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.  INTRODUCCION

Los BPC’s o Bifenilos policlorados (polychlorinated biphenyls) son una serie de
compuestos organoclorados, que constituyen una serie de 209 congéneres, los
cuales se forman mediante la cloracion de diferentes posiciones del Bifenilo, diez

en total.

Los fabricantes de este producto reconocieron su toxicidad ambiental, pero debido
a la forma de uso y sus aplicaciones industriales, reconocieron ademas, la
imposibilidad practica de controlar las emisiones al medio de estos productos.

Es por ello que en la actualidad los BPC’s se encuentran ampliamente difundidos
en el medio ambiente, ya sea por vertido directo de industrias que lo utilizan o por

combustion y vertido a rios y aguas marinas de desechos contaminados.

El efecto que tienen estos compuestos en la salud humana, sobre todo en
personas expuestas a grandes cantidades de BPC’s son efectos en la piel como
acné o salpullidos y dafios en el higado. Mientras que algunos animales expuestos
en su alimentaciébn a esta molécula, sufrieron dafios en el higado, estomago,

glandulas tiroideas y algunos murieron.

Es por ello que se requiere de un sistema de eliminacién y degradacion de BPC’s
del medio ambiente. Para ello se recurrird al uso del vermicomposteo mediante el
uso de la lombriz Eisenia foetida, ya que las lombrices han demostrado un enorme
potencial del aireacion del suelo para mejorar su valor nutricional segun Hickman
(2008), y de degradacion de algunos compuestos parecidos estructuralmente a los
BPC’s como lo indica Contreras (2009).



.  JUSTIFICACION

Las lombrices Eisenia foetida, contienen en su tracto digestivo microorganismos
endo-simbiontes capaces de biodegradar a los BPC’s, y de acelerar su proceso
de degradacion siempre y cuando se mantengan en condiciones éptimas, tanto
intrinsecas como extrinsecas.

Adicionalmente se sabe que la remocion y aireacion que ocasionan las lombrices
al moverse son benéficas para la degradacion de BPC’s, debido a que parte de la
ruta metabdlica de los microorganismos capaces de degradarlos es aerobia por lo

gue se ve altamente beneficiada.



.  OBJETIVOS

3.1.- OBJETIVOS GENERALES

Evaluar el potencial de la vermicultura para biodegradar a los Bifenilos

Policlorados.

3.2.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar de manera fisico-quimica la excreta de conejo.

- Estudiar el comportamiento y la sobrevivencia de las lombrices con el soporte y
sustrato utilizado.

- Determinar la concentracion maxima no téxica de BPC’S en lombrices (Eisenia
foetida).



IV. CARACTERIZACION DEL AREA

Este proyecto de investigacion se realizé en el laboratorio de biotecnologia del
Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez.

El laboratorio de biotecnologia esta dividido en tres areas: una de siembra, una
para preparar soluciones y una para pesar reactivos y muestras. Asi mismo,
cuenta con 4 equipos Kjeldahl, un rota vapor, dos campanas de extraccion, una
balanza analitica, un espectrofotometro, una agitadora magnética, dos autoclaves,

dos bombas de vacio y tres centrifugas.

Preparacién de materia: en esa seccién, se adaptdé un area de lombricultura en
donde se realizan las labores de mantenimiento de las lombrices para su
desarrollo y reproduccion, esta area esta situada en el edificio N de la misma
instituciéon en donde se cuenta con recipientes hechos especialmente para la

reproduccion de lombrices.

El Instituto Tecnologico de Tuxtla Gutiérrez se encuentra ubicado en carretera
Panamericana Km 1080, Tuxtla Gutiérrez, Chiapas. Es una institucion dedicada a
formar de manera integral profesionistas de excelencia en el campo de la ciencia 'y
la tecnologia con actitud emprendedora; respeto al medio ambiente y apego a los
valores éticos, asi como también es una institucion de excelencia en la educacion
superior tecnoldgica del sureste, comprendida con el desarrollo socioeconémico
sustentable de la regién, siendo una de las mas importantes del estado de

Chiapas.



V. PROBLEMATICA A RESOLVER

Al término del proyecto “Evaluacion del potencial de la vermicultura para

degradacién de BPC’s y su aplicacién en suelo esterilizado” se pretende dar

solucion a los diferentes problemas como conocer el potencial de degradacion de
la vermicultura con el uso de Eisenia foetida y la consecuente eliminacién o
disminucion de los BPC’s en suelos contaminados.

VI. ALCANCESY LIMITACIONES

ALCANCES

Se caracteriz6 la excreta de conejo, realizando analisis bromatolégicos de acuerdo
a lo establecido por la AOAC.

Se inici6 un area de lumbricultura que satisficiera la demanda de sobrevivencia de
las lombrices (Eisenia foetida) para posteriores investigaciones.

Se analizé el comportamiento de las lombrices (Eisenia foetida) en el soporte

utilizado, que servira para futuros experimentos

LIMITACIONES

No se pudo preparar eficazmente la solucion de BPC’s debido a que los solventes
gue hay en la institucion no fueron eficaces.

Solo se probaron 3 concentraciones para evaluar la concentracion maxima no
toxica de BPC’s en lombrices, debido a que la cantidad de reactivo que habia en la
institucion era muy pequefa y parte de esa cantidad esta destinada a estandarizar
la metodologia de extraccion y preparacion de muestras para la cromatografia.

La determinacion de la concentracion maxima no toxica dura 72 dias y se inicio en
el mes de noviembre, por lo que para fines de entrega del reporte de la residencia

solo se analizaran los resultados que se obtuvieron hasta el dia 10 de diciembre.



VIl.  EUNDAMENTO TEORICO

7.1.- BIFENILOS POLICLORADOS (BPC'’s)

Los BPC’s son un subconjunto de compuestos quimicos organicos sintéticos
conocidos como hidrocarburos arométicos halogenados (organoclorados) (Lopera
et al. 2006). Estos compuestos aromaticos estan formados de manera tal, que los
atomos de hidrogeno de la molécula de bifenilo (dos anillos de benceno unidos por
una unica union carbono-carbono) pueden ser sustituidos por hasta 10 atomos de

cloro como lo indica Ruiz (2005).
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Figura 1. Estructura quimica de los BPC’s

En teoria existen 209 anélogos, aunque en realidad han encontrado unos 130
analogos en las formulaciones quimicas comerciales mencionados por Holoubek
(2000). Es caracteristico que de cuatro a seis de los 10 posibles sitios de
sustitucion estén ocupados por un atomo de cloro. Los analogos de BPC’s con
mayor contenido de cloro son practicamente insolubles en agua y sumamente
resistentes a la degradacion. Por otro lado, los BPC’s tienen 12 analogos a los que
la Organizacion Mundial de la Salud ha asignado factores de equivalencia de
toxicidad, debido a que exhiben una toxicidad parecida a la dioxina descrito en
Ruiz (2005).

Los BPC’s elaborados comercialmente tienen nombres diferentes, ejemplo,
Aroclor, Clophen, etc., y cada uno de los comerciantes tiene su propia forma de
nombrarlos. Para Aroclor, se utiliza un codigo de cuatro digitos: los primeros dos
representan al bifenilo (12), y los ultimos dos indican el porcentaje en peso del
contenido de cloro de la mezcla; por ejemplo, el Aroclor 1260 es una mezcla de
BPC’s con un 60% de cloro (Ruiz et al. 2005).


http://www.google.com.mx/imgres?q=polychlorinated+biphenyl&um=1&hl=es&lr=&biw=1143&bih=502&tbm=isch&tbnid=yTiEPzKCoGTe4M:&imgrefurl=http://www.webbofscience.com/2009/05/23/molecule-of-the-week-polychlorinated-biphenyls-pcbs/&docid=TbYnXAmGK7BJ3M&w=709&h=319&ei=zWd_TruBAq3LsQLd7fA7&zoom=1

Fisicamente, los BPC’s presentan desde aspecto aceitoso hasta resinas duras y
transparentes o cristales blancos, dependiendo del grado de cloracién de la
molécula.

Los BPC’s son compuestos persistentes, tdxicos y bioacumulativos (Vasilyeva, et
al. 2007). Generalmente, son subproductos que se generan durante una
combustion incompleta, conteniéndose asi en residuos como la basura, lodos de
depuracion, etc. Descrito por Michel (2001). Los BPC’s fueron usados en el
pasado y ahora contaminan varias zonas industriales y naturales (Vasilyeva, et al,
2007).

Estos compuestos son muy estables, por lo que no son modificados quimicamente
por la accién de &cidos ni bases fuertes. Holoubek (2000) menciona que en la
atmosfera, pueden ser atacados por radicales hidroxilo dando lugar a compuestos
de degradacién, y si son irradiados con UV de la longitud de onda adecuada
pueden perder sus cloros, aumentando su velocidad de degradacion.

Los BPC’s pertenecen a la familia de los hidrocarburos policiclicos aromaticos
(PAH’s), estos son contaminantes que causan un gran dafo a la salud humana y
al medio ambiente; son catalogados como “hidrocarburos recalcitrantes”, y debido
a su alto peso molecular son dificiles de remediar. Los BPC’s también pertenecen
al grupo de compuestos llamados contaminantes organicos persistentes (COP’s).
(Rajiv et al., 2010).

Lopera (2006) indica que estos hidrocarburos son usados como fluidos dieléctricos
debido a sus propiedades fisco-quimicas, gracias a esto, el sector eléctrico es uno
de los principales contaminantes, pues muchos equipos como condensadores y
transformadores fueron disefiados y fabricados para trabajar utilizando fluidos
dieléctricos de alta concentracion de BPC's.

El consumo de los Bifenilos policlorados en México se inicia practicamente desde
la década de 1940 con la importacion de grandes cantidades de equipo eléctrico
conteniendo estos compuestos, principalmente transformadores y capacitores
entre otros. La mayor parte de los BPC’s introducidos al pais fueron producidos en

dos plantas de los EE.UU., aunque también se importaron menores cantidades de



Europa y Japon en la década de 1980, cuando su importacion todavia era
permitida (Cortinas, et al. 2003)

Sectores que pueden verse afectados por la contaminacion de BPC’s debido a su
uso son las industrias quimica, de plasticos, refineria de petrdleo y todas aquellas
que utilicen equipos de trasferencia de calor.

En el articulo escrito por Holoubek (2000) menciona la interaccion de este
contaminante con el medio ambiente es muy importante ya que el caracter mas
volatil de los BPC’s permite su paso desde el suelo a atmdésfera, donde pueden
volver al suelo o a la hidrosfera, o pasar a formar parte de la cadena alimenticia
por inhalacién. Su estabilidad permite que se difundan grandes distancias antes de

ser asimilados o degradados.

-Hidrésfera: Los BPC’s pueden llegar a la hidrosfera por solubilizacion de restos
en sedimentos, excrecién de organismos marinos y por deposicidbn himeda o seca

desde la atmoésfera.

-Atmosfera: Estos compuestos llegan a la atmésfera por evaporaciéon desde el
suelo en zonas contaminadas, donde pueden adherirse a la superficie de
aerosoles y dispersarse o volver al suelo o a la hidrosfera. El grado de
evaporacion depende del tipo de suelo y de su humedad, normalmente a suelo

MAs seco se evaporan mas rapidamente.

-Suelo: Se acumulan en el humus debido a su caracter lipéfilo, desde donde
pueden movilizarse con dificultad hacia la atmosfera o el agua. Su persistencia

aumenta con el grado de cloracion. (Yarto, et al.2007).
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Figura 2, Rutas de distribucion de BPC’s en el ambiente.

Fuente: Instituto Nacional de Ecologia (INE).

Los BPC’s pueden ser degradados por microorganismos mediante el rendimiento
del ciclo del acido tricarboxilico. El paso inicial en la biodegradacion aerdbica de
BPC’s es la dioxigenacion de los congéneres de este compuesto por medio de la
enzima bifenil dioxigenasa. En este paso, las enzimas catalizan la incorporacién
de dos grupos hidroxilo en el anillo aromatico del congénere del BPC's, el cual
incrementa la reactividad y lo hace mas susceptible a la ruptura del anillo
enzimatico. (Vasilyeva, et al, 2007).

Cortinas (2003) advierte que el manejo de estos compuestos requiere tener
presente que se trata de sustancias toxicas con capacidad de persistir sin
modificarse durante muchos afios, de atravesar las membranas celulares y de
bioacumularse en el tejido adiposo de animales y seres humanos. Aunque son
termoresistentes, pueden arder en contacto directo con una llama liberando

dioxinas y furanos cuando se incendian los equipos que los contienen.



7.2.- METODOS DE DETECCION DE LOS BPC'’s.

Los métodos analiticos para BPC’s se basan en su separaciéon por medio de
cromatografia de gases, usando columnas capilares con diferentes polaridades y
detectores especificos, tales como el detector de ionizacion de llama (FID), el
detector de captura de electrones (ECD) y la espectrometria de masas (MS).
Estos métodos sirven para identificar y cuantificar los BPC’s. (Robles et al, 2005).

- GC-FID: puede llegar a detectar 0.5 ppm de algun BPC’s de compuesto por cada
puL de muestra, pudiendo ser usado como una segunda referencia. Es el mas
usado y el mas sensible (Krupcik et al., 1992).

- GC-ECD: usado para detectar los congéneres de BPC’s presentes en cualquier
muestra. Es el mas sensible para la deteccion de compuestos clorados.

- GC-MS: Su sensibilidad es menos que el GC-ECD, tiene una gran selectividad

para los BPC’s, puede distinguir y medir individualmente los congéneres de BPC's.

7.3.- LEGISLACION AMBIENTAL NACIONAL E INTERNACIONAL.

En la actualidad, se cuenta en el pais con dos marcos de referencia para evaluar
los avances en la gestion ambiental adecuada de los Bifenilos policlorados y su
eliminacion:

1. La legislacion nacional establecida a través de:

a) Reglamento de la Ley General del Equilibrio Ecolégico y la Protecciéon al
Ambiente en Materia de Residuos Peligrosos.

b) Norma Oficial Mexicana NOM-133-ECOL-2000, Proteccion ambiental-Bifenilos
policlorados (BPC’s)-Especificaciones de manejo.

c) Ley General para la Prevencion y Gestion Integral de los Residuos.
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2. Los Convenios Internacionales de los que México es parte e involucran el
control de BPC’s, como los siguientes:

El Convenio de Basilea, dedicado al control de los movimientos transfronterizos de
los desechos peligrosos y su eliminacion, el cual entré en vigor en 1992, y cuyo
objetivo es establecer un control estricto de los movimientos transfronterizos de los
residuos peligrosos y de otros residuos, para proteger la salud de las personas y el
medio ambiente de los efectos nocivos que pudieran derivarse de la generacion y
el manejo de tales residuos.

El Acuerdo de Cooperacion Ambiental de América del Norte, para apoyar la
implementacion de este se cred la Comisién para la Cooperacién Ambiental
(CCA), y en 1995 se creo el Grupo de Manejo Adecuado de Sustancias Quimicas,
orientado a promover la eliminacion o reduccién de sustancias que son toxicas,
persistentes y bioacumulables como los Bifenilos Policlorados, a través del
desarrollo de planes de accion regional.

El Convenio de Rotterdam sobre el Procedimiento de Consentimiento Previo
Fundamentado, aplicable a ciertos plaguicidas y a ciertos productos quimicos
peligrosos que son objeto de comercio internacional, promovido por el Programa
de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA) y la Organizacion de
las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO), para que la
importacion de las sustancias que pudieran causar dafio significativo a la salud
humana y al ambiente solo se realicen con el conocimiento y consentimiento pleno
del pais importador.

El Convenio de Estocolmo sobre Contaminantes Organicos Persistentes (COPSs),
firmado el 22 de mayo de 2001 y cuya ratificacién fue aprobada por el senado el
17 de octubre de 2002 y se dio a conocer al Secretariado del Convenio en febrero
2003. Este Convenio incluye una serie de medidas para reducir las liberaciones al
ambiente de COPs, que pueden ir desde la elaboraciéon de planes de accién, hasta

la prohibicion total y absoluta de tales contaminantes.
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Con la ayuda de estos convenios y normas que regulan la interaccion y trabajo de
las empresas con sustancias nocivas con el medio ambiente, se han manejado

algunos métodos de eliminacién de contaminantes en el medio ambiente.

7.4.- METODOS DE ELIMINACION DE BPC'’s

Algunos de los més importantes métodos de eliminacién de PBC’s son:
-INCINERACION: Implica la oxidacién a altas temperaturas de los desechos para
transformarlos en oOxidos (CO,, H,0O) y residuos inorganicos que pueden ser
liberados al ambiente con bajo impacto.

-QUIMICOS: clorolisis, deshidrohalogenacion catalitica, reacciones con sales
fundidas, reacciones con ozono y reducciones con metales alcalinos que alcanzan
s6lo una deshalogenacion parcial. Algunos subproductos como el aceite mineral
contaminan mas que el propio BPC,s.

-FISICOS: no son tratamientos que impliquen destruccion, es decir, los BPC’s s6lo
son vaciados de los contenedores y/o transformadores y reemplazados con otro
fluido, esto no ayuda a liberarse del problema de los BPC'’s, sino que s6lo cambia
Su ubicacion.

-ENERGIA RADIANTE: se promueven las reacciones quimicas y por tanto la
destruccion de los BPC’s, debido a que la energia interactia directamente con la
molécula de BPC,s. (Lopera, et al., 2006).

-BIOLOGICOS: la degradacion microbiana de los BPC’s requiere actividades
metabolicas debido al alto nimero de congéneres existentes. La degradacion de
los BPC’s ocurre principalmente via co-metabolismo, en la que los
microorganismos son los responsables de la transformacion de los BPC’s y estan
dispuestos a crecer teniendo como unica fuente de carbono a los BPC’s y
requieren de un co-sustrato para el crecimiento microbiano y la degradacion. El
compostaje es un camino viable para proveer una diversidad microbiana con
muchas capacidades metabdlicas y co-sustratos para el metabolismo de los
BPC’s. ElI compostaje ofrece una forma efectiva para biorremediar los suelos

contaminados estudiado por Michel (2001).
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Con el objetivo de solucionar el problema de los BPC’s para su eliminacion del
medio ambiente, y haciendo uso de la naturaleza misma, se hace uso del dltimo
método de eliminacion descrito en donde la biorremediacion forma parte del

mismo.

7.5.- BIORREMEDIACION

Asha (2010) describe que la biorremediacion hace uso de un consorcio de
microorganismos o0 de un proceso microbiano para degradar o eliminar téxicos de
los contaminantes ambientales. Esta tecnologia se deriva de justificaciones
cientificas del concepto de Quimica verde o Ingenieria verde y es tan prometedora
gque se usa para quitar por completo cualquier contaminante que afecte la
naturaleza.

Las practicas de biorremediacion consisten en el uso de microorganismos como
hongos y bacterias para neutralizar sustancias toxicas, transformandolas en
sustancias menos téxicas o convirtiéndolas en inocuas para el ambiente y la salud

humana. (Benavides et al., 2006).

Los problemas de medio ambiente pueden ser clasificados tanto directa como
indirectamente: generacion de basura (aguas residuales, residuos de cocina,
residuos industriales, efluentes, residuos de agricultura, residuos de alimentos) y
uso de quimicos para varios propositos en la forma de insecticidas, pesticidas,
fertilizantes quimicos, productos téxicos y subproductos de las industrias quimicas.
La generacion de basura es un efecto de actividades de consumo y produccion, y
esto tiende a incrementar con el avance econémico. Lo que genera desconcierto
en el incremento de la presencia de quimicos toxicos como halégenos alifaticos,
aromaticos, Bifenilos policlorados y otros contaminantes organicos e inorganicos
gue se pueden encontrar en aire, agua o suelo, afectando de diversas maneras al
medio ambiente, y determinando asi, la capacidad de regulacion de la bidsfera.
(Asha et al., 2010).
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Existen tres enfoques para tratar con los sitios contaminados:

a. ldentificar el problema.

b. Evaluacion de la naturaleza y el grado de peligro.

c. La mejor opcion para remediar la accion.

La necesidad de remediar estos sitios ha traido como consecuencia el desarrollo
de nuevas tecnologias que eliminen toxicos y destruyan los contaminantes como
lo establece Asha (2010).

El proceso bioquimico y fisicoquimico de remediacién en compostas es similar al
que ocurre biolégicamente en el suelo. La composta acelera la destruccion de los
contaminantes organicos haciendo uso de las altas temperaturas provocadas por
el metabolismo del suelo, que generalmente es mas alta en la composta que en el
suelo.

Diferentes técnicas de biorremediacién han sido usadas para descontaminar la
superficie de suelos, agua, sistemas marinos y ecosistemas completos
contaminados. La mayoria de las tecnologias de biorremediacién fueron
desarrolladas tratando la contaminaciéon de los hidrocarburos del petréleo a
contaminantes inmovilizados o transformandolos en productos quimicos que no
fueran dafinos para la salud humana ni para el medio ambiente. (Asha et al.,
2010).

CLASIFICACION DE LAS TECNOLOGIAS DE LA BIORREMEDIACION.

Ex situ: es una modalidad del tratamiento que disminuye fisicamente los
contaminantes y los mueve a otra area (no necesariamente) para el tratamiento.
Ejemplo: el uso de biorreactores, digestion anaerobia, compostaje y algunas

formas de tratamiento solido-liquido.
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In_situ: Son técnicas que se llevan a cabo en el lugar donde se originan. Ejemplo:

Bioestimulacion de los microorganismos propios del lugar. (Asha et al., 2010).

Desde la perspectiva de la remediacion, el ambiente del suelo puede ser divido en

dos zonas:

1. Superficie del suelo poco profundo: usualmente son suelos por arriba de 1 a 3
pies; estos suelos representan la region del ambiente que esta incluida en la
definicion agronomica del suelo. Son facilmente modificados y son
generalmente mas maleables para la remediaciobn que los suelos mas
profundos. Estos suelos también son conocidos como aquellos suelos que
pueden ser excavados o tratados por medio de modificaciones de superficie y

no requieren instalacién de paredes.

2. Suelos profundos no saturados: Son aquellos suelos que se encuentran entre
los suelos de la superficie y un acuifero. Los suelos son por lo general
insaturados, aunque puede haber bolsas de agua en el suelo saturado dentro
de la zona insaturada, particularmente en la zona de las raices y en la franja
capilar de la superficie de la capa freatica. Ademas, puede haber inclusiones
de materiales de baja permeabilidad, tales como arcilla dentro de la zona
insaturada, que puede llegar a saturarse de agua. A diferencia de los suelos
superficiales, los suelos insaturados con frecuencia no son susceptibles de
tratamiento o de la superficie de excavacion, sino que alguna modificacion de
estos suelos implica el uso de galerias de infiltracion, pozos de inyeccion, o de

otro tipo de ingenieria para la introduccion de materiales. (Asha et al., 2010).

VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LA BIORREMEDIACION

Como ventajas de la biorremediacién podemos nombrar: que es una tecnologia
noble con el medio ambiente, reduce la contaminacién y los problemas que esta

con lleva, es de nueva creacion por lo que todavia falta mucho por investigar.
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Como desventajas podemos nombrar: costos altos, algunos compuestos
contaminantes que son degradados se convierten en otros que son mucho mas
toxicos o cancerigenos.

Dentro de los procesos de biorremediacion mediante el uso de lombrices podemos
encontrar a la vermicultura, mediante el uso del vermicompostaje.

El compostaje es un proceso aerobio, biolégico, termofilico de degradaciéon y de
estabilizacion de materia organica bajo condiciones controladas. (Reséndez et al.,
2004).

Vermicompostaje, es el término dado al proceso de conversion de manera
biodegradable por lombrices de tierra en vermicomposta. Es la elaboracién de
abono organico a través de la utilizacién de varias especies de lombrices de las
cuales, la mas conocida y usada es Eisenia foetida, conocida también como
“lombriz roja” o “californiana” indido esto por Duran (2009).

El primer paso en el Vermicompostaje se produce cuando las lombrices rompen el
sustrato hasta pequefios fragmentos antes de ingerirlo. Esto aumenta la
disponibilidad de los microorganismos y enzimas del sustrato. El sustrato es
entonces ingerido y pasa por un proceso de digestion enzimatica provocada por
numerosas especies de bacterias y enzimas presentes en el intestino de la
lombriz, finalmente la lombriz excreta vermicomposta. (Gajalakshmi et al., 2008).
Soto (2002) establece que la vermicomposta (lombricomposta o humus de
lombriz) es un subproducto estable tipo composta en la cual cierto tipo de
lombrices de tierra (Eisenia foetida, Eisenia andrei, Lumbricus rubellus, etc.)
transforman los residuos orgénicos.

En su composicion estan presentes todos los nutrientes (nitrégeno, fosforo,
potasio, calcio, magnesio, sodio, manganeso, hierro, cobre, zinc, carbono, etc.) en
cantidad suficiente para garantizar el perfecto desarrollo de las plantas, ademas
de un alto contenido en materia organica que enriquece el suelo y favorece la

circulaciéon de agua y aire.
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Debido a sus agentes biologicos, quimicos y acciones fisicas, las lombrices
pueden ser empleadas directamente para promover la biodegradacién de
contaminantes organicos en los procesos de biorremediacion.

Las lombrices de tierra han demostrado su potencial de airear el suelo, y por tanto,
mejorar su estado nutricional y fertilidad, variables conocidas para limitar las
velocidades de biorremediacion. Las lombrices de tierra dificultan los procesos en
los que los contaminantes orgénicos se unen al suelo y promueven asi, la
dispersién y biodisponibilidad de los contaminantes organicos para la degradacion
de los microorganismos. (Hickman et al., 2008).

Zachary (2008) establece que las lombrices de tierra en general, son tolerantes a
muchos contaminantes quimicos, incluyendo los metales pesados y los
contaminantes organicos del suelo y estos pueden acumularse en sus tejidos.

Por lo tanto, mediante el uso de estas excelentes propiedades de las lombrices de
tierra, el proceso de vermicomposta ha sido empleado para la degradacion de
contaminantes organicos como PAHs, BPC'’s, etc. (Contreras et al., 2009).

El ciclo de vida de la lombrices es muy similar una de otras, son animales
invertebrados del tipo anélidos, o sea, gusanos segmentados, son hermafroditas
muy prolificas pero no se autofecundan, por tanto, es necesaria la copula, la cual
ocurre cada 7 o 10 dias.

Luego cada individuo deposita sus huevos protegidos en una capsula llamada
cocon cada 10 dias, de unos 2 mm. La cépula produce 2 cocones de la cual
emergen hasta un maximo de 9 nuevas lombrices (promedio 2 a 4
lombrices/cocén). (cecytech-dg-ui-enc-001) después de un periodo de incubacién
de 14 a 23 dias. El transito premadurez-madurez ocurre cuando adquieren un
peso de 0.240 gramos (2.5 a 3 cm). Estas nuevas lombrices alcanzardn su
madurez sexual a los dos meses de edad y se reproduciran cada 7 dias durante
toda su vida (méaxima: 4.5 afios en condiciones de laboratorio y poco méas de 1 afio
en campo). Estas, recién nacidas alcanzan la madurez sexual luego de 6 a 10
semanas, son inmunes a las enfermedades y tienen una increible capacidad de

regeneracion.
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La longevidad de esta especie se estima en alrededor de 15 ¢ 16 afos, cuando la

cria se realiza con todos los cuidados se obtienen los mejores resultados.

Figura 3, ciclo de vida de Eisenia foetida

El sistema reproductivo confirmando su alta eficiencia de esta especie, tenemos
que en promedio para esta especie se producen 3.5 capullos en 10 dias; el
periodo medio de incubacion es de 21 dias, cuando la temperatura del sustrato es
de 25 °C; cada capullo en promedio produce 3 individuos, lo cual quiere decir que
se pueden obtener 380 individuos por lombriz/afio.

Del sistema digestivo, es importante mencionar, que la manera en que la lombriz
consume los alimentos es por succién, no tiene dientes, de ahi la importancia de
mantener bien himedo el residuo organico a transformar. Su nivel de eficiencia es
del 60 %, es decir, todos los dias consume una cantidad de comida equivalente

a su peso, excretando en forma de humus el 60 % de la misma; el 40 % restante
es asimilado y utilizado por la lombriz para sus funciones vitales. Asi, un kilogramo

de lombriz consume un kilogramo de desecho organico al dia.

Figura 4, E. foetida

Comparada con E. Hortensis.
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Teniendo en cuenta la capacidad de su sistema reproductivo con respecto al ciclo
de vida de Eisenia foetida, Contreras (2009) estudiaron la supervivencia,
crecimiento y formacién de huevecillos de la lombriz en suelo contaminado con
PAHs durante 70 dias y encontraron que la lombriz sobrevive (94%) y acumula
es0s contaminantes. A su vez, requieren lodos de depuracion como sustrato para
tener mayor supervivencia y reproduccion.

Anterior a este reporte Contreras (2008) estudiaron la eliminacion de tres
hidrocarburos policiclicos aromaticos (Fenantreno, Antraceno y Benzo-a-pireno)
en suelo modificado con vermicomposta mediante el uso de lombrices de tierra,
(Eisenia foetida); encontraron que se elimina en un 88% el fenantreno y en menor
proporcion el resto de los contaminantes estudiados. Usaron como sustrato una
adicidon de biosolidos (obtenidos de una planta de tratamiento de aguas residuales,
mezclado con excretas de vacas).

Mientras que en afios anteriores, Michel (2001); determinaron los efectos del suelo
contaminado en una composta para la degradacion de BPC’s cuando este suelo
era contaminado con BPC’s de una fabrica de papel. Observaron que hubo
pérdidas del 40% de BPC’s en la composta, lo cual se atribuye a la
biodegradacion y no a la volatilizacion de estos compuestos.

Singer (2001); estudiaron la contribucion que hacen las lombrices (Pheretima
hawayana) y algunos microorganismos (Rhodococcus sp.) a la eliminacion de los
BPC'’s; las lombrices de tierra fueron utilizadas para mejorar la dispersion de los
BPC'’s, la aireacion del suelo, el aumento de carbono y contenido de Nitrégeno
para modificar la comunidad microbiana del suelo. Para un mayor control, usaron
tratamientos con y sin lombrices, encontrando que con lombrices se remueve el
55% de los BPC’s, mientras que sin lombrices se remueve el 39%. Atribuyen la
eliminacion de los BPC’s a los microorganismos propios del suelo.

Tharakan (2004); investigaron el potencial que tiene el uso de las lombrices de
tierra (Eisena foetida) sobre la biotransformacion de BPC’s encontrados en
sedimentos y aguas residuales de un lugar conocido, usando biorreactores de

vermicomposta.

19



Encontraron concentraciones de BPC’s mayores a 200 ppm y menores de 1000
ppm en los sedimentos que muestrearon, y después de aproximadamente 180
dias de tratamiento con los lombrices hubo una reduccion de BPC'’s del 80%.

harakan (2005); estudiaron también la biotransformacion de los BPC’s mediante
dos tecnologias: (1) la aplicacion de microorganismos anaerobios y aerobios en un
reactor biolégico de suelo cultivado con ciclos de anaerobiosis y aerobiosis, (2) la
aplicacion de lombrices en biorreactores de vermicomposta. Ambas evaluadas en
un tiempo de 6 a 12 meses, teniendo como resultado que en (1) se redujeron el
70% en las primeras seis semanas e indican que fue debido a la interaccion de los
microorganismos presentes. En (2) se tiene una reduccién de mas del 70% de
BPC’s y una pérdida de biomasa de las lombrices de 54%, esto sugiere que los
BPC’s proveen una inhibiciébn por crecimiento y contribuye a la reduccion de

viabilidad y salud de las lombrices.
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VII.  PROCEDIMIENTO Y DESCRIPCION DE ACTIVIDADES REALIZADAS

8.1.- ANALISIS BROMATOLOGICO DE LA EXCRETA DE CONEJO

8.1.1.- DETERMINACION DE HUMEDAD

Determinacion de la humedad de acuerdo a lo establecido por el método de la

AOAC.2005.950.46B. Para llevar a cabo esta determinacion, se tomaron muestras
homogenizadas de excreta de conejo.

Se tomaron 5g de muestra y se colocaron en crisoles a peso constante (por
triplicado), para la eliminacion de la humedad, se introdujeron en un horno a una
temperatura de 70°C. Pesando las muestras a cada 3 h durante 24 h.

La diferencia de peso obtenida de la muestra humeda y la seca, es el contenido de

humedad.

8.1.2.- DETERMINACION DE CENIZAS

Esta determinacion se realiz6 de acuerdo a lo establecido por el método estandar

de la AOAC.1990.942.05. ElI método aqui presente es empleado para la
determinacion de cenizas en las muestras expuestas a calcinacion; considerando
a estas, como el contenido de minerales totales o material inorganico en la
muestra. (Ver anexo)

En un crisol de porcelana previamente llevado a peso constante, se llevé de 5 a
10g de muestra seca, para posteriormente calcinarlo mediante una mufla con una
temperatura entre 550°C a 600°C. Durante 12 h. Se dej6 enfriar y se continué con

el desecado para posteriormente pesar.
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8.1.3.- DETERMINACION DE EXTRACTO ETEREO

Para la determinacion de extracto etéreo y con la Unica finalidad de conocer la
cantidad de grasa presente en la muestra, se siguié con lo establecido por el
meétodo estandar de la AOAC.960.39B.

Se llevé a los cartuchos wathman a peso constante a una temperatura de 60°C. y
en ellos se pesé de 3 a 5g de muestra seca, para después colocarlo en el equipo
de extraccion. Para montar el equipo (soxhlet) se colocé vaselina en todas sus
uniones y se llendé el depdsito con aproximadamente 250mL de hexano.
Posteriormente se llevo a ebullicion durante 8 hrs. Tomando el tiempo desde el
primer reflujo del solvente.

Al término de la extraccion los cartuchos se colocaron en una campana de
extraccion, para evaporar el hexano contenido en su superficie, esto se realizd
durante 24 h. Pasado el tiempo se llevaron los cartuchos con las muestras libres
de hexano a una estufa para lograr un peso constante, a 60°C durante

aproximadamente 6 h para luego pesarlos.

8.1.4.- DETERMINACION DE PROTEINAS

Determinacion de proteinas de acuerdo a lo establecido por el método estandar de
la AOAC (2005.928.08) “KIJELDAHL

A) Digestor

Se peso 0.05 g de muestra seca y desengrasada en papel arroz libre de nitrégeno,
0.5 g de mezcla catalizadora y 0.3g de K2SOa4, se coloco en un matraz micro
KJENDALH vy agregaron 5 mL de K2SOas, posteriormente se colocaron los
matraces en la parrilla de digestion. (Se caliento primero a abaja temperatura y se
va aumentando paulatinamente hasta alcanzar la maxima girando ocasionalmente
el matraz). Se mantener a temperatura maxima de 4 a 6 horas girando
ocasionalmente, hasta tener una solucién verde claro. Se paso a un matraz macro
KJELDAHL lavando con pequeiias cantidades de agua destilada para pasar toda

la solucion antes digesta
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B) Destilacion

Se agregaron 250 mL de agua destilada al matraz macro- KJELDAHL.15 mL de
NAOH al 40 % y 1 mL de sulfato de potasio al 10 % y se coloco en la parrilla, se
sellaron con teflon todas las uniones para evitar pérdidas de vapor.

Se prepararon 50 mL de acido bérico al 4 % en un matraz Erlenmeyer de 250 mL
y se agregaron 10 gotas de de mezcla de indicadores. El matraz se coloco en la
salida del intercambiador de calor procurando que el extremo quede sumergido en
la solucion.

Una vez que se instalo correctamente el equipo, se comenzd la destilacién
inmediatamente, la destilacion se detuvo hasta obtener aproximadamente 200 mL
de destilado. Se Lavo el intercambiador de calor con agua destilada y se recogio

en el mismo matraz. El destilado se titulo con acido cloridrico.
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8.2.- PREPARACION DE SOPORTES

8.2.1.- EXCRETA DE CONEJO

La excreta de conejo forma parte del soporte y simultaneamente es el sustrato de

la lombriz, la cual aportara al inoculo los nutrimentos bésicos de supervivencia
como Nitrogeno, Carbohidratos y algunas sales.

Para la elaboracion de la excreta como parte del soporte, primero se recolecto una
cantidad considerable de excreta en una granja ubicada en la ciudad de Tuxtla
Gutiérrez. Dicha muestra se homogeniz6 y se sec6 al sol durante
aproximadamente 48 h. con la muestra seca se prosiguié con la molienda,
mediante un molino de mano, continuando inmediatamente con el tamizado
mediante mallas 50 y 100. Esto se debe a que durante el experimento se evaluara
la cantidad de huevecillos, los cuales tienen un tamafio igual o mayor al de la
malla 40.

Se peso la cantidad de muestra en peso seco correspondiente a cada frasco, la

cual fue del 15% respecto al peso total del soporte.

8.2.2.- PEAT MOSS

La utilizacion de este compuesto como parte del soporte se debié a su gran
parecido en cuanto a propiedades fisicas a la tierra, ademas de que es aun mas
poroso, lo cual permitira a las lombrices mayor area de movimiento y por tanto
mayor homogenizacién del medio y de oxigeno, otro factor que impulsé a la
utilizacion del peat moss, fue su valor nutrimental ya que es mayor que el de la
tierra comuan y en su comercializacién se encuentra estandarizado.

Dentro de las caracteristicas principales de este compuesto se encuentra su alta
retencion y absorcion de humedad, por lo que el primer paso a realizar es el
secado al sol durante aproximadamente 24 h.

Posteriormente se continué con la molienda y el consecuente tamizado a mallas
50 y 100 y por ultimo se pesé la muestra correspondiente al peso total, lo que

representa el 85% del peso total del soporte. (Ver anexos)
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8.3.- PREPARACION DE LA SOLUCION DE BPC’s

La muestra utilizada fue decaclorobifenilo, sélido en frascos de 100 mg. Con
ayuda de una micropipeta con capacidad de 1000 pl, se agregd 1 mL de aceite de
motor en el frasco que contenian los BPC’s, se agité y se extrajo con la micro-
pipeta para pasarlo a un matraz volumétrico de 100 mL. Este paso se repitio 5
veces para poder sacar toda la muestra de los frascos.

Se agregaron 25 mL de hexano y se agito cuidadosamente hasta que el aceite se
disolvio en el hexano, se taro el matraz volumétrico a 100 mL de manera
cuidadosa con méas hexano.

El matraz volumétrico se introdujo de manera cuidadosa a un sonicador, para
poder obtener una mezcla homogénea de las sales de BPC’s en la solucién,
cuando la solucion se homogenizo se paso a un vaso de precipitado de 250 mL.
Para poder tomar de ahi las cantidades necesarias para alcanzar las
concentraciones de BPC’s en cada unidad experimental.

La solucién preparada contenia 1 mg de BPC'S/mL.
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8.4.- SELECCION DE LOMBRICES

Este paso se lleva a cabo con la Unica finalidad de utilizar en el experimento las
lombrices fisicamente mas sanas y  sexualmente maduras (con clitélio
desarrollado).

El primer paso a seguir para la eleccion es dejar de alimentarlas durante
aproximadamente 5 dias, las lombrices utilizadas para las unidades
experimentales fueron adaptadas primero al soporte que se utilizo (peat moss y
excreta de conejo) en cunas disefiadas para la reproduccion de las lombrices, con
un angulo de 3 grados para evitar la acumulacién de los acidos hdmicos. Las
lombrices habitan por lo general a no mas de 20 cm de la superficie, cuando estan
limitadas en alimentacion, la mayoria de ellas se acumula cerca de la superficie.
Se eligieron las lombrices mas grandes, tomando pufios de tierra donde la
concentracion de lombrices era superior, y se trasladaron a un contenedor amplio.
Se procurd colectar una gran cantidad de lombrices, ya que no todas son aptas
para ser inoculadas en los medios, debido a sus caracteristicas fisicas, como
tamafio o que no presentan clitélio desarrollado.

Se escogieron 3 lombrices grandes con clitélio desarrollado para cada unidad
experimental (ver anexo) y se retird0 la méxima cantidad de composta de su
superficie. Se pesaron en conjunto las 3 lombrices, se anotaron las observaciones
y se introdujeron a las unidades experimentales. Fueron un total de 147 lombrices

seleccionadas para todas las unidades experimentales.
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8.5.- ANALISIS DE SUPERVIVENCIA

El experimento a realizar fue hecho con la finalidad de conocer la aceptabilidad de
la lombriz hacia las diferentes variables a las cuales fue expuesta, como diferentes
porcentajes de sustrato y peat moss, asi como también diferentes cantidades de
lombrices.

Se prepararon unidades experimentales de 50g. Con concentraciones de excreta
de conejo de 5%, 10% y 15 %, el porcentaje restante fue de peat moss. En frascos
con capacidad de un litro, color ambar. Esto debido a las caracteristicas
primordiales para la supervivencia de las lombrices las cuales deben de
permanecer en lugares obscuros ya que las lombrices son sensibles a la luz. El
metabolismo de las lombrices es de tipo aerobio por lo que fue necesario hacer
aireaciones en tiempos determinados, de esta manera se eligieron botes de boca
anchay de vidrio para la retencion del oxigeno e inocuidad del sistema.

A continuacion Se le agrego agua destilada hasta alcanzar una humedad del 75 %
(150 mL), se agitd6 y homogenizé cada unidad experimental con ayuda de
espatulas.

Se inocularon lombrices adultas, con clitélio desarrollado, 3, 5y 7 en cada una de
las concentraciones para asi tener un total de 9 unidades experimentales. Los
frascos se taparon con pafialina para impedir que las lombrices salieran, y permitir
el paso de oxigeno.

Los frascos se mantuvieron en incubacion a 25°C y se observo el comportamiento
de las lombrices al principio cada 2 dias por las primeras 2 semanas, ajustado la
humedad con agua destilada.

No se presentd muerte de ninguna lombriz durante un periodo de 2 meses, por lo
cual se deduce que no hubo inconveniente alguno en cuanto a aceptabilidad del

sustrato y soporte hacia la lombriz.
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8.6.- PREPARACION DE LA MUESTRA PARA EL CROMATOGRAFO

8.6.1.- TRATAMIENTO DEL SOPORTE

Se pesan 30 gramos de soporte humedo en un recipiente de aluminio y se
colocaron destapados en la estufa a 70 °C por 24 horas, una vez terminado este
proceso, se pesaron por cuadriplicado muestras de 1.5 gramos y se pasan a tubos
falcon de 15 mL. Se agregaron 10 mL de hexano (HPLC) y se agito con ayuda de
un equipo vortex durante 2 minutos, después se pasan a un sonicador (los tubos
deben estar destapados y no deben tocar ninguna pared del equipo) durante 20
minutos en tantos de 5 minutos para que el equipo no se calentara, una vez
terminado este proceso se paso a centrifugar a 4000 rpm durante 15 minutos, una
vez que finalizo la centrifugacion se vacio el sobrenadante en un tubo falcon de 50
mL. Al tubo falcon de 15 mL se le agregaron nuevamente 10 mL de hexano
(HPLC) y se repitiron los pasos posteriores (2 veces mas) para garantizar la
completa extraccion de los BPC'’s.

Una vez terminado el proceso, el extracto se dejo evaporar en la campana de
extraccidon hasta tener un volumen de 1 mL aproximadamente, y se guardaron las

muestras para su posterior analisis.
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8.6.2.- TRATAMIENTO A LA LOMBRIZ

El primer paso fue sacar las lombrices de los frascos y lavarlas con un chorrito de
agua destilada para quitar el soporte que se le haya adherido, posteriormente se
observaron las caracteristicas fisicas de las lombriz, como el color, tamafio, y se
pesaron, se dejaron las lombrices en un vaso de plastico con tapa durante 24
horas para que excretaran el sustrato que aun tenian en su tracto digestivo.
Pasadas las 24 horas se congelaron con Nitrogeno liquido, se agrego el doble de
su peso de sulfato de potasio y se trituro hasta obtener un polvo fino,
posteriormente se paso el polvo a un tubo falcon de 15 mL, se agregaron 10 mL
de hexano (HPLC) y agito con ayuda de un equipo vortex durante 2 minutos,
después se pasaron a un sonicador (los tubos deben estar destapados y no deben
tocar ninguna pared del equipo) durante 20 minutos en tantos de 5 minutos para
que el equipo no se calentara, una vez terminado este proceso se pasa a
centrifugar a 4000 rpm durante 15 minutos, una vez que finalizo la centrifugacion
se vacio el sobrenadante en un tubo falcon de 50 mL. Al tubo falcon de 15 mL. se
le agregaron nuevamente 10 mL de hexano (HPLC) y se repitieron los pasos
posteriores (2 veces mas) para garantizar la completa extraccién de los BPC’s.
Una vez terminado el proceso, el extracto se dejo evaporar en la campana de
extraccién hasta tener un volumen de 1 mL aproximadamente, y se guardan las

muestras para su posterior analisis.
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IX.

RESULTADOS

9.1.- COMPOSICION QUIMICA DE EXCRETA DE CONEJO EN BASE SECA

Después de realizar los estudios bromatolégicos de acuerdo a lo obtenido por la
técnica descrita por la AOAC, se muestran los resultados mostrados en la tabla 1,
donde se observan los parametros medidos como cenizas, grasas y proteinas que
se encuentran en base seca los cuales se obtuvieron mediante diferencia de peso.

Tabla 1. Composicion quimica de la excreta de conejo

, ) DESVIACON
COMPOSICION CONCENTRACION
ESTANDAR (+-)

Humedad (%) 23.2 0.9516
Cenizas (%) 19.2 0,7354

Grasas (%) 1.86 0.3523
Nitrégeno (%) 1.4 0.1
Compuestos

77.54
carbonados

En la tabla anterior se muestran las desviaciones estandares obtenidas a partir de
triplicados en donde nos indica que los datos bromatolégicos son &ptimos
basandonos Uunicamente en el valor numérico ya que no se tiene bibliografia para
comparar.
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9.2.- EXPERIMENTO DE SOBREVIVENCIA Y COMPORTAMIENTO DE EISENIA

FOETIDA EN SUSTRATO (PEAT MOSS Y EXCRETA DE CONEJO)

Los resultados aqui mostrados (tabla 2) corresponden al dltimo monitoreo

realizado el 16 de septiembre del 2011, que representa 13 semanas después de

haber iniciado el experimento; entonces el soporte ya era fisicamente diferente.

TABLA 2; SOBREVIVENCIA Y ESTUDIO DE COMPORTAMIENTO DE LA SEMANA 13.

UNIDAD
EXPERIMENTAL

PORCENTAJE
DE EXCRETA

NUMERO DE
LOMBRICES

SOBREVIVENCIA
%

NUMERO DE
HUEVECILLOS

OBSERVACIONES

1

5

3

100

NO

DISMINUCION DE

TAMANO
2 5 5 100 NO DISl\qlxll\ngllq%N DE
3 5 7 100 NO DlSllelAN'\L/JI(A::quN DE
: 1 ; vo | Disunucione
5 10 5 100 NO DISI\{II_I;ll\ng'IQ%N DE
6 10 7 100 NO DISI\/TIIXIALjEIIQ%N DE
7 15 3 100 NO DISIV#;VﬁLﬂJg:qooN DE
8 15 5 100 NO DISNTHXII\%IIQOON DE
9 15 7 100 NO DISNTHXII\%A:IIQOON DE

Podemos observar en la tabla que independientemente de las variables, se

mantuvo el 100% de sobrevivencia en todos los tratamientos de la semana 13.

Mientras que en el proceso de adaptacién se observd que en los primeros dias, el

soporte cambiaba de aspecto, mejorando su nivel de absorcion de humedad y su

volumen, mejorando también la adaptacién de la lombriz al soporte y garantizando

Su supervivencia.
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9.3.-

EVALUACION DEL COMPORTAMIENTO DE EISENIA FOETIDA A

DIFERENTES CONCENTRACIONES DE BPC'S.

Los resultados aqui mostrados corresponden a los tratamientos esterilizados,
donde la unica variable inicial fue la concentracion de BPC’S, con concentraciones
de 50 ppm (tabla 3), 75 ppm (tabla 4) y 100 ppm (tabla 5). La proporcién de
excreta es del 15 % y de peat moss del 85%, la cual fué constante para todos los
tratamientos, el nimero de lombrices fue 3 y todas estaban sexualmente maduras.
Se pesaron en conjunto en cada toma de muestra.

TABLA 3; RESULTADOS DEL TRATAMIENTO CON 50 PPM DE BPC’S (ESTERIL)

BPC’s 50 PPM ESTERIL

NU'\D"ERO MUESTREO PESO OBSERVACIONES PESO SOBREVIVENCIA NUMERO DE
MUESTRA (DIAS) INICIAL INICIALES FINAL % HUEVECILLOS
1 0 1.7157 Normal 1.7260 100 0
2 7 1.4783 Normal 0.895 66.66 0
3 14 2.037 Normal 1.0735 66.66 0
4 28 1.477 Normal 0.61 33.33 0
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TABLA 4; RESULTADOS DE TRATAMIENTO CON 75 PPM DE BPC'S (ESTERIL)

BPC’s 75 PPM ESTERIL

NU'\SERO MUESTREO | PESO | OBSERVACIONES | PESO | SOBREVIVENCIA | NUMERO DE
MUberrA | (DIAS) INICIAL INICIALES FINAL % HUEVECILLOS
1 0 1.1724 Normal 1.1838 100 0
2 7 1.4477 Normal 0 0 0
3 14 1.7744 Normal 0.4002 33.33 0
4 28 1.6215 Normal 1.1685 66.66 0
TABLA 5; RESULTADOS DEL TRATAAMIENTO CON 100 PPM DE BPC'S (ESTERIL)
BPC’s 100 PPM ESTERIL
NU'\E")ERO MUESTREO | PESO | OBSERVACIONES | PESO | SOBREVIVENCIA | NUMERO DE
MUeetra | (DIAS) INICIAL INICIALES FINAL % HUEVECILLOS
1 0
2 7 1.6917 Normal 0.940 33.33 0
3 14 1.9406 Normal 1.076 66.66 0
4 28 1.682 Normal 0 0 0

TABLA 6; RESULTADO DE PORCENTAJE DE SOBREVIVENCIA EN
BIOMASA DE LOS TRATAMIENTOS ETERILIZADOS
PPM DE BPC’S SOBREVIVENCIA % BIOMASA%
50 66.6 98.59
75 50 92.94
100 33.3 116.28
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Los resultados obtenidos en los porcentajes de sobrevivencia de los diferentes
tratamientos con BPC's esterilizados difieren de manera significativa, conforme la
concentracion de BPC’s aumenta en cada experimento, siendo el tratamiento con
50 ppm de BPC’s el que ha reportado el maximo porcentaje de sobrevivencia,
con el 66 % y que seria el mas efectivo hasta el momento, ya que aun hacen falta
2 monitoreos, correspondientes a los dias 56 y 72; si estos monitoreos arrojan
datos semejantes se podria determinar la concentracion no téxica como la de 50
ppm de BPC’s.

El porcentaje de sobrevivencia y biomasa de los tratamientos esterilizados es muy
notable ya que los resultados de la tabla 6 son el promedio de los cambios de
biomasa en las 4 tomas de muestra que se realizaron, correspondientes a cada
concentracion. La toma uno del tratamiento con 100 ppm de BPC’s no se realizo,
pero para analisis de resultados se tomo como el promedio de las 3 tomas de

muestras correspondientes a esa concentracion.

Gréfica 1. Comparacion en los cambios de biomasa (%) de los tratamientos
esterilizados.
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La grafica 1 muestra los cambios en los porcentajes de biomasa correspondientes
a cada toma de muestra (dia 1, 7, 14,28), la concentracion en la que se observa

mayor aumento de biomasa fue la de 100 ppm.

Los resultados correspondientes a la tabla 7 se refieren a los tratamientos que no

se les agregé BPC's, y se les di6 trato igual que a los tratamientos que si los

contenian.
TABLA 7; BLANCO NO ESTERIL
owERo | MUESTEEO | | FESO | OBSERVACIONES | PESO | SOBREVIVENCIA || NOWERO O,
1 0 1.649 Normal 1.7113 100 0
2 7 1.426 Normal 2.09 100 0
3 14 1.2033 Normal 1.3142 100 0
4 28 1.7915 Normal 1.9976 100 0

Tabla 8.Porcentaje sobrevivencia y biomasa de los tratamientos no esterilizados.

(Blancos)
PPM DE BPC’'S SOBREVIVENCIA % BIOMASA %
00 100 117.76

De esta manera podemos observar como el principal motivo de muerte y baja de
peso de las lombrices Eisenia foetida se debe a la presencia y concentracion de
los BPC’s.

Mientras que en la tabla 8 podemos observar el promedio del aumento de biomasa
de las 4 muestras que se realizaron.
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Grafica 2.comparacion en biomasa (%) de los tratamientos no esterilizados.
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La grafica 2 demuestra la variacion de los porcentajes de biomasa en las 4
muestras que se realizaron correspondientes al dia 1,7, 14, 28. Se observa el
mayor aumento entre la toma 1y 2 que corresponden a los dias 7 y 14.
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X.

CONCLUSION

Los resultados de la caracterizacidon bromatologica de la excreta de conejo fueron
optimos de acuerdo al valor numérico de cada componente. Los cuales son
fundamentales para la supervivencia de Eisenia foetida en los experimentos
realizados.

El experimento del estudio de comportamiento y sobrevivencia de las lombrices
Eisenia foetida con el soporte y sustrato utilizado (peat moss y excreta de conejo),
sin BPC’s demostraron que tiene la capacidad de sobrevivir mas de 72 dias, sin
agregar sustrato continuamente, Unicamente con el inicial.

Los tratamientos esterilizados demostraron porcentajes de sobrevivencia bajos, no
se observaron huevecillos en ningan tratamiento, y los porcentajes de biomasa no
tuvieron cambios significativos. Se evidenci6 el rol que tienen los microorganismos
del sustrato con las lombrices en los parametros medidos en este experimento.
Claramente se observa el efecto que se da al esterilizar los medios, lo que
demuestra que la interacciéon entre los microorganismos del sustrato y las
lombrices eisenia foetida es benéfica, en comparacion a los datos obtenidos en
unidades experimentales no esterilizadas, por lo que se puede concluir que la
presencia de microorganismos mejora de manera significativa la eficacia del
experimento.

Ya que el reactivo utilizado fue decaclorobifenil y se sabe que entre mas clorados
estén los Bifenilos son potencialmente mas toxicos, se concluye entonces que Si
las lombrices son resistentes a esta muestra que estd en su totalidad clorada
podrian ser resistentes a cualquier otra muestra de BPC’s 0 mezclas en los rangos
de concentraciones probadas.

De manera que si el porcentaje de sobrevivencia no fue nulo se puede proceder a

buscar concentraciones mas altas de BPC’s hasta encontrar la méxima no tdxica.
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XI.

RECOMENDACIONES

Encontrar el solvente apropiado, para la correcta preparacion de la solucion de
BPC’s.

Estandarizar la técnica de extraccion de BPC’s en el soporte y las lombrices.

Estandarizar la metodologia de cuantificacion de BPC’s en el cromatografo.

Comprar una incubadora méas grande para los siguientes experimentos.

Comprar tamices malla 50, 60 y 100 para facilitar el recuento de huevecillos de
las unidades experimentales.
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XIII.

ANEXOS

Imagen2; cartuchos walkman con excreta, listo para soxleth
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Imagen3; molienda de peat moss

Imagen4; molienda de excreta de conejo
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Imagen5; preparacion del soporte (tamizado)

Imagen6: unidades experimentales.
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Imagen?; solucién de BPC'’s

Imagen8; sonicador
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Imagen9; vortex

Imagen10; centrifugacion
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ANEXOS

FORMULA PARA DETERMINAR EL CONTENIDO DE HUMEDAD
A = Peso de la charolilla seca y limpia (g)
B = Peso de la charolilla mas muestra humeda (g)

C = Peso de la charolilla mas muestra seca (g)

(B-A)-(C-4)
CONTENIDO DE HUMEDAD = 100

B—-A

FORMULA PARA DETERMINACION DE CENIZAS
A = Peso del crisol con muestra (Q)
B = Peso del crisol con cenizas (g)

C = Peso de la muestra (g)

A—B
CONTENIDO DE CENIZAS (%) = 100 (T)

FORMULA PARA DETERMINAR LA CANTIDAD DE EXTRACTO ETEREO

A = Peso del matraz limpio y seco (g)
B = Peso del matraz con grasa (Q)

C = Peso de la muestra (g)

B—-A
CANTIDAD DE GRASA (%) = 100 (T)
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FORMULA PARA DETERMINAR PROTEINAS

ooy = TLHCD(V)(0.014)(100)

0 Pm

%N = Porcentaje de Nitrégeno total en la muestra.

ML HCI = Mililitros de HCI gastados en la titulacion.

N = La normalidad del HCI

Pm = Peso de la muestra en gramos.

Para obtener el % de proteina en la muestra, el %N se debe multiplicar por un
factor de conversidon, el cual varia de acuerdo a la muestra que se esté

analizando.
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Descripcion de codigos

Los codigos que se usaron para la identificacion de los tratamientos se pueden

descifrar de la siguiente manera.

01 NE 00 1011

e Los primeros 2 digitos corresponden a el numero de el tratamiento, que va
desde el 01 al 07, esto nos indica cual es la muestra que se sacrificara en cada
toma.

¢ las letras siguientes indican si el tratamiento fue o no fue esterilizado, NE
significa no esterilizado y la letra E significa g fue esterilizado.

e Los siguientes digitos corresponden la cantidad de BPC’s que tiene el
tratamiento, medido en partes por millén, para este caso es de 00, eso significa
que el tratamiento no contiene BPC’S (blanco), aunque estos digitos podrian
variar dependiendo la cantidad de BPC’S que contenga el tratamiento, los
nameros podrian ser 50, 75 0 100 segun sea el caso.

e Los ultimos 4 digitos corresponden a la fecha de salida del tratamiento, para
este caso es de 1011, eso significa que su andlisis corresponde al 10 de
noviembre, estos nimeros varian primero describiendo el dia y luego el mes

correspondiente.
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