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RESUMEN

Los procesos industriales, agricolas y ganaderos generan una gran cantidad de residuos plasticos
que sufren el riesgo de degradarse por diversos factores y llegar al suelo como material
particulado, en forma de micro o nano plastico, mezclandose y contaminando la fraccién
organomineral del suelo. Este proceso puede ocasionar alteraciones en las reacciones que
ocurren en el suelo, al igual que los plasticos, que sufren alteraciones debido a la actividad
bioldgica. En este trabajo se estudia la posibilidad de degradar material particulado de pldsticos
(LDPE, LLPE, PET y PS) mezclado con el vermicompost en presencia de lombrices Eisenia fetida e
inoculado con un consorcio de microrganismos descomponedores de polimeros plasticos. Para
ello se lleva a cabo el experimento mediante la exposicion en mesocosmos de Eisenia fetida (EF)
a diferentes tipos de plastico (NoOAWP, LDPE, MIXb) y con diferentes tipos de consorcios
microbianos (NoPMC, ENDO, EXO, MIXc) durante 360 horas. Para determinar el estrés oxidativo
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y el dafio en los tejidos que pueden sufrir las lombrices, se miden diferentes actividades
enzimaticas (biomarcadores). Se realiza un seguimiento de la evolucion del peso fresco y la
supervivencia de la lombriz EF en los distintos tratamientos. Para evaluar las variaciones
fisicoquimicas del vermicompost tras anadir el material plastico particulado se miden los
parametros fisicoquimicos y la presencia de metales pesados en el vermicompost entre otras
caracteristicas. Para determinar la actividad biolégica se miden diferentes actividades
enzimaticas del vermicompost. Eisenia fetida tuvo mayores tasas de supervivencia y aumento
de peso por individuo en los composts inoculados con un mix de residuos plasticos procedentes
de la agricultura (AWP) e inoculados con un consorcio microbiano mixto obtenido del interior
del tracto digestivo de la lombriz E. fetida (ENDO) y de ambientes contaminados con plasticos
(EXO). La actividad de las lombrices en sinergia con el consorcio microbiano mixto produjo un
aumento de las actividades enzimaticas que indican una mayor tasa de actividad microbiana y
con capacidad para actuar como barrera fisiolégica de radicales libres. Todos los vermicompost
empleados en los diferentes tratamientos mantuvieron su clasificacion de clase A para el
contenido en metales a lo largo del experimento.

ABSTRACT

Industrial, agricultural and livestock processes generate a large amount of plastic waste that is
at risk of degrading due to various factors and reaching the soil as particulate material, in the
form of micro or nano plastic, mixing and contaminating the organomineral fraction of the soil.
This process can cause alterations in the reactions that occur in the soil, just like plastics, which
suffer alterations due to biological activity. In this work, the possibility of degrading plastic
particulate material (LDPE, LLPE, PET and PS) mixed with vermicompost in the presence of
Eisenia fetida earthworms and inoculated with a consortium of plastic polymer decomposing
microorganisms is studied. For this, the experiment is carried out by exposing Eisenia fetida (EF)
mesocosms to different types of plastic (NoOAWP, LDPE, MIXb) and with different types of
microbial consortia (NoPMC, ENDO, EXO, MIXc) for 360 hours. To determine the oxidative stress
and tissue damage that earthworms can suffer, different enzymatic activities (biomarkers) are
measured. A follow-up of the evolution of the fresh weight and the survival of the EF earthworm
in the different treatments is carried out. To evaluate the physicochemical variations of the
vermicompost after adding the particulate plastic material, the physicochemical parameters and
the presence of heavy metals in the vermicompost, among other characteristics, are measured.
To determine the biological activity are measured different enzymatic activities of the
vermicompost. Eisenia fetida had higher survival rates and weight gain per individual in
composts inoculated with mix of agricultural plastic waste (AWP) and inoculated with a mixed
microbial consortium obtained from inside the digestive tract of the earthworm E. fetida (ENDO)
and from environments contaminated with plastics (EXO). The activity of the worms in synergy
with the mixed microbial consortium produced an increase in enzymatic activities that indicate
a higher rate of microbial activity and the ability to act as a physiological barrier against free
radicals. All the vermicompost used in the different treatments of the experiment maintained
their class A classification according with heavy metals content.
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1. Introduccion

1.1 Generalidades de los plasticos LDPE, LLDPE, PET, PS. Produccidn, recogida, gestiéon
posconsumo y degradacion.

El término plastico procede del griego plastikos (maleable o moldeable). El plastico representa
uno de los materiales mas esenciales y ampliamente utilizados en el mundo (bolsas, botellas,
frascos, tubos, cajas, films, etc.), debido a las propiedades deseadas (ligero peso, bajos
mantenimiento, resistencia a la intemperie, baja toxicidad, transparencia y econémico), lo que
facilitan las aplicaciones plasticas en diversas actividades industriales, comerciales y agricolas
(Jenkins et al.,). Los plasticos o polimeros sintéticos, generalmente se derivan de productos
petroquimicos y requieren energia (a menudo basada en combustibles fésiles) para su
produccion. Aproximadamente el 4% de la produccion mundial de petrdleo y gas se convierte
en plasticos y el proceso de produccién de plasticos consume la energia equivalente a un 3-4%
adicional. La produccién mundial de pldstico ha alcanzado un aumento de 1,3 millones de
toneladas en 1950 a 300 millones de toneladas de plastico en 2014.

En su esencia, el plastico contiene una macromolécula organica llamada polimero.
Los polimeros plasticos se pueden clasificar segin el monémero en:

e Naturales: Elaborados con productos naturales como la celulosa, la caseina y el caucho.
e Sintéticos: Tienen su origen en productos elaborados a partir de combustibles fésiles.

Polietileno lineal
de baja densidad
(LLDPE)

tuberias, mangueras,
juguetes, geotextil, etc

Polietileno de COMBUSTIBLES Polietileno

baja densidad
(LDPE)

bolsas, film
transparente, etc

FOSILES (PET)

(petréleo, carbon y envases de alimentos,
gas natural) bebidas, etc

Poliestireno (PS)
datiles de usar y tirar,
hueveras, bandejas de
alimentos, etc.

Figura 1. Los tipos de polimeros sintéticos utilizados en el estudio.
Fuente: Elaboracidn propia a partir de Al Shalem et al., 2009.
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Plasticos agricolas

Los plasticos agricolas son una categoria de residuos plasticos posconsumo de bajo valor, que
en muchas jurisdicciones han sido ignorados en gran medida por los recicladores. Las
estimaciones de los plasticos agricolas utilizados y los residuos pldsticos agricolas generados
varian ampliamente; 2 - 6,5 millones de toneladas de residuos plasticos agricolas generadas
mundialmente/afio.

El polietileno de baja densidad (LDPE) es el plastico predominante que se usa en las granjas
como: pelicula de ensilaje y envoltura de pacas (representan alrededor del 80 %), seguido de
cubiertas para hileras y mantillo de plastico (con un 8%) (CleanFARMS, 2012). CleanFARMS
informd que la mayoria de los desechos plasticos agricolas se tiran, queman o se envian al
vertedero.

Los agricultores, en general, han expresado cuan irremplazables se han vuelto los plasticos en
sus operaciones diarias; por lo tanto, dichos materiales continuaran usandose y eliminandose
de manera insostenible si no se dispone de soluciones faciles de implementar. Hasta 900 Tn de
desechos pldsticos se generan anualmente en las granjas de Nueva Escocia (Canada) y la mayoria

no se recicla.
Wastewater treatment plants Mggl_i_cipal waste
/ Ryt
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Figura 2. Potenciales fuentes del plastico y los canales de entrada en la rizosfera.
Fuente: Oussama Bouaicha et al., 2022
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Plasticos de envases comerciales

El uso de plasticos para envases representa mas del 40 % de la demanda de plasticos, en gran
parte para envases de un solo uso (Jenkins et al.,). Los envases de plastico que se consumen en
todo el mundo representan el 35 % (Al-Salem et al., 2009). Alrededor del 60 % de todos los
envases de plastico se utilizan para alimentos y bebidas, mientras que el 40% restante se destina
para aplicaciones no alimentarias (salud, cosméticos, bienes de consumo, enseres del hogar,
indumentaria y embalajes). La mayor parte de todos los plasticos posconsumo en los residuos
solidos urbanos (RSU) son los residuos de envases. (Plastics Europe, 2020). Se estima que
aproximadamente el 40 % de los productos de plastico tienen una vida util de menos de un mes
(Achilias et al., 2007). Actualmente, los plasticos mas utilizados son el polietileno (PE), el
polipropileno (PP), poliestireno (PS), policloruro de vinilo (PVC), polietileno tereftalato (PET) y
poliuretano (PU), ver figura 3. (Gewert et al., 2015).

C-C C-0
backbone backbone
Non-hydrolyzable Hydrolyzable

10.20%

i;m:‘: Polystyrene Polyethylene  Polypropylene Polyurethane ::nrly:;m?:;
PVC PS PE PP PU PET

Figura 3. Los tipos de plastico mas utilizados clasificados por su estructura quimica.
Fuente: Sameh Samir et al., 2021
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La mayoria de los tipos de plastico no son degradables y lleva siglos para una degradacién
completa. Como resultado, los plasticos tienden a acumularse en vertederos o en el entorno
natural (Barnes et al., 2009; Matjasic et al., 2021). Los mondmeros comunes utilizado para la
sintesis de polimeros plasticos comunmente derivan de hidrocarburos fésiles. Ademas, la
estructura polimérica los hace resistentes a la degradacién microbiana, mientras que su
relativamente breve presencia en la naturaleza dificulta la aparicién de nuevas enzimas que
podria degradar los polimeros convencionales (Mueller, 2006).

De media en la UE, se producen 31 kg de residuos de envases de plastico/persona/afio. Los
residuos solidos urbanos (RSU) contienen una mezcla de diferentes tipos de plastico,
combinados con residuos organicos y otros residuos domésticos de distinta naturaleza.
(Eurostat, 2018)

Los envases de plastico son diversos y estan hechos de multiples polimeros y numerosos aditivos
(MIT, 2018). Esta diversidad complica el proceso de reciclaje, aumenta el coste y disminuye la
calidad del plastico reciclado (Comision Europea, 2018). Las tasas de reciclaje de residuos de
envases de plastico en Europa oscilan entre el 26 % y el 52%. Este amplio rango puede explicarse
por las diferencias en los planes de recogida selectiva segun el territorio. En promedio, la tasa
de reciclaje del 40 % de los envases de plastico representa un aumento en comparacién con
2016, gracias a la mejora en la recoleccion selectiva de residuos (Groh et al., 2019).

En Europa, el vertido y la incineracién son los enfoques dominantes para gestionar los residuos
plasticos, con un 31 %y un 39 %, respectivamente (Plastics Europe, 2020). Menos del 30 % de
los residuos pldsticos posconsumo se recogen para su reciclaje, la mayoria de los cuales se
exportan fuera de Europa o se destinan a aplicaciones de bajo valor. Los residuos pldsticos
exportados (3,05 millones de toneladas en 2015) se transportan principalmente a paises
asiaticos (Velis, 2014, MIT, 2018). Sin embargo, con la prohibicion de China de todas las
importaciones de residuos plasticos a partir de 2018, Europa debera gestionar mejor sus
plasticos a nivel local, asi como cambiar las formas en que producimos y consumimos plasticos
en todos los sectores de la economia (Schweitzer et al., 2018).

Produccion, distribucién y gestion de los polimeros plasticos

En 2019, la produccidn de plastico llegé a 368 millones de toneladas (Tn) (Plastics Europe, 2020),
con Asia representando el 51% de esta produccién y siendo China el pais con mayor porcentaje
de la produccién de plastico (31%). Entre 1950y 2015, plastico la produccién se estimé en 8300
Tn, con una cantidad de residuos plasticos (residuos plasticos primarios y reciclados) de 6300
Tn; El 78% se depositaba en vertederos o se libera al medio ambiente (Geyer et al., 2017).
Ademas, las estrategias actuales para la gestion de residuos plasticos, como la incineracién
(incluida la pirdlisis para la recuperacién de energia) y el reciclaje, no han sido suficientes para
paliar los altos y continuos problemas de los plasticos en el medio ambiente (Dilkes-Hoffman et
al., 2019), particularmente en paises en vias de desarrollo (Browning et al., 2021).
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Million tons/year
Plastic handling/disposal (EU) 2014 2018

Plastic production 59 57.8
Plastic waste 25.8 29.1
Energy recovery 10.2 12.4
Recycling 76 9.4

8.0 7.2

400
m
c
£ 300
s
c
S
S 200
8
2 /
8 4
g 100 I dle East,
z s/ ; Africa
L ] «
P e America v
4%

.93? DF’QQQ,@Q & ,Lépqga" >

.—JA

Figura 4. Tendencia anual y distribucion geografica de la produccién y la gestion de los residuos plasticos.
Expresado en millones de toneladas por afio Fuente: Juan C. Sanchez-Hernandez, 2021.

El mismo estudio predice que la cantidad total de residuos plasticos depositados en vertederos
y que llegan al medio ambiente para finales de 2050 sera de 12.000 Tn si los esfuerzos para
reducir los desechos plasticos no aumentan. De hecho, la produccién de residuos plasticos en la
Unidén Europea no ha disminuido significativamente desde 2014 (59 Tn de produccidon de plastico
y 25,8 Tn de residuos plasticos) a 2018 (57,8 Tn y 29,1 Tn de residuos plasticos) produccion y
residuos) (ver figura 4). Ante este escenario, es necesario adoptar e incrementar las medidas
para la gestion de los residuos plasticos, como el uso de polimeros plasticos biodegradables
(Lambert y Wagner, 2017) y promover regulaciones en el uso de productos plasticos.

Algunos ejemplos de esta ultima medida son la prohibicién de utilizar algunos productos de un
solo uso productos de pldastico por la Comision Europea (Directiva 2019/904 de del Parlamento
Europeo y del Consejo de 5 de junio de 2019) o la prohibicidon de fabricar cosméticos que
contienen microesferas de pléstico en UU. (114% Congress Public Law 114, 28 de diciembre de
2015). Sin embargo, la eliminacién de residuos plasticos en vertederos y el medio ambiente
sigue siendo la principal opcién para la gestion de residuos plasticos.

Ademas, los desechos pldsticos que terminan en vertederos o se liberan en el medio ambiente,
afectan negativamente al contenido microbiano del suelo. Los vertederos resultan generan
infertilidad del suelo, ya que son necesarios mas de 500 afios para la descomposicion completa
(Chamas et al., 2020), mientras que la degradacién del plastico también libera toxinas
(Webb et al., 2013).

11
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Los plasticos pueden degradarse fisica y quimicamente, asi como biodegradarse en ambientes
naturales. La radiacidn UV es el factor dominante en la degradacién fisica y quimica (Andrady,
2011), y el rendimiento de la degradacién se ve afectado por la temperatura, el agua, el
contenido de oxigeno y el pH (Chen et al., 2020; Pham et al., 2020; Yuan et al., 2020). En el
proceso de degradacién por radiacién UV, los enlaces C-H se rompen para producir radicales
libres, que reaccionan con el oxigeno para formar grupos insaturados como los alcoholes, acidos
carboxilicos, aldehidos y cetonas (Mao et al., 2020). La radiacién UV puede hacer que los
plasticos sean fragiles y reduce significativamente su peso, ademas, agregar un fotocatalizador
puede mejorar significativamente degradacién plastica (Kamalian et al., 2020). Sin embargo, el
método de esta degradacién no es completo y, a menudo, solo degrada los pldsticos en
moléculas poliméricas de menor peso molecular. No existe evidencia de que los polimeros
plasticos se degradan completamente a través de este enfoque.

La biodegradacién de plasticos es un método prometedor, los microorganismos juegan un papel
principal en el proceso de biodegradacion (Auta et al., 2018). También se le atribuye la capacidad
de algunos insectos para digerir plasticos a través de los microorganismos intestinales (Yang et
al., 2015b; Yang et al., 2014). Ademas, las enzimas secretadas por algunos microorganismos
también son clave para la degradacién de los polimeros. En el proceso de biodegradacion, los
microbios son responsables de descomponer los polimeros plasticos en metano, didxido de
carbono y agua (Shah et al., 2008). La biodegradacién también se ve afectada por factores
ambientales como la temperatura, humedad y luz, ya que los microorganismos requieren
condiciones dptimas para llevar a cabo sus procesos metabdlicos (Sharma et al., 2020).
La degradaciéon microbiana puede reducir el peso molecular de los polimeros después de la
erosion de la superficie. Después, el polimero puede descomponerse completamente vy
convertirse en una fuente de carbono utilizable para promover el crecimiento bacteriano y la
reproduccién (Gajendiran et al., 2016). Sin embargo, muy pocos microorganismos son capaces
de degradar los polimeros pldsticos. Ademads, la degradacién de los plasticos puede llevar
bastante tiempo y el efecto no es ideal. Por lo tanto, la investigaciéon aun se encuentra en una
etapa experimental y los métodos actuales no han sido optimizados para eliminar el plastico de
manera eficiente.

(1) Los efectos de los factores fisicos como la trituracion mecanica, temperatura, pH
y radiacion UV en la degradacién del plastico. Entre ellos, la radiacion UV juega un papel
importante en la degradacion del plastico, ya que separa los enlaces quimicos en
polimeros.

(2) La degradacion microbiana de los pldsticos se desencadena por la secrecidon de enzimas,
y enzimas intracelulares y extracelulares que juegan un papel importante en el estudio
del mecanismo de biodegradacién de plastico.
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Tabla 1. Métodos de degradacion de los polimeros plésticos, sus ventajas y desventajas.
Fuente: Elaboracion propia a partir de Costanza Scopetani et al., 2022.

Método Ventaja Desventaja

Degradacion
fisicoquimica

Puede hacer descomponerse

. Degradacién incompleta
al plastico y romperse

Latasa de degradacidn es lentay
son pocos los microorganismos
que puede degradar polimeros

Degradacion
microbiana

Puede degradar polimeros por
completo en H20 y CO2

La secrecidn de enzimas es escasa
y el campo de accién es limitado

Rotura, oxidacion e hidrdlisis
de polimeros

Degradacion
enzimatica

Degradacion natural y envejecimiento.

La degradacién de los plasticos comprende cualquier cambio de las propiedades fisicas o
quimicas. Puede ocurrir debido a procesos bioldgicos, quimicos o fisicoquimicos. La hidrdlisis y
la oxidacidn son los principales mecanismos de degradacién provocados por causas bioldgicas y
guimicas, mientras que la fotodegradacion, la degradacién térmica y la mecdnica se encuentran
entre las causas fisicoquimicas. (Markovicovd et al., 2018).

Tabla 2. Causas del envejecimiento de los polimeros. Fuente: Elaboracién propia
a partir de Costanza Scopetani et al., 2022.

ENVEJECIMIENTO DE LOS POLIMEROS
TIPO CAUSA

Natural Entorno natural del polimero
Artificial Entorno artificial del polimero
Climatico Condiciones climaticas

Por Ozono Por accion del ozono
Bioldgico Organismos vivos

Quimico Sustancias quimicas agresivas
Mecanico Cargas estéticas o dinamicas
Térmico Accién del calor

Por luz Luz visible y/o UV

Oxidativo Accidn del oxigeno

Foto oxidativo Luz + Oxigeno

Termo oxidativo | calor + Oxigeno
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El proceso de degradacion del plastico estd determinado tanto por factores ambientales
condiciones y propiedades fisicoquimicas de las sustancias poliméricas, como se muestra en la
tabla 2. (Markovicova et al., 2018).

Las propiedades fisicoquimicas del plastico juegan un papel importante en el proceso de
degradacién. La susceptibilidad plastica a la degradacidn abidtica y bidtica depende de la
composicién de la y longitud de la cadena polimérica. Con cadena de carbono larga como el PP,
hace que los polimeros sean resistentes a la degradacion.

Los mecanismos de degradacidn abidtica de los plasticos se pueden clasificar como:

- Fisicos: Cambios en la estructura general (agrietamiento, fragilizacion y descamacion).

- Quimicos: Cambios a nivel molecular (ruptura de enlaces y la oxidacion de cadenas largas
de polimeros para crear nuevas moléculas, generalmente con longitudes de cadena
significativamente mas cortas) (Chamas et al., 2020).

Physicochemical Environmental
properties factors
Molecular weight ! Sunlight

Crystallinity Temperature

Water amount

Oxygen level
Additives L

Functionalization
groups ]

Productio
technigue

Figura 5. Propiedades fisicoquimicas y factores ambientales que afectan en la
degradacion bidtica de polimeros plasticos. Fuente: Sameh Samir et al., 2021.
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Figura 6. Esquema de la degradacién de los plasticos a través de factores abidticos y bidticos.
Fuente: Sameh Samir et al., 2021
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Degradacidn y adaptacion del entorno a polimeros plasticos

A medida que los humanos, la fauna terrestre y marina estan expuestos e ingieren restos de plastico
bioacumulados y resuspendidos, su fisiologia puede verse afectada y tener consecuencias crénicas
o letales. (Rist et al., 2016; Guzzetti et al., 2018). Los cientificos han demostrado que el vertido de
toneladas de microplasticos se acumulan en la superficie del océano cada afio, y estos se degradan
en nanoplasticos a medida que se hunden en los sedimentos de las profundidades marinas
(Lebreton et al., 2019).

Los microplasticos experimentan interacciones dindmicas en los entornos costeros y, por lo tanto,
se depositan en la tierra como parte de un mecanismo de circuito de retroalimentacion positiva que
lleva décadas (Lebreton et al., 2019). La contaminacidn plastica se percibe cada vez mas como una
amenaza emergente para los entornos terrestres, pero la dimensién espacial y temporal de la
exposicion plastica en los suelos es poco conocida. La bioturbacion desplaza los microplasticos (>1
pm) en los suelos y probablemente también los nanoplasticos (<1 um).

Heinze et al. (2021) estudiaron la distribucion de los micro y nanoplasticos en los suelos y
concluyeron que las madrigueras de lombrices de tierra y la drilosfera asociada pueden convertirse
en puntos criticos de contaminacion por nanopldsticos.

“ ORGANIC MATTER
WATER DR!_I_-O_S_P'iERE Dynamics; Accumulation
Infiltration; Storage g g ",
- -~ .
e Macro aggregates /
N
Vé \
/ Earthworms \ \
: ! / '\ \
‘. ' / S | |
. ‘\ Microflora «— . Soil faun ," '
N Galleries 4 &

s PLANTS

Growth; Protection

Figura 7. Modelo general del sistema de la drilosfera. El simbolo + significa retroalimentacion positiva.
Fuente: Patrick Lavelle et al., 2007

Las especies de lombrices de tierra, como Lumbricus terrestris, que se mueven repetidamente a
través de las mismas madrigueras y vuelven a ingerir el material de las madrigueras y otros
organismos que usan las madrigueras de las lombrices y la drilosfera como habitat, pueden estar
mas expuestas incluso si las concentraciones promedio dentro de la matriz del suelo son
comparativamente mas bajas.
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No existen estudios de investigacion sobre los efectos de la exposicién a corto plazo bajo la
influencia de material plastico en lombrices epigeas durante el proceso de vermicompostaje. Por lo
tanto, aun se requiere aclarar los posibles efectos adversos sobre la calidad del sustrato y sobre el
estrés oxidativo y la neurotoxicidad de las lombrices. Ademads, el envejecimiento ambiental del
material plastico causado por procesos bioldgicos, quimicos, fisicos o0 mecanicos, las propiedades
fisicas y quimicas del plastico virgen que se usa cominmente en las pruebas de toxicidad pueden
ser diferentes de las del pldstico ambiental, por lo que presentan una toxicidad diferente, por esta
razon existe la necesidad de centrarse en la toxicidad de los subproductos plasticos agricolas
derivados de productos plasticos en el entorno real. (Fendall y Sewell, 2009; Browne et al., 2011;
McCormick et al., 2014; Wang et al., 2016).

Adaptacion a entornos de micropldsticos

La distribucidn de los microplasticos se ve afectada segun sus fuentes, que se definen como:

¢ Fuentes primarias: Limpiadores exfoliantes, jabones, pastas de dientes, cosméticos, etc.
e Fuentes secundarias: Como resultado del deterioro quimico y biolégico del medio ambiente.

Existen estudios que han informado que los microplasticos estan presentes en los ambientes del
suelo (Scheurery Bigalke, 2018) (Zhang y Liu, 2018). Los suelos pueden representar una gran reserva
de microplasticos (Hurley y Nizzetto, 2018) (Bldsing y Amelung, 2018), procedentes de lodos de
depuradora aplicados como fertilizante (Corradini et al., 2019). Por tanto, los microplasticos pueden
representar una amenaza para la biodiversidad del suelo y el funcionamiento de los ecosistemas
(He et al., 2018), pero aun falta informacion (De Souza Machado et al., 2018). Las propiedades
fisicoquimicas de los microplasticos (tamafio, forma, densidad, color y composiciéon quimica) afectan
en gran medida su transporte en el medio ambiente y su biodisponibilidad (Wright et al., 2013).

La exposicién a los micropldsticos provoca una amplia gama de alteraciones fisioldgicas,
principalmente en los sistemas digestivo e inmunoldgico (Sharifinia et al., 2020; Trestrail et al.,
2020). La ingestion de fragmentos de plastico puede causar efectos adversos directos como
obstruccién del tubo digestivo, abrasion y destruccion del epitelio y lisis celular. Los efectos adversos
dependeran del tipo, tamafio y forma de los fragmentos. También puede generar efectos indirectos,
como inflamacidn, estrés oxidativo y alteraciones metabdlicas.

Ademds, en organismos terrestres y marinos, la ingestién de micropldsticos y sustancias téxicas
asociadas provoca una disminucion en los niveles de hormonas esteroides, retrasa la ovulacién y
conduce también a fallas reproductivas (Azzarello y Van Vleet, 1987).

Adaptacion a entornos nanopldsticos

Los nanopldsticos son un contaminante emergente preocupante que estd estrechamente
relacionado con los micropldsticos. La mayor fuente de microplasticos se origina a partir de objetos
macropldsticos que se liberan en el medio ambiente y se descomponen en microplasticos
secundarios (Andrady, 2017; Qi et al., 2020), con un desgaste continuo que finalmente genera
nanoplasticos (Gigault et al., 2018). La mayor parte de la investigacién hasta la fecha se ha centrado
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en el microplastico con particulas de tamafio >10 um, en gran parte debido a los limites de
resolucion del equipo analitico que se utiliza para identificar y cuantificar estos materiales (Shim et
al., 2017).

Como tal, hay un nimero limitado de articulos que investigan nanoplasticos y especies de lombrices
de tierra; en particular, el uso de materiales rastreables, como perlas de poliestireno (PS) marcadas
con fluorescencia, permite la deteccién con una resolucidn especial mas alta mediante el uso de
microscopia de fluorescencia.

La fraccidn organomineral bajo la influencia de los nanopldsticos hace que sea un evento
impredecible. Los estudios ecotoxicoldgicos sobre las lombrices de tierra son particularmente
necesarios porque estas especies son organismos indicadores relevantes con respecto a la
produccion de alimentos y los servicios ambientales. Jiang et al. investigaron la exposicion de Eisenia
fetida a particulas de poliestireno micro (diametro 1300 nm) y nanoplasticas (didmetro 100 nm) a
1000 pg kg-1 (Jiang et al., 2020). En general, los resultados muestran que la toxicidad de los micro y
nanoplasticos en E. fetida fue bastante baja. Sin embargo, se observé una acumulaciéon de particulas,
qgue fue cuatro veces mayor para las microparticulas que para las nanoparticulas. Adema3s, los
autores utilizaron un conjunto integral de criterios de valoracion fisioldgicos y bioquimicos y
concluyeron que los microplasticos eran mas toxicos que los nanoplasticos. (McCauley y Bjorndal,
1999; Wright et al., 2013b).

En general, la literatura disponible sobre los efectos peligrosos de los nanopldsticos en las lombrices
de tierra es limitada e indica que los peligros se deben principalmente al dafio mecanico en el
intestino. Es importante destacar que las particulas mas grandes a microescala parecen ser mas
peligrosas que los plasticos a nanoescala segun lo determinado por este criterio de valoracion. Sin
embargo, existe una gama de otros posibles mecanismos de toxicidad para los nanoplasticos en
especies de lombrices de tierra, incluida la toxicidad causada por la lixiviacion de aditivos plasticos
que podrian ejercer impactos negativos adicionales después de la exposicién.

En resumen, los mecanismos y efectos téxicos potenciales de los microplasticos y nanoplasticos
reportados para las lombrices de tierra producen los siguientes efectos en cinco niveles diferentes:

1. Nivel del organismo: La exposicion puede provocar cambios (distribucion en el medio, tasa
de crecimiento, supervivencia y locomocion).

Organos: Se han reportado anomalias en la barrera dérmica e intestinal.

Celular: Alteracién celular.

Bioquimico: Produce estrés general y estrés oxidativo.

vk W

Genético: Podrian activar cascadas de sefializaciéon que modulan marcadores genéticos.

1.2 Vermicompostaje, aspectos generales y especificos.

El vermicompostaje es un proceso mediante el cual los desechos biodegradables (como los desechos
de la cocina, los biorresiduos de las industrias basadas en la agricultura, los desechos agricolas, los
desechos del mercado y los desechos ganaderos) pasan por el intestino de las lombrices y se
transforman en vermicompost rico en nutrientes. Las lombrices son agentes bioldgicos capaces de
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consumir desechos y depositar excretas en este proceso (Adhikary, 2012). Este proceso implica una
interaccién simbidtica entre algunas lombrices y microorganismos (Lim et al., 2012).

Dado que la materia organica actlia como sustrato y alimento en el vermicompostaje, y el suelo
mineral no estd involucrado, solo se pueden usar lombrices epigeas en el proceso. En la tabla 4 se
pueden observar las diferentes especies y caracteristicas de las lombrices empleadas en

vermicompostaje y lombricultura.

Tabla 3. Principales lombrices empleadas en vermicompostaje. Fuente: Bhat et al., 2017.

Nombre Eisenia Eisenia Dendrodrilus | Dendrobaena | Lumbricus | Drawida Eudrilus Perionyx Lampito
foetida andrei rubidi rubelli palensi: geni excavatus mauritii
c':::::;:ic;:n Epigea Epigea Epigea Epigea Epigea Epigea Epigea Epigea Anécica
Marrén y . . - i . i .
. . Pdrpura Pdrpurarojizo Marrén . Marrén Marrén Ligeramente
Coloracién bandas Roja - N Roja . N N
. rojizo con bandas rojizo rojizo rojizo pigmentada
amarillas
Tamafio adulto 4-8x 4-8x 3-4x 5-7x 4x 5-7x 4-5x 5-6x
(mm) 50- 100 50- 100 35-60 50-80 70-150 ) 80-190 45-70 14-160
Peso adulto (gr) 0,55 0,55 0,25 0,92 038 038 2,7-35 0,55 -
Tiempo de 28-30dias | 21-28dias 54 dias 65 dias 74-91dias | 34-42dias | 40-49dias | 28-42dias | 51-76dias
desarrollo
Cocones/dia 0,35-05 | 0,35-0,5 0,2 0,28 0,07-0,25 0,15 0,42-0,51 1,1-14 0,05
Viabilidad
P 73-80% 72% 85% 20% 65% 82% 80% 90% 80%
eclosion
Crias/cocén 2-4 2-4 1,67 1,1 1 1,93 02-mar 1,1 1,3
Ciclo de vida
(dias) 45-51 45-51 75 100- 150 120-170 100- 120 50-70 40-50 89
Rango 0-35 0-35 - 15-25 - - 16-30 25-37 30
temperatura (2C)
Rango humedad
%) 70-90 70-90 - 65-85 - - 70-85 - 60

El vermicompost es un material similar a la fina turba, producido a partir de desechos organicos en
un proceso bioxidativo meséfilo en el que los microorganismos y las lombrices cooperan en un rol
funcional. Este material es un excelente fertilizante que mejora la calidad del suelo y el crecimiento
de las plantas, debido a caracteristicas tales como: baja relacion C:N, alto contenido de sustancias
humicas, alta retencion de humedad capacidad y alta porosidad (Bhat et al., 2017).

El vermicompost esta representado por excrementos de lombrices de tierra, que pueden mejorar
los nutrientes y el estado de salud del suelo. Se considera un biotratamiento rentable para convertir
residuos organicos en productos humicos estabilizados (Macci et al., 2009, Tortosa et al., 2012, Sdez
et al 2021). El vermicompost mejora la fertilidad del suelo:

e Bioldogicamente: Aumenta la diversidad de microorganismos presentes en el suelo.

e Fisicamente: Tiene mejor densidad aparente, aireacion, porosidad y retencion de agua.

e (Quimicamente: Se mejora la conductividad eléctrica, el pH y el contenido de materia
organica, lo que conduce a un mejor rendimiento de los cultivos (Lim et al., 2015).

De hecho, el abuso de fertilizantes inorganicos sin suplementos organicos deteriora las propiedades
qguimicas y fisicas de la tierra y contamina el ambiente circundante (Manivannan et al., 2009).
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Se observd que la adicion de vermicompost (20 Tn/Ha) al suelo agricola, durante dos afios
consecutivos, mejord significativamente la estabilidad de los agregados y la porosidad del suelo
(Bougjila y Sanaa, 2011), mejorando la disponibilidad de aire, el agua y favoreciendo el crecimiento
de raices (Gopinath et al., 2008). La lombriz epigea Eisenia fetida ha sido ampliamente utilizada
debido a su gran capacidad para descomponer la materia orgdnica. Ademas de su uso generalizado
en vermicompostaje en todo el mundo, Eisenia fetida también se ha utilizado como modelo
ecotoxicoldgico del suelo, (bioindicador aceptado por la comunidad cientifica) debido a su facil
reproducibilidad y mantenimiento en condiciones de cautividad.

La lombriz roja californiana es una lombriz de tierra perteneciente al género Eisenia sp.,
de la familia Lumbricidae, del orden de los haplotaxidos, perteneciente a su vez a la subclase de los
oligoquetos. Viven en la franja superior del suelo (en los primeros 30 cm). Pueden llegar a tener casi
160 anillos y tiene una pigmentacién purpura rojiza ubicada a nivel subepidérmico. Es hermafrodita
incompleta (tiene ambos sexos, pero para reproducirse debe aparearse).

La adicion de vermicompost a suelos contaminados por contaminantes orgdnicos puede
considerarse de valor potencial para la biorremediacién, mediante bioestimulacion (la adicion de
materia orgdanica y nutrientes que estimulan los degradadores microbianos nativos potenciales) y
bioaumentacion (la inoculacién de microorganismos en suelos contaminados con la capacidad
potencial de descomponer contaminantes) (Megharaj et al., 2011; Morillo y Villaverde, 2017).
Algunos estudios han demostrado que el vermicompost acelera la biodegradaciéon de
contaminantes ambientales (Bougjila y Sanaa, 2011).

1.3 Residuos domésticos, agricolas y agroindustriales aptos para vermicompostaje

Los residuos organicos son aquellos restos de origen animal o vegetal que pueden degradarse
biolégicamente. Los residuos orgdnicos se producen en multitud de actividades humanas, desde
actividades de poda, ganaderas o trabajos agricolas hasta actividades humanas relacionadas con la
alimentacién, servicios de limpieza u otros procesos relacionados con la vida humana, pero se
clasifican en origenes agricola, ganadero, agroindustrial y urbano (Universitas Miguel Hernandez
2019).

o Los biorresiduos son los residuos organicos biodegradables de origen vegetal y/o animal,
susceptibles de degradarse bioldgicamente generados en el ambito domiciliario y comercial.
Los biorresiduos segun el Ministerio para la Transicién Ecoldgica y el Reto Demografico
(MITECO) se dividen en segun su naturaleza:

e Fraccidon Organica (FO): Cuando se recoge de forma separada se utiliza el término FORS
(fraccion orgdnica de recogida separada). Esta constituida por restos de la preparacion de
la comida y elaboracion de los productos alimentarios, restos sobrantes de comida,
alimentos en mal estado y excedentes alimentarios que no se han comercializado o
consumido (separados de su envase o embalaje).

e Fraccion Vegetal (FV): En forma de restos vegetales de pequefio tamafio y de tipo no lefioso
procedentes de jardineria y poda (ramos de flores mustias, malas hierbas, césped, pequefias
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ramas de poda, hojarasca, etc.). Esta fraccion vegetal, considerada como similar a la FORS,
puede gestionarse también “in situ” o de forma independiente a los restos de comida, segun
la configuracidn de los servicios de recogida y los niveles de generacion.

e Poda: Constituida por la Fraccidn Vegetal en forma de restos vegetales de jardineria y poda
de mayor tamafio y de tipo lefioso. Por sus caracteristicas requiere una gestién especifica
por cuestiones relacionadas con logistica de recogida, el tratamiento y la temporalidad de
generacion (frecuencia y periodo).

o Agroalimentario: provienen de actividades agricolas, asi como de actividades industriales de
produccion, tratamiento y envasado de alimentos de origen vegetal o animal.

o Ganadero: aquellos que proceden de actividades ganaderas tales como crianza, engorde y
limpieza de camas entre otros.

o Urbano: proceden de los desechos de jardines, parques, actividades comerciales urbanas
pequeiias y viviendas. Dentro de ellos se encuentran los biorresiduos.

—w_

Fraccion vegetal (FV)

FORS

Figura 8. Clasificacion de los biorresiduos domésticos. Fuente: MITECO, 2022.

1.4 Las lombrices: Aspectos generales y especificos de la lombriz Eisenia fetida

Las lombrices de tierra pertenecen al filo Annelida y familia Lumbricidae (Edwards y Lofty, 1977).
Tienen un papel clave en la estructura del suelo, la descomposicion, la mezcla e incorporacién de la
materia orgdnica al suelo mineral. Las lombrices han sido clasificadas por Bruckman et al. (2016)
como:
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1. Epigeas: Viven en la superficie del suelo (en los primeros 30 cm) y bajo depdsitos de
materia organica acumulada, consumiéndola y produciendo humus que es depositado
en la superficie formando macroporos. Estas lombrices se utilizan a menudo para la
descomposicidn de desechos organicos en vermicompostaje. Por ejemplo y en nuestro
caso, Eisenia fetida.

2. Endodgeas: Viven en horizontes organicos e ingieren materia organomineral a través de
galerias horizontales, por ejemplo, Aporrectodea caliginosa.

3. Anécicas: Se alimentan de los desechos superficiales, pero habita en los horizontes del
suelo mineral, lo que representa una profunda aireacién del suelo, infiltracién de agua
e incorporacion profunda de la materia organica superficial a través de la actividad
vertical de las galerias, por ejemplo, Lumbricus terrestris.
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Figura 9. Relaciones funcionales entre las lombrices y el ambiente. Fuente: G.C. Brown et al. 2004.
Las estrategias segun Ladygina et al., (2013) para aumentar la palatabilidad e ingestion del residuo:

e Mezclar con desechos de origen animal y vegetal: carne, pescado, fruta o podas.
e Mezclar con efluentes de ganado: estiércol, orina y purines.

e Mezclar con efluentes urbanos: aguas residuales y fango deshidratado.

e Producir pellets de polimeros recubiertos con materia organica.

e Inocular cepas microbianas o fungicas sobre el polimero.
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1.5 La lombriz como bioindicador ambiental
Las lombrices de tierra transforman las propiedades fisico, quimico y bioldgicas del suelo (Jones et

al., 1994). La continua excavacion y alimentacion estimula la actividad y proliferacion microbiana
(Lipiec et al., 2016) lo que desencadena en cambios de las comunidades de microorganismos del
suelo que actuan en la descomposicion de la materia organica y los ciclos de los nutrientes, tales
como el nitrégenoy el carbono (Hoang et al., 2016; Brown et al., 2004). En consecuencia, se produce
un aumento de la actividad enzimatica del suelo bajo la influencia de las lombrices de tierra (Razavi
et al., 2016). Sin embargo, la produccidn y persistencia de las enzimas extracelulares podrian estar
cambiando bajo un escenario de calentamiento global, donde los cambios de temperatura y la
textura del suelo podrian afectar a los procesos microbianos y también incluso a los productores de
enzimas extracelulares como las lombrices (Steinweg et al., 2013). Las lombrices dan informacidn
sobre la calidad del suelo y son utilizadas como bioindicadores del suelo en ecotoxicologia. Las
lombrices juegan un papel importante en la estructura y fertilidad de los suelos aumentando la
disponibilidad, liberando carbono, nitrégeno y estimulando la mineralizacion microbiana de la
materia organica. La lombriz terrestre emite NO, durante su ciclo biolégico, como consecuencia de
la desnitrificacién del nitrato y nitrito que ocurre en su intestino, siendo responsable de mas de la
mitad de las emisiones de NO, procedentes del suelo (Augustenborg, et al., 2012).

Tabla 4. Clasificacidn y caracteristicas de las lombrices. Fuente: Bhat et al., 2017.

i Clasificacion
Caracteristicas ; z =
Epigeas Endégeas Anécicas
Habitat 3 - 10 cm superficiales 10 - 30 cm superficiales 30-90cm enlprofundas
galerias
Tamafiio Pequefio Mediano Largo
Color Pigmentacion notoria y Pigmentacion anterior y
uniforme Ligera pigmentacion posterior
Ciclo vital Corto Medio Largo
Temperatura Amplio rango de tolerancia Poca tolerancia Poca tolerancia
Actividad En depésitos de M.O.
superficial Bajo la superficie Capas profundas del suelo
Reproduccién Baja tasa de
Alta tasa de reproduccion reproduccién Baja tasa de reproduccion
Alimentacion M.O. en descomposicion Materia organomineral M.O. en descomposicién
Rol ecolégico Eficiente descomponedor Aireacién y mezcla Descomposicién y distribucion
de la M.O. del suelo de la M.O.
Vermicompostaje Alto rendimiento Bajo rendimiento Bajo rendimiento
Eisenia fetida, E. andrei,
f. . Octochaetona
Eudrilus eugenie, .
, thurstoni, Aporrectodea
Lumbricus rubellus, L. o . .
. caliginosa, Lumbricus terrestris, L.
festivus, L. castaneus, . o
. . o Allolobophora rosea, A. | polyphemus, Lampito mauritii,
Especies comunes Bimastus eiseni, B. L ’ .
. . caliginosa, Metaphire Apporrectodea trapezoids y A.
minusculus, Drawida
. posthuma, Pontoscolex longac
modesta, Dendrodrilus .
. corethrurus, Drawida
rubidus, Dendrobaena .
. barwelliy Amynthas sp.
veneta y Perionyx excavatu
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Las lombrices representan la biomasa animal mas abundante en los suelos. Se les llama ingenieros
de los ecosistemas terrestres porque son grandes transformadores de la estructura del suelo.
También muestran un excelente potencial en la gestidn de los servicios ecosistémicos (Blouin et al.,
2013) (Lee, 1985) (Bouche, 1977). Son invertebrados clave en la descomposiciéon de la materia
organica en materia inorganica disponible para las plantas.

La drilosfera es la zona del suelo influenciada por la accion de las lombrices y comprende los tuneles
realizados por las lombrices en el suelo y la porcidén de suelo en los dos milimetros circundantes a
los mismos. Las lombrices acumulan macro agregados, construyen galerias y constituyen el habitat
de comunidades especificas de microorganismos e invertebrados en la drilosfera. Para visualizar la
importancia de la influencia de las lombrices en el suelo y, por tanto, la importancia de la drilosfera
puede ponerse en evidencia algunos datos (Lavelle, P., Rouland et al., 2005), partiendo como
referencia 1000 kg de lombrices:

e Mueven aproximadamente 250 toneladas de suelo al afio.

e Generan 100 kg de mucus (rico en enzimas y aminoacidos) por Ha y afio;

e Generan 18 y 50 kg por Ha y afio de excreciones (rica en urea y amoniaco.

e Los cadaveres de las lombrices en el suelo aportan 100 - 225 kg de N por Ha y afio.

La mayor riqueza de la drilosfera es que se localizan un gran porcentaje de los microorganismos del
suelo: 40% de los microorganismos nitrificantes, 13% de los fijadores de nitrégeno, 16% de los
desnitrificantes. Es tal la importancia de la drilosfera que incluso los edafélogos consideran la
existencia de horizontes del suelo formados casi exclusivamente por el suelo movido por las
lombrices y sus excrementos a los denominan horizontes vérmicos (Lavelle, P., Rouland et al., 2005).

Las lombrices generan interacciones con muchos microorganismos del suelo, que aceleran las tasas
de descomposicion de la materia orgdnica y la eliminacion de ciertos contaminantes. Las lombrices
de tierra se consideran biorreactores naturales porque algunos microorganismos proliferan en su
intestino y porque brindan las condiciones adecuadas para la biodegradacion de los desechos
(Munnoli et al., 2010). Producen nutrientes a los microorganismos creando una interaccidn
simbiodtica y sinérgica (Aira et al., 2007) (Hong et al., 2011). A partir de su jugo intestinal, el mucus
producido durante su desplazamiento o por la actividad microbiana se generan enzimas. Estas
enzimas intestinales son capaces de descomponer y biodegradar residuos de diferente naturaleza
organica (Sdnchez-Herndndez et al., 2009) (Blouin et al., 2013).

1.6 Las lombrices como servicio ecosistémico de apoyo y regulacion

Las lombrices brindan multiples servicios ambientales en los agroecosistemas (Blouin et al., 2013).
Estos invertebrados ejercen un fuerte efecto estimulante sobre los microorganismos del suelo a
través de su ingestion continua de tierra (lombrices enddgeass) y hojarasca mezclada con tierra
(lombrices anécicas). Ademas, la intensa actividad de excavacion de estos organismos del suelo
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contribuye a dispersar los microorganismos en el suelo, aumentando asi el proceso de
descomposicion de la materia orgdnica en la matriz del suelo (Yang & van Elsas 2018).

Algunos estudios sugieren que estos anélidos pueden contribuir a la degradacion de contaminantes
organicos, resultando asi una estrategia complementaria de biorremediacién in situ (Rodriguez-
Campos et al.,, 2014). La evidencia acumulada sugiere que las lombrices de tierra interactdan
con los microplasticos en el suelo (Lwanga et al., 2016). Se demostrd la degradacion de los
microplasticos en el tracto gastrointestinal de Lumbricus terrestris incubados en suelos
contaminados con microplasticos. La lombriz L. terrestris expuesta a un 7 % de LDPE microplastico
podria absorber LDPE y disminuir el tamafio de sus particulas, lo que facilitaria la descomposicién
del LDPE a medida que pasa por el intestino. Los consorcios de bacterias del intestino de la lombriz
de tierra pudieron disminuir el tamafio de las particulas y metabolizarlas liberando alcanos de
cadena larga como subproductos de la descomposicion bacteriana (Lwanga et al., 2018).

Sin embargo, estos estudios se han realizado utilizando lombrices de tierra que habitan en el suelo,
y se debe investigar una interaccion comparable en el compostaje, especies de lombrices epigeas
como Eisenia fetida. Varios estudios realizados con este género han revelado que construyen su
microbioma moldeado seleccionando del grupo de bacterias ingeridas. Un analisis metagendmico
para caracterizar las comunidades bacterianas de heces de Eisenia. andrei alimentadas con
diferentes fuentes de alimento encontré que las comunidades bacterianas de heces dependian en
gran medida de la fuente de alimento ingerida por las lombrices (Aira et al., 2016). Estos resultados
prometedores fomentan el uso de lombrices de tierra en la biodegradacion de los residuos plasticos
agricolas (AWP). Este enfoque novedoso aumentaria el uso potencial de estos organismos para
gestionar los desechos plasticos por parte de los agricultores.

1.7 Microorganismos descomponedores de polimeros plasticos

El proceso de biodegradacion se refiere a la conversion de compuestos organicos en biogas y
biomasa residual, como resultado de la actividad microbiana (Ali and Sun, 2019; Ali et al., 2019aq,
2019b), que pueden utilizar plastico como fuente de carbono (Shah et al., 2008; Magnin et al., 2020).
Incluyendo plasticos sintéticos, PES, polivinilo, poliamida (PA) y PU, representan los materiales mas
ampliamente utilizados en todo el mundo. Sin embargo, sélo una pequefia fraccién de sus residuos
pueden ser biodegradados debido a la naturaleza del plastico y sus propiedades fisicoquimicas, ya
que el plastico es un sustrato de crecimiento débil para los microorganismos (Biffinger et al., 2014).
La degradacion enzimatica del plastico a través de la hidrdlisis se puede realizar mediante la unidn
de la enzima al polimero para catalizar la ruptura hidrolitica de los polimeros en oligdmeros, dimeros
y monomeros, para finalmente ser mineralizado a CO; y H,0. La capacidad de los hongos, las
bacterias y las algas como descomponedores de polimeros se ha destacado previamente y se ha
informado que las especies crecen en polimeros naturales facilmente degradables, como la celulosa
y la lignina (Aliy Sun, 2015) o resistentes a la degradacién polimeros como PE y PU (Shah et al., 2008;
Raghavendra et al., 2016; Zhang et al., 2020).
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En ambientes naturales, los plasticos estan rodeados por una gran variedad de microorganismos,
gue en combinacién promueven la degradacion del plastico (Luo et al., 2022). Varios estudios han
examinado e identificado cepas microbianas capaces de degradar los polimeros plasticos, como se
muestra en la tabla 4 la eficiencia de la tasa de degradacién.

Tabla 5. Microorganismos descomponedores de polimeros plasticos. Fuente: Zhenyan Lin et al., 2022.

) . , . X Eficiencia de
Microorganismo Plastico Ambiente ..
degradacion
Aspergillus niger PET/PS Suelo - 4 meses
Bacillus subtilis PET/PS Suelo 20%-74% 4 meses
Pseudomona aeruginosa PET/PS Suelo 0% -5% 4 meses
Staphylococcus aureus PET/PS Suelo 8,75% - 4,7% 4 meses
Streptococcus pyogenes PET/PS Suelo - -
Thermobifda fusca PET Suelo - -
Pseudomona citronellolis LDPE Vertedero municipal - -
Citrobacter sp. PE/PS Intestino del gusano de harina - -
Kosakonia sp. PE/PS Intestino del gusano de harina - -
Brevibacillus borstelensis strain LDPE Suelo 11% 30 dias a 50°C
Chryseobacterium gleum EY1 LDPE Fango activo de aguas residuales - -
Rhodococcus sp. LDPE Suelo de bosque - -
Stentrophomonas pavanii LDPE Vertedero de RSU - -
Bacillus amyloliquefaciens LDPE Residuos de RSU - -
Aspergillus awamori LDPE Suelo - -
Gliocladium viride LDPE Suelo - -
Mortierella subtilissima LDPE Suelo - -
Phanerochaete chrysosporium LDPE Suelo - -
Comamonas sp. LDPE Suelo - -
Deftia sp. LDPE Suelo - -
Stentrophomonas sp. LDPE Suelo - -
Microbacterium paraoxydans LDPE Banco de genes 61% 2 meses
Pseudomona aeruginosa PET/PS Banco de genes 50% 2 meses
Rhodococcus ruber LDPE | Residuos agricolas con PE en el suelo 0,86% por semana
Ideonella sakaiensis PET PET expuesto al ambiente - -

La degradacién microbiana de los residuos plasticos se lleva a cabo principalmente por cinco etapas
diferenciadas: 1) Colonizacion, 2) Biodeterioro 3) Biofragmentacién 4) Asimilacién 5) Mineralizacion

La colonizacion es la primera etapa del mecanismo, donde las especies microbianas se adhieren a la
superficie plastica, formando consorcios que conducen a la creacion de la biopelicula, la cual
provoca severos dafios en la superficie del polimero. El biodeterioro ocurre con la degradacion del
polimero, debido a la secrecion de diversas proteinas y polisacdridos por parte de la biopelicula. La
biofragmentacién produce grietas que son colonizadas por la biopelicula, donde se infiltran enzimas
y altera las propiedades fisicoquimicas del polimero (tamafio de poro). En cuanto a la actividad de
los microorganismos, los hongos filamentosos usan el micelio para penetrar en el material
polimérico e inducir la formacidn de grietas, lo que lleva disminucidn de la resistencia y durabilidad
del polimero (Bonhomme et al., 2003).
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La extensa superficie del micelio fungico permite penetrar la superficie del polimero para acceder a
su interior y degradar efectivamente los polimeros plasticos convencionales (Sdnchez, 2020).
Ademas, las enzimas extracelulares (por ejemplo, despolimerasa) pueden ser secretadas por el
micelio y descomponer los polimeros en oligdmeros, dimeros y monémeros (Ameen et al., 2015; Ali
et al., 2021), mientras que, en comparacion con las bacterias, la concentracion de enzimas
secretadas por un hongo es significativamente mayor (Gangola et al., 2019).

Posteriormente, los monémeros producidos pueden ser asimilados y mineralizados por hongos
intracelulares y enzimas. Los hongos de la podredumbre blanca y la podredumbre parda
contribuyen significativamente a la biodegradacién del plastico y otras sustancias poliméricas,
debido a su capacidad para producir varias enzimas, descomponer los polimeros y convertirlo en
COz Yy HzO.
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Figura 10. Etapas de la degradacion microbiana de los polimeros plasticos.
Fuente: Sameh Samir et al., 2021
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2. Objetivos

El principal objetivo de este estudio es determinar la viabilidad del proceso de vermicompostaje
como alternativa de biotratamiento de los residuos biodegradables contaminados con polimeros
plasticos de diferente composicion, cominmente usados en agricultura y comparar este mismo
tratamiento al inocular el medio con diversas y conocidas poblaciones de microorganismos con
capacidad de descomponer polimeros plasticos, distinguiendo entre consorcios enddgenos,
extraidos y aislados del tracto digestivo de Eisenia fetida (ENDO-Bacillus licheniformis, Bacillus
sonorensis, Pseudomonas putida), consorcios exdgenos, extraidos de ambientes contaminados con
plasticos (EXO-Bacillus subtilis, Pseudomonas putida, Alternaria alternata) y la aplicacion mixta de
ambos (MIXc).

El presente estudio que defiende este trabajo fin de master, posee una serie de objetivos
especificos:

e Determinar la evolucién del proceso de vermicompostaje en un medio contaminado con
residuos de polimeros plasticos (LDPE, y mezcla de LDPE, LLDPE, PET, PS), e inoculados
(ENDO, EXO Y MIXc), mediante el seguimiento de los principales pardmetros fisicoquimicos.

e Evaluar la supervivencia, evolucidn de peso de los individuos de lombriz y determinar el
estrés oxidativo que sufren las poblaciones de lombrices Eisenia fetida en dicho medio a
través de la medida de los principales biomarcadores.

e Determinar la influencia de la presencia de plastico y la Inoculacion con PMC (ENDO, EXO y
MIXc) en la actividad enzimatica del vermicompost obtenido.

Mediante el experimento de vermicompostaje con Eisenia fetida (360 horas) en un medio
contaminado con polimeros plasticos (1,25 % sobre peso fresco), se planea obtener informacién
acerca de la supervivencia de esta especie de lombriz epigea en presencia y ausencia de
microorganismos descomponedores de dichos polimeros, para determinar la viabilidad y eficacia
del empleo de cepas y consorcios de microorganismos en la fortificacién de dichas poblaciones de
Eisenia fetida

En la Figura 11 se representa un diagrama conceptual de los objetivos de este estudio. El andlisis de
las muestras del vermicompost obtenido en ambos casos (con microorganismos inoculados y sin
ellos) determinara la eficacia para degradar los polimeros pldsticos y proponer la alternativa de
vermicompostaje de residuos biodegradables contaminados con residuos plasticos.
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Figura 11. Diagrama conceptual de los objetivos del trabajo de fin master. Elaboracion propia.

3. Materiales y métodos

3.1 Diseio experimental

A fin de estudiar la compatibilidad de Eisenia fetida con los consorcios Microbianos PMC (ENDO-

EXO-MIXc) en el biotratamiento de residuos biodegradables contaminados con residuos plasticos,

el disefio experimental fue realizado y estandarizado para obtener los potenciales efectos

sinérgicos-antagdnicos de los microorganismos seleccionados sobre la supervivencia y las

respuestas morfoldgicas de las lombrices de tierra. El experimento consistia en una incubacion

(360h), bajo condiciones controladas (20°C + 2 en oscuridad) tratando de simular un proceso de

vermicompostaje. El ensayo se llevd a cabo en container de 4 litros con 640 g de compost (humedad

ajustada al 70%) al que se afiadian 100 individuos citelados de EF y que se mantuvieron bajo estas

condiciones durante 360 horas.

Los tratamientos consistieron en:

e 2 tipos de plasticos: (LDPE y AWP MIX mezcla de plasticos en proporcion 32,5 % LDPE +
32.5% LLDPE + 20% PS+ 15%PET) ambos afadidos al 1,25 % sobre peso fresco

e 3 consorcios microbianos: ENDO (Bacillus licheniformis, Bacillus sonorensis, Pseudomonas

putida), EXO (Bacillus subtilis, Pseudomonas putida, Alternaria alternata), Y aplicacién de

ambos MIXc (EXO + ENDO).
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Los diferentes tratamientos se realizaron siempre por triplicado (n=3), manteniendo como
tratamiento control 3 réplicas sin aplicacidén de indculo ni adicién de plastico al medio a fin de

discernir el comportamiento normal de EF bajo las condiciones de ensayo. Por tanto, las principales
variables del ensayo son:

e VO1: Presencia/ausencia de consorcios Microbianos PMC
e VO02: Presencia ausencia de plastico AWP

Resumen disefio experimental:

Especies: Eisenia fetida (EF)

Medio: Compost maduro (estandarizado para todos los tratamientos) contaminado con AWP

Contenedor: Recipientes de pldstico de 4L

e Incubacién controlada: 202C t 2 en oscuridad

e Duracién: 360 h

e Replicas por tratamiento: n=3

e 100 individuos adultos de EF / 640 g de peso fresco de compost por replica/ 8g de AWP

e Inoculacién con ENDO, EXO, MIXc (EXO+ENDO) consorcios, No Inoculacion

e Plastico (LDPE) y (Mixb 32,5 % LLDPE + 32,5% LDPE + 15,0 % PS + 20,0% PET) al 1,25 %
sobre peso fresco. No adicidn de plastico

e Medidas de supervivencia: 0, 72, 144, 216, 288 y 360 horas

e Muestreo general: 0y 360 horas

Figura 12. Detalle del montaje y dispositivos utilizados en el disefio experimental del TFM.

30



Master Universitario de Investigaciéon en 000
Gestion, Tratamiento y Valorizacion e Residuos Organicos WSSl d ATl 12

3.2 Preparacion de los materiales utilizados en el ensayo

Compost

Pare la realizacion del experimento fue utilizado un Unico compost como sustrato para las lombrices.
Este compost se desarrollé en la instalacién COMPOLAB-UMH a escala de pila comercial (10 m3)
utilizando cuatro ingredientes (lodos agroalimentarios + estiércol de vaca + poda de vifiedo,
45+15+40 % en vol., respectivamente). El proceso de compostaje durd 96 dias, incluyendo cuatro
volteos. Se alcanzaron altos niveles de calidad en términos de estabilizacidn, higienizacion vy
ausencia de efectos fitotoxicos. Los metales pesados también cumplieron la normativa sobre
fertilizantes de clase A.

Tabla 6. Caracteristicas del sustrato utilizado (CE: Conductividad eléctrica DA: Densidad aparente;
MO: Materia Organica, COT: Carbono Orgénico Total; NT: Nitrégeno Total; IG: indice de Germinacién).

Parametros F&Q Macronutrientes Metales pesados Parametros de madurez
pH 7,8 TN (g/Kg) 21,3 | Ni(mg/Kg) | 7.6 Gl (%) 108
CE(dSm?) | 45 P (g/Kg) 0,41 | Pb (mg/Kg) 7,3 Cha (%) 1,93
DA (g/1) 486 K (g/Kg) 1,01 | Hg(mg/Kg) | <0,1 | Cra (%) 2,30
MO (%) 60,3 | Na(mg/Kg) | 225 | Zn(mg/Kg) | 84,6 | CIC(meq/100gMO) | 128
COT (g/Kg?) | 225 Mg (mg/kg) 650 Cr (mg/Kg) 36,9 Fenoles (mg/Kg) 454

Lombrices (Eisenia fetida)

Para el desarrollo del bioensayo de incubacidn, se seleccionaron lombrices cliteladas adultas con
una masa corporal entre 250 mg - 600 mg, tal como recomiendan las directrices internacionales
(OCDE 2016) sobre ensayos de biotoxicidad. Durante el tiempo de exposicion, cuando se observo
mortalidad, las lombrices se retiraron inmediatamente del recipiente. Las lombrices eran
seleccionadas desde los pallots de cria (0,5 m3) y alimentadas con el mismo sustrato utilizado en el
ensayo al menos durante 15 dias antes del comienzo del mismo, a fin de mejorar su adaptabilidad
al medio.
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Figura 13: Detalle de los Pallots utilizados en COMPO-LAB para la cria de Eisenia fetida.

Materiales Plasticos

Se escogieron los tipos de materiales plasticos que aparecen en la Tabla 7, debido a que son
ampliamente usados para multiples propdsitos dentro del sector agroalimentario moderno
(proteccion de los cultivos, prevencion del crecimiento de las malas hierbas, proteccién contra los
rayos UV, control del riego, transporte y envasado). Para producir materiales flexibles, semirrigidos
y/o rigidos, los principales polimeros utilizados en la agricultura son el PE y el PP debido a su bajo
coste, su facil manejo, su alta resistencia al impacto y sus excelentes propiedades de resistencia
quimica. El polietileno de baja densidad (LDPE) y el polietileno de baja densidad lineal (LLDPE) se
utilizan principalmente para producir peliculas (para invernaderos, tuneles bajos, acolchado y
ensilaje), debido a su elasticidad y a su alta resistencia al desgarro y al impacto (Dorigato et al.,
2011).

Tabla 7. Tipos de polimeros plasticos utilizados y sus principales caracteristicas.

Tipo de plastico Caracteristicas
Tratamiento LDPE en polvo, virgen, proporcionado por LDPE REPSOL Alcudia
LDPE 2308FGA
Tratamiento Mezcla de 32.5% LLDPE; 32.5% LDPE; 15.0% PS -; 20.0 % PET
LLDPE+LDPE+PET+PS
LLDPE LLDPE en polvo, obtenido de LLDPE SASOL HF1810X
LDPE en polvo, virgen proporcionado por LDPE REPSOL Alcudia
LDPE 2308FGA
Polyethylene terephthalate (PET) en polvo, virgen,
PET proporcionado por UNIPI
PS Polystyrene (PS) en polvo, virgin, proporcionado por UNIPI.
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3.3 Pardmetros analizados y métodos analiticos

3.3.1 Pardmetros fisicoquimicos

La determinacién de las principales caracteristicas fisico-quimicas es importante para evaluar la
correcta evolucion del proceso de vermicompostaje. Las caracteristicas iniciales del sustrato
evolucionan con el tiempo debido a las capacidades de degradacion de las lombrices epigeas y asi
como la de la microbiota asociada al intestino. En la Tabla x se muestran algunos de los parametros

determinados y los métodos analiticos utilizados en este trabajo.

Tabla 8: Determinaciones analiticas del vermicompost.

Parametros

Método analitico

Humedad

Métodos gravimétricos

Densidad Aparente (DA)

UNE-EN 13401:1999

pH

Método potenciométrico /Suspension
hidrosoluble 1:10 (sdlido:liquido)

Conductividad Eléctrica (CE)

Conductimetria / Suspensién hidrosoluble 1:10
(sélido: liquido)

Materia Orgdnica

Gravimetria por Calcinacién a 430°C
durante 24 horas

Carbono Organico Total (COT)

Analizador elemental C/N

Nitrégeno Total (NT)

Analizador elemental C/N

Fésforo Total

ICP-MS/Digestidn acida en microondas

Potasio Total

ICP-MS/Digestion acida en microondas

Sodio Total

ICP-MS/Digestion acida en microondas

Metales Pesados: Fe, Cu, Mn, Zn, Cd, Ni,
Cr, Co, Pb, Mo, Li, Ba

ICP-MS/Acid digestion in microwave

Humedad

Para determinar la humedad se utilizan métodos gravimétricos. Se pesa una cantidad de la muestra
himeda en un vaso de precipitados. Después la introducimos en la estufa a 1052C durante el tiempo
necesario hasta que su peso se mantenga constante. Por uUltimo, volvemos a pesar los vasos con la
materia ya seca y determinamos el porcentaje de la humedad inicial de la muestra mediante la
diferencia de pesada entre la inicial y la final:

P2-P3_
P2 - P1

%H20 = 100
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Donde:

- P1:peso del vaso sin muestra.
- P2:peso del vaso con la muestra fresca.
- P3:peso del vaso con la muestra seca

Densidad Aparente

Se utiliza una jarra de medicién tarada, se miden 250 mL de la muestra himeda sin lombrices en el
TO y T30 de los lechos con lombrices y pesamos el contenido. Se realizan dos mediciones a cada
lecho tarando la jarra de medicién en cada una y calculamos la densidad aparente mediante la media
de ambas mediciones dividida entre el volumen utilizado. Norma UNE-EN 13401:1999

Materia Organica Total

Se determina la materia organica como el peso eliminado por calcinacion en mufla a 4302C durante
24 horas. El valor se expresa en porcentaje respecto al peso de muestra seca.

Cenizas

Se consideran cenizas o fraccién inorgdnica al peso sin volatilizar tras la calcinacion a 4302C durante
24 horas. Se calcula de la siguiente manera:

% Cenizas = 100 — %MOT

pH y Conductividad eléctrica (CE)

Para analizar los pardmetros de pH y conductividad eléctrica (CE), se toman 3 g de cada muestra por
duplicado en tubos falcon y se mezclan en relacién 1:10 con agua destilada. Los tubos se meten en
un agitador durante 2 horas, tras este tiempo, se realiza la medicion del pH mediante un pH-metro.
Después se introducen los tubos en una centrifuga durante 5 minutos a 1.500 rpm, se filtra el
sobrenadante y se miden los valores de CE con un conductimetro.

Polifenoles hidrosolubles

Se toman 2 gramos de cada muestra en tubos Falcon. Se les afiaden 40 ml de agua destilada y se
agita durante 2 horas. Tras la agitacion, se centrifugan los tubos a 3000 revoluciones durante 2
minutos y se filtran con filtros de malla. Del extracto obtenido se introduce 1 ml en un matraz
aforado de 50 ml, al que posteriormente se le agrega 2,5 ml de Reactivo Folin Ciocalteu, se agita y
se espera 3 minutos, tras lo cual se detiene la reacciédn con 5 ml de carbonato sédico al 20%. Por
ultimo, se enrasa con H,;O destilada, se deja reposar durante 1 hora y se utiliza un
espectrofotdmetro para determinar la absorbancia a 725nm de longitud de onda. La recta de
calibrado se realiza siguiendo el mismo procedimiento, sustituyendo la muestra por diferentes
concentraciones de acido galico.
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indice de germinacién (IG)

Se toman 5 g de cada muestra, integrando ambas réplicas en el caso de las muestras finales en una
relaciéon 50% y homogeneizandola. Se humecta cada muestra al 60% con agua destilada.
Posteriormente se agregan 7,5 ml de agua destilada, se agita para homogeneizar y se extrae el
extracto filtrando a presion negativa a través de un filtro de fibra de vidrio. Para cada muestra se
preparan 10 placas de Petri con un filtro de papel, con 8 semillas de Lepidium sativum. A cada placa
se le agrega 1 ml del extracto, se envuelven los lotes de 10 placas en papel de aluminio y se
introducen durante 48 horas en una incubadora a 272C. Por ultimo, se comprueba el nimero de
semillas germinadas y la longitud de la raiz de cada planta (Figura 9).

-

Figura 14. Incubadora con placas para medir el IG y medicidn de la elongacién de la raiz tras 48 horas.

Capacidad de intercambio catidénico (CCC)

El método de determinacidn de la CCC se basa en la saturacién del complejo de cambio con barioy
determinacion del cation retenido por diferencia con un blanco (Lax y col., 1986)

Carbono organico total (COT) y Nitrégeno total (NT).

Medida del CO; producido por la quema a 10202C de la muestra en un analizador elemental (Navarro
et al. 1991).

Se toman 1-2 mg de muestra molida en molino de bolas en una capsula de estafio con precisidn de
0,001 mg. El analizador se calibra con un patron de atropina (EuroVector Elemental Analyzer,
Milano, Italy)

Mineralizacion de la muestra

Digestién con HNOs/H,0 (1:1 v/v) en microondas (CEM, mod. MARS ONE). La digestidn se asiste con
vasos de teflédn y sondas de temperatura especialmente disefiadas para ello.
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Determinacion de macronutrientes (K y P) y metales pesados

La muestra se introduce en un ICP- MS para la determinacién de los metales pesados Cd, Cu, Ni, Pb,

Zny Cr, ademas de los macronutrientes Ky P.

3.3.2 Determinacidn de la actividad enzimatica del vermicompost.

Tabla 9. Actividades enzimaticas del vermicompost.

Actividad Acrénimo éQué se mide?
Enzimatica
Carboxilesterasa Enzima, implicada en el metabolismo de detoxificacidon de
(EC3.1.1.1.) * (CbE) sustancias enddgenas. Es un biomarcador sensible a la

exposicion a compuestos xenobidticos. (Ej: plasticos).

Enzima, relacionada con los procesos microbianos en el
Deshidrogenasa DHE suelo. Indica la tasa de oxidacién de la materia organica
en el sustrato. Es indicativo de la actividad microbiana.

Catalasa Enzima, perteneciente a las enzimas oxidoreductoras
(EC1.11.1.6.) CAT del perdxido de hidrogeno, esta relacionada con la
detoxificacion. Participa como barrera fisiologica de
radicales libres.

El sustrato (vermicompost o compost) se homogeneiza a través de la ruptura de los agregados con
un mortero ceramico. Relacion 1:50 (W/V) 1g a 50 ml H,0. Moler 1 g de vermicompost de cada

muestra en 5 ml de H,0 utilizando un mortero ceramico (Relacién 1:50 (w/v); luego se ajusté el

volumen del extracto a 50 ml con H;0. Se sometieron las muestras a un posterior agitado con vortex

durante 1 minuto. Se conservé en frigorifico a 42C hasta la medida de las diferentes actividades

enzimaticas:

Determinar actividad carboxilesterasa (CbE) (EC 3.1.1.1.): Se mide mediante la adicidn de una
alicuota de 100 pl de la muestra homogeneizada, posteriormente se afladen 380 pl de tampdn
Tris-HCI 0,1 M (pH-7,0). La reaccion enzimatica se inicia afiadiendo 20 pl de sustrato 1-
naftilbutilato (1-NB) (2 mM, concentracién final) y esperando 5 minutos antes de detener la
reaccion. El producto formado (1-naftol) se revela afiadiendo 50 pl de sal Fast Red ITR al 0,1%
(p/v) disuelta en al 2,5% (p/v) y Triton X-100 al 2,5% (v/v). Finalmente, se mide la absorbancia
del complejo naftol-Fast ITR a 450 nm utilizando un lector de microplacas Asys HiTech UVYM340
(Asys HiTech Gmbh, Eugendorf, Austria). La actividad de la carboxilesterasa se expresa como
nmol h-1 g-1 de sustrato seco, determinado por una curva de calibracién construida para el 1-
naftol. Se utilizan muestras de control (sin sustrato) y en blanco (sin vermicompost) para
corregir la absorbancia de fondo y la hidrélisis no enzimatica de los sustratos, respectivamente.
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e Determinar actividad deshidrogenasa (DHE): Se mide pesando 0,1 g de la muestra y afiadiendo
750 pl de tampdn Tris-HCI 0,1 M (pH-7,0) + 1 ml de INT. Todo ello se homogeneiza en vortex y
se mantiene a 402C en bafio de agua durante 1 hora en oscuridad (las muestras se agitaron cada
20 minutos). La reaccién del producto resultante se detiene afiadiendo 2,5 ml de solucidon Stop.
Se preparan dos controles aleatorios con 750 pl de TRIS sin INT. La medicion se realiza en
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espectrometro de placas a 450 nm.

e Determinar actividad catalasa (CAT) (EC 1.11.1.6.): Se determina extrayendo 1 ml de la
suspension acuosa (1:50 p/v) y se dispensa con 125 ul de peréxido de hidrégeno (H,0,) al 0,3%.
Posteriormente, se agita durante 10 minutos para permitir que se produzca la reaccion y luego

se detiene con 125 pl de acido sulfurico 3M (reaccién de bloqueo) (Trasar-Cepeda.,1999).

3.3.3 Biomarcadores del tejido de la lombriz

Tabla 10. Biomarcadores medidos en el tejido de la lombriz Eisenia fetida.

Actividad Enzimatica

Acrénimo

éQue se mide?

Acetilcolinesterasa

AChe

Enzima, clave en la regulacién del impulso nervioso en las
sinapsis colinérgicas. La inhibicidn de la actividad de la
AChE es un biomarcador sensible a la exposicion a
compuestos xenobidticos.

Carboxilesterasa

CBe

Enzima, capaz de hidrolizar pesticidas sintéticos e inactivar
pesticidas organofésforados con una unién irreversible
entre el pesticida y el sitio activo de la enzima. Tiene un
papel importante en la detoxificacidn de pesticidas.

Peroxidacion lipidica

PerlLip

Enzima, puede reducir los peréxidos lipidicos a alcoholes
lipidicos. Estos ocurren en la membrana celular y son
indicativos de dafios y estrés oxidativo, pérdida de la
funcién celular y muerte celular por apoptosis o necrosis.

Glutation oxidado

GSGG

Enzima, el GSSG es potencialmente toxico para las células,
pero las células normalmente contienen una alta actividad
de glutation reductasa, que mantiene la mayor parte del
GSH en forma reducida. Durante el estrés oxidativo, el
GSSG podria reaccionar por intercambio de disulfuro con
una proteina tiol para producir un disulfuro mixto de
proteinas (PSSG), que puede intercambiarse con otra
proteina tiol a una proteina.

Glutation reductasa

GSH

Enzima, es el antioxidante mas abundante en las células
aerdbicas, presente en concentraciones micromolares
(uM) en los fluidos corporales y en concentraciones
milimolares (mM) en los tejidos. El GSH es fundamental
para proteger el cerebro del estrés oxidativo, actuando
como un eliminador de radicales libres e inhibidor de la
peroxidacion de lipidos.
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Para la homogenizacion de la muestra se utilizan seis lombrices de tierra seleccionadas al azar y
previamente depuradas (24 h.) de cada réplica del ensayo. Los cuerpos de las lombrices se
homogeneizan en un tampdn (pH = 7,4) compuesto por 25 mM de sacarosa, 20 mM de tampdn Tris-
HCly 1 mM de EDTA molido con potter (Heidolph Company) sobre hielo para mantener la muestra
fria. Los homogeneizados se centrifugaron a 9.000 g durante 20 minutos a 42C para obtener la

fraccidon postmitocondrial, cuya alicuota se almacena a 802C hasta su analisis.

El contenido total de proteinas de E. fetida se determina en una dilucién acuosa 1:10 (vol: vol) con
acido bicoconinico (BCA). El reactivo se calienta a 602C durante 15 minutos y luego se lee en el

espectrémetro.

Determinar actividad carboxilesterasa (CbE): Se afiaden 100 pl de tejido homogeneizado a 380
pl de tampdn Tris-HCI 0,1M (pH=8,4) y 40 ul de butirato de 1-naftilo (1-NB) 20 mM. Los tubos
se incuban a 20 °C durante 10 minutos y luego se centrifugan durante 5 minutos a 10.000 rpm.
Se transfieren 150 pl de sobrenadante a nuevas microplacas, y se revela la formacion de 1-
naphtol tras afiadir 50 pl de una solucién que contenia 0,1 % de Fast red ITR. Las microplacas se
guardan en la oscuridad durante 20 minutos y a continuacion se comprueba la absorbancia del
complejo naphtol-Rojo rdpido ITR a 450 nm.

Determinar actividad acetilcolinesterasa (AChe) (EC 3.1.1.7): Con espectrofotometro en
presencia de 3 mM de yoduro de acetiltiocolina como sustrato y 0,1 mM de DTNB (acido 5,5'-
ditiobis-2-dinitrobenzoico), midiendo el aumento de la absorbancia durante la reaccion cinética,
leida a 412 nm. La velocidad de reaccidn enzimatica se cuantificé frente a un blanco sin sustrato
para cada medicién. Para restar la hidrélisis espontdnea del sustrato, se realizé un segundo
blanco sin la muestra. La acetilcolinesterasa se expresé como nmol min-1 mg-1 de proteina.

Determinar actividad peroxidacidn lipidica (PerLip): se miden 50 pl de tejido homogeneizado
afiadidos a 450 pl de acido reactivo 2-Thiobarbituric (TBAR) y Butylhydroxytoluene (BHT). La
reaccion se mantiene durante 30 minutos a 90 °C. Después, se dispensan 250 ul en microplacas
de 96 pozos profundos y se leen a 492 nm en el espectrémetro. La actividad enzimatica se
expresa como pg de MDA mg de proteina. Se realizan tres muestras aleatorias sin TBAR.

Determinar actividad glutation oxidado (GSSG): Se extrayen 100 pl de la muestra del tejido
homogenizado + 2ul vinilpiridina. Posteriormente, se somete a agitacion en vortex y se guarda
en oscuridad durante 1 hora, después se le afiaden 6 pl de Trietanolamina, se homogeniza en
vortex y se guarda en oscuridad 10 minutos. Se dispensa una alicuota de 50ul en los pocillos de
una placa de fondo plano y se afiaden a cada pocillo 125 ul de DTNB + GR y 50 ul NADPH. Leer
rapidamente (reaccion cinética) en el espectrofotometro a una longitud de onda= 405 nm.
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Determinar actividad glutation reductasa (GSH): Se dispensan 5 ul de la muestra del tejido
homogenizado en los pocillos de una placa de fondo plano y se afiaden en cada pocillo +125 pl
DTNB + GR y 50 ul NADPH. Leer rapidamente (reaccion cinética) en el espectrofotometro a una
longitud de onda= 405nm.

3.4 Aislamiento e identificacion de las cepas de PMC
Las estrategias para la seleccién de los consorcios microbianos se disefiaron principalmente para

proporcionar candidatos que tuvieran la capacidad de degradar la mas amplia gama de polimeros
pldsticos. Para el cribado y la seleccidén de los microorganismos, también se tuvieron en cuenta los

escenarios a los que estaban destinados:

Los microorganismos que se utilizan como degradadores de polimeros plasticos son inéculos
polivalentes (EXO-AWP), es decir, los destinados a la preparaciéon de consorcios microbianos
degradadores de plasticos (PMC) para su aplicacion en el compost o para magnificar la actividad
degradadora de plasticos de las lombrices de tierra, se seleccionaron entre los aislados
obtenidos a partir de muestras ambientales (principalmente suelo y compost).

Los microorganismos que se utilizan como degradadores de polimeros plasticos proceden de las
lombrices de tierra con capacidad “probidtica” (ENDO-AWP). Se obtuvieron del intestino del
organismo para asegurar su compatibilidad y colonizacién intestinal. Se inocula el compost con
el fin de aumentar su poblacion microbiana degradadora de residuos plasticos agricolas (AWP).

La estrategia de seleccion de los consorcios candidatos tuvo en cuenta, junto con la capacidad de
degradacién del plastico, otros factores como la seguridad, la facilidad de manipulacién para ampliar

la produccién y las condiciones de crecimiento para adaptarse al entorno en el escenario previsto.

Tabla 11. Cepas microbianas aisladas con capacidad de degradar AWP.

Microorganismo Tipo Origen
Bacillus licheniformis SALME2B2 Bacteria Tracto digestivo de Eisenia fetida
Bacillus sonorensis ALME2B3 Bacteria Tracto digestivo de Eisenia fetida
Bacillus subtilis RBM2 Bacteria Compost
Pseudomonas putida ALME2B2 Bacteria Tracto digestivo de Eisenia fetida
Pseudomonas putida REBP7 Bacteria Suelo
Alternaria alternata RHMA4 Hongo Compost
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Figura 15. Detalle de la inoculacion del Compost con AWP.

El cultivo microbiano es una preparacién basada en un medio de cultivo para proporcionar a los
microorganismos una mejor supervivencia durante mas tiempo. Por lo general, un crecimiento
bacteriano contiene el microorganismo, un portador que es un material inerte, nutrientes y
compuestos que mejoran la supervivencia de las células o ayudan a protegerlas de los cambios
ambientales en condiciones comerciales y aumentando significativamente la vida util del producto.

Los principales objetivos de un cultivo microbiano son (Ravensberg, 2011; Vassilev et al., 2020)

1. Proporcionar un microambiente adecuado para la cepa o cepas microbianas, combinado
con una proteccion fisica o quimica durante un periodo prolongado, con el fin de evitar una
rapida disminucién de la viabilidad de las células durante el almacenamiento, para que
finalmente puedan ser envasadas, almacenadas y enviadas al usuario final.

2. Hacer un producto facil de usar que pueda ser aplicado econédmicamente por el usuario final
y que pueda ser entregado efectivamente al objetivo.

3. Proteger el microorganismo, una vez aplicado, contra las influencias ambientales
perjudiciales, manteniendo e incluso mejorando su persistencia en el lugar de destino.

4. Minimizar los riesgos de exposicion del aplicador durante la carga, la mezcla y la aplicacién
del producto.

Todas estas funciones tienen como objetivo proporcionar una fuente fiable de células vivas
disponibles para ejercer sus funciones. De hecho, un nimero critico de células es esencial para
obtener la respuesta positiva esperada del inéculo formulado.

3.5 Métodos Estadisticos

Para realizar el analisis estadistico de las muestras se han realizado Analisis de Modelo Lineal (GLM)
multivariante. Ademas, se ha realizado la prueba ANOVA utilizado el contraste Post-hoc hecho con
Tukey-b y DMS. Se han realizado andlisis para estudiar los cambios en la supervivencia de Eisenia
fetida y para los cambios en los parametros fisico-quimicos. Para estudiar la supervivencia se han
agrupado los datos en funcidn de la variable Presencia/Ausencia de PMC y Presencia/Ausencia de
AWP para determinar su efecto sobre en la supervivencia y variacion de peso de la especie. Se ha
utilizado el paquete estadistico IBM SPSS Statistics v24 para todos los test estadisticos.
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4.Resultados

4.1 Caracteristicas de los consorcios microbianos PMC

ENDO-PMC y EXO-PMC se probaron por separado para validar sus efectos sobre la supervivencia de
Eisenia fetida (EF). Ademas, también se implementd un consorcio mixto MIXc (ENDO+ EXO PMC).
EnlaTabla 12, resumimos las principales caracteristicas del cultivo microbiano utilizado en el ensayo
con lombrices de tierra Eisenia fetida y AWP, asi como la concentracion de indculo aplicado. Los
diferentes cultivos fueron inoculados como un combo de microorganismos de la propia Eisenia
fetida con capacidad “probidtica” (Consorcio Endo) o compuestos por microbiota con capacidad
metabdlica de degradar AWP (Consorcio Exo). Para la evaluacién de los datos obtenidos durante el
ensayo se aplicd un Modelo Lineal General de Medidas Repetidas (GLM-RM).

En el consorcio ENDO se agruparon 3 microorganismos (Bacillus licheniformis, Bacillus sonorensis y
Pseudomonas putida), el consorcio EXO, con otros 3 microorganismos (Bacillus subtilis,
Pseudomonas putida y Alternaria alternata) procedentes de la coleccién de microorganismos del
proyecto RECOVER. También se implementd un consorcio MIXc (ENDO + EXO), que esta conformado
por los 6 microorganismos presentes en dicho estudio.

Tabla 12. Microorganismos utilizados y las concentraciones utilizadas de indculo.

Concentracion Concentracién del

Microorganismo Cadigo Origen Asripecmn tedrica del inéculo en el
de PMC st .
inéculo medio
. EF, aislado A
. EWE : SAL[“;;ZBE del tracto E?s':’gg;c’ 10° APHA 8 x 107
intestinal
EF, aislado
i ALMEZ2B3 % Endd
Mf s del tracto ?Erj’gg;o 10° APHA 8 x 107
SRR intestinal
EF, aislado :
Pseudomongs, =~ ALMEZ2B3 Enddgeno
del tracto 108 APHA 8 x 107
1 B3 ENDO

putida. (83) intestinal ( )

. o coleccion Exogeno - =
Bacilo sybtilis  RMB2(B4) .o e 10 APHA 4,5 x 10
Psgudemends. g7 (ps) Coleeinn Exigcha 10° APHA 4,5 x 107

putida RECOVER (EXO) ‘

nari RHM4 coleccion Exdgeno 5 .
glternata (H1) RECOVER (EXO) 10 Al
EF, aislado
MEZCLA PMC deftracto | pvposg
: i _ =
(ENDO+EXO) MIX |ntest|n'EEI y EXO APHA 7x10
coleccion
RECOVER
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Por tanto, para dicho estudio hay 4 tipos de tratamientos diferentes:

e CONTROL: Sin inoculacién de consorcios microbianos (NPMC).

e ENDO: Consorcios microbianos con capacidad “probidtica” del interior del tracto digestivo
de la lombriz Eisenia fetida.

e EXO: Consorcios microbianos extraidos de ambientes contaminados con plasticos.

e  MiIXc: Mezcla de los consorcios microbianos EXO + ENDO.

4.2 Supervivencia de Eisenia fetida y efectos morfoldgicos

En cuanto al % de supervivencia de EF en presencia de consorcios (figura 16), se observaron efectos
estadisticos significativos entre el tratamiento MIXc y CONTROL al cabo de 360h, mostrando un
efecto sinérgico positivo muy consistente en el tratamiento mixto, con un aumento de la
supervivencia de EF de mas del 10% respecto al control. No se detectaron diferencias entre los
tratamientos CONTROL, ENDOy EXO, por tanto, se puede deducir la ausencia de un efecto negativo
sobre la supervivencia de EF en condiciones de Vermicompostaje con presencia de LDPE y
LDPE+LLDPE+PET+PS, incluso un efecto positivo cuando ambos tipos de consorcios se inoculan
juntos.
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Figura 16. Porcentaje de supervivencia de los especimenes
seleccionados de EF al transcurrir 360 horas.

En la figura 17 se observa como va descendiendo la supervivencia de EF con los sucesivos conteos
realizados, siendo CONTROL y EXO las muestras que menor supervivencia de EF presentaron al final
del ensayo. Por el contrario, la supervivencia del MIX se mantiene mas estable, entorno al 95% con
muy poca variacién desde el conteo a 144h, seguido del consorcio ENDO, que se encuentra entorno
al 90% de supervivencia. Por tanto, podemos afirmar que el consorcio de microorganismos extraidos
del tracto digestivo de la lombriz mejora la supervivencia de EF aumentando incluso cuando se
mezcla con EXO, debido a los efectos los sinérgicos que ocurren en el MIX.
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Figura 17. Evolucién de la supervivencia durante 360 h
en los diferentes tratamientos del experimento

Tabla 13. Efectos en la supervivencia de EF segun el tipo de inoculacién de PMC.
Analisis estadistico de medidas repetidas de GLM.

Supervivencia (%)
Tratamiento de EF Oh 72 h 144h 216h 288h 360h
CONTROL 100a 98,0a 96,3a 93,0a 88,7a 86,0a

100a 98,0a 95,7a 93,7a 90,3a  89,3a

EXO 100a 98,0a  98,3a 91,0a 89,3a 85,7a
MIX 100a 99,3a  96,7a 96,3a  95,7a  96,0b
F-anova ns ns ns ns ns 8,7%*

La evolucion del peso fresco (FW) de EF es un buen pardmetro para evaluar la precompatibilidad de
consorcios de PMC y lombrices, asi como el efecto inducido en la fisiologia de EF. Sin embargo, el
peso fresco total en si no es un buen indicador, ya que, en el momento del montaje del ensayo, este
peso fresco puede variar segun la ponderacion de 100 especimenes utilizados en cada uno de los
escenarios del mesocosmos. Sin embargo, la variacién de FW en comparacién con el tiempo cero y
el tratamiento control, si puede informar sobre la evolucidon en el sistema. En nuestro enfoque de
consorcios, utilizando ENDO, EXO y MIXc, no encontramos diferencias significativas estadisticas en
comparaciéon con el control en ninguno de los conteos realizados. Este es un hallazgo muy
importante, porque podemos suponer que el uso del PMC seleccionados junto con los AWP no
afecta negativamente a la lombriz EF.
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Por tanto, podemos usarlos en la cascada biotecnolégica, propuesta con el fin de establecer un
sistema efectivo para la biodegradacién de plasticos agricolas presentes en biorresiduos, la cual se
llevard a cabo en sucesivos ensayos dentro del marco del proyecto RECOVER.

Los valores promedio del peso fresco de cada individuo de EF (figura 18 y tabla 14), oscilaron entre
0,25 y 0,35g/espécimen, siendo estadisticamente similares el tratamiento CONTROL y MIXc en
todos los conteos realizados, y superiores a los consorcios ENDO y EXO. El uso del consorcio EXO y
ENDO parece inducir efectos ligeramente negativos sobre EF, ya que en estos se observa un ligero
descenso del peso por espécimen durante el ensayo. Ademads, debemos recordar que en estos
tratamientos también hubo una menor densidad de lombrices respecto a la cantidad de sustrato
durante el ensayo, al presentar ambos mayor mortalidad. La inoculacién del MIXc de consorcios
(ENDO +EXO) indujo efectos sinérgicos positivos en comparacion con el consorcio ENDO y EXO,
obteniendo resultados homélogos con los medios no inoculados de CONTROL (NPMC), lo cual
muestra que este tipo de indculo no induce cambios a nivel fisiolégico en EF, permitiendo una
correcta alimentacion y funcién metabdlica de las lombrices epigeas.

Average EF weight (g)

ENDO+EXO L 0,31d
ENDO 0,28b

0 0,1 0,2 03 04

Figura 18. Valores promedio de la biomasa (g) de cada espécimen de Eisenia fetida.
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Tabla 24. Efectos en el desarrollo morfolédgico de EF segun el tipo de inoculacién de PMC.
Analisis estadistico de medidas repetidas de GLM.

Variacion del peso fresco de Eisenia foetida (EF/FW) (%)

Tratamiento de EF Oh 72h 144 h 216 h 288 h 360 h
CONTROL 0,0a 3,6a 0,3a -3,6a -4,6a -5,2a
0,0a 3,7a 1,5a -1,2a -1,9a -2,6a
EXO 0,0a 3,2a 0,7a -2,3a -3,0a -3,2a
MIX 0,0a 2,3a 0,3a -1,7a -1,8a -1,8a
F-anova ns ns ns ns ns ns

Promedio del peso fresco de Eisenia foetida (FWXEF) (g/lombriz)
Tratamiento de EF Oh 72 h 144 h 216 h 288 h 360 h
CONTROL 0,31b 0,35c 0,32c 0,29a 0,30b 0,30b

0,27a 0,31ab 0,29b 0,27a 0,27a 0,27a

EXO 0,25a 0,29a 0,26a 0,25a 0,25a 0,26a
MiXc 0,31b 0,33bc 0,32c 0,30a 0,30b 0,30b
F-anova 25%** 12,7%* 21%** ns 9,0%* 36%**

En los resultados obtenidos, también encontramos ligeras diferencias en la supervivencia de EF
segun el factor tipo de plastico (LDPE o MIXb). Como puede verse en la figura 19, la presencia de
LDPE el medio condujo a una ligera afeccidon en la supervivencia de EF, aunque sin diferencia
estadistica en comparacion con el tratamiento control después de 360 horas de exposicion. En el
tratamiento MIXb se observé una mejora en la tasa de supervivencia al final del bioensayo.

En estudios previos realizados dentro del marco del proyecto RECOVER la respuesta de las lombrices
de tierra al material plastico (sin inoculacién) en la misma concentracién testada en este ensayo
(1,25%), produjo una variacion de supervivencia media de -12,3 % por exposicién a LDPEy -19,2 %
por exposicion al MIXb AWP, lo cual parece indicar que la inoculacion del PMC seleccionado es capaz
de paliar los efectos negativos sobre la supervivencia producidos por la presencia de plasticos AWP,
fortificando a EF para resistir estos ambientes.
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EF Survival % (GLM-RM, F-anova 8.6*%)
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Figura 19. Supervivencia de EF (%) dependiendo de la presencia y tipo de AWP.

Con respecto al peso corporal promedio medido (figura 20) en todas las réplicas de cada
tratamiento, el tratamiento con LDPE pudo mantener una mejora similar en el peso corporal de E.
fetida que el tratamiento CONTROL. En el tratamiento MIXb, el valor medio obtenido en la variaciéon
del peso corporal (29,3 %) fue estadisticamente superior al tratamiento CONTROL. Este
comportamiento observado contrasta con la evaluacidn de respuesta de las lombrices al material
AWP realizada en ensayos previos (Sin inoculacidn), donde se observo una reduccion de peso por
exposicidon a la mezcla de LDPE y AWP (-3.8 y -6.6 %, respectivamente), debido a la afeccidn
provocada por estos materiales plasticos en la capacidad degradativa de las lombrices de tierra y el
consiguiente empeoramiento en su capacidad de alimentarse.

total EF weight, g % (GLM-RM, F-anova 9.1*¥)

35
29,3b
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20,0% PET)

Figura 20. Peso total de EF (%) dependiendo de la presencia y tipo de AWP.
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Tabla 15: Efectos en la supervivencia (%) y el peso (g) de EF dependiendo de la presencia y tipo de AWP.
Analisis estadistico de medidas repetidas de GLM.

Presencia de plastico/tipo Supervivencia % Peso total EF (g) g/espécimen EF
NO AWP 94,8 a 27,6 a 0,29 ab
93,4 a 26,7 a 0,29 a
MIXb * 96,5 b 293 b 0,30 b
F-anova 8,63 ** 9,2 ** 44 *

*(32.5 % LLDPE +32.5% LDPE +15.0 % PS + 20.0% PET)

4.3 Dafos en los tejidos de Eisenia fetida

Tabla 16. Biomarcadores medidos en el tejido de la lombriz y en el vermicompost.

Actividad Enzimatica Acrénimo Unidades
Deshidrogenasa DHE umol INTF h'lg sustrato™
Carboxilesterasa CbE nmol min"t mg proteina™

Catalasa CAT mmol H,0; consumidos h'' g sustrato™
Glutation reductasa GSH nmol mg proteina™
Glutatién oxidado GSGG nmol mg proteina™
Peroxidacion lipidica PerLip ug MDA mg proteina™
Acetilcolinesterasa AChe nmol min! mg proteina™

Para identificar y evaluar el estrés oxidativo inducido por los consorcios microbianos sobre EF se
utilizan una serie de biomarcadores (tabla 16) relacionados con dafios en el tejido de las mismas.
Entre estos biomarcadores destaca la actividad de la peroxidacién lipidica (PerLip) del tejido de la
lombriz en presencia de consorcios (figura 21). Se observaron efectos estadisticos significativos
entre el tratamiento MIXc, EXO y CONTROL, mostrando un efecto sinérgico negativo muy
consistente en el tratamiento mixto, con un aumento de la actividad de PerLip de mas del 20%
respecto al control. El tratamiento EXO también muestra un aumento significativo respecto a
CONTROL de la actividad PerLip. No se detectaron diferencias entre los tratamientos CONTROL y
ENDO. Por tanto, se puede deducir la existencia de un efecto negativo sobre los tejidos de EF en
condiciones de vermicompostaje con presencia de consorcios microbianos mixtos (MIXc) y exdgeno
(EXO).
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Figura 21. Actividad de la peroxidacidn lipidica segun el tipo de consorcio inoculado (PMC).

Respecto a la actividad Perlip (figura 22) en condiciones de vermicompostaje con presencia de
residuos pldsticos agricolas (AWP), el tratamiento con LDPE pudo reducir dicha actividad
significativamente en los tejidos de EF con respecto al CONTROL. El tratamiento MIXb, fue
estadisticamente superior al tratamiento CONTROL. Por tanto, se puede deducir la existencia de un
efecto negativo sobre los tejidos de EF en condiciones de vermicompostaje con mix de AWP (MIXc)
y un efecto amortiguador del daifo sobre los tejidos ante la presencia de LDPE. Algunos estudios han
demostrado que la exposicion de E. fetida a MP (HDPE, PP y LDPE) de tamaiio inferior a 300 um
(Chen et al.,2020; Jiang et al.,2020) provoca procesos inflamatorios entre el epitelio intestinal y el
tejido clorogénico, a veces con el desarrollo de fibrosis y congestion (Rodriguez-Seijo., 2017).

Tipo de AWP: Actividad PerLip
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Figura 22. Actividad de la peroxidacion lipidica segun el tipo de AWP.
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La carboxilesterasa es una enzima esterasa que desempena un papel clave en el proceso metabdlico
de desintoxicacidén. Se considera un mecanismo de proteccién eficaz para la resistencia a los
xenobidticos en Eisenia fetida. Como se muestra en la Tabla 17, se observé un ligero descenso
(significante) de la actividad de la CbE tras exposicién al MIXb, mientras LDPE se mantenia en valores
similares al tratamiento Control. Estudios anteriores sugieren que el contenido luminal de las
lombrices es la principal fuente de CbE, que se libera desde el epitelio del intestino (Sdnchez-
Herndndez y col., 2009). Debido al tamafio y forma de los plasticos testados en este estudio, y en
vista de los resultados obtenidos, no es posible que las lombrices ingirieran alguna particula del
material plastico. Lackman y col., 2022 en el estudio de CbE, reportaba que los valores en tejido de
EF no se vio afectado significativamente por la exposicion a microplasticos (poliestireno-HBCD) en
el suelo durante 28 dias. En el estudio de Chen y col.,2020 investigaron diferentes tipos de
micropldasticos y reportaron que el modo de accidny la respuesta en tejido de CbE variaba en funcién
del tipo de plastico, pero también de la forma, el tamafio y la posible influencia de los aditivos. Para
la variable tipo de consorcio, el contenido en CbE muestra ligeras diferencias estadisticas, aunque
el mecanismo de accién entre Lombriz y consorcio no parece muy claro. Siendo necesarios mas
estudios para profundizar en la relacién CbE-AWP-Inéculo.

En los resultados obtenidos, también encontramos diferencias significativas en la actividad de la
enzima acetilcolinesterasa en los tejidos de Eisenia fetida segun el factor tipo de consorcio
microbiano utilizado. Como puede verse en la figura 23, la presencia de los indculos EXO, ENDO y
MIXc condujo a una ligera disminucion en la actividad de AChE en EF respecto a CONTROL, siendo
quien presenta diferencias mas significativas el tratamiento EXO.
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Figura 23. Actividad de la enzima acetilcolinesterasa segun el tipo de consorcio inoculado (PMC).

Respecto a la actividad AChE (figura 24) en condiciones de vermicompostaje con presencia de
residuos plasticos agricolas (AWP), el tratamiento con LDPE y MIXb pudo aumentar dicha actividad
significativamente en los tejidos de EF con respecto al CONTROL. El tratamiento MIXb, fue
estadisticamente superior al tratamiento CONTROL. Por tanto, se puede deducir la existencia de un
incremento significativo en la actividad de AChE en EF ante la presencia de AWP, siendo mas notorio
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el efecto de MIX respecto al tratamiento LDPE sobre el CONTROL. De acuerdo con nuestros
resultados, Chen y col., 2020 informaron de un aumento de la AChE en Eisenia fetida expuesta 21y
28 dias a 1,0-1,5 g/kg de LDPE en el suelo, mientras que Yu y col., 2018 mostraron que la actividad
de la AChE fue inhibida en el tejido intestinal de Eriocheir sinesis y Pomatochistas microps expuestos
a microplasticos de PS y PE, respectivamente.

Tipo de AWP: Actividad AChE
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Figura 24. Actividad de la enzima acetilcolinesterasa segun el tipo de AWP.

4.4 Estrés oxidativo en Eisenia fetida

Para identificar el estrés oxidativo que puede sufrir la lombriz Eisenia fetida, se utilizan una serie de
biomarcadores (tabla 16). En los resultados obtenidos, también encontramos diferencias
significativas en la actividad GSH y GSGG en el tejido de EF segln el factor tipo de consorcio
inoculado. Como puede verse en la figura 25, se observaron efectos estadisticos significativos entre
el tratamiento MIXc, EXO y CONTROL, mostrando un efecto sinérgico muy consistente en el
tratamiento mixto, con un aumento de la actividad de GSH y GSGG de mas del 30% respecto al
control. El tratamiento EXO también muestra un aumento significativo respecto a CONTROL de la
actividad PerlLip. Por tanto, se puede deducir la existencia de un efecto negativo en el estrés
oxidativo de EF en condiciones de vermicompostaje con mix de PMC (MIXc) al aumentar la actividad
GSGG. Sin embargo, este efecto negativo es mitigado por el aumento de la actividad GSH.
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Figura 25. Actividad de GSH y GSGG segun el tipo de consorcio inoculado.

Respecto a la actividad GSH y GSGG (figura 26) en condiciones de vermicompostaje con presencia
de residuos plasticos agricolas (AWP), el tratamiento con MIXb pudo aumentar dicha actividad
significativamente en los tejidos de EF con respecto al CONTROL. El tratamiento MIXb, fue
estadisticamente superior al tratamiento CONTROL. Por tanto, se puede deducir la existencia de
algun efecto de los AWP ante el incremento significativo en la actividad de GSH y GSGG de EF en
presencia de AWP de distinta naturaleza.
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Figura 26. Actividad de la enzima GSH y GSGG segun el tipo de AWP

Tabla 17. Efectos en las actividades enzimaticas (biomarcadores) del tejido de EF dependiendo
del inéculo de PMC, la presencia y tipo de AWP. Analisis estadistico de medidas repetidas de GLM.

CbE GSH GSGG PerLip AChE
Tipo de AWP
No AWP 504 b 0.76 b 0.93a 4972 ab 263
LDPE 494 b 0.66 a 0.92a 4574 a 282
MIXb 446 a 0.87 c 1.16b 5234 Db 291
F-anova 4.6* 20.8*** | 29.1%** | 55* ns
Tipo de PMC
No PMC 487ab | 0.53a 0.81b 4434 a 361c
ENDO 516 b 0.71b 0.71a 4192 a 264 b
EXO 478ab | 0.86¢ 1.14c 5250 b 213 a
MIXc 444 a 0.93 ¢ 1.36d 5831c 276 b
F-anova 3.3* 44.8%** | 109.0%** | 21.2%*** 42 2%**
Significancia estadistica
Tipo de AWP * ok kK * ns
AWP X PMC 6.5%** | 22 1%** | 57 4%** | 16, ]1*** ns

Para evaluar el vermicompost, se miden los principales parametros fisicoquimicos, la presencia de
compuestos humicos y la evolucién de las actividades enzimaticas.
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4.5 Actividades enzimaticas en el vermicompost

En los resultados obtenidos de las diferentes actividades enzimaticas del vermicompost (tabla 18),
encontramos diferencias significativas en la actividad de la enzima deshidrogenasa (DHE) segun el
factor tipo de consorcio microbiano al transcurrir 360 horas. Como puede verse en la figura 27, la
presencia del inéculo ENDO condujo a un ligero aumento en la actividad de DHE en el vermicompost
respecto a CONTROL, siendo este el Unico tratamiento que presenta diferencias significativas. Este
aumento de la actividad de la enzima DHE con el indculo ENDO podria deberse a una mayor
presencia de sustancias organicas disponibles, con el consecuente aumento de la actividad
microbiana en el medio.
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Figura 27. Actividad deshidrogenasa (DHE) segun el tipo de consorcio inoculado.

De los resultados obtenidos de las diferentes actividades enzimaticas del vermicompost (tabla 18),
también encontramos diferencias significativas en la actividad de |la enzima catalasa (CAT) segun el
factor tipo de consorcio microbiano al transcurrir 360 horas. Como puede verse en la figura 28, la
presencia del indculo EXO condujo a un significativo descenso de la actividad de CAT en el
vermicompost respecto a CONTROL, siendo este el Unico tratamiento que presenta diferencias
significativas. Este descenso podria estar asociado con una menor interaccion efectiva entre el
microorganismo EXO inoculado y la actividad degradativa en el intestino de las lombrices de tierra.

Segun el tipo de residuo plastico agricola inoculado (AWP) podemos observar variaciones en las
diferentes actividades enzimaticas en el vermicompost respecto T=360 horas. En el caso de la
actividad deshidrogenasa (DHE) se observa un aumento de dicha actividad para el tratamiento MIXb
respecto al control (No AWP). Esta enzima es un indicador de la actividad microbiana, ya que esta
relacionada con los procesos microbianos en el suelo e indica la tasa de oxidacién de la materia
organica en el sustrato (figura 29).
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Figura 28. Actividad catalasa (CAT) segun el tipo de consorcio inoculado.
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Figura 29. Actividad deshidrogenasa (DHE) segun el tipo de AWP.

En el caso de la actividad enzimatica catalasa (CAT) se observa un descenso de dicha actividad en
los tratamientos, LDPE y MIXb respecto al control (No AWP), siendo el el tratamiento MIXb quien
presenta menor variacidn respecto al T=0 (ENDO+EXO). Esta enzima perteneciente a las enzimas
oxidoreductoras del perdxido de hidrogeno, estd relacionada con la detoxificacidn participando
como barrera fisioldgica de radicales libres (figura 30). Un estudio previo (Serrano-Garcia y col.,
2016) sobre vermicompostaje de lodos de depuradora reportaba una inhibicidn significativa de la
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actividad catalasa en tratamientos con alto contenido en metales pesados. En otros estudios sobre
contaminantes del suelo; Sdnchez-Herndndez et al., 2017 encontraban una clara inhibicién de la
actividad catalasa en suelos tratados con pesticidas (clorpirifos), sugiriendo que la respuesta estaba
asociada a un cambio en la actividad microbiana.
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Figura 30. Actividad catalasa (CAT) segun el tipo de AWP.

Tabla 18. Efectos en las actividades enzimaticas del vermicompost dependiendo del inéculo de PMC,
la presencia y tipo de AWP. Analisis estadistico de medidas repetidas de GLM

CbE CAT DHE

TO T30d TO T30d TO T30d
Tipo de AWP
No AWP 219a 164 36.8a 342a 930b 1035 b
LDPE 247 b 166 38.7b 37.0b 988 c 1037 b
MIXb 220a 163 358a 344a 843 a 944 a
F-anova 4.6* ns 12.4%*%* | 5 g** 18.9%** | 11.3***
Tipo de PMC
No PMC 282 b 152 a 37.1b 38.5¢ 1009 b 985
ENDO 199a 167 b 349a 354b 833 a 1017
EXO 204 a 170b 383b 30.8a 962 b 1002
MIXc 229a 168 b 38.1b 36.0bc | 878a 1016
F-anova 20.2%** | 4,0* 11.2%** | 18.0%** | 17.0*** | ns
Significancia estadistica
Tlpo de AWP * ns kK k k% k% %k %k %
TlpO de PMC kK k * kK k kK k k% %k ns
AWP X PMC 6.8%** 6.4%** 11.9%** | 9 G¥** 14.0%** | 6.9%**
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4.6 Principales pardmetros fisicoquimicos en el vermicompost

Los datos obtenidos en la determinaciéon de los principales pardmetros fisicoquimicos obtenidos en
los vermicompost inoculados con PMC y AWP se muestra en la tabla 19 y tabla 20. Respecto al pH,
se observé un pequeiio descenso durante las 360 h del ensayo en todos los tratamientos. Los valores
de pH al final del bioensayo se mantuvieron en un rango adecuado para la actividad de lombrices y
el crecimiento de microorganismos (5,5-8,5) (Yadav et al., 2011) en todos los tratamientos. Con
respecto a los pardmetros que podrian informar sobre el correcto proceso de degradacién de las
lombrices, tanto el contenido en MOT, TOC y ratio C/N muestran ligeras diferencias significativas,
mostrando el tratamiento con MIXb los valores mas altos de TOC y ratio C/N y valores de MOT
cercanos al tratamiento LDPE, pero en todos los casos las diferencias respecto al tratamiento
CONTROL son bajas.

Si observamos los resultados de EC, el valor del mismo, aumenta considerablemente tanto en los
tratamientos con presencia de plastico como en el tratamiento CONTROL. El aumento de la CE
durante el proceso de vermicompostaje ha sido reportado por otros autores (Khali y Sanaa, 2009;
Ferndndez-Gémez et al., 2010). La razén del aumento de la CE en el tratamiento con lombrices
podria deberse a la mayor mineralizacion de la materia organica, que liberd iones nutrientes y sales
solubles (Huang et al.,2017). En cuanto al contenido de nutrientes de los vermicompost obtenidos,
la variacion del contenido NPK es ligeramente significativa, especialmente con la aplicacion de ENDO
y EXO al medio. No se muestran grandes diferencias por la presencia de pldstico, pareciendo no
afectar este al contenido nutricional del vermicompost obtenido.

Con respecto al contenido en metales pesados al final del ensayo, como podemos observar en los
resultados de la tabla 20, no se encuentran diferencias significativas entre tratamientos, no
viéndose este contenido afectado por la aplicacién de los diferentes indculos testados, ni por
exposicidn a los diferentes tipos de plasticos utilizados, cumpliendo en todos los tratamientos
durante la duracion del experimento la clasificacién como compost clase A (ver tabla 21).

Tabla 21. Limites de concentracién de metales pesados para productos fertilizantes elaborados con materia
prima de origen animal o vegetal. Fuente: Real Decreto 865/2010 sobre sustratos de cultivo.

Limites de concentracidn
Sdlidos: mglkg de materia seca

Metal pesado

Liguidos: malkg
Clase A | Clase B | Clase C
Cadmio 0.7 2 3
Cobre 70 300 400
Miguel 25 90 100
Plomo 45 150 200
Zinc 200 500 1.000
Mercurio 0.4 15 25
Cromo (total) 70 250 300
c . | Mo detectable segin método  No detectable segln método  No detectable segiin método
rama (Vi) ; 5 o
aficial oficial oficial

Clase A: Productos fertilizantes cuyo contenido en metales pesados no superan ninguno
de ellos los valores de |a columna A.

Clase B: Productos fertilizantes cuyo contenido en metales pesados no superan ningunao
de ellos los valores de la columna B.

Clase C: Productos fertilizantes cuyo contenido en metales pesados no superan ninguno
de ellos los valores de la columna C.
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Tabla 19. Efectos en los principales parametros fisicoquimicos del vermicompost dependiendo del inéculo de PMC, la presencia y tipo de AWP.
Analisis estadistico de medidas repetidas de GLM.

EC NT P K MOT CcoT
pr (ds m?) o (%) (%) (%) (%) (%)
T0 T360h T0 T360h TO T360h T0 T360h T0 T360h T0 T360h T0 T360h T0 T360h
Tipo de AWP
No AWP 8.71 8.06 2.26 4.28 12.2 116a 2.02 1.97 0.53 0.53¢ 0.95 0.88b 38.5a 37.2a 24.7 229a
LDPE 8.73 8.01 2.30 4.39 12.2 12.4b 1.99 1.95 0.54 0.47a 0.97 0.83a 41.8b 38.8c¢c 24.3 24.2b
MiXb 8.87 8.04 2.23 4.39 12.2 12.6b 2.01 1.99 0.55 0.50b 099 | 0.86ab | 42.1b 38.3b 24.5 25.0c
F-anova ns ns ns ns ns 10.3*** ns ns ns 12.0%** ns 4.41% | 30.4*%** | 66.2*** ns 25, 7**%*
Tipo de PMC
No PMC 8.85b 8.02 2.28 b 4.25 12.2 11.9 1.99a 1.95 0.49a | 0.47a | 0.89a | 0.80a 43.0b 389c 243a| 23.2a
ENDO 8.93b 8.02 2.33b 4.37 12.2 12.5 1.96a 2.01 |0.54ab| 0.53b |0.98ab| 0.92b 40.9a 39.3d 24.0a| 25.0c
EXO 8.53a 8.05 2.14a 4.39 12.2 12.4 1.99a 1.95 0.59b | 0.52b | 1.05b | 0.90b 39.7a 37.7b 243a| 24.3bc
MiIXc 8.76 ab 8.05 2.29b 4.41 12.1 12.0 2.09b 197 |(0.54ab| 0.49a [0.96ab| 0.82a 39.6a 36.4a 253 b| 23.6ab
F-anova 4.3% ns 6.9%* ns 3.3% ns 9.9%** ns 3.7% 9.5%** ns 17.0%*% | 14.2%*%* | 128.8*** | 7.7*** | 11.5***
Significancia
estadistica
Tipo de AWP ns ns ns ns ns HoAk ns ns ns FEHE ns * *EK *EK ns *EK
TIpO de PMC * ns * K ns * ns * ¥k ns * * ¥k ns * kK * kK * ¥k * ¥k * ¥k ok
AWP X PMC ns * * FHx * ns ns *E* ns * ns ns * *Ex ns *E*
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Tabla 20. Efectos en el contenido de metales del vermicompost dependiendo del inéculo de PMC, la presencia y tipo de AWP.

Analisis estadistico de medidas repetidas de GLM.

000
®

®)
O

COMPOSTAJE

Fe Cu Zn Cd Cr Ni Pb
(mg kg™) (mg kg™) (mg kg™) (mg kg™) (mg kg™) (mg kg™) (mg kg™)

TO T30d TO T30d TO T30d TO T30d TO T30d TO T30d TO T30d
Tipo de AWP
No AWP 5250a| 5463 b 404 36.1b 147 158 b 0.31 0.30c 20.1 17.1 7.15 6.39 10.5 10.6
LDPE 5369 ab| 5164 a 41.1 34.4a 152 148 a 0.32 0.27a 20.5 17.2 7.24 6.41 10.2 9.94
MIXb 5490 b | 5327 ab 41.6 34.6a 149 151a 0.32 0.28b 20.8 16.6 7.42 6.31 11.0 10.8
F-anova 3.5%* 3.5% ns 5.8%* ns 10.0%** ns 13.3%** ns ns ns ns ns ns
Tipo de PMC
No PMC 5436 b | 4842a | 37.3a 32.4a 139 140a | 0.29a | 0.26a | 18.5a | 16.0a 7.34 6.27a | 9.08a | 9.03a
ENDO 5502 b | 5486b | 41.2ab| 36.9c 141a 160c | 0.32ab| 0.29b (20.5ab| 16.6a 7.05 6.29a | 11.2b | 11.1b
EXO 5435b| 5786 b 44.4b 36.2c¢c 154 b 162 c 0.34b | 0.30b | 22.2b 19.4b 7.41 7.08b | 10.8b 10.5b
MIXc 5105a| 5158 a | 41.13 ab| 34.5b 163 b 147b | 0.32ab| 0.28b |20.5ab| 15.9a 7.27 5.86a | 11.2b | 11.2b
F-anova 5.8*%*% | 19.4*** 3.3* 20.2%** | 11.5%** | 27.9%** ns 12.5%** | 3.3*% |13.2%** ns 15.3%%% | 8. 9*** | g 7***
Significancia
estadistica
Tipo de AWP * * ns ** ns ikl ns ikl ns ns ns ns ns ns
T|p0 de PMC *k EX 2 * * ok ok * %k * kK ns k kK * * kk ns k kK * kK * kK
AWP X PMC ns ok ns * ns * ns ik ns ** ns ns HH K HH K
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5. Conclusiones
La inoculacién con consorcios microbianos del medio en proceso de vermicompostaje con Eisenia

fetida genera diversos efectos sobre las lombrices y el vermicompost. Estos efectos aumentan o
disminuyen segun el tipo de consorcio microbiano.

Respuesta de Eisenia fetida a los tratamientos inoculados con consorcios microbianos (PMC):

- lasdiferencias significativas en el promedio de la biomasa de cada espécimen y la supervivencia
de Eisenia fetida entre los bioensayos con consorcios microbianos mixtos, procedente de
consorcios microbianos con capacidad “probidtica” (ENDO) del interior del tracto digestivo y
consorcios microbianos extraidos de ambientes contaminados con plasticos (EXO), pueden ser
una evidencia de que la presencia de una mayor diversidad de microorganismos mejora la
capacidad de alimentacion de las lombrices.

- Elaumento de la actividad GSH y GSGG, asi como la inhibicidn parcial en la actividad AChE en Ia
lombriz tras el tratamiento con el consorcio mixto en comparacion con el control, podria ser un
indicativo de una mayor produccién de toxinas y antioxidantes naturales, resultado de una
mayor actividad microbiana, lo que genera un estrés oxidativo en la lombriz.

La exposicion indirecta de la lombriz Eisenia fetida a los fragmentos de plastico en condiciones de
vermicompostaje genera diversos efectos negativos. Estos efectos aumentan o disminuyen segun
el tipo de plastico y la proporcion de fragmentos que se encuentren en el medio. La presencia de
este tipo de compuestos xenobidticos activa varios mecanismos en el metabolismo de la lombriz en
respuesta al dafio sufrido en los tejidos y al estrés oxidativo.

Respuesta de Eisenia fetida a los tratamientos con residuos plasticos agricolas (AWP):

- Resulta llamativo el aumento significativo en el promedio de la biomasa de cada espécimenyy la
supervivencia de las lombrices a la exposicion del mix de residuos plasticos agricolas (MIXb)
junto al mix de los consorcios microbianos respecto al control. Este podria ser un indicador de
gue los consorcios microbianos consiguen colonizar nichos microbianos en los residuos plasticos
agricolas y de ese modo aumentar la actividad y densidad microbiana, facilitando de este modo
la alimentacion de las lombrices. A la vez, la exposicion a AWP en las concentraciones testadas
(1,25%) parece inducir cierto estrés oxidativo como muestran el aumento de la actividad de
peroxidacion lipidica, relacionada con dafios en los tejidos y el aumento de la AChE comiUnmente
relacionada con el impulso nervioso.

Respuesta en el vermicompost a los tratamientos inoculados con consorcios microbianos (PMC):

- Elaumento de la actividad de la enzima deshidrogenasa en el vermicompost tras el tratamiento
con la microbiota enddgena de la lombriz y mix de consorcios (ENDO + EXO) en comparacién
con el control, podria ser un indicativo de una mayor compatibilidad y actividad del indculo con
el microbioma de la lombriz.
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- Ladisminucién de la actividad de la enzima catalasa en el vermicompost tras el tratamiento con
la microbiota exdgena (EXO) procedente de ambientes contaminados con plastico en
comparacioén con el control, podria ser un indicativo de menor compatibilidad del inéculo con
el microbioma de la lombriz y por tanto una menor capacidad de actuar como barrera fisioldgica
de radicales libres procedentes de los compuestos xenobidticos.

Respuesta en el vermicompost a los tratamientos con residuos plasticos agricolas (AWP):

- El aumento de la actividad de la enzima deshidrogenasa en el vermicompost tras la aplicacion
del mix de residuos pldsticos agricolas en comparacién con el control, podria ser un indicativo
de una mayor tasa de degradacion de compuestos xenobidticos debido al aumento de la
actividad microbiana.

- Una menor disminucion de la actividad de la enzima catalasa en el vermicompost tras la
aplicacion del mix de residuos pldsticos agricolas en comparacidn con el control, podria ser un
indicativo de una mayor capacidad para actuar como barrera fisioldgica de radicales libres
procedentes de los compuestos xenobidticos.

- Respecto a los pardmetros fisicoquimicos del vermicompost tras la aplicacién del mix de
residuos plasticos agricolas, el sustrato final no mostré variaciones en la clase de compost.

- Laexposicion de la lombriz al material plastico procedente de los residuos agricolas (LDPE, LLPE,
PET y PS) no parece afectar a la evolucion del proceso de vermicompostaje.

A modo de conclusién general, la lombriz Eisenia fetida incrementa su actividad de detoxificacién
cuanto mas biodiverso es el microbioma del tracto digestivo y las poblaciones de microorganismos
presentes en el vermicompost. La lombriz Eisenia fetida sufre estrés oxidativo y dafio en los tejidos
por la exposicion a los compuestos xenobidticos, sin embargo, no afecta a la supervivencia ni a la
biomasa de cada individuo. El tamafio y estructura fisica de los micro y nanoplasticos facilita la
colonizacién de los microorganismos para que ocurran procesos de degradacién natural.
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