices hacia los 119 dias, en la practica
solo SRV-C2, la formulada con vermicompost, logré condiciones compatibles con la supervivencia
de E. fetida. En SR persistieron concentraciones de imidacloprid cercanas a su CLso, lo que puede
explicar el rechazo y la rapida aparicion de lesiones severas en los individuos. En cambio, en SRV-
C2 las lombrices pudieron ingresar a los 147 dias y permanecer durante 107 dias, favorecidas tanto

por menores residuos toxicos como por una mayor disponibilidad de materia organica.

La actividad bioldgica de las biomezclas mostré comportamientos diferenciales. SRV-C2
mantuvo durante mas tiempo una mayor actividad, y hacia el final del ensayo exhibié una
recuperacion de FDA y FA asociada a la accion de las lombrices y a una mayor disipacion total de
plaguicidas. Si bien la fitotoxicidad fluctué en ambos sustratos, posiblemente por la presencia

transitoria de metabolitos, ninguna biomezcla resulto fitotoxica al finalizar el ensayo.

Las lombrices sobrevivieron sin mortalidad en SRV-C2, aunque con una reduccion progresiva

de biomasa atribuible a la falta de alimento y a la exposicion residual a contaminantes. Los
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biomarcadores enzimaticos reflejaron estrés subletal, con inhibicion inicial de AChE y CAT seguida
de una recuperacion parcial, lo que sugiere una adaptacion al descenso de los plaguicidas disponibles.
El indice de lesion indicod un deterioro moderado pero compatible con la permanencia y actividad de

los individuos.

En conjunto, los resultados muestran que la vermirremediacion, en este caso, no es viable como
estrategia inmediata tras la aplicacion de plaguicidas, debido a las altas concentraciones iniciales; sin
embargo, si puede aplicarse de manera efectiva como etapa complementaria una vez alcanzados
niveles subletales, especialmente en biomezclas enriquecidas con materiales organicos como el
vermicompost. De esta manera se puede reciclar la mezcla ya usada como sustrato para un nuevo
ciclo de uso. El aporte adicional de fracciones organicas lignoceluldsicas como rastrojo de trigo

podria potenciar atin més el desempefo de esta tecnologia en futuras aplicaciones.
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Conclusiones generales

Este trabajo de Tesis se encuadroé en el estudio de una estrategia tecnoldgica integral, orientada
a la resolucion de un problema de relevancia global: la biodegradacion de una mezcla compleja de

plaguicidas a la vez que se valorizan residuos organicos locales disponibles.

Especificamente, se realizo una investigacion orientada a evaluar la incorporacion de sustratos
vermicompostados en la formulacion de biomezclas para Sistemas de Biopurificacion, con el
proposito de sustituir la turba -insumo tradicional del disefio original de los SBP- por una alternativa
mas sostenible, coherente con los principios de la economia circular y la reduccion del impacto
ambiental. Asimismo, se considero la incorporacion de la lombriz E. fetida para distintos propdsitos
durante la investigacion: como organismo biotransformador tanto en el vermicompostaje de los
residuos organicos, asi como en la vermirremediacion de biomezclas, como bioindicador en ensayos
ecotoxicologicos y como organismo para la evaluacion de dafios subletales a través de biomarcadores

tales como biomasa, contenido de proteinas, actividad enzimatica y lesiones tisulares.
Los hallazgos de mayor relevancia obtenidos en esta Tesis se detallan a continuacion:

e Es posible estabilizar de manera eficiente residuos agropecuarios y urbanos (cama de pollo,
aserrin de eucaliptus y lodos activados cloacales), dando lugar a dos mezclas diferentes (sin -C1-
y con lodos -C2-). Las mezclas cumplieron con los estindares nacionales para sustratos
estabilizados. La presencia de lodos activados en la mezcla impactd en una mayor actividad
bioldgica inicial, respecto a Cl1. El periodo de estabilizacién propicié el aumento de esta

actividad en ambos casos.

e Los sustratos estabilizados resultaron altamente palatables para E. fetida, habilitando su
vermicompostaje, durante el cual se registr6 un fuerte aumento poblacional y de biomasa,
especialmente en la mezcla con lodos. El vermicompostaje permitio homogeneizar los sustratos,
mejorar sus propiedades fisicoquimicas y sostener la actividad biologica benéfica, obteniéndose
vermicompost estables, libres de patdgenos y con caracteristicas fisicoquimicas similares entre

si (V-C1y V-C2).

e Los sustratos generados contaron con propiedades favorables para la formulacion de biomezclas
que sustituyan el uso de turba (suelo, rastrojo y vermicompost), ya que presentaron mayor

contenido de materia organica y actividad biologica respecto a la biomezcla de referencia.

e Las biomezclas exhibieron un alto potencial para la adsorcion y degradacion de los plaguicidas
seleccionados, logrando disipaciones superiores al 97-99 %, en la mayoria de los casos y en

tiempos mas cortos cuando las biomezclas incluian vermicompost.
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Las biomezclas con vermicompost mantuvieron una mayor actividad biologica total a lo largo
del tiempo, lo que favoreci6 la degradacion de los plaguicidas. La incorporacion de
vermicompost ayudod al mejor desempefio de las biomezclas, no solo en relaciéon con su funcion
principal, la remocién de los plaguicidas, sino también en la obtencidon de biomezclas agotadas

sin efectos toxicos, aptas para reutilizar.

Las biomezclas que contenian vermicompost degradaron en promedio el 98% de los plaguicidas

mas recalcitrantes (IMI y CIP) y mas del 99% de ACE y DIM.

El estudio cinético reveld que la disipacion de los plaguicidas pudo describirse adecuadamente
mediante modelos de primer orden y bifésico, indicando la coexistencia de etapas de rapida y
lenta degradacion, fuertemente influenciadas por la materia orgdnica del sustrato y por las
caracteristicas fisicoquimicas de cada compuesto. Todos los DTso de los plaguicidas en las
biomezclas que incorporaban vermicompost fueron mdas bajos que para la biomezcla de
referencia. Del mismo modo, las constantes de velocidad de degradacion fueron mas elevadas

en SRV-C1 y SRV-2.

El estudio y la comprension de los mecanismos de adsorcion fue fundamental para interpretar la

dinamica de las moléculas de los plaguicidas a medida que se desplazan a través de la biomezcla.

Se obtuvieron las isotermas de adsorcion de los plaguicidas, muchas de las cuales mostraron
curvas sigmoides, revelando un efecto dual cooperativo e inhibitorio, marcadamente
influenciado por la polaridad y solubilidad de cada plaguicida. La ecuacién de Freundlich
proporcioné de forma mas consistente una descripcion adecuada de las isotermas
experimentales, mientras que la ecuacion de Hill ofrecié un ajuste muy bueno en casos donde

ocurrid adsorcion cooperativa.

La identificacion de correlaciones entre la adsorcion de los plaguicidas en las biomezclas y su
eficiencia de degradacion es clave para interpretar la retencion y biodisponibilidad de los
plaguicidas. Esto habilita el uso de pardmetros de adsorcion y de cinéticas de degradacion como

indicadores predictivos para mejorar el funcionamiento de los SBP.

Se evidenciaron efectos sinérgicos interesantes para la adsorcion de tres plaguicidas (ACE, CIP
y DIM) cuando todos estaban presentes en la solucién y solo el IMI mostré una pequeiia
disminucion (efecto antagonista) en la efectividad de la remocion a partir de la solucion
multisoluto. La remocion del 2,4-D no se vio afectada por la presencia del resto de los

plaguicidas.

124



Conclusiones generales

e La incorporacion de E. fetida en las biomezclas permitio evaluar la posibilidad de aplicar la
vermirremediacion para una mezcla de plaguicidas compleja. Unicamente la biomezcla SRV-C2

frente a la de referencia fue apta para la incorporacion de las lombrices.

¢ Si bien las lombrices sobrevivieron sin mortalidad en SRV-C2, se registraron efectos subletales
dependientes de la biomezcla y de las concentraciones remanentes de plaguicidas y/o sus
metabolitos, reflejados en cambios de biomasa y en biomarcadores enzimaticos. No obstante,
estos efectos fueron compatibles con la permanencia y actividad de los individuos, lo que
respalda la viabilidad de la vermirremediacion como una etapa final complementaria, orientada

a sostener la calidad bioldgica de biomezclas ya utilizadas.

En conjunto, los resultados de esta Tesis demuestran que la integracion de vermicompostaje,
biopurificacion y vermirremediacion constituye una estrategia robusta y ambientalmente sostenible
para la mitigacion de la contaminacién por plaguicidas, al tiempo que promueve la valorizacion de
residuos organicos locales. Este enfoque contribuye de manera concreta al disefio de tecnologias de
saneamiento mas circulares, resilientes y adaptadas a contextos productivos regionales, con potencial
transferencia a sistemas reales y relevancia para la formulacion de politicas de gestion ambiental y

residuos.
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Anexo I: Cuantificacion de plaguicidas en matrices solidas

La cuantificacion de los plaguicidas en estas matrices se realizd en el Programa de
Investigacion y Analisis de Residuos de Pesticidas (PRINARC, FIQ-UNL). Los patrones analiticos
de los plaguicidas se adquirieron principalmente de Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg; Germany),

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO; USA) y ChemService (West Chester, PA; USA).

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 de &mbar y se llevaron a temperatura
ambiente antes de su uso. Para la preparacion de la fase movil, el formiato de amonio (FNH4), el
acetato de amonio (AcNH4), el 4cido formico (98%) se obtuvieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO;
EE.UU.), el metanol (MeOH) y el 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 muestras se obtuvo sulfato de magnesio
anhidro (MgSO,), cloruro de sodio (NaCl) y acetonitrilo de grado HPLC (MeCN) de Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO; Estados Unidos). Todos los demés insumos utilizados eran del mejor grado analitico

disponible comercialmente.

La determinacion de los plaguicidas objetivo de LC se realizo con un sistema Acquity UPLC®
(Waters, Milford, MA, EE. UU.) equipado con una columna Acquity UPLC*BEH C18 Shield (100
x 2,1mm x 1,7um) y acoplado a un analizador de masas de triple cuadrupolo TQD (Waters, Milford,
MA, EE. UU.) equipado con una fuente de ionizacion por electrospray (ESI). El plaguicida
susceptible de GC se determiné utilizando un cromatografo de gases Agilent 7890B acoplado a un
espectrometro de masas Agilent 7000C de triple cuadrupolo (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
EE. UU.) y la separacion cromatografica se realizd6 mediante una columna capilar HP-5MS de
fenilmetilsiloxano al 5% (30m x 250um x 0,25um, Agilent Technologies). Los parametros y
condiciones instrumentales especificos empleados en cada una de las diferentes determinaciones se

presentan en las Tablas 16-21.

Tabla 16. Condiciones UHPLC-MS/MS para la determinacion de plaguicidas.

HPLC Waters Acquity UPLC® system

MS Waters TQD

Tipo de columna Acquity UPLC®*BEH C18 Shield (100 x 2,1 mm x 1,7 pum)
Temperatura de la columna 40°C

Fase movil A (agua) 5mM formiato de amonio con 0,1% acido féormico

Fase movil B (metanol) 5mM formiato de amonio con 0,1% éacido féormico
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Gradiente de la fase movil

Volumen de inyeccion
Temperatura del muestreador
automatico

Modo de ionizacion

Voltaje capilar

Temperatura de la fuente
Temperatura de desolvatacion
Flujo de gas de desolvatacion (N»)
Flujo de gas de cono (N»)

Flujo de gas de colision (Ar)

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
S5uL

5°C

ESI +/ESI -

1kV

120°C

350°C

800 L/h

150 L/h

0,14 mL/min

Tabla 17. Condiciones GC-MS/MS para la determinacion de plaguicidas.

GC
MS

Tipo de columna

Gas portador
Flujo portador (fijo)

Gradiente de temperatura

Volumen de inyeccion

Modo de inyeccion
Temperatura del inyector
Temperatura del muestreador
automatico

Temperatura de la linea de
transferencia MS

Modo de ionizacion

Agilent 7890B

Agilent 7000C triple cuadrupolo
Agilent HP-5MS 5% columna capilar de
fenilmetilsiloxano (30 m x 250 pm x 0,25 pm)
Helium 99,999%

1 mL/min

0 min — 60°C

3,7 min — 170°C — 40°C/min

17,7 min — 310°C — 10°C/min

20,7 min —310°C

1 puL

Splitless

280°C

Ambiente
280 °C
EI 70eV

Tabla 18. UHPLC-ESI-MS/MS condiciones: ion precursor y ion producto de transicion del cuantificador y
del calificador y su respectiva energia de colision (CE). Voltaje del cono (CV) y modo de electrospray de
ionizacion (ESI) positivo (+) o negativo (-).

Transicion )
COMPUESTO del cpyy ~Calificadorop Gy oy oy ESI
cuantificador transicion
2,4-D 219> 161 15 219> 163 16 25 -
Acetoclor 270 > 148 20 270 > 224 16 20 +
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Dimetoato

Imidacloprid

20
17

10
15

18
25

230,1 > 125
256,1>175,1

230,1> 199
256,1>209,1

Tabla 19. GC-EI-MS/MS condiciones: ion precursor y ion producto de la transicion del cuantificador y
calificador I y 11, y su respectiva energia de colision (CE).

Transicion Clasificatorio I CE Clasificatorio
COMPUESTO del CE (V) L I CE (V)
. transicion V) S
cuantificador transicion
Cipermetrina 162,9 > 127 5 181,1 >127,1 35 181>152 30

La extraccion de plaguicidas del suelo (S) y el material de biomezclas (SRV-C1, SRV-C2 y

SR) se realiz6 de la siguiente manera (Tablas 20 y 21).

Tabla 20. Pasos detallados de los procedimientos analiticos para la determinacion de acetoclor, cipermetrina,

dimetoato e imidacloprid.

QuEChERS método original modificado

Cantidad de muestra (g)
Disolvente de remojo (mL)
Mezcla

Tiempo de remojo
Disolvente extractante (mL)
Mezcla

Sales de particion liquido-
liquido (g)

Mezcla

Centrifugacion

Sorbentes dispersivos de
SPE (mg) por ml de extracto

Agitacion manual vigorosa

Centrifugacion

Extracto final

2

0,2 % acido férmico en agua (10)
30 s por vortex

30 min

Acetonitrilo 1% CH3COOH (10)
1 min por vortex

Anhidro

MgS04 (3) y NaCl (1)

3 min por vortex

5 min a 2500 rpm

Anhidro
MgS04 (150), C18 (50) y amina secundaria primaria (PSA) (50)

3 min
5 min a 2500 rpm

Filtre el extracto de 1 ml a través del filtro de PTFE de 0,22 mm para el
analisis UPLC-MS/MS. Evaporado hasta la sequedad 1 ml y reconstituido
en acetato de etilo para el analisis GC-MS/MS.

Tabla 21. Etapas detalladas de los procedimientos analiticos para la determinacion de 2,4 D.

Extraccion con disolventes

Cantidad de muestra (g)

Disolvente de remojo (mL) ¥

Mezcla @

Disolvente extractante (mL) @

2,5

Agua (0,5) pH=1 (H2SO4 9 M)
30 s por vortex

Diclorometano (7,5)
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Mezcla @ 30 min por agitador
Centrifugacion © 5 min a 2500 rpm
Re-extraccion Repita los pasos 1-5

Evaporado hasta la sequedad, reconstituir en agua acido
Extracto final acético al 0,2% y filtrar a través de un filtro de PTFE de
0,22 mm para UPLC-MS/MS.

La validacion se llevo a cabo determinando la recuperacion, la selectividad, los limites de
cuantificacion, la linealidad, la precision y la exactitud. La recuperacion de cada plaguicida se
determin6 en 3 réplicas a 3 niveles de concentracion, comparando las areas maximas de cada
plaguicida de muestras estandar con las de: (1) muestras en blanco extraidas, enriquecidas con las
mismas cantidades de los compuestos y luego tratadas como se describi6 anteriormente (ensayo de
recuperacion); (2) y para comprobar el posible efecto de la matriz en la ionizacion ESI (LC-MS/MS)
y en el sistema de GC, las muestras en blanco extraidas se trataron como se ha descrito anteriormente
y luego se afiadieron con las mismas cantidades de cada plaguicida (estandares de matriz coincidente).
El porcentaje promedio de recuperaciones estuvo entre el 70 y el 120%, con una desviacion estandar
relativa (DSR) inferior al 20% para todos los casos. Para comprobar la selectividad del método, se
ensayaron extractos de muestras en blanco y enriquecidas. El limite de cuantificacion (LOQ) se
estimo inyectando un niimero de extractos de muestras en blanco (n=6) y midiendo la magnitud de la
respuesta de fondo como diez veces la relacion sefial-ruido (S/N). Finalmente, el LOQ se establecio
como la concentracién mas baja que podia medirse con una precision intraensayo CV% y un sesgo
relativo inferior al 20%. La precision se expres6 como % RSD y la exactitud se calculo a través del

error relativo (% RE). Tabla 21.
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Tabla 22. Resultados de la validacion analitica. Porcentajes de recuperacion obtenidos para los plaguicidas

determinados a tres niveles de concentracion.

SRV-C1

SRV-C2

SR

Nivel de concentracion

Nivel de concentracion

Nivel de concentracion

Nivel de concentracion

(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
0.1 0.1 0.1 0.1
10 80 10 80 10 80 80
(LOQ) (LOQ) (LOQ) (LOQ)
%Rec %Rec %Rec %Rec %Rec %Rec %Rec %Rec %Rec %Rec  %Rec %Rec
PLAGUICIDAS (RSD) (RSD) (RSD) (RSD) (RSD) (RSD) (RSD) (RSD) (RSD) (RSD) (RSD) (RSD)
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (0=3)  (n=3) (n=3) (0=3) (@©=3) (@©=3) (@®=3) (n=3)
2,4-D 72 (12 69 (10 65 (18 73 (15 82 (6 85 (15 82 (19 7 81 o 67 68 (20
A- (12) (10 (18) (15) (6) (15) (19) (15) 20) (17 1) (20)
98 71
65(22) 70 (20) 105 110 (8) 110 65 77 (13)
Acetoclor 75 (13) 115 (20) 103 (21) (12) (20)
(1) 2) ® @ ) ®©2 (0 2
(1) (1)
110 109 89 112 68 80 101
Dimetoato 72 (12) 81(13) 70(17) 101 (20) 83 (17)
(14) a7 (11) (20) (19) (13) (12)
98
] ) 95 (20) 105 97 (20) 89 91 102 (9)
Imidacloprid 95 (9) 90 (17) 114 21) 98 (14) 87 (9) a7
3) (12) (3) (12) (13) (3)
3)
Ci tri 86 (13 79 (11 70 (19 118 (17 Ho 102 104 (11 77 2 86 1 97 (12
ipermetrina 86 (13) 79 (11) 70 (19) My an MW ay an an (12)

(1) Nivel de concentracion: 50 mg kg™!

(2) Nivel de concentracion: 120 mg kg™!

(3) Nivel de concentracion: 30 mg kg™
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Anexo II: Curvas de calibrado en matriz liquida de los plaguicidas

seleccionados
Imidacloprid
y =93013x - 63264 9 = T
8000000 - 2 =0.9996 LOQ | 5,573 mgL
< 6000000 ~
2 o
< 4000000 1
2000000 -
.'....
0 &2 . .
0 50 100
mg L1
3600000 A Dimetoato
3000000 7y = 30304x + 2894.6 - 1
- LOQ| 16,309 mg Lt
£ 1300000 _
ool .
1200000 '
600000 _
-.I
O T T T T 1
0 20 40 60 80 100
mg L1
Acetoclor
4000000 - LOD | 4.1462 mgL"!
LOQ | 12,564 mg Lt
]
3200000 - v =3355%x - 38329
r2 = 09995 .
;‘:’ 2400000 - '
-
1600000 - )
800000 - .
I LA T T T T |
0 20 40 60 80 100
mg L.-l
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4800000
4000000
3200000
2400000

Area

1600000
800000
0

10000000

2000000

6000000

Area

4000000

2000000

- 2.4-D
41 wv=41702x+ 538.87 o
r=0.99462 [ Eo
e
L = T T T T 1
0 20 40 60 80 100
mg L1
_ Cipermetrina
v =82158x - 262510 .
i 2 =0.9942 -
[ ¥
- .
.
T T T T 1
1] 20 40 60 a0 100
mg L1

LOD

6,773 mg L!

LOQ

20,526 mg L!

LOD | 13,078 mg L'

LOQ | 39,631 mgL'

Figura 37. Curvas de calibrado obtenidas para cada plaguicida. A la derecha se informan las cifras de mérito
obtenidas para cada curva de calibrado: LOD (limite de deteccion) y LOQ (limite de cuantificacion). Dentro
de las gréficas se presenta la ecuacion de la recta de regresion lineal junto al coeficiente de determinacion r2.
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Anexo III: Clasificacion de las isotermas de adsorcion

La clasificacion de las isotermas de adsorcion se basa en el tamafio medio de poros del
adsorbente y la intensidad de las interacciones adsorbato-adsorbente. En la Figura 38 se muestra la
clasificacion IUPAC, correspondiente al equilibrio gas/solido. En la Tabla 23 se encuentra la

descripcion de cada tipo de isoterma graficada.

Amount adsorbed

Relatuve pressure

Figura 38. Ilustracion de la clasificacion de las isotermas de adsorcion segun sus diferentes formas. Imagen
recuperada de Inglezakis et al. (2018).

Tabla 23. Descripcion de cada tipo de isoterma (Crini et al., 2019; Inglezakis et al., 2018).

Tipo de isoterma Forma de la curvatura Descripcion
Caracterizado por una meseta
Tipo I . . hori;ontal en la que se mantiene para
Convexo hacia arriba presiones /concentraciones muy altas,

y puede describirse mediante la
ecuacion de Langmuir
Describe la adsorcion en materiales
mesoporosos, en monocapa a baja
presion/concentracion y en multicapa a
Tipo 1T En forma d.e S con un punto alta pre.si(')n/('zonc'entrac.i(')n cerca de la
de inflexion saturacion, sin histéresis. También, se
observa en sdlidos microporosos, no
porosos o dispersos con diametro de
poro > 50 nm.

. , . . ocurre cuando la interaccion
Tipo IIT Concavo hacia arriba
adsorbato-adsorbato es grande en
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comparacion con la interaccion
adsorbato-adsorbente.

Dos puntos de inflexién y un

describe la adsorcion en materiales
mesoporosos que exhiben un bucle de

Tipo IV P histéresis asociado al llenado y vaciado
bucle de histéresis ., .
de los poros por condensacion capilar
(adsorcidn/desorcion).
Similar al anterior. Indica la presencia
En forma de S con un punto de mesoporos de baja afinidad y
Tipo V de inflexion y bucle de exhiben el bucle de histéresis por el
histéresis cambio de fase por condensacion
capilar en los poros.
Corresponde a superficies no porosas
Tipo VI Varios puntos de inflexion homogéneas. Las isotermas presentan

adsorcion en multicapa escalonada.
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Anexo IV: Analisis estadistico: ANOVA- Modelo lineal general-

Comparaciones por parejas “ad hoc”.

a. Capitulo 1 — Seccion 1.5.2.1- Figura 9. Salida de Minitab

Comparaciones para FDA

Comparaciones por parejas de Tukey: Respuesta = FDA, Término = Tiempo(Mezcla)
Pgrupar informacidnm utilizando 1 método de Tukev v una confianza de 95%
Tiempo (Mezcla) N Media Agrupacidm

45(C2) 3 362,423 L

45(C1) 3 342,384 R B

60 ({C2) 3 324,209 R B

15({C2) 3 314,141 A B C

60 ({C1) 3 289,471 B C D

15(C1) 3 265,839 C D E

30(C2) 3 261,889 C D E

30(C1) 3 247,842 D E F

h{CQ; 3 243,472 D E F

0{c2) 3 227,264 E F &

75(C1) 3 200,743 F ¢ H

1{Cl) 3 177,613 G H

75(C2) 3 1le0,925 B

0{Cl) 3 91,335 I

Las medias gue no comparten una letra son significativamente diferentes.

Figura 39. Comparaciones por pareja de Tukey para FDA, tiempo y mezcla.

Tabla 24. Analisis de Varianza Figura 39.

Fuente GL | SCAjust. | MC Ajust. Valor F Valor p
Mezcla 1 16691 16691,4 51,44 0,000
Tiempo (mezcla) 12 205541 17128,4 52,79 0,000
Error 28 9085 324,5
Total 41 231317

Tabla 25. Resumen del Modelo Figura 39.

S R-cuad. R-cuad. Ajustado | R-cuad. Pred.
18,0127 96,07 % 94,25 % 91,16 %
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b. Capitulo 1- Seccion 1.5.4 -Figura 12. Salida de Minitab

SR
5

Tratamiento N
SEV-C1 3
SEV-C2 3
3
3

1

Media
19,289
93,814
82,917
30,149

Agrupacidn
Y
Y
Y
B

Agrupar informacion utilizando el método de Tukev ¥ una confianza de 95%

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Comparaciones por parejas de Tukey Respuesta = FDA, Término = Tratamiento

Figura 40. Comparaciones por pareja de Tukey para FDA, tiempo y sustrato.

Tabla 26. Analisis de Varianza Figura 40.

Fuente GL | SCAjust. | MC Ajust. Valor F Valor p
Tratamiento 3 12656 4218,6 10,18 0,004
Error 8 3315 4143
Total 11 15970

Tabla 27. Resumen del Modelo Figura 40.
S R-cuad. R-cuad. Ajustado | R-cuad. Pred.
20,3550 79,25 % 71,46 % 53,30 %

Las medias que

Tratamiento N

SR 31
3 31
SEV-C1 30
SRV-C2 30

Media
,42536
11751
30034
, 31245

Agrupacio

n

Comparaciones por parejas de Tukey: Respuesta = FOX, Término = Tratamiento

Lgrupar informacion utilizando el método de Tukey v una confianza de 95%

Y

B

[

noe comparten una letra son significativamente diferentes.

Figura 41. Comparaciones por pareja de Tukey para FOX, tiempo y sustrato.

136



C.

Anexo IV: Analisis estadistico ANOVA

Tabla 28. Analisis de Varianza Figura 41.

Fuente GL | SC Ajust. | MC Ajust. Valor F Valor p
Tratamiento 3 2,68917 0,896391 204,42 0,000
Error 8 0,03508 0,004385
Total 11 2,72425

Tabla 29. Resumen del Modelo Figura 41.
S R-cuad. R-cuad. Ajustado | R-cuad. Pred.
0,0662199 98,71 % 98,23 % 97,10 %

Capitulo 2- Seccion 2.5.2.1 -Figura 20. Salida de Minitab

Comparaciones por parejas de Fisher: Respuesta = Hidrélisis FDA, Término = Tiempo(Biomezcla)

Zgrupar informacidn utilizando =1 método LSD de Fisher v una confianza de 95%

Tiempc (Biomezcla)
56 (SRV-C2)
56 (SEV-C1)
3/f (SRV-C1)
0 (SRV-CL1)
L4 (sRV-C2)
14 (SRV-CL)
3/£f (SRV-C2)
0 (SRV-C2)
56 (SR)
a3/L(5R)

118 (5RV-C1)
118 (5RV-C2)
14(5R)
11%(5R)

0 (SR}
8/L(3)

a(s)

56(5)

14(5)
1158(5)

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

N
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3

Media

129.
129.
119.
108.
-323
-627
.543
.549
-702
-917
.994
.082
072
-130
-338
.143
g.008
.585%8
.514
-14%

[ S

329
005
289
580

Agrupacion

== e
m o
(e N

Dooooo

miMMMm

a1 G) 61 Q)
oo
[

S

Figura 42. Comparaciones por pareja de Fisher para FDA, tiempo y sustrato.
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Tabla 30. Analisis de Varianza Figura 42.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Biomezcla 3 73857 24619.0 174,06 0,000
Tiempo (biomezcla) 16 24858 1556,6 10,98 0,000
Error 40 5658 141,4
Total 59 104373

Tabla 31. Resumen del modelo Figura 42.

R-cuad.

R-cuad. Ajustado

R-cuad. Pred.

11,8929

94,58 %

92,00 %

87,80 %

d. Capitulo 4 — Seccion 4.5.2.- Figura 31. Salida de Minitab

Comparaciones por parejas de Tukey: Respuesta = hidrolisis FDA, Términe = Tiempo(Biomezcla)

AFIUDAT

Tiempo

T 5BV

104 (SRV

D SR

LI5{5RYV

0 [(3BY)
{5E3)

i i
] = @R

2R
TT{SEY)
115{3R)
184 (5R)
TT{5E)
1E{5R)

254 (ERV

223 (5R)
248 (SR}

Z4€ (SRV

254 (ER)

223 (3RV

Las madiam gue Bo

infornacidin urilizands &1 mbtods 48 Tukey y une conflanzs de 553%
{Biomezcla) N Madia AgTUPAC1Oon
f 81,8845 A
[ € B3,B30% A B
£ B3, 278 A B
| € E3,006E A B
B 122 & B
A B
A B
A B
B E
E T
E ¥
L1 E T
| E AT, 147§ F H
£ TES] BE 3
£ B36 B 2
[ € 31,0008 E I
€ 28,2841 1
) € 27,8570 I
comparten ura lstra sor significativamence difersntes.

Figura 43. Comparaciones por pareja de Tukey para FDA, tiempo y mezcla

Tabla 32. Analisis de Varianza Figura 43.

Fuente GL | SC Ajust. | MC Ajust. Valor F Valor p
Biomezcla 1 3095 3095,06 42,65 0,000
Tiempo (Biomezcla) 16 46099 2881,21 39,70 0,000
Error 90 6532 72,58
Total 107 55726
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Tabla 33. Resumen del modelo Figura 43.

S

R-cuad.

R-cuad. Ajustado

R-cuad. Pred.

8,51922

88,28 %

88,06 %

83,127 %

Capitulo 4 - Seccion 4.5.2.- Figura 32. Salida de Minitab

Comparaciones por parejas de Tukey: Respuesta = ALP, Término = Tiempo(Biomezcla)

Agrupar informacion utilizando 1 método de Tukey v una confianza de 95%

Tiempo (Biomezcla) N Media Agrupacion
115 (5EV) 4 125.281 A

248 (SEV) 4 115.436 R B

254 (5EV) 4 104.201 B C

223 (5R) 4 86.781 C D
35(SR) 4 83.201 D
223 (5EV) 4 52.945 D
0 {5R) 4 70.430 D E
b (sR) 4 §7.537 D E
35 (SEV) 4 59.185 E
246 (5R) 4 58.735 E
254 (5R) 4 55.528 E
0 {SEV) 4 4g.0861

115%{5E) 4 45,4954

77 {SEV) 4 45.045

77 (SR) 4 44,4945

7 {SEV) 4 43.452

L B e B B e

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Figura 44. Comparaciones por pareja de Tukey para FA, tiempo y mezcla

Tabla 34. Analisis de Varianza Figura 44

Fuente GL | SC Ajust. | MC Ajust. Valor F Valor p
Biomezcla 1 2939 2939,25 51,16 0,000
Tiempo (Biomezcla) 14 38917 2779,77 48,38 0,000
Error 48 2758 57,45
Total 63 44614

Tabla 35. Resumen del Modelo Figura 44.
S R-cuad. R-cuad. Ajustado R-cuad. Pred.
7,57969 93,82 % 91,89 % 89,01 %
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Capitulo 4 - Seccion 4.5.3.1- Figura 34. Salida de Minitab

DIZA N
4 0.
7 4 0.
4 0.
4 0.
4 0.

Media
524250
441887
434167
400750
212133

Comparaciones para BS

Agrupacion
Yy
Yy B
Y B
B

[w]

Comparaciones por parejas de Tukey: Respuesta = BS, Término = DIA

Lgrupar informacidn utilizando el método de Tukey v una confianza de 95%

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Figura 45. Comparaciones por pareja de Tukey para BS y tiempo.

Tabla 36. Analisis de Varianza Figura 45.

Fuente GL SC Ajust. | MC Ajust. Valor F Valor p
Dia 4 0,21441 0,053602 19,10 0,000
Error 15 0,04210 0.002807
Total 19 0,25651

Tabla 37. Resumen del Modelo Figura 45.
S R-cuad. R-cuad. Ajustado R-cuad. Pred.
0,0529803 83,59 % 79,21 % 70,82 %

Las medias

DIR N Media
34 4 0.0995873&
7 4 0.0665633
107 4 0.0821852
0 4 0.0499758
79 4 0.0429263

Jque no COmparten

Comparaciones para PT

Agrupacion
s
B
B C
B C

Comparaciones por parejas de Tukey: Respuesta = PT, Término = DIA

Rgrupar informacion utilizando €1 método de Tukey v una confianza de 95%

una letra son significativamente diferentes.

Figura 46. Comparaciones por pareja de Tukey para PT y tiempo.
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Tabla 38. Analisis de Varianza Figura 46.

Fuente GL | SC Ajust. | MC Ajust. Valor F Valor p
Dia 4 0,007779 0,001945 18,18 0,000
Error 15 | 0,001605 0,000107
Total 19 | 0,009383
Tabla 39. Resumen del Modelo Figura 46.
S R-cuad. R-cuad. Ajustado R-cuad. Pred.
0,0103430 82,90 % 78,34 % 69,60 %

Capitulo 4- Seccion 4.5.3.1- Figura 35. Salida de Minitab

Comparaciones por parejas de Tukey: Respuesta = ACHE, Término = TIEMPO

Bgrupar informacidn utilizando €] método de Tukey v una confianza de 95%

TIEMED N Media Agrupacidon
0 3 0,473045 -
79 3 0,480082 L
107 3 0,434051 &
7 3 0,408€08 &R B
34 3 0,258717¢8 B

Las medias gue no comparten una letra son significativamente diferentes.

Figura 47. Comparaciones por pareja de Tukey para AChE y tiempo.

Tabla 40. Analisis de Varianza Figura 47.

Fuente GL | SC Ajust. | MC Ajust. | Valor F Valor p
Tiempo 4 0,05906 0,014765 7,43 0,005
Error 10 0,01988 0,001988
Total 14 0,07894
Tabla 41. Resumen del Modelo Figura 47.
S R-cuad. R-cuad. Ajustado R-cuad. Pred.
0,0445890 74,81 % 64,74 % 43,33 %
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Comparaciones por parejas de Tukey: Respuesta = CAT, Término = TIEMPO

Agrupar informacidn utilizando el método de Tukev v una confianza de 95%

TIEMPO N Media Agrupacidén
il 3 0,954572 &L

34 3 0,7283851 B
107 3 0,705003 B

7 3 0,678385 B

749 3 0,351485 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Figura 48. Comparaciones por pareja de Tukey para CAT y tiempo.

Tabla 42. Analisis de Varianza Figura 48.

Fuente GL | SC Ajust. | MC Ajust. Valor F Valor p
Tiempo 4 1 0,55909 0,139773 30,84 0,000
Error 10 | 0,04533 0,004533
Total 14 | 0,60442

Tabla 43. Resumen del Modelo Figura 47.

S R-cuad. R-cuad. Ajustado R-cuad. Pred.
0,0673253 92,50 % 89,50 % 83,13 %
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