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Resumen

Se realiz6 la implementacion de la metodologia para la evaluacion de la toxicidad en
suelo mediante un bioensayo con la lombriz de tierra Eisenia fetida utilizando como
guia el protocolo experimental EPS RM/1/43. Se establecieron las condiciones
necesarias para el mantenimiento del pie de cria de las lombrices y se adapté un
equipo para la ejecucion de las pruebas. Se determiné la sensibilidad de la lombriz de
tierra Eisenia fetida incluyendo la elaboracién de la carta de control ante el cloruro de
potasio como toxico de referencia y se obtuvo una concentracion letal CLsy de 6208
ppm y una desviacion estandar de 365, se verifico la normalidad de los resultados
experimentales con el método Kolmogorov-Smirnoff. Se evalué la toxicidad de suelos
contaminados de una zona agropecuaria y de tres zonas industriales de Colombia
mediante un bioensayo de exposicion aguda de 14 dias con la lombriz de tierra E.
fetida observando la mortalidad como punto final. La variabilidad de los resultados
dependieron de la clase y la concentracion de los contaminantes presentes en las

muestras de suelo.

Palabras clave: Bioensayo, toxicidad, exposicion aguda, Eisenia fetida, suelo
contaminado.



Resumen y Abstract VIII

Abstract

We performed the implementation of the methodology for assessing soil toxicity by
bioassay with the earthworm Eisenia fetida using as a guide the experimental protocol
RM/1/43 EPS. Conditions were established for the maintenance of breeding stock of
earthworms and adapted equipment for test execution. We determined the sensitivity of
the earthworm Eisenia fetida including the development of the control chart to
potassium chloride as reference toxic and obtained a lethal concentration LCso of 6208
ppm and a standard deviation of 365, experimental results was checked for normality
with the Kolmogorov-Smirnoff method. The toxicity of contaminated soils was evaluated
in a farming area and three industrial zones of Colombia by bioassay of acute exposure
of 14 days with the earthworm E. fetida observing mortality as an endpoint. The
variability of the results depended on the kind and concentration of contaminants in the
soil samples.

Keywords: Bioassay, toxicity, acute exposition, Eisenia fetida, contaminated soil.
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GLOSARIO

Aclimatacién es el ajuste fisioldégico de un nivel particular o uno o mas factores ambientales
tales como la temperatura. El termino se refiere usualmente al ajuste a condiciones
controladas de laboratorio

Agua des-ionizada es agua que ha sido purificada por medio del tratamiento con columnas
de resina o con un sistema de osmosis inversa con el propdsito de remover iones tales
como el calcio y el magnesio

Agua destilada el agua que ha sido tratada en un aparato de destilacion de vidrio u otro
material para remover impurezas

Adulto es la lombriz que es sexualmente madura y exhibe un clitelo

Andlisis de riesgo ecologico es el proceso de identificacion y cuantificacion de riesgos para
organismos no humanos y determinar la aceptabilidad de tales riesgos

Anécica se refiere a las especies de lombrices activas en todos los estratos del suelo,
normalmente cavan galerias que conducen a la superficie del suelo, tales especies se
alimentan de los residuos en el suelo

Biomasa es el peso total (masa) de un grupo de animales o plantas y puede expresar en
base seca o humeda.

Capacidad de Retencién de Agua se refiere a la cantidad maxima de agua que un suelo
puede retener, hasta la saturacién completa. Usualmente se determina gravimétricamente
y se expresa generalmente como el porcentaje de agua (en masa) retenido por una
muestra de suelo que ha sido saturada con agua

Clitelo es el anillo carnoso o tejido glandular que se encuentra cerca de la mitad del cuerpo
de las lombrices. Es la caracteristica mas visible de una lombriz adulta y se hace
prominente solamente en individuos sexualmente maduros.

Concentracién puede expresarse como un porcentaje de la sustancia o material de prueba
(por ejemplo suelo real) por peso seco de suelo

Contaminacion es la adicién de una sustancia o material o una forma de energia tal como
calor a algun componente del ambiente, en tal cantidad que pueda causar un cambio
discernible que va en detrimento del uso del ambiente por a algun(os) organismo(s) o ser
humano. Algunas agencias nacionales e internacionales tienen definiciones formales para
contaminacion, la cual debe honrarse en ciertos contextos.

Contaminante es una sustancia 0 material que esta presente en un sistema natural o
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presente a concentraciones crecientes a menudo por la actividad humana directa o
indirectamente. El termino se aplica frecuentemente a sustancias o materiales que estan
presentes a concentraciones que tienen el potencial para causar efectos biolégicos
adversos

Contenido de humedad es el porcentaje de agua en una muestra de suelo de prueba,
basado en masa seca 0 humeda. Se determina midiendo tanto los pesos seco y himedo
de una sub-muestra del suelo. El contenido de la humedad del suelo se calcula y expresa
con base en el peso seco, dividiendo la masa del agua en la sub-muestra (masa seca-
masa humeda) por la masa del suelo seco y entonces multiplicar por 100. Las unidades de
masa (g. 0 mg.) debe ser la misma en cada caso.

Control es un tratamiento en una investigacion o estudio que duplica todas las condiciones
y factores que pueden afectar los resultados, excepto la condicion especifica que esta
siendo estudiada. En pruebas de toxicidad el control debe duplicar todas las condiciones
de los tratamientos de exposicion, pero no debe contener el material de prueba
contaminado. El control se usa como un chequeo para la ausencia de toxicidad debida a
las condiciones basicas de prueba tales como la temperatura, salud de los organismos de
prueba, o los efectos debidos a su manipulacion. El control es sinbnimo de control negativo
a menos que se indique otra cosa.

Control de calidad consiste en las acciones especificas dentro del programa de
aseguramiento de la calidad. Incluye la estandarizacion, calibracién, replicacion, control de
muestras y estimacion estadistica de los limites para los datos.

Control Positivo es el suelo contaminado que contiene concentraciones de uno o0 mas
contaminantes que afectan adversamente la supervivencia, reproduccion, crecimiento o
comportamiento de los organismos de prueba utilizando métodos de prueba bioldgicos. El
control positivo puede ser un toxico de referencia para analizar la sensibilidad de los
organismos de prueba a la vez que el material 0 sustancia es evaluada y determinar la
precision de los resultados obtenidos por el laboratorio para el toxico de referencia

Crecimiento es el aumento en el tamafio o peso como resultado de la proliferacion de
nuevos tejidos. En esta prueba se refiere a un incremento en el peso humedo.

Cultivo en sustantivo, indica significa el inventario de organismos criados bajo ciertas
condiciones en el laboratorio a través de una o0 mas generaciones para producir
organismos de prueba saludables. Si se trata de un verbo significa sostener organismos de
prueba saludables de una o mas generaciones bajo condiciones controladas.

Descendencia significa los juveniles de la descendencia (descendientes inmediatos) de
una lombriz sexualmente madura.

EEC sigla en inglés de Europen Economic Community
EPA sigla en inglés de Environmental Protection Agency

Epigea se refiere a las especies de lombrices que activas basicamente en los residuos y se
alimentan de material organico fresco.

Estimacion del rango significa un prueba de toxicidad preliminar realizada para encontrar
una idea preliminar de la toxicidad del material de prueba bajo condiciones definidas y para
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que sirva en la eleccion del rango de concentraciones que seran usadas en una prueba de
multi-concentracion

Foto-periodo es la duracién de la iluminacion y la oscuridad en un dia de 24 horas.

Huevecillo es la cascara protectora formada en el clitelo de las lombrices de la cual
emergen los neonatos.

Inyeccion se refiere a la adicién de una cantidad conocida de quimico(s), producto(s)
guimico(s) u otras sustancia(s) o material(es) a un suelo artificial (0 muestra de lodo).
Después de la adicion (inyeccion) el suelo se homogeniza vigorosamente. Si el material de
prueba se adiciona a un suelo real, el ministerio canadiense recomiendo no denominar a
esto inyeccidn sino "dilucién" o simplemente "adicién".

ISO siglas en ingles de International Organization for Standarization

Juvenil es una lombriz sexualmente inmadura que carece de clitelo. Esta clasificacion
puede incluir neonatos asi como todos los otros estamento o clases de vida para lombrices
eclosionadas que incluyen sub-adultos.

LOAEL es la concentracion o cantidad mas baja de una sustancia encontrada
experimentalmente a la cual se observan efectos adversos que causa una alteracion de la
morfologia, funcién, capacidad, crecimiento o desarrollo.

LOEC concentracién mas baja de téxico (de las empleadas en un bioensayo) que causa
efecto (mortalidad, alteraciones de la reproduccion, cambios comportamentales, etc.) en la
poblacién estudiada para una exposicion determinada al ser comparado su efecto con el
control.

Lux es la unidad de iluminacién basada en unidades por metro cuadrado. Un luz=0,029
pies-candela y 1 pie -candela=10,76 lux. Para convertir un lux a flux quantal la calidad
espectral de la fuente de luz debe conocerse.

Material es la sustancia o sustancias de la cual se hace algo. Un material debe tener
caracteristicas mas o menos uniformes. El suelo, el sedimento o el agua superficial son
materiales. Usualmente el material contiene varias 0 muchas sustancias.

Material organico en suelo consiste basicamente de residuos de plantas y animales en
diferentes estados de descomposicién incluyendo el humus del suelo. La acumulacién de
la materia organica en el suelo es el balance entre el retorno o adicién de los residuos de
animales y plantas y la subsecuente perdida debido a la descomposicion de estos residuos
por los microorganismos del suelo

Método de Referencia se refiere a un protocolo especifico para ejecutar una prueba de
toxicidad tal como un método biolégico de prueba con un conjunto de procedimientos,
condiciones especificos formalmente acorde por las partes involucradas y descrito en un
documento escrito. A diferencia de otros métodos de prueba bioldgicos publicados por el
ministerio canadiense el uso de un método de referencia se restringe frecuentemente a los
requerimientos de prueba asociados a regulaciones especificas.
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Monitoreo es la rutina de revisién de la calidad o recoleccion y reporte de informacion. En
el contexto de este reporte, significa que o bien la rutina (periddica) de chequeo y medida
de ciertas variables bioldgicas de calidad del suelo o la recoleccién y prueba de toxicidad
de muestras de suelo

NOAEL La maxima concentracion o nivel de una sustancia, hallada experimentalmente o
por observacion, que no causa alteraciones adversas detectables en la morfologia,
capacidad funcional, crecimiento, desarrollo o duracién de la vida de los organismos diana,
distinguibles de los observados en organismos normales (control) de la misma especie y
cepa, bajo condiciones definidas de exposicion. Se expresa en mg/kg/dia.

NOEC La mayor concentracion o cantidad de una sustancia, hallada experimentalmente o
por observacién, que no causa alteraciones en la morfologia, capacidad funcional,
crecimiento, desarrollo o duracion de la vida de los organismos diana, distinguibles de los
observados en organismos normales (control) de la misma especie y cepa, bajo
condiciones idénticas a las de exposicion.

OECD sigla en inglés de Organization for Economic Cooperation and Development
Papula se refiere a las protuberancias dérmicas en el cuerpo externo de una lombriz.

pH es el logaritmo negativo de la actividad de los iones hidrogeno en equivalentes gramo
por litro. El valor del pH expresa el grado de intensidad de las reacciones acidas y alcalinas
en una escala de 0 a 14, siendo la neutralidad representada en el 7, los nUmeros menores
de 7 indican reacciones fuertemente acidas y los numeros mayores que 7 indican
reacciones alcalinas.

Pie de cria significa la recoleccion de organismos de prueba de ambientes naturales a un
proveedor comercial y mantenerlos en el laboratorio hasta que estén aclimatados a las
condiciones de prueba y sean animales saludables con la edad y/o tamafio adecuados
para las pruebas de toxicidad.

Pre-tratamiento significa el tratamiento de una muestra de suelo antes de ser expuesta a
organismos de prueba.

Prostomio se refiere al I6bulo proyectado en el frente del prostomio y encima de la boca.

Protocolo es un conjunto de procedimientos para una prueba, formalmente acorde con las
partes involucradas y descrito en un documento escrito.

Quetas se refiere a una cerda solida secretada por las células de una terminacion interna
de un crecimiento tubular epidérmico referido al foliculo setal. Las quetas o setas pueden
ser de varios tipos (generales, genitales o perianales).

Quimico en este el trabajo de investigacion corresponde a cualquier elemento, compuesto,
formulacion o mezcla de una sustancia que puede mezclarse, depositarse o encontrarse
asociada con el suelo o el agua

Remediacién es el manejo de un sitio contaminado para prevenir, minimizar o mitigar el
dafo a la salud humana o el ambiente. Puede incluir acciones fisicas directas (remocion,
destruccién y contencion de sustancias toxicas) y controles institucionales.
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Riesgo es la probabilidad de que un efecto adverso pueda ocurrir

Sub-adulto es una lombriz adolescente o juvenil que es sexualmente inmadura y carece de
clitelo. Para una prueba de letalidad aguda, puede empezar bien sea con sub-adultos o
adultos, el peso humedo de cualquier sub-adulto usado para la prueba debe estar entre
250-600 mg.

Solucioén stock significa una solucion concentrada de la(s) sustancia(s) a ser probada,
seguida de la adicién de una cantidad medida de esta solucién a una muestra de suelo
natural o artificial y una homogenizacion suficiente para preparar un lote de suelo
inyectado. Para preparar la concentracion requerida de la solucion stock, se miden las
masas o volumenes del quimico de prueba o los productos quimicos que seran
adicionados al agua de prueba (de-ionizada o destilada) con o sin la inclusién de un
solvente orgénico.

Suelo material intacto representativo del ambiente natural que ha tenido una manipulacién
minima seguida de una recoleccion o formulacién. En el ambiente natural esta formado por
la meteorizacion de las rocas y la descomposicion y recirculacion de los nutrientes de la
materia organica originarios de plantas y animales. Sus caracteristicas fisico-quimicas
estan influenciadas por las actividades microbianas, invertebrados (como las lombrices) y
las antropogénicas

Suelo artificial es un suelo formulado en laboratorio, preparado para simular el suelo
natural usando una relacién especifica de constituyentes naturales de arena, arcilla y turba.
El suelo artificial puede usarse como suelo control negativo y como diluyente para preparar
multiple concentraciones de suelo real o de suelo inyectado

Suelo Contaminado significa un suelo que contiene sustancias quimicas o materiales a
concentraciones que representa una amenaza al ambiente o a la salud humana

Suelo de prueba es una muestra de suelo recolectada o un suelo inyectado para ser
evaluado con lombrices. En algunos casos el termino aplica a cualquier muestra en estado
s6lido o mezcla de los mismos (control negativo, control positivo, suelo de referencia, lodo
o sedimentos) utilizados en una prueba de toxicidad

Suelo inyectado es suelo natural o suelo artificial (usualmente suelo control negativo, suelo
de referencia u otro suelo limpio) al que se le han adicionado uno o0 mas productos
guimicos y se ha homogenizado para distribuir las sustancias a través del suelo hasta una
concentracion especifica para usarse en una prueba de toxicidad

Suelo limpio es un suelo que no contiene sustancia alguna o material que pudieran causar
efectos toxicos en los organismos de prueba

Suelo real o suelo ambiental es una muestra de suelo recolectada tomada de un lugar
presumiblemente contaminado con uno 0 mas quimicos y elegido para usarse en una
prueba de toxicidad con lombrices.

Sustancia es un tipo particular del material teniendo mas o menos propiedades uniformes.
La palabra sustancia tiene un alcance reducido que material y puede referirse a un quimico
particular o producto quimico.
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Textura se define basado en la medida del porcentaje en peso de arena, limo y arcillo en la
fraccion mineral de los suelos. La clasificacion de la textura confiere informacion del
caracter general y el comportamiento de las sustancias en los suelos especialmente
cuando se complementa con informacion del estado estructural y el contenido de materia
organica del suelo. La textura del suelo se determina en el laboratorio midiendo el tamafio
y distribucién de particula utilizando un procedimiento de dos pasos donde las particulas de
arena (fraccion gruesa) se separa inicialmente tamizando las particulas del limo y de la
arcilla; seguido por la separacion de las particulas de limo y las de arcilla por medio de la
sedimentacion en agua. Los sistemas de clasificacidn textural tipicamente se refieren a
agrupar los suelos en rangos especificos en cantidades relativas de arena, limo y arcilla.

Toxico de referencia es un quimico estandar usado en la medicion de la sensibilidad de los
organismos de prueba para establecer la confianza en los datos obtenidos para un material
o0 sustancia de prueba. En muchos casos una prueba de toxicidad con un toxico de
referencia se desarrolla para analizar la sensibilidad de organismos a la vez que el material
0 sustancia de prueba es evaluado, y la precisién y repetibilidad de los resultados
obtenidos por el laboratorio para ese quimico.

Tubérculos puberales se refiere a una hinchazén glandular en la lombriz que aparece cerca
al margen ventro-lateral del clitelo. No siempre esta presente y puede ser continua o
discontinua y de distintos tamafios y formas.

Tumescencias genitales se refiere a las areas en donde la epidermis esta alterada en el
cuerpo de una lombriz sin delimitaciones y en donde las cuales los foliculos de los
segmentos genitales se abren.
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Introduccioén

La tradiciéon agricola de nuestro pais ha promovido el estudio y clasificacion de los suelos
en Colombia, dicha informacion ha servido para elaborar la zonificacién de las tierras, para
la construccion de mapas geoldgicos teniendo en cuenta la taxonomia y calidad del
material del suelo y para la identificaciébn del uso potencial y vocacion de las tierras en
Colombia entre otros (Codazzi-IGAC, 2004); a excepcion del inventario' de sitios
contaminados publicado por el Gobierno Nacional no existe informacion detallada
relacionada con los niveles de contaminacion en nuestros suelos ni se han identificado la

sustancias causantes de dicha contaminacion.

Consciente de esto y de los impactos ambientales generados por las actividades
productivas desarrolladas a lo largo y ancho de nuestro pais, el gobierno ha impulsado
desde el 2002 la construccion de normatividad tendiente a regular los sitios contaminados y
evaluar el riesgo asociado a la incompatibilidad entre el uso del suelo y las caracteristicas
de éste. La construccion de dicha norma involucra ciertas etapas entre las cuales se
contempla una metodologia de reconocimiento y evaluacion de sitios contaminados. Paises
como Canada y Estados Unidos se han apoyado en resultados obtenidos a partir de
ensayos bioldgicos de toxicidad los cuales permiten entender el riesgo potencial de suelos
contaminados e integrar los efectos combinados de la mezcla de las sustancias presentes

en un sitio contaminado (Sunahara & Renoux, 2002).

1 El Gobierno Nacional ha publicado una estimacion de los sitios contaminados en Colombia en los que se
incluye la zona industrial de Mamonal en Cartagena (Bolivar) y Codazzi (Cesar) principalmente; se han
identificado algunas sustancias y cantidades como es el caso del plaguicida DDT en 159.812 Kg. Se presume
ademas la contaminacion del suelo en los departamentos de Tolima, El Valle del Cauca Antioquia y Coérdoba.
[MAVDT, 2009].
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Los Bio-ensayos o pruebas que usan organismos de prueba son complementos de los
andlisis fisicogquimicos y son de gran ayuda en el diagnostico de terrenos y elemento
fundamental en el analisis de riesgos (Keddy, Greene, & Bonnell, 1995).

Los ensayos de toxicidad son bioensayos empleados para reconocer y evaluar los efectos
de los contaminantes sobre la biota. En los bioensayos se usa un tejido vivo, organismo, o
grupo de organismos, como reactivo para evaluar los efectos de cualquier sustancia
fisiologicamente activa (Sverdrup, et al., 2002). Los bioensayos consisten en la exposicion
de grupos de organismos, a concentraciones conocidas del téxico por un tiempo
determinado. Los organismos deben estar en buenas condiciones de salud, previamente
aclimatados a las condiciones del ensayo y deben mantenerse en condiciones ambientales
constantes. Ademas de disponerse de grupos de control (que no se exponen al toxico).
Luego se miden y registran los efectos bioldgicos observados en cada uno de los grupos

control y tratados y, posteriormente, se efectla un analisis estadistico de la informacién.

Los efectos toxicos a evaluar pueden ser: mortalidad, inmovilidad, inhibicion del crecimiento
de la poblacién, alteracién del comportamiento y peso, entre otros. Se determinan distintas
variables como, por ejemplo, la concentracion letal 50 (CLso), que es la concentracion letal
para el 50% de los individuos expuestos. Las condiciones de los cultivos y los bioensayos
deben estar altamente estandarizadas para permitir la comparacién de los resultados
(Potter, et al. 1990). Los bioensayos permiten establecer los limites permitidos para los
distintos contaminantes, evaluar el impacto de mezclas sobre las comunidades de los
ambientes que las reciben y comparar la sensibilidad de una o mas especies hacia distintos

toxicos o a diferentes condiciones para el mismo toxico.

Aunque autores como Fernandez y Tarazona? (2008) hacen diferencia entre bioensayos y
ensayos de toxicidad el principio fundamental es el mismo, pues ambos corresponden a
herramientas bioldgicas analiticas que pueden cuantificar la toxicidad de un contaminante o

una muestra ambiental usando organismos especificos (Sunahara & Renoux, 2002).

2 La diferencia se basa en el método experimental. Segun Fernandez y Tarazona un bioensayo evalla la
respuesta de un organismo ante un sustrato artificialmente preparado e inyectado con una o varias sustancias
de referencia y un ensayo de toxicidad directa se recolectas muestras de suelo real que contienen
contaminantes presentes en el area, la muestra puede ser diluida con sustrato artificial y luego analizada para
obtener un perfil de contaminacién (Fernandez & Tarazona, 2008).
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En Colombia no se encuentra una oferta oficial de ensayos de laboratorio de valoraciéon de
toxicidad para suelos en los que la contaminacion por actividades antrdpicas sea
comprobada o al menos probable. Segun la ultima actualizacion del registro de laboratorios
acreditados por el Instituto de Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambientales (IDEAM,
2013), existen cuatro laboratorios que ofrecen servicios de evaluacion de toxicidad de
aguas que usan organismos de prueba entre ellos figura el Laboratorio Ambiental de la
Corporacion Auténoma Regional del Valle del Cauca -CVC-, el Laboratorio de Aguas y
Residuos Ambientales de la Universidad del Valle, el Laboratorio de Aguas y Suelos del
Instituto Colombiano del Petréleo y el laboratorio Asoclinic Inmunologia Ltda. ubicado en el
Valle del Cauca. Estas instituciones realizan el ensayo de toxicidad aguda para Daphnia

magna o Daphnia pulex y el de Inhibicién de algas (Selenastrum Capricornutum).

El laboratorio de Ingenieria Ambiental de la Universidad Nacional de Colombia cuenta con
una experiencia que se remonta a mas de 15 afos atras y su principal lider es la profesora
Maria Consuelo Diaz-Baez, quien se ha dedicado a la investigacion con organismos de
prueba, su implementacion en bioensayos en matriz acuosa (Espinosa, Bustos, & Diaz,
2004) y la aplicabilidad de éstos en la evaluaciéon de toxicidad de aguas contaminadas y
vertimientos liquidos industriales (Diaz & Garcia, 2003). Uno de los principales logros del
trabajo de la Dra. Diaz-Baez es la implementacion de una bateria de bio-ensayos para

evaluar la toxicidad del agua.

En esta tesis se implementé una herramienta que servira en la ejecucion de diagndsticos
para evaluar la toxicidad en suelos, mediante la implementacion de una metodologia
experimental estandarizada a las condiciones del Laboratorio de Ingenieria Ambiental de la

Universidad Nacional y aplicable al contexto ambiental colombiano.

Se busca evaluar la toxicidad de suelos mediante un bioensayo con la lombriz de tierra
Eisenia fetida previa implementacién de la técnica experimental estandarizada en la guia
EPS 1/RM/43 (Scroggings, 2007). Para lograr dicha implementacion se exploraron los
procedimientos experimentales previos necesarios al ensayo tales como la manutencion del
cultivo de los individuos, la obtencion de la curva de dosis-respuesta del organismo ante

una sustancia de referencia y la posterior aplicacion para una muestra de suelo real.
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El principal objetivo de esta tesis fue implementar la metodologia de evaluacion de la

toxicidad de suelos mediante un bioensayo con la lombriz de tierra Eisenia fetida.

Para lograrlo se establecio Implementar la guia canadiense EPS 1/RM/43 de 2007 y con los
recursos fisicos y de las condiciones ambientales necesarias para el mantenimiento de
lombrices Eisenia fétida en el Laboratorio de Ingenieria Ambiental de la Facultad de
Ingenieria de la Universidad Nacional de Colombia, evaluar la Toxicidad de una Sustancia
Referencia y obtener la Carta de Control Experimental para Eisenia fetida con dicha
sustancia y evaluar la toxicidad de al menos dos suelos recolectados en campo y analizar

los resultados experimentales.
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1. Marco Teodrico

1.1. Los Suelos en Colombia

La mayor parte del territorio colombiano se encuentra por debajo de los 1000 msnm con
una temperatura media mayor de 27°C, el IGAC ha estimado que aproximadamente el 80%
del territorio presenta una condicion climatica hUmeda, muy himeda o pluvial. Los procesos
intensos de mineralizacién desencadenan el empobrecimiento del suelo en compuestos
alcalinos lo que implica una acidificacién intensa o disminucién del pH produciendo suelos
de baja fertilidad.

El pH condiciona la disponibilidad de nutrientes para las plantas tales como el nitrégeno,
fosforo, potasio, calcio, magnesio y azufre, mientras que en suelos fuertemente acidos los
elementos menores pueden llegar a estar presentes en cantidades toxicas tales como el
hierro, el manganeso el cobre el zinc y el boro.

La baja fertilidad y la acidez de los suelos en Colombia limitan su uso ademas presentan
altos contenidos de aluminio intercambiable y bajo contenido de elementos nutricionales y
materia organica acumulada para las plantas. Segun el IGAC aproximadamente el 85% de
los suelos del territorio nacional tienen pH menores a 5.5 y en regiones como la Amazonia,
la Orinoquia, el andén pacifico, el Valle del Magdalena y las islas del Caribe predominan los

contenidos bajos de materia organica (1-1.5% de carbono organico).

Estudios en el uso del suelo realizados por el IGAC y CorpolCA en 2001 se encontré que
solo el 37.7% del territorio se esta utilizando en actividades para las que tiene vocacion
natural, en el resto hay una explotacion inadecuada del recurso con respecto a sus
potencialidades. El uso intensivo del suelo es una practica insostenible puesto que acarrea

la degradacién del suelo (Jaramillo J., 2013).
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1.1.1. Calidad ambiental de suelos en Colombia

Antes de hablar de la contaminacion del suelo es fundamental tener en cuenta que ciertas
modificaciones como el estado de saturacion del suelo tiene repercusiones en las
reacciones de degradacion de la materia organica, en la nitrificacién, en la des-nitrificacion,
en las reacciones de oxido-reduccion en el pH y en la toxicidad del suelo. Dichos cambios
pueden darse de forma natural o de forma inducida por actividades antropogénicas
(Sanchez et al., 1999).

Otra alteracién en la calidad del suelo corresponde a la acidificacién consecuencia de la
deposicion de contaminantes atmosféricos los cuales pueden constituir elementos o
compuestos de toxicidad variable para los organismos vivos, perturbar a la vegetacion de
manera mas 0 menos intensa y pueden aparecer en el suelo de forma directa o de forma
indirecta como ocurre por ejemplo con los depdsitos acidos o con la presencia de metales

pesados.

La contaminacion por productos téxicos por via atmosférica tiene origen en una serie de
elementos y compuestos minerales, metalicos, no metéalicos, compuestos organicos y

productos radiactivos.

En relacidon con los bioensayos desde la década de los 40’s se han estudiado bastante bien
los efectos de los metales pesados y se empiezan a conocer datos parciales de las
relaciones entre la concentraciéon y la toxicidad en el suelo y de las reacciones quimicas y

bioguimicas en lo que se refiere a los compuestos organicos.

En referencia con los metales pesados se ha comprobado que los suelos forestales sufren
mucho mas que los cultivados posiblemente a causa de que el laboreo del suelo

homogeniza estos elementos en los horizontes superiores y facilita su incorporacion.

Los vertidos industriales y urbanos, los lodos procedentes de estaciones depuradores y los
depositos de residuos industriales aumentan al ser vertidos sobre suelos, el contenido de
estos en metales pesados (Zn, Pb, Cu y Cd especialmente) hasta una profundidad de 35 a

40 cm (Curso Internacional de Manejo y Proteccion de Acuiferos, 2000).
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En el caso colombiano y de acuerdo con el inventario preliminar de sitios contaminados
publicado en el afio 2001 por la Direccién de Desarrollo Sectorial Sostenible del Ministerio
del Medio Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial se identificaron en los municipios de
Codazzi, Copey (Cesar), los Departamentos de Cordoba y Bolivar, el Municipio de Flandes
(Tolima) y en la ciudad de Barranquilla (Atlantico) sitios en estado de riesgo por la
presencia de plaguicidas (COP Compuestos Orgénicos Persistentes); sumado a esto, el
oleoducto Cafio Limén-Covefias ha sufrido entre las décadas de los 80’s y los 90’s casi 300
atentados violentos, 23 voladuras en 1986, 60 en 1991, 50 en el afio 1997, 77 en 1998y 79
en 1999, se calcula un total de 200 mil barriles vertidos al ambiente lo que asciende a una
pérdida aproximada de 149 millones de dolares (MAVDT, 2013).

Si bien el Instituto Geografico Agustin Codazzi (IGAC) ha publicado resultados de la
caracterizacioén fisica, quimica y agrolégica de los suelos, el objetivo de estos estudios no
ha sido la identificacion de la contaminacién en los suelos en los que por su tradicion de
uso hayan sido expuestos o hayan estado en contacto con sustancias tales como
plaguicidas, metales pesados 0 que por su ubicacion estratégica hayan sido receptores de

derrames incontrolados de crudo, por ejemplo (IGAC, 2009).

Estudios desarrollados por la Universidad Nacional y por la Universidad de los Andes
alertan sobre la imperiosa necesidad de la consolidacion de un marco legislativo para la

regulacion de la contaminacion en suelos (MAVDT, 2013).

En respuesta, el Ministerio del Medio Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial ha
presentado el avance en la construccién de una norma nacional de Sitios Contaminados en
Colombia. Dicha norma fundamentara sus bases técnicas en la caracterizacion de los sitios
contaminados (modelo conceptual), en el andlisis del riesgo (Evaluacion de las Vias de
Exposicion: Fuente, medio, receptor; Caracterizacion del riesgo, Acciones Correctivas) y
en la evaluacién de metodologias de remediacion (Bio-remediacion, Oxidacion Quimica,
Fito-remediacion) y (MAVDT, 2013).

Segun la estructura planteada por el ente gubernamental, la primera etapa de la
construccion de las bases técnicas o lo que podria expresarse como la definicion de una
linea base ambiental del suelo en Colombia requerird de la valoracion eco-toxicolégica de

los mismos. Este proyecto propone desarrollar una herramienta que servira en la ejecucion
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de diagndsticos para evaluar la toxicidad en suelos, mediante la implementacion de una

metodologia experimental estandarizada y aplicable al contexto ambiental colombiano.

1.1.2. Definicion de Bioensayo y pruebas de toxicidad con

organismos Vivos

Los bioensayos pueden utilizarse como ensayos de toxicidad para reconocer y evaluar los
efectos de los contaminantes sobre la biota permitiendo comparar la toxicidad de diferentes
compuestos y conocer la sensibilidad de las diversas especies (Reish & Oshida, 1987).

El tiempo de exposicion varia dependiendo de que los individuos sean expuestos a
concentraciones crecientes del téxico para determinar cambios en el organismo. En general

la muerte es el criterio mas utilizado en dichas pruebas (Reish & Oshida, 1987).

Los bioensayos toxicolégicos tienen por finalidad determinar las concentraciones que para
un toxico dado ocasionan efectos dafiinos o nocivos en un organismo modelo (Reish &
Oshida, 1987). Estos efectos pueden incluirse en las siguientes categorias:

e Cambio en el término de vida

e Alteracion de la tasa de crecimiento

e Cambios de los parametros reproductivos.

En funcion de la informacion toxicolégica que van a proporcionar, los bioensayos de
toxicidad se clasifican en ensayos de toxicidad aguda y en ensayos de toxicidad crénica.
Los primeros se llevan a cabo mediante la exposicion de un grupo de individuos de una
especie a una serie de concentraciones crecientes de un xenobidtico en el laboratorio
durante un breve periodo de tiempo (en relaciébn con la duracidon del ciclo vital del
organismo considerado); el efecto buscado es la mortalidad y el pardmetro eco-toxicolégico
es la concentracién letal 50 (CLso) 0 la dosis letal 50 (DLsg). En cambio, los ensayos de
toxicidad cronica evallan los efectos que se producen en los organismos como resultado
de una exposicion prolongada. Los efectos mas importantes son aquellos relacionados con
la reproduccioén y el desarrollo de los individuos expuestos y los pardmetros mas relevantes
son NOEC/NOAEL o la LOEC/LOAEL. La mortalidad es el efecto o punto final més
utilizado en los estudios de toxicidad aguda porque ha demostrado ser un parametro de

sencilla observacion y facil interpretacion (Giesy & Graney, 1989).
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1.2. Bioensayos en suelos

Las lombrices se emplean con frecuencia como organismos de prueba para evaluar la
toxicidad de los suelos (Cuevas, et al., 2008) de ellas la especie Eisenia fetida (Savigny,
1826) es la més utilizada.

El procedimiento experimental de la prueba de toxicidad con lombrices de tierra puede
aplicarse con un enfoque predictivo al anticipar impactos ambientales u orientado hacia el
analisis y monitoreo de impactos existentes (Maltby & Calow, 1989). Desde el punto de
vista de la toxicologia el bioensayo puede aplicarse para el analisis de un lugar
contaminado o el diagnostico de un suelo contaminado o el andlisis de lodos o sedimentos
0 para evaluar la toxicidad aguda de sustancias quimicas o productos quimicos especificos.
Los analisis quimicos utilizados para evaluar el riesgo ambiental de sustancias por si
mismos son insuficientes, los bioensayos pueden ayudar a definir los efectos eco-
toxicologicos de los contaminantes ambientales. La aproximacion de una prueba de
toxicidad con un organismo vivo integra los efectos bioldgicos y los factores tales como el
pH y las interacciones entre los compuestos presentes en una muestra de suelo,
adicionalmente pueden representar varios niveles tréficos como por ejemplo las pruebas

enzimaticas, las pruebas con microorganismos y con plantas.

Dependiendo del objetivo que se establezca en la ejecucion del bioensayo la exposicion de
las lombrices a la sustancia que se desea probar varia, en la Tabla 1-1 se explican
brevemente diez formas de contacto, sin embargo el método estandarizado mas utilizado
es el publicado por la OECD en 1984 posteriormente actualizado y complementado por

organizaciones internacionales tales como la EPA y la 1SO.

Tabla 1-1. Métodos Experimentales para la medicion de la toxicidad de quimicos utilizando lombrices
de tierra.

NOMBRE DESCRIPCION
PRUEBAS DE Las lombrices se sumergen durante un tiempo establecido en soluciones
INMERSION gue contienen ciertas concentraciones de quimicos
PRUEBAS DE Los quimicos se aplican a la superficie de la lombriz usando un pincel o
APLICACION TOPICA micro-aplicadores y se observan las tasas de mortalidad post-tratamiento
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NOMBRE DESCRIPCION

] Soluciones de quimicos son inyectadas en la cavidad celomica de las
PRUEBAS DE INYECCION | lombrices que luego se ponen en suelo, se evalGan tasas de mortalidad
post-tratamiento

Los quimicos de prueba se suspenden en agar el que es inyectado en
esofago de la lombriz después son puestas en papel himedo, se evalian
tasas de mortalidad post-tratamiento

PRUEBAS DE ALIMENTO
FORZADO

PRUEBAS DE ALIMENTO Se pone alimento contaminado a las lombrices, se evalGan tasas de
VOLUNTARIO mortalidad post-tratamiento

Se humedecen papeles filtro estandar con diferentes concentraciones del
quimico de prueba después las lombrices se exponen al papel en viales
(entre 48 y 72 horas, OECD 1984)

PRUEBAS DE CONTACTO
CON PAPEL FILTRO

Se aplican los quimicos a una matriz de silice que es humedecida y
PRUEBAS ARTISOL suspendida en esferas de vidrio, seguida por la exposicién de grupos de
lombrices durante 14 dias para la determinacioén de tasas de mortalidad

Las lombrices se ponen en embudos rellenado con suelo, luego de que
PRUEBAS DE EMBUDO hayan hecho sus galerias se adicionan los quimicos a la superficie del
suelo, se evallan tasas de mortalidad post-tratamiento

Se prepara una formulacion estandar de suelo artificial y se mezcla con
PRUEBAS CON SUELO cierto rango de concentraciones del quimico de prueba seguido por la
ARTIFICIAL adicion de las lombrices a cada mezcla en una cAmara, se evallian tasas
de mortalidad post-tratamiento el dia 7 y el dia 14

Se inyectan distintas concentraciones del quimico de prueba en suelo
limpio natural, se ponen las lombrices en cada muestra en una cadmara ,
se evallan tasas de mortalidad post-tratamiento el dia 7 y el dia 14

Fuente: Adaptado de (Scroggings, 2007).

PRUEBAS CON SUELO
NATURAL

En los ensayos de toxicidad las lombrices deben estar en una etapa de desarrollo
adecuada y claramente establecida, deben haber sido aclimatadas al ambiente en el que se
va a desarrollar el ensayo y deben mantenerse en condiciones ambientales constantes,
normalmente se incluyen grupos de organismos de control que no se exponen al toxico. Al
finalizar el ensayo se miden y registran los efectos biolégicos observados en cada uno de
los grupos tanto los de control como los tratados con el toxico, posteriormente se efectia

un analisis estadistico de los datos obtenidos.

Los puntos finales o efectos evaluados en las pruebas de toxicidad con lombrices pueden
ser la mortalidad, alteraciones en el comportamiento, el crecimiento de los organismos,

ganancia o pérdida en la biomasa durante el tiempo de exposicion (Velasco Alvarez, 2004).
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1.2.1. Componentes del Bioensayo

La influencia de las lombrices en los suelos agricolas fue reconocida desde el Antiguo
Egipto. Los faraones la consideraban “animal sagrado” y preveian castigos muy severos
para quienes las dafaran. El filosofo griego Aristoteles las definio como los “intestinos de la
tierra”. Los romanos también apreciaron a las lombrices aunque no es hasta el siglo XIX
cuando Darwin en su libro “La formacion de la tierra vegetal por la accion de las lombrices”
publicado en 1881 explica la verdadera funcion de estos invertebrados en el suelo
(Martinez, et al., 2003).

La lombriz de tierra se ha considerado desde tiempo atras un elemento clave en el sistema
biético del suelo y por ende un organismo representativo o indicador de la calidad de éste.
Las lombrices han sido clasificadas entre otras teniendo en cuenta ciertas caracteristicas
tales como la habilidad para cavar galerias, las preferencias que tienen en la alimentacion,
el tamafo, forma y color del cuerpo. Bouché (1977), citado en Dominguez y Gomez-
Brandon (2010) establecié tres categorias ecologicas: las lombrices anécicas, epigeas y
enddgenas, sin embargo Paoletti (1999) presenta cinco categorias que se consideran mas
completas:

e Lombrices Epigeas: esta clase de lombrices son activas en la superficie,
pigmentadas y en general no cavan galerias y moran en los residuos.

e Lombrices Anécicas son de tamafio prominente, cavan a profundidad tuneles que
les sirven para emerger hasta la superficie del suelo cuando éste se hace mas
hamedo, usualmente durante la noche, y arrastran los residuos a estratos mas
bajos. Algunas veces viven en gallerias semi-permanentes.

e Las Lombrices Enddgenas viven cerca de la superficie del suelo en el horizonte
organico y producen mayormente galerias horizontales.

e Las especies coprofagicas viven en el estiércol como el caso de Eisenia fetida (en el
Holarctico) y Dendrobaena veneta (originalmente descrita en el norte de Italia), y
Metaphire schmardae (en China).

e Las especies arboricolas viven en los suelos suspendidos en los bosques humedos

tropicales.
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Es de notar que Paoletti ubica a E. fetida en la categoria de especie coprofagica mientras

gue Dominguez y Gomez-Branddn lo hacen en la clase epigea.

1.2.2. Caracteristicas de los oligoquetos utilizados en el bioensayo

En la década de los 40’s en respuesta a los requerimientos de la Comunidad Econémica
Europea (EEC) y a la Organizacion para la Cooperacién y el Desarrollo Econémico (OECD)
se contratd al profesor Edwards para desarrollar una prueba estandarizada de laboratorio
de toxicidad con lombrices. Para que las pruebas experimentales fuesen reproducibles y
sus resultados se pudieran aplicar a campo se considerd importante que las lombrices se
expusieran a una sustancia quimica de prueba en un medio que simulara las condiciones
del suelo real. Los investigadores desarrollaron un suelo artificial estandarizado con una
capacidad de adsorbancia similar al de un suelo franco (Edwards, 1996) y asi minimizar la
variabilidad de los suelos naturales.

De esta manera surgen los primeros procedimientos de evaluacion de suelos con Eisenia
fetida. Tradicionalmente las lombrices pertenecientes a la clase epigea han sido las mas
utilizadas en vermi-cultura y vermi-compostaje debido a su capacidad de colonizar residuos
organicos de forma natural y la rapidez en el consumo del sustrato, digestion y asimilacion
de la materia organica; su capacidad para tolerar un rango amplio de condiciones

ambientales y su potencial reproductor (Dominguez & Gémez-Brandén, 2010).

Mientras que especies como Dendrobaena rubidus tiene un ciclo de vida de 75 dias,
Dendrobaena veneta entre 100 y 150 dias, Lumbricus rubellus entre 120 y 170 dias,
Eisenia fetida es una de las especies de lombriz compostera que presenta las mayores
tasas de reproduccion en cautiverio; Dominguez y Gémez-Brandén (2010) reportan un ciclo
de vida entre la puesta del huevecillo y la madurez sexual promedio de entre 45 y 51 dias,
a su vez Kumar et al. (2011) reportan un periodo ligeramente superior cercano a 72 dias.
Es de vital importancia el tiempo en el que las lombrices alcanzan su madurez sexual,
puesto que los organismos que se utilizan en la prueba deben estar clitelados, asi que se
debe estimar el periodo de desarrollo del pie de cria el cual estara supeditado a las
condiciones de mantenimiento. En cuanto al medio de cultivo, Eisenia fetida tolera

condiciones de temperatura y humedad relativamente adversas lo cual facilita el inicio y
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sostenimiento de un pie de cria. En la llustracién 1-1 se muestra el ciclo de vida de Eisenia
fetida.

llustracién 1-1. Ciclo de vida de Eisenia fetida.

t 23 days

/ Incubation period
Cocoon

formation
+ 4 days C
/ Eisenia fetida C—QT;:;._D

Temperature 26 °C Hatchlings
(2 3 hatchlings per

cocoon)

Moisture £ 76 %

Mating (Venter a Reinecke 1988]

Clitellum development

Fuente: (SLEJSKA, 1996).

En pruebas de toxicidad aguda de suelos con Eisenia fétida se utiliza el organismo de
prueba en la etapa adulta evaluando la mortalidad, si se utilizaran organismos juveniles, la
manipulacién podria influir en la respuesta final puesto que son mucho mas delicados y
dificiles de seleccionar. Las lombrices juveniles usualmente se prefieren en pruebas de

exposicion cronica en donde se evalla el desarrollo del individuo.

Durante una prueba de toxicidad aguda se evallan cambios en las caracteristicas
biol6gicas de los organismos, usualmente se puede observar el cambio en el tamafio de los
organismos, el cambio en el peso de los mismos o la reproduccion expresada en nimero
de huevecillos por dia, por citar algunos. En la Tabla 1-2 se incluyen la mayoria de los

aspectos biolégicos de Eisenia fetida que pueden evaluarse en una prueba de toxicidad:

Tabla 1-2. Aspectos de la biologia de la especie compostera Eisenia fetida.

Aspecto Unds. Eisenia fetida
Color Roja con bandas pardas
Tamafio de las lombrices adultas mm. 4-8 mm x 50-100 mm
Peso promedio de las lombrices adultas g. 0.55
Tiempo de madurez Dias 28-30
Numero de huevecillos por dia 0.35-0.5
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Aspecto Unds. Eisenia fetida
Tamafio promedio de los huevecillos mm 4.85 mm x 2.82 mm
Tiempo de incubacion Dias 18-26
Viabilidad de las eclosiones % 73-80
Numero de neonatos por huevecillos 2.5-3.8
Ciclo de vida Dias 45-51
Temperatura optima °C 25°C (0°C-35°C)
Humedad optima % 80%-85% (70%-90%)

Fuente: Adaptado de: (Romero Pinto & Chamorro, 1986).

1.2.3. Fuente de suministro y condiciones de los organismos de

prueba

En Colombia el cultivo de lombrices de tierra esta destinado principalmente para el
compostaje de residuos organicos y la obtenciéon de humus. Existe una amplia variedad de
literatura asociada al entrenamiento para el pequefio campesino en el cultivo de lombrices,
en el tratamiento de residuos organicos y en la obtencién de humus de lombriz (Duran
Ramirez, 2009), (Leal Quiroz, 2000) y (Varela, 2000).

El cultivo de las lombrices naci6é y se desarrollé6 en Norteamérica a finales de los afios 40,
luego se difundi6 como una actividad de suministro para la pesca hasta extenderse por
Europa, Asia y el resto del continente Americano. Entre 1984 y 1989 en Colombia ya se
mencionaba el uso de las lombrices de tierra y en 1991 se introdujo la especie Eisenia

fetida (Savigny, 1826), conocida como lombriz roja californiana (Varela, 2000).

El ICA® reporta 56 registros entre personas y compafiias dedicadas a la comercializacién
de productos provenientes de la lombricultura, tales como abonos organicos, fertilizantes
liquidos y solidos para el suelo, catalogados como productores nacionales o importadores y
distribuidores (Instituto Colombiano Agropecuario, 2013). En general los lombricultores en
Colombia sostienen el pie de cria de lombrices con residuos domésticos y comercializan
tanto la semilla de la lombriz como el humus; sin embargo en muchos casos ésta actividad
se caracteriza por ser una alternativa relativamente empirica para el manejo de los residuos
generados en la preparacion de alimentos, agricultura y labores de jardineria y se cree que
en la realidad el numero de lombricultores puede superar por un amplio margen a aquellos

gue estan registrados ante el ICA. A pesar de la oferta de proveedores y criadores de

3 http://www.ica.gov.co/getdoc/90935c¢f8-c4c1-4093-85ad-5ad06fbfdasd/Base_de_datos_empresas.aspx
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lombriz roja californiana a la fecha no se ha encontrado persona natural o juridica o
empresa que cuente con una certificacion de la autenticidad de la especie Eisenia fetida

emitida por una entidad o especialista en taxonomia de la clase oligoqueto.

Esto supone una oportunidad en la revision de informacién y un aporte en la construccion
de informacion técnica relacionada con la identificacion de esta popular especie de lombriz.
El Centro de Tecnologia Ambiental Canadiense sugiere la verificacion taxonémica y la
estimacion de la sensibilidad de la progenie de la cepa mediante una prueba con un toxico
de referencia antes de realizar las pruebas de toxicidad en muestras ambientales

(Environmental Technology Centre, 2007).

1.2.4. Taxonomiay verificaciéon taxonomica de Eisenia fetida

Existe cierta controversia en la diferenciacion entre las especies Eisenia fetida y Eisenia
andrei, Reinecke & Viljoen (1991) estudiaron la biologia de ambas especies basandose en
estudios previos de investigadores tales como Avel (1937), André (1963), Bouché (1972),
Jaenike (1982), Sims y Gerard (1985) y concluyeron que a excepcion de las rayas
presentes en la especie fetida y la ausencia de éstas en la especie andrei, la longitud, el
diametro, el numero de segmentos o metameros y la posicion de los nédulos puberales se

replicaron en los especimenes estudiados.

Reinecke y Viljoen (1991) hicieron seguimiento al crecimiento y maduracion de ambas
especies, la produccion de huevecillos y la proporcion exitosa de eclosiones por huevecillo
puesto; dicha comparacion arrojé que E. fetida resultd crecer mas rapido pero E. andrei
resulté tener una mayor puesta de huevos y también mostr6 mayor resistencia en la

supervivencia de los neonatos.

Sin embargo, estudios realizados recientemente afirman que efectivamente se trata de dos
especies distintas, pues segun Dominguez et al. al poner en contacto individuos de la
especie Eisenia fetida y Eisenia andrei no se evidencio reproduccion cruzada (Dominguez,
Velando, & Ferreiro, 2005).
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Para corroborar la especie es necesario hacer una comparacion entre una muestra
poblacional extraida del pie de cria y la clave taxondmica de Eisenia fetida (Sims & Gerard,
1985), el procedimiento experimental consiste en la preparacioén del material instrumental,
la preparacion del individuo y la revisién de los érganos y caracteristicas fisiol6gicas propias
de la especie (Moreno A. G., 2004).

1.2.5. Condiciones de cria de las lombrices y del ensayo

Eisenia fetida se reproduce entre 20 y 25°C alcanzando la madurez sexual en 52 dias
(Environmental Technology Centre, 2007); tal recomendacion indica que dentro de este
rango de temperaturas las lombrices se encuentran en condiciones de confort. A
temperaturas menores de 18°C el desarrollo del ciclo de vida de Eisenia fetida se hace mas
lento y algunos autores arguyen que la puesta de huevecillos cesa (Munroe, 2006).
Fundamentalmente en las pruebas de toxicidad se busca que la respuesta del organismo
sea potenciada por el estimulo inducido en el contacto con la sustancia en particular a
evaluar mas no por la influencia de otros factores que podrian interferir y propiciar una
disminuciéon en el bienestar o causar estrés o incluso enfermar a los individuos. La
temperatura establecida para la prueba de toxicidad con Eisenia fetida segun el método de

referencia es de 20+2°C.

Aunque Eisenia fetida es resistente a un rango de temperatura intermedio, expertos en
vermicultura recomiendan mantener la temperatura en 20°C (Munroe, 2006). Autores como
Presley, McElroy, & Diehl (1996) diferenciaron que a 20°C se beneficiaba la supervivencia
de E. fetida mientras que en el rango de 20-25°C se estimulaba el crecimiento de los

individuos.

La iluminacién se maneja por foto-periodos de luz-oscuridad bien sea 12-12 horas o 16-8
horas (Environmental Technology Centre, 2007), esto se explica en el hecho de que
durante el ensayo se busca replicar lo mas cercanas las condiciones naturales en las que
una lombriz vive, es decir los ciclos de dia-noche deben mantenerse puesto que el ciclo
vital de los seres vivos depende de dichas alternancias, por otro lado, Eisenia fetida tiende
a emerger en las noches o en ausencia de luz para alimentarse del material organico
acumulado en la superficie del suelo, si se mantuviera la oscuridad durante 24 horas, la

lombriz podria permanecer en la superficie sin entrar en contacto con el sustrato
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“contaminado” que es algo que se busca inducir pero si se tiene el escenario opuesto y se
mantuviera iluminacion durante el dia completo las lombrices “evitarian” emerger y por
tanto durante el ensayo se estarian sobre-exponiendo a las condiciones del sustrato, lo cual

tampoco corresponde con las condiciones en un medio natural.

1.2.6. Toxico de Referencia empleado en el bioensayo

El primer paso en la seleccion de un toxico de referencia consiste en la identificacion de las
caracteristicas mas importantes para lograr los objetivos fijados al realizar la prueba. La
segunda fase involucra examinar la idoneidad de los téxicos seleccionados en la primera

fase como toxicos de referencia en pruebas especificas (Sergy & Scroggins, 1990).

La informacién necesaria para evaluar la idoneidad de las sustancias quimicas como
téxicos de referencia no siempre estd disponible en la literatura. Los criterios mas
importantes en su identificacion varian entre los investigadores dependiendo de la
percepcion de cada uno y del propédsito de las pruebas efectuadas. A pesar de ello, el
Centro de Tecnologia Ambiental Canadiense establecié ocho caracteristicas fundamentales
aplicables a la seleccién del toxico de referencia con miras a garantizar la reproducibilidad
de la prueba en un laboratorio (Sergy & Scroggins, 1990). Un poco después Yeardley,
Lazorchak y Pence (1995) evaluaron la reproducibilidad de los resultados, el riesgo que
implicaba el manejo de las sustancias para la salud del encargado de la prueba, la
viabilidad de las mediciones y la estabilidad en solucidon en tres quimicos diferentes: 2-
cloroacetamida, cloruro de amonio y cloruro de potasio tradicionalmente utilizados en

pruebas de toxicidad con lombriz de tierra.

En sintesis la sustancia debe generar efectos letales cuantificables en los individuos
expuestos y a través de ensayos repetidos en el tiempo deberia permitir saber si hay
cambios en la susceptibilidad de la poblacién en estudio para de esta manera caracterizar
la poblacién de un lumbricultivo. Los criterios para la evaluacion y seleccion del toxico de

referencia son:

v La sustancia debe haber sido previamente utilizada para detectar organismos anormales
v Debe existir una base de datos de toxicidad para confirmar los resultados observados

v Estar disponible en estado puro
v Ser soluble en agua
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Ser estable en solucion

Tener un tiempo de vida media estable

Ser facilmente analizable

Reproducibilidad de los resultados

El riesgo para la salud del encargado de la prueba
La viabilidad de las mediciones

ANENENENENEN

Las dosis administradas en un ensayo de toxicidad con un quimico de referencia
dependeran del pardmetro a evaluar (bien pueden ser la CLso 0 la DLsg) y la concentracién
de la sustancia se deberéa ajustar de tal manera que los valores permanezcan alrededor del
valor establecido en dicho pardmetro. La concentracion se expresa en mg de sustancia/kg
0 en mg de sustancia/g de suelo en base seca cuando se trata de suelo artificial y muestras
de suelo contaminado.

1.2.7. Material Sustrato o Suelo Artificial OECD

Durante el bioensayo es importante asegurar tanto como sea posible que la respuesta de
las lombrices se deba a la bio-disponibilidad del contaminante y no debido a las variables
involucradas tales como problemas con la calidad del suelo, condiciones de pH extremos,
salinidad, disponibilidad de agua, la variacion en el alimento de las lombrices; de otra
manera serd imposible analizar la contribuciéon del contaminante en el punto final de la

lombriz.

Por tal razon la OECD desarroll6 un material denominado Suelo Artificial preparado en
laboratorio para realizar la prueba de toxicidad de una sustancia o toxico de referencia el

cual provee un medio comparable e inocuo.
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2. Metodologia

En el desarrollo de esta Tesis de Maestria se siguié la Guia de Referencia 1/RM/43
“Biological Test Method: Test for Toxicity of Contaminated Soil to Earthworms” del

Ministerio de Gobierno de Canada* del 2004 y actualizado el 2007.

Inicialmente se adecu6 el espacio y las condiciones ambientales de cria, luego se
selecciond y establecié el pie de cria, se determinaron las condiciones para las pruebas y
se estimo la sensibilidad de las lombrices ante estimulos controlados mediante pruebas de
exposicion aguda (14 dias) con un toxico de referencia. A partir de la informacién obtenida
se construyd la carta control para E. fetida. Posteriormente se evalu6 la toxicidad de suelos
reales realizando el mismo procedimiento experimental utilizado en pruebas de
determinacion de la sensibilidad de el pie de cria. En la llustracion 2-1 se resume el

proceso seguido.

llustracion 2-1. Prueba de toxicidad: Elementos requeridos y actividades realizadas previamente.

Adecuacion de la Camara parala Prueba —
Organismo de Prueba: Eisenia fetida —

Mantenimiento del pie de cria de Eisenia fetida

Suelo Artificial: Preparacion y | PRUEBA DE
medicion de propiedades béasicas TOXICIDAD

Toxico de referencia: Seleccién,
Preparacién y estandarizacion

Organismo de Prueba: Preparacion de
Eisenia fetida para la Prueba de Toxicidad

4 Sitio oficial www.ec.gc.ca
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Durante el desarrollo de esta Tesis se realiz6 una pasantia en el Instituto Mexicano de
Tecnologia del Agua (IMTA) en la ciudad de Cuernavaca (Morelos, México), alli se entreno
en el muestreo de suelos en zona de cultivo de cafia, lodos y sedimentos residuales en una
granja porcicola. Los muestreos se realizaron siguiendo la cadena de custodia estipulada
en el sistema de Gestidn del Instituto y el procedimiento experimental se basé en una guia
estandar (ASTM, 2007). Las muestras se conservaron refrigeradas hasta el momento de
su utilizacién. De igual manera se procedié con las muestras evaluadas en esta tesis, con
el fin de que las concentraciones de las sustancias contenidas en el suelo y sus

propiedades toxicas se mantuvieran sin alteracion.

2.1. Adecuacion de la Camara para las pruebas

La prueba de toxicidad se realiz6 en un ambiente con condiciones homogéneas y se contd
con un espacio cerrado con temperatura ambiente de 20+2°C y una iluminancia entre 400-
800 lux /12 horas-dia en el cual se ubicaron las muestras de sustrato a ser evaluado con el
organismo de prueba. Para lograr dichas condiciones se adecud una nevera tipo hogar con
un control de temperatura on/off de 20 minutos en ciclos cada tres horas/12 horas al dia
con un sistema integrado por una termo-cupla (Tipo J) y un programador de encendido y
apagado y el sistema de iluminacién se adecué mediante una red de LED’s instalados en
paralelo conectados a una fuente reguladora y un programador, la iluminancia emitida por
el sistema de diodos en el interior de la cAmara se midié utilizando un Luxémetro Extech
Modelo 407026.

2.2. Organismo de Prueba: Eisenia fetida

Se adquirié un inoculo de Eisenia fetida conocida con el nombre comun de “lombriz roja
californiana” con el lombricultor Lombricol.com® ubicado en el municipio de Dos Quebradas
(Risaralda). Usualmente la lombriz roja californiana se comercializa a granel y en el sustrato

original de crianza.

> El procedimiento seguido para la seleccion del proveedor se incluye en el Anexo 7-5.
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Se realizé la identificacién taxondémica de la cepa comparando las caracteristicas de tres
individuos clitelados del pie de cria contra la carta taxondémica reportada para Eisenia
fetida® (Savigny, 1826) con el apoyo de Vanessa Celis estudiante de la Maestria en
Biologia en la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia. La
identificacion de las lombrices se basé en la posicion y forma del clitelo, de las quetas y de
los 6rganos internos tales como las vesiculas seminales y las espermatecas (Paoletti,
1999). Se siguid el protocolo experimental de identificacion de taxas consignado por

Moreno y Borges (2004).

2.3. Mantenimiento del pie de cria de E. fetida

Tradicionalmente se ha identificado la humedad relativa del sustrato, el tipo de sustrato y el
alimento como las variables clave en la supervivencia y crecimiento de la lombriz E. fetida
por lo tanto se probaron durante 14 dias a los individuos modificando las variables
mencionadas para determinar el material de sustrato, el rango de humedad del sustrato y el
tipo de alimento que permitiera mantener el pie de cria y estimular el crecimiento de las
lombrices en las condiciones del laboratorio (Lowe & Butt, 2007) y (Tjalling, Fleuren,
Roelofs, & de Groot, 2002).

2.3.1. Seleccion del sustrato para el pie de cria

Las lombrices compradas a Lombricol.com se aclimataron en el sustrato original durante
seis meses luego de transcurrido este periodo fue pertinente renovarlo debido a que la
materia organica presente tiende a retener agua con la consiguiente generacion de
condiciones anaerobias, mal olor y la alteraciéon de las caracteristicas entre las capas del
fondo y las de la superficie (Scroggings, 2007). Por lo tanto se evaluaron diferentes suelos
y residuos con el fin de seleccionar el mas adecuado teniendo en cuenta la inocuidad, el
bajo costo y la facil adquisicién de los materiales, el resultado de la comparacion se resume
en el Anexo 7-9. Algunos autores han evaluado varios materiales para ser utilizados como
sustrato para el sostenimiento de Eisenia fetida, el estiércol animal es el mds comdn (Duran
& Henriquez, 2009), (Rodriguez et al., 2013), (Diaz et al., 2008), (Neuhauser, Hartenstein,

6 Ver Anexo 7-3.
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& Kaplan, 1980) y se utilizan residuos de comida sin procesar tales como cascaras y trozos
de frutas y hortalizas descartados, tallos, hojas e incluso estiércol por su elevado contenido
de materia organica (Fernandez, et al., 2009), también se recomienda el suelo artificial para
que las lombrices no se estresen en el momento de realizar las pruebas poniéndolas en

contacto con un sustrato distinto (Thompson-Ambriz et al., 2008).

La prueba se realiz6 en un arreglo experimental de bloques en tres niveles y tres
repeticiones para un total de nueve unidades experimentales, se utilizaron recipientes
plasticos de 250 ml de capacidad con tapa plastica rigida perforada los cuales fueron
acomodados en una superficie plana expuestos al ciclo luz-oscuridad. Se hicieron tres
tomas de datos o revisiones al iniciar la prueba, en el séptimo dia y la finalizar. La
mortalidad, la multiplicacién de la poblacién y la puesta de huevecillos son factores clave y
usuales en el estudio de la biologia de E. fetida, por lo tanto, se tuvieron en cuenta como

criterios de evaluacioén de las variables probadas. Los sustratos probados fueron:

SO. Suelo Organico (sin aplicacién previa de plaguicidas),

SA. Suelo Artificial OECD,

SNP. Suelo natural recolectado en el paramo Matarredonda en la via que conduce
de Bogoté a Choachi (km 11-17)

SCJ. Suelo comercializado para jardineria (Jardineros®) y

RpC. Residuos de comida pre-compostados’.

La humedad original de los materiales se determiné al iniciar y se mantuvo durante la
prueba, se pesaron 250 g. de cada uno y se depositaron en los recipientes plasticos, una
vez se tenia cada unidad lista se pusieron cinco lombrices adultas y se dejaron durante
catorce dias a las condiciones ambientales normales del laboratorio y se alimentaron
semanalmente con avena ligeramente cocida en agua. Las condiciones del experimento se

resumen en la Tabla 2-1 y el procedimiento detallado esta explicado en el Anexo 7-13.

Tabla 2-1. Condiciones en las pruebas de seleccion del sustrato del pie de cria.

Paradmetro Und. Descripcién
Arreglo experimental Triplicado para cada material probado
Material probado g. 250
Condiciones del material Humedad original

7 El sustrato RpC se pre-compostd por separado durante dos semanas, cada tercer dia de este periodo se
realizaban volteos o mezclas para airearlo y homogenizar la temperatura del material.
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Parametro uUnd. Descripcién
Lombrices expuestas Und. 10/unidad experimental
Estamento de crecimiento Adultas (Cliteladas)

Peso de las lombrices mg. 300-500
Tiempo de exposicion Dias 14
Alimento Sl
Tipo de alimento Avena humedecida
Frecuencia de alimentacion Semanal
Temperatura °C Ambiental
Punto final observado Mortalidad
Otras observaciones ¥ Numero de huevecillos
v Alteraciones de las lombrices
Revisiones DiaNo. | 7y 14

Los resultados de la prueba se complementaron con la comparacién cualitativa de las
ventajas y desventajas e cada material mostrada en el Anexo 7-9 para llegar a la selecciéon

final.

Luego de seleccionado el sustrato las camas de cultivo se trasladaron del laboratorio de
Ingenieria Ambiental al invernadero de la Facultad de Agronomia. La literatura recomienda
sembrar peridédicamente el pie de cria para evitar la endogamia entre las lombrices y las
alteraciones genéticas en la poblacién. Siguiendo esta recomendacion se adquirieron dos
lotes adicionales de lombrices los cuales fueron incorporados al pie de cria luego de tres y
seis meses respectivamente para aumentar la poblacion. El procedimiento llevado a cabo

se explica en el Anexo 7-10.

2.3.2. Determinacion de la Humedad del sustrato

Se realizé una prueba experimental que permitiera verificar el mejor nivel de humedad para
el sustrato elegido para la crianza de las lombrices descrito en el numeral 2.3.1. Segln
Edwards et al. (2010), el contenido de humedad recomendable para la crianza de lombrices

debe oscilar entre el 70 y el 85% en peso (base humeda).

La prueba se realizd6 en un arreglo experimental de bloques en tres niveles y tres
repeticiones para un total de nueve unidades experimentales, se utilizaron recipientes
plasticos de 250 ml de capacidad con tapa plastica rigida perforada y fueron acomodados
en una superficie plana expuestos al ciclo luz-oscuridad. Se ajust6 la humedad relativa del

sustrato asi:
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e Si Hum. Rgystrato > Hum. Rpyopaaa = Secado
o Si Hum. Rgystrato < HUM. Rpropaaa — Adicion de agua

o Si Hum. Ry strato = HUM. Rpropada — Se mantiene

Se pesaron 250 g. de cada material y se procedié a ajustar la humedad en los casos que
fue necesario, luego se deposité el material himedo en los recipientes plasticos y
posteriormente se pusieron cinco lombrices adultas y se dejaron durante catorce dias a las
condiciones ambientales normales del laboratorio sin alimento y se tomaron datos
semanalmente. Las humedades gravimétricas evaluadas fueron 83%, 80% y 70%. Las
condiciones del experimento se resumen en la Tabla 2-2 y el procedimiento detallado esta

explicado en el Anexo 7-13.

Tabla 2-2. Condiciones en las pruebas de determinacion de la humedad del sustrato del pie de cria.

Pardmetro Dimensiones Descripcién
Arreglo experimental Triplicado/material probado
Material probado g. 150
Condiciones del material Humedad ajustada
Lombrices expuestas und. 5
Estamento de crecimiento Adultas (Cliteladas)
Peso de las lombrices mg. 300-500
Tiempo de exposicion Dias 14
Alimento NO
Tipo de alimento No aplica
Frecuencia de alimentacion No aplica
Temperatura °C Ambiental
Punto final observado Mortalidad
v' Biomasa inicial
Otras observaciones v Biomasa final
¥v" Numero de huevecillos
Revisiones Dia No. 7y14

Por practicidad y costos no se recomienda para pruebas posteriores ajustar la humedad del
sustrato para pruebas a un valor inferior a la humedad que el sustrato originalmente posea,
en el sustrato probado, la humedad original correspondia era de 80% y para lograr una
humedad del 70% el material se secé en un horno eléctrico a 40°C durante 24 horas y

posteriormente se agregod el agua hasta obtener la humedad a ser probada.
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2.3.3. Seleccion del alimento y frecuencia de alimentacion de las

lombrices

Reincke y Viljoen (1991) encontraron que E. fetida desarrolla el clitelo en la tercera semana
de su ciclo de vida y que la primera puesta de huevecillos ocurre aproximadamente en la
guinta semana de vida; sin embargo existe conceso en que dicha especie alcanza la
madurez en un periodo aproximado de dos meses dependiendo del medio de sustento
(Garg et al. 2005).

Con el fin de estimular el crecimiento de la poblacion de lombrices se realiz6 una prueba de
tres alimentos diferentes: Avena + Agua, Avena + Agua + Panela y Residuos frescos de

frutas.

Se realiz6 una prueba con un arreglo experimental de bloques en tres niveles y tres
repeticiones, se utilizaron recipientes plasticos de 250 ml de capacidad con tapa plastica

rigida perforada acomodados en una superficie plana expuestos al ciclo luz-oscuridad.

Se pesaron 250 g. de sustrato elegido en el numeral 2.3.1 y se deposité un (1,0) gramo de
alimento en la parte superficial del sustrato en los recipientes plasticos y una vez se tenia
lista cada unidad se pusieron cinco lombrices adultas y se dejaron durante catorce dias a
las condiciones ambientales normales del laboratorio. Las revisiones se realizaron cada
siete dias. Se observaron la mortalidad, la multiplicacién de la poblacién y la puesta de
huevecillos. Las condiciones del experimento se resumen en la Tabla 2-3 y el

procedimiento detallado esta explicado en el Anexo 7-13.

Tabla 2-3. Condiciones en las pruebas de determinacion del mejor alimento para el sustrato del pie
de cria.

Parametro Dimensiones Descripcién
Arreglo experimental Triplicado/material probado
Material probado g. 100
Condiciones del material Humedad ajustada
Lombrices expuestas Und. 5
Estamento de crecimiento Adultas (Cliteladas)
Peso de las lombrices mg. 300-500
Tiempo de exposicion Dias 14
Alimento Si
Tipo de alimento Segln material probado
Frecuencia de alimentacion Semanal
Temperatura °C Ambiental




Evaluacion de la toxicidad de suelos mediante un bio-ensayo con la lombriz de 23
tierra Eisenia fetida

Punto final observado Mortalidad

v Biomasa inicial
Otras observaciones v" Biomasa final

v" Numero de huevecillos
Revisiones Dia No. 7y14

2.4. Suelo Artificial: Preparacion y mediciéon de

propiedades basicas

El suelo artificial se prepar6 con arena cuarcitica®, caolinita o arcilla caolinitica y turba negra
comercial (Forzamix®). En la Tabla 2-4 se muestran las composiciones porcentuales de

cada uno de los materiales y la caracteristica que debe cumplir.

Tabla 2-4 Componentes principales del Suelo artificial

SUELO ARTIFICIAL OECD | % en Peso (Suelo Seco) Caracteristica
Arena Cuarcitica 70 = MALLA 70
Arcilla Caolinitica 20 Contenido de Caolinita = 30% wt
Turba 10 NE
Agua 35-45% del suelo seco 6 70% de la WHC

NE: No se Especifica

La arena cuarcitica se tamiz6 para obtener el tamafio de particula establecido, en el caso
de la arcilla caolinitica se adquirié caolin que es un suelo natural que contiene mas de 70%
de caolinita lo que le aporta un color muy blanco y finalmente la turba se esterilizd en
autoclave para eliminar micro-organismos patégenos. Luego de tener los materiales listos
se prepar6 el suelo artificial siguiendo el procedimiento experimental resumido en el Anexo
7-2.

Al suelo artificial se le midié el pH en soluciéon CaCl, 0.01 M y en agua destilada (ASTM,
2007), se utiliz6 un pH-metro marca InoLab Level 1 y una balanza analitica Mettler Toledo
AB204. No fue necesario ajustar el pH del sustrato puesto que el toxico de referencia no

alter6 dicha propiedad (Scroggings, 2007).

8 La arena cuarcitica fue donada por el Departamento de Ingenieria Civil de la Universidad Nacional de
Colombia.
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Se determiné la capacidad de retencion de agua utilizando el método descrito por la EPA
(Greene et al.,, 1989) el cual se aplica en la caracterizacion de suelos contaminados y
modificado por (Scroggings, 2007), se calcul6 la desviacion estandar de los tres resultados
experimentales obtenidos descartando el valor mas alejado de la tendencia y calculando el
promedio de los dos mas precisos. El procedimiento experimental se muestra en el Anexo
7-13.

Las propiedades fisico-quimicas y texturales del suelo artificial seco fueron determinadas
en el Laboratorio de Suelos de la Facultad de Agronomia de la Universidad Nacional y los

resultados se resumen en la Tabla 3-4.

2.5. Tobxico de referencia: Seleccion, Preparacion y

estandarizacion

Varias sustancias han sido utilizadas como toxicos de referencia en la estimacion de la
sensibilidad de Eisenia fetida, entre ellas la 2-cloroacetamida, el cloruro de potasio y el
cloruro de amonio. Sergy y Scroggins (1990) establecieron caracteristicas que un toxico de
referencia debe cumplir (numerales 1 al 4 en la Tabla 2-5) y Yeardley, Lazorchak y Pence
(1995) evaluaron para el cloruro de potasio, el cloruro de amonio y la 2-cloroacetamida
cuatro criterios de desempefio de una sustancia en una prueba de toxicidad (numerales 4 al
y 7 de la Tabla 2-5).

Tabla 2-5. Criterios para la seleccion de la sustancia quimica a ser utilizada como toxico de
referencia en pruebas de toxicidad

o s 2-Cloroacetamida Cloruro de Potasio (Sergy &
Criterio de comparacion CoH4CINO Scroggins, 1990)
Estar disponible en estado puro Si (Aldrich, Merck) Si (BDH, Canlab, Fisher)
Ser soluble en agua 90  NIOSH, ICSC 0640 342 ¢ @ 20°C (OECD, 2003)

Para una solucion al 15% w/v se
reporta un periodo de 2 afios de
estabilidad (Medicines and

Healthcare products Regulatory

Inferior al KCI (Yeardley, Lazorchak,

Ser estable en solucion & Pence, 1995)

Agency, UK)
Tener un tiempo de vida media 53 dais a un pH=8.0. Toxicology Data
P Network (National Library of 3 meses (Mallinckrodt, MSDS)
estable e
Medicine)
Cromatografia de gases, extraccion Método de valoracion volumétrica
Facilidad de las mediciones liquido-liquido con metil-terbutil éter o | (argentiométrico), cromatografia

acetato de etilo (Richardson, 2005) liquida
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Reproducibilidad de los resultados | C.V.=35,3% (6 cartas de control) C.V.=11,4% (6 cartas de control)
Riesgo para la salud humana DLso oral en ratas = 155 e DLso oral en ratas = 1500 e

De acuerdo con dichos resultados el cloruro de potasio tiene un mayor tiempo de vida
media y mayor estabilidad en solucion acuosa, proporciona mayor reproducibilidad en los
resultados experimentales y representa un menor riesgo para la salud de quien ejecuta la
prueba pues la 2-cloroacetamida tiene una toxicidad de casi un orden de magnitud superior
que el cloruro de potasio. Adicionalmente, la 2-cloroacetamida es dificil de conseguir y es
mucho mas costosa. Con base en la comparacion realizada, se seleccioné el cloruro de

potasio como toxico de referencia en las pruebas de sensibilidad.

Se prepararon y estandarizaron siguiendo el método Mohr (Scott, 1917) tres soluciones de

cloruro de potasio con concentraciones de 125.05, 128.86 y 132.652 con tres meses de

diferencia entre una y otra. Las soluciones se prepararon y almacenaron durante su
utilizacion a temperatura ambiente en un lugar oscuro dentro de un recipiente de vidrio

ambar cerrado con tapa.

2.6. Organismo de Prueba: Preparacion de Eisenia

fetida parala Prueba de Toxicidad

La preparacion de las lombrices consta de varios pasos, el primero consiste en la selecciéon
de los individuos la cual debe hacerse evitando la manipulacién excesiva. Se procedio
escogiendo una porcién de la cama de crianza esparciéndola en una superficie plana y
firme removiendo lentamente el sustrato hasta hallar las lombrices extrayéndolas prestando
atencion en seleccionar individuos adultos verificando la presencia del clitelo y una longitud

mayor o igual a 3 cm, sin alteraciones o defectos apreciables en el tejido externo®.

Luego de haber sido seleccionadas, las lombrices se dejaron en reposo durante 30 minutos
aproximadamente en un recipiente pequefio, su movimiento natural hace que el exceso de

sustrato se acumule en la superficie, haciendo que sea mas facil removerlo y ayudando a

9 Se aprovechd la seleccion de las lombrices para revisar el estado general del pie de cria, se busco identificar
individuos con alteraciones en la forma del cuerpo tales como abultamientos, estrangulaciones o rojeces en el
tejido, extrema resequedad o hinchazones, ademas se observd la movilidad y la respuesta a estimulos, aquellas
gue tuviesen comportamientos anormales o muestras de enfermedad se descartaron. Este procedimiento se
realizé cada vez que se extrajeron los individuos para las pruebas y semanalmente cuando se alimentaron.
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su limpieza. Al cabo del reposo las lombrices se enjuagaron con agua destilada para

terminar de remover los rastros de sustrato adheridos.

Se tomo papel filtro Fisherbrand P8 o Whatman No. 4 o papel adsorbente humedecido
poniéndolo en la base de una caja de petri y se depositaron las lombrices en una cantidad
tal que tuvieran facilidad de moverse (aproximadamente 20 lombrices por caja de petri
mediana y 50 para una caja de petri grande). La ausencia de alimento y el contacto con el
papel humedo permite que las lombrices vacien el intestino y que las heces sean facilmente
descartadas junto con el papel. Las lombrices puestas en las cajas de petri se ponen en
reposo en un lugar oscuro, al cabo de 12 horas se elimina el papel humedo, las lombrices
se enjuagan y secan y se ponen en un trozo de papel nuevo y himedo en la caja de petri
durante otras 12 horas. Transcurridas las 24 horas de limpieza, las lombrices se vuelven a

enjuagar eliminando particulas sélidas y el exceso de humedad.

2.7. Pruebade Toxicidad

El bioensayo con E. fetida puede aplicarse para la estimacién de la toxicidad de una
sustancia quimica o bien para la estimacion de la toxicidad de una muestra de suelo, lodo o
sedimento. En el segundo caso y cuando se busca la implementacién de la técnica es
necesario estimar la sensibilidad de la cepa de lombriz utilizada mediante la utilizacion de

un toxico de referencia.

2.7.1. Obtencion de la Carta de Control de Sensibilidad para

Eisenia fetida con toxico de referencia

La sensibilidad de la cepa de E. fetida con el cloruro de potasio se estimé mediante una
prueba de exposicion aguda durante 14 dias con un arreglo experimental de cinco bloques,
cada bloque consté de cinco tratamientos diferentes, cada tratamiento estaba compuesto
por tres unidades experimentales las cuales correspondian a un valor de concentraciéon de
cloruro de potasio expresada en mg de KCI por Kg Suelo Artificial Seco y tres controles
negativos correspondientes a suelo artificial limpio, las unidades experimentales se
prepararon siguiendo un método de dosificacion particionada (Brinch, Ekelund, & Jacobsen,

2002) y cada una contenia diez lombrices adultas (cliteladas). Cada lombriz tuvo un peso
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promedio entre 300 y 600 mg con pequefias variaciones teniendo en cuenta que el pie de
cria se estaba estableciendo y se estaba buscando la mejor dieta en el transcurso del
desarrollo de los ensayos. El ensayo consté de cinco concentraciones alrededor de la
concentracion letal media esperada. La mortalidad fue definida como punto final y el rango
de sensibilidad se establecié alrededor de 6030 ppm?° concentracion letal media para el
cloruro de potasio en E. fetida reportada por Yeardley, Lazorchak y Pence (1995).

Las unidades experimentales se prepararon inyectando 150 gramos de suelo artificial seco
con la solucién de cloruro de potasio de manera fraccionada en una cantidad tal hasta
alcanzar la concentracion buscada!!. Se utilizaron recipientes plasticos transparentes de
250 ml. de capacidad con tapa rigida del mismo material perforada con alfiler en una
cuadricula de 1x1 cm. Luego de tener las unidades experimentales preparadas se
introdujeron en cada recipiente diez lombrices limpias, secas y pesadas, la exposicion al
toxico se prolongd por 14 dias tiempo durante el cual se hicieron tres revisiones, en la
primera se registraron los datos de inicio del ensayo tales como el peso de las lombrices, la
humedad del sustrato y el pH del sustrato y se verifico el buen estado de los individuos, la
segunda en el dia siete, se revisaron las unidades experimentales se registro la mortalidad,
el numero de huevecillos encontrados, el pH y la humedad del sustrato, cambios
presentados en el sustrato y se removieron los residuos de individuos o material organico
descompuesto. En la tercera y Ultima revision correspondiente al dia catorce se midi6 el pH
y la humedad del sustrato, se revisO y registr6 la mortalidad (si la hubo), el peso de la

biomasa y las caracteristicas de los individuos sobrevivientes.

En total se realizaron seis ensayos de cinco tratamientos cada uno, cada tratamiento por

triplicado con un control negativo.

Con los resultados obtenidos de los ensayos se calculd el valor promedio de la respuesta
para cada concentracion de las tres replicas analizadas; de esta forma se obtuvo un valor
de mortalidad promedio para cada concentracién. Con este grupo de resultados se calcula
el valor de la CLso utilizando alguna técnica estadistica recomendada tales como Probit,

Spearman y Karber, entre otras.

10CLso (14 dias) del cloruro de potasio en Eisenia fetida 6030 ppm, C.V.: 11.4%, Desviacion estandar: 689.
(Yeardley, Lazorchak, & Pence, 1995)
11 Ver muestra de Calculo en el Anexo 7-8.
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Con los datos experimentales obtenidos se realizé el analisis estadistico Probit® el cual
entrego el valor estimado de concentracién para la cual la mitad de la muestra poblacional

no sobrevive.

Se establecié una regidén de confianza en la que se espera se sitlen los resultados de
ensayos futuros de monitoreo de la sensibilidad de las lombrices. Dicha region esta
delimitada en la parte inferior por la concentracion letal media menos dos veces la
desviacion estandar calculada y en la parte superior por la concentracion letal media mas
dos veces la desviacion estandar calculada. En la llustracién 2-2 se esquematiza el arreglo

experimental y el manejo matematico de los resultados experimentales obtenidos.

Probit® transforma la mortalidad expresada en porcentaje en una "unidad de probabilidad"
gue estaria linealmente relacionada con un rango establecido por su creador, es decir igual
a 0 para 0,0001 y 10 para 0,9999, con base en esta conversion se pueden graficar los
logaritmos de las dosis obteniéndose una linea mas o menos recta. Se espera que la
variacion de respuesta pueda racionalizarse como una distribuciébn Log-normal de
tolerancias entre los individuos de la prueba donde la tolerancia de un individuo particular

se corresponde a la concentracion suficiente para la respuesta de interés.


http://es.wikipedia.org/wiki/Distribuci%C3%B3n_lognormal
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llustracion 2-2. Esquema para ejemplificar el arreglo experimental realizado en una Prueba de
Sensibilidad de Eisenia fetida con un Toxico de Referencia.
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A partir de las concentraciones promedio calculadas se grafica la carta de control la cual
permite valorar si el sensibilidad y el estado de salud de las lombrices se mantienen. Los
resultados de la CLso corresponden a la ordenada y el nimero del ensayo con la abscisa.

Luego se establecen los limites superior e inferior asi:

e Limite superior = Concentracion Promedio + 2c
e Limite inferior = Concentracion Promedio - 2c

El resultado de la grafica se muestra en la llustraciéon 2-3, en donde los puntos que
aparecen sombreados corresponden al resultado de la concentracién letal media obtenida
para cada ensayo, es decir que de un ensayo se obtiene un punto graficado de la carta de
control, por medio de ésta se puede conocer si el organismo de prueba mantiene su

sensibilidad ante el toxico al que se ha expuesto con el transcurrir del tiempo.

llustracion 2-3. Ejemplo del Esquema simplificado de una Carta de control.

Limite Superior (x+25)

CLso Tendencia Central

Limite Inferior (x-25)

Prueba de Toxicidad con Téxico de Referencia

Tomado de Greene, Bartels, Warren-Hicks, & Parkhurst, 1989

2.8. Evaluacion de latoxicidad de muestras de suelos

La metodologia de la experimentacion para la evaluacion de muestras de suelos fue
semejante a la seguida para la evaluacion de la toxicidad con una sustancia de referencia,

excepto por la preparacion de las muestras de suelo.



Evaluacién de la toxicidad de suelos mediante un bio-ensayo con la lombriz de 31
tierra Eisenia fetida

2.8.1. Muestreos de suelos

En la seleccion de los sitios para el muestreo de suelos, se tuvo en cuenta que fueran sitios
con diferentes caracteristicas en los que se desarrollaran o se hubiesen desarrollado
distintas actividades antropogénicas, tales como en una zona arrocera, de la zona de

explotacién petrolera y de la muestra proveniente de una refineria de petréleo.

Las muestras de suelos agricolas fueron tomadas de los 20 cm superficiales. Después de
la recoleccidn, las muestras fueron inmediatamente llevadas al laboratorio y se refrigeraron

a 4°C mientras se utilizaban en la prueba.

2.8.2. Propiedades fisicoquimicas de las muestras de suelos

Se determinaron las siguientes propiedades fisicoquimicas a las muestras de suelo
mencionadas anteriormente: el pH, la acidez, el carbono organico, minerales tales como el
calcio, magnesio, potasio, sodio, fosforo, hierro y manganeso, los aceites y grasas para las
muestras de las cuales se sospechaba tuvieron contacto con petréleo y sus derivados,
también se determiné el zinc, cobre y la textura del material. En el Anexo 7- 23 se incluyen
las propiedades medidas a las muestras y los métodos analiticos utilizados.

2.8.3. Prueba de Toxicidad

La toxicidad de las muestras se estimdé mediante un experimento de exposiciébn aguda
durante catorce dias, se utilizaron recipientes plasticos transparentes de 250 ml. de
capacidad con tapa rigida del mismo material perforada con alfiler en una cuadricula de 1x1

cm, en los que se depositaron 150 gramos del suelo a ser evaluado.

Para lograr obtener las concentraciones, se pesaron cinco fracciones del suelo artificial
seco y del suelo prueba segun las cantidades correspondientes a cada material de acuerdo
a los célculos mostrados en el Anexo7-8, las cantidades pesadas se pusieron aparte las

unas de las otras.
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Se tomo un recipiente plastico resistente y se afiadié una primera inicialmente la fraccion de
suelo artificial, posteriormente se afiadié una fracciobn de suelo real y se mezclé
manualmente con una cuchara plastica rigida. Cuando el material se lograba homogenizar
se repetia la operacion, es decir se afiadia una fraccion de suelo artificial, se mezclaba
vigorosamente y se afiadia otra fraccion de suelo real y se mezclaba de nuevo. Este
proceso se repitid hasta incorporar las cinco fracciones tanto de suelo artificial como de
suelo real y lograr una masa (Brinch, Ekelund, & Jacobsen, 2002). El método se

esquematiza en la llustracion 2-4.

Se construy6 un disefio completamente al azar con cinco tratamientos y tres repeticiones y
un control negativo obteniéndose un total de veinte unidades experimentales. Cada
tratamiento correspondié a un valor de concentracién del suelo expresada en gramos de
suelo real o de muestra por 100 gramos de suelo total y tres controles negativos

correspondientes a suelo artificial limpio.

Los contenedores se acomodaron en una camara con temperatura controlada y foto-
periodo de 12 horas luz:12 horas oscuridad. Las variables evaluadas fueron la mortalidad,

la multiplicacion de la poblacién y la puesta de huevecillos.

Una vez se tuvieron los recipientes con los suelos preparados se inocularon con diez
lombrices limpias, secas y pesadas en estado adulto por cada tratamiento y repeticion,
dejandolas durante catorce dias simulando asi una prueba de exposicion aguda, en
condiciones controladas al interior de la cabina de ensayos. Cada lombriz tuvo un peso
promedio entre 300 y 600 mg; la exposicién al suelo se prolong6 por 14 dias, la toma de
datos o revisiones se realiz6 el primer dia registrando los datos de inicio del ensayo tales
como el peso de las lombrices, la humedad del sustrato y el pH del sustrato y se verifico el
buen estado de los individuos, la segunda correspondiente al dia siete, en que se revisaron
las unidades experimentales se registr6 la mortalidad, el namero de huevecillos
encontrados, el pH y la humedad del sustrato, cambios presentados en el sustrato y se
removieron los residuos de individuos o material organico descompuesto. En la tercera y
Gltima revision correspondiente al dia catorce se midié el pH y la humedad del sustrato, se
reviso y registro la mortalidad (si la hubo), el peso de la biomasa y las caracteristicas de los

individuos sobrevivientes.
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llustracion 2-4. Preparacion de las unidades muestrales para el ensayo de toxicidad de suelos reales
estilo multi-concentracion. Creado por el autor.

CONCENTRACIONES DE SUELO REAL
%pip=0.1, 3, 10, 30, 100

Proporciones a parlir de
Concentraciones deseadas

Pesar Suelo Suelo Artificial
Artificial Seco Seco

Muestra de Suelo Real Pesar Suelo Real

Fraccion 18R Fraccion 1 SA

Mezclar

Fraccion 2 SA

Mezclar

Fraccidn 2 SR ‘

Fraccion 3 SR] Fraccion 3 SA

Fraccion 4 SR Fraccion 4 SA

Mezclar

Fraccion 5 SR ‘ Fraccion 5 SA
t———————————| Mezcla Final
Pesar UNIDAD Pesar UNIDAD Pesar UNIDAD
EXPERIMENTAL 1 EXPERIMENTAL 2 EXPERIMENTAL 3

Con los datos experimentales obtenidos se realizé el analisis estadistico Probit® el cual
entregd el valor estimado de concentracién para la cual la mitad de la muestra poblacional
no sobrevive. En este caso en particular, se evaluaron cuatro muestras de suelos
diferentes, la primera correspondiente a una zona arrocera en el departamento del Tolima,
la segunda y tercera corresponden a un suelo de un campo petrolero antes y después de
haber sido sometido a un tratamiento de bio-remediacion en el departamento del Putumayo

y el cuarto correspondiente a un suelo contaminado con derivados del petréleo proveniente
de una refineria en el departamento de Santander.
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Las muestras de suelo se mantuvieron en las condiciones originales de muestreo para
evitar la pérdida de compuestos volatiles y la degradacion de sustancias que pudiesen
influir en el resultado de la prueba, el contenido de humedad del suelo también se mantuvo
puesto que se buscé que el ensayo se realizara bajo las condiciones mas parecidas al

ambiente natural en el que hipotéticamente crecerian las lombrices.

El suelo artificial utilizado en la dosificacién y la preparacion de las concentraciones del
suelo artificial se humedeci6 hasta alcanzar el 55% de la WHC determinada

experimentalmente.

Los controles positivos se prepararon con Suelo Artificial OECD inyectado con KCI hasta
alcanzar la concentracién letal media determinada experimentalmente en los ensayos de
sensibilidad (6480 mg KCI Kg! SAS).

2.9. Analisis de datos

El analisis Probit® es un tipo de regresion utilizado para analizar la respuesta de variables
binomiales puesto que transforma la curva sigmoide de dosis-respuesta en una linea recta
gue puede ser analizada por regresion bien sea por minimos cuadrados o probabilidad
méaxima. Probit® se puede conducir mediante tres técnicas: utilizando tablas para estimar
los probits y el ajuste de la relacion a ojo calculando los probits manualmente por
coeficiente de regresion y por intervalos de confianza o teniendo un paquete estadistico

gue lo ejecute automaticamente.

Los datos experimentales obtenidos se analizaron con el software libre que contenia el
paquete estadistico Probit® disponible en la pagina web de la EPA. Como punto de partida
los datos experimentales se analizaron mediante el método de Kolmogorov-Smirnof para
determinar si éstos tenian una distribucion normal, posterior a la verificacion se realiz6 el
andlisis estadistico el cual arroj6 una estimacion de la concentracion letal media y los
limites inferior y superior dentro de los cuales hay un 95% de confianza de que oscile el

valor de dicho pardmetro (Wayne W., 1979).
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Existen varios tipos de evaluacién de la toxicidad de sustancias quimicas en lombrices de
tierra, incluyendo aplicacion puntual, alimentacion forzada y pruebas de inmersién. El
método utilizado para esta tesis se basé en la guia canadiense RM/43 del Centro de
Tecnologia Ambiental Canadiense la que a su vez puede considerarse como una version
actualizada de la guia No. 207 de la OECD. La prueba de toxicidad en suelo artificial

proporciona datos representativos de una exposicion natural de las lombrices a quimicos.
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3. Resultados Experimentales

3.1.

El pie de cria se establecid en un espacio dentro del invernadero de la Facultad de

Condiciones de sostenimiento del pie de cria

Agronomia ubicado sobre una terraza en concreto de 1,0 m de ancho por 1,0 m de largo.
Las lombrices se mantuvieron en las condiciones ambientales naturales del invernadero. La
siembra se inicié con el inéculo de las primeras lombrices en un sustrato adecuado para su
supervivencia. En el sostenimiento del pie de cria de Eisenia fetida se evaluaron tres
variables fundamentales: 1. el tipo de sustrato, 2. la humedad y humectacién del sustrato y

3. El alimento suministrado; los resultados se presentan a continuacion:

3.1.1. Sustrato Seleccionado para el pie de cria

Se evalu6 la mortalidad, la multiplicacion de la poblacién y la puesta de huevecillos. Se
descart6 la prueba experimental realizada con el suelo de la Facultad de Agronomia puesto
gue la mortalidad promedio presentada fue de 53% con una desviacion estandar de 15%.

Los resultados de la prueba de seleccion de sustrato se resumen en la Tabla 3-1.

Tabla 3-1. Resultados de la evaluacién de cinco sustratos diferentes y el efecto en la mortalidad y
reproduccién de una muestra de lombrices de tierra Eisenia fetida.

T Peso de Individuos Mortalidad Mortalidad | Huevecillos
Sustrato | Réplica Agua Sustrato Expuestos LV Dia 7 LV Dia 14 Dia 14
Evaluado
No. % g Und. Und. % Und. % Und.
1 40,31 250,99 10 4 60 3 70 0
SO 2 40,07 250,56 10 5 50 5 50 0
3 40,07 250,27 10 6 40 6 40 0
1 40,26 250,41 10 7 50 7 30 4
SA 2 34,95 250,11 10 10 0,0 10 0,0 1
3 34,98 250,17 10 10 0,0 10 0,0 1
SNP 1 40,31 250,47 10 10 0,0 10 0,0 3
2 40,34 250,61 10 8 20 8 20 4
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Sustrato Réplica Peso de Sustrato Individuos LV Mortfilidad LV Mor:[alidad Hue\{ecillos
Evaluado Agua Expuestos Dia 7 Dia 14 Dia 14
3 40,31 250,33 10 8 20 8 20 3
1 40,22 250,79 10 6 40 6 40 0
SCJ 2 40,11 250,44 10 7 30 7 30 2
3 40,14 250,54 10 8 20 7 30 0
1 72,83 250,26 10 10 0,0 10 0,0 3
RpC 2 74,43 250,08 10 10 0,0 10 0,0 7
3 70,58 249,97 10 10 0,0 10 0,0 5

SO: Suelo Organico, SA: Suelo Atrtificial, SNP: Suelo Natural de Paramo, SCJ: Suelo comercial para jardineria,
RpC: Residuos pre-compostados, LV: Lombrices Vivas.

En el SO se presentaron las mayores mortalidades (entre 40 y 70%), seguido por el SCJ en
el que las mortalidades estuvieron entre el 40 y el 30%; mientras que en el sustrato de
residuos pre-compostados no hubo mortalidad. En orden decreciente el nimero de
huevecillos puestos por las lombrices en cada sustrato fueron 15 en RpC, 10 en SNP, 6 en

el SA, 2 en el SCJ y no hubo puesta en el SO.

De acuerdo a los resultados obtenidos se eligieron los residuos pre-compostados para el
sostenimiento del pie de cria ademas porque eran los mas costeables en el sostenimiento
de las lombrices y porque se estaria dando un uso alternativo a un material que suele

descartarse como residuo.

3.1.2. Humedad del sustrato

Se evaluo el efecto de la humedad del sustrato en el cambio en el peso, la mortalidad y la
puesta de huevecillos de las lombrices mediante la prueba por triplicado de tres niveles de
humedad gravimétrica exponiendo quince lombrices por tratamiento durante 14 dias con
avena humedecida como fuente de alimento. Se observé la mortalidad y el cambio en el
peso humedo de las lombrices, los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3-2 y se

ilustran en la Figura 3-1.
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Figura 3-1. Cambios en el peso de una muestra de la lombriz Eisenia fetida y mortalidad observada
en funcién de la Humedad del sustrato.
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Tabla 3-2. Resultados Experimentales de la prueba de determinacion de humedad del sustrato para
la crianza de Eisenia fetida.

. . Cambio promedio
Humedad | Lombrices P. Prcl)_m. I;u_m. Lombrices P. Pr?_m' Eu_m. Mortalidad en elppeso
Evaluada | Dial por S omPr Dia 14 por -ombriz ortalida hamedo por
jal Dia 14 lombriz
% Unds. mg. Unds. mg. % mg.
70 15 397,4 0 0 100 NC
80 15 395,8 14 400,5 7 4,7
84 15 428,8 9 4125 40 -16,2

P.Prom. Him.= Peso Promedio Himedo. NC: No calculado y correspondiente a una mortalidad del 100%

El 80% de humedad gravimétrica resultdé la mas apropiada puesto que las lombrices
sobrevivientes ganaron en promedio 4,7 miligramos de peso hiumedo cada una y la
mortalidad en el 10% de la poblacién fue la menor presentada entre las replicas analizadas.
En los casos de los sustratos con 70% y 84% de humedad las mortalidades
correspondieron a 100 y 40% y cada lombriz perdi6é en promedio 397,4 y 16,2 mg. de peso

humedo.

3.1.3. Tipo de alimento

Con el fin de estimular la reproduccion y el crecimiento de las lombrices se probaron por
triplicado tres fuentes alimenticias, a saber, residuos de frutas en estado natural (Al),
avena humedecida con agua (A2) y Avena y panela (A3), el peso humedo inicial de las
quince lombrices correspondientes a cada tratamiento fueron 6,1567g., 5,59429., 6,2367g.
La mayor ganancia de biomasa se presento entre las lombrices que fueron alimentadas con

avena humedecida (1.4589 g/ 15 lombrices), seguida por los residuos de frutas (0.6924 g/
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15 lombrices) y por ultimo por la avena con panela (0.1439 g/ 15 lombrices), no se observo
mortalidad en tratamiento alguno. Para reducir la proliferacion de mosquitos se alternaron
las frutas con avena y se opt6 por cubrir con malla las camas de cria. En la Tabla 3-3 se
resumen los resultados experimentales de la prueba y en la Figura 3-2 se ilustran los

cambios observados durante el experimento.

El tipo de alimento debia estimular el crecimiento y la reproduccion de las lombrices asi que
la mejor opciobn con base en los resultados experimentales corresponde a la avena
humedecida con agua aunque los otros dos alimentos probados se utilizaran
alternadamente para la alimentacion del pie de cria. Teniendo en cuenta que durante dos
semanas las lombrices ganaron peso en el caso de la avena humeda 1.4589 gramos, es
decir que en promedio ganaron 46,16 mg cada una, lo cual corresponde a una muy buena
tasa de ganancia en peso, es decir, casi un 10% del peso promedio de un adulto, si se
compara con los resultados reportados por (Goémez Garvin & Herrera Rodriguez, 2006),
para quienes lombrices juveniles expuestas a estiércol de caballo ganaron 10 mg. cada una
durante dos semanas a 22°C, teniendo en cuenta que este sustrato es de los mas
apetecidos y nutritivos para las lombrices y por Durdn y Henriquez (2009) en dicho estudio
las lombrices juveniles ganaron 130 mg en 20 dias siendo mantenidas en residuos

domeésticos.

Se encontrd que los tratamientos con una menor ganancia de peso humedo fueron los que
produjeron mayor cantidad de huevecillos, tal fue el caso de las lombrices alimentadas con
residuos de frutas poniendo 9 huevecillos, 6 para las alimentadas con avena agua y panela
y 5 finalmente para las lombrices alimentadas con avena y agua. Resultados similares han
sido reportado por varios autores entre ellos, puestos que la produccion de huevecillos
representa un gasto energético para las lombrices necesario para la preservacion de la
especie, la relacion inversa entre el peso y la reproducciéon concuerda con Santamaria y
Ferrera-Cerrato (2002) y Duran y Henriquez (2009) quienes encontraron que una mayor
tasa de reproduccion correspondié a un menor peso humedo por individuo al final del

ensayo.
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Tabla 3-3. Resultados en términos de la Mortalidad y variacién de la Biomasa en funcién del Tipo de

Alimento.
, Lombrices P. Prom. Lombrices | - Prom- HUM. 1 o ecilios | Cambio promedio en
Tipo de Dia 1 Ham. por Dia 14 por Lombriz Dia 14 el peso hlimedo por
Alimento Lombriz Dia 1 Dia 14 lombriz
unds. mg. unds. mg. Und. mg.
Residuos de 15 4104 15 456,6 9 46,2
Frutas
Avena + Agua 15 372,9 15 470,2 5 97,3
Avena + Agua +
Panela 15 415,8 15 425,4 6 9,6

P.Prom. Him.= Peso Promedio Himedo

Figura 3-2. Variacién de la biomasa, Numero de Huevecillos puestos y Mortalidad observada de una
muestra de Eisenia fetida en funcién del tipo de Alimento.
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3.2. Ensayos de toxicidad con Toxico de Referencia
De los ensayos de toxicidad con el cloruro de potasio se logré calcular la concentracion

letal media, es decir la concentracién en la cual la mitad de la poblacidon expuesta de
lombrices no logré sobrevivir. Las mediciones realizadas a los componentes de los ensayos

se describen a continuacion.

3.2.1. Caracteristicas del suelo artificial
Se prepararon cuatro lotes de suelo artificial OECD, el primero de 500 g. se utiliz6 para

establecer una caracterizacion basica del material por medio de un andlisis de algunas
propiedades realizado en el Laboratorio de Suelos de la Facultad de Agronomia cuyos

resultados se incluyen en la Tabla 3-4.
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Tabla 3-4. Propiedades quimicas de una muestra de suelo artificial tomada del material preparado

en condiciones de laboratorio.

Parametro Und. Resultado
pH 4.8
Carbono organico oxidable CcoO % 1,23
Nitr6geno Total N % 0,11
Bases intercambiables

Calcio Ca meq/100g 3,21
Potasio K meq/100g 0,73
Magnesio Mg meq/100g 1,94
Sodio Na meq/100g 0,50
Acidez intercambiable Al meq/100g 0,75
Capacidad de Intercambio Catiénica | CICE | meg/100g 7,13
Capacidad de Intercambio Catidnica CIC meq/100g 9,91
Fosforo P mg/Kg 73,6
Contenido de Arcilla % 22
Contenido de Arena % 74
Contenido de Limo % 4
Textura Franco - Arenoso

Los resultados de la evaluacién de la textura de la muestra difieren ligeramente de la
composicion recomendada por la guia canadiense RM/43, lo que podria explicarse en las
propiedades mineralégicas de los materiales utilizados, las diferencias entre el resultado del
analisis textural del suelo y la influencia que éste aspecto pudiera tener en la respuesta de

las lombrices esta por fuera del alcance de este proyecto.

Se prepararon otros tres lotes de suelo artificial de 4500 g. cada uno para ser utilizados en
los ensayos de toxicidad, a estos suelos se les midi6 el pH (ASTM, 2007), la capacidad de
retencion de agua (Scroggings, 2007) y se fij6 el tamafio de particula con una malla No. 70.
Los resultados de las mediciones experimentales de estas dos propiedades se muestran en
las Tabla 3-5.

Tabla 3-5. Resultados de las mediciones de pH para el Suelo Artificial.

Suelo Artificial OECD Método pH CaClz | pH Agua WHC
Lote 1 50 5,6
Lote 2 ASTI\'X'é%?i'Ol' 51 55 56,6%
Lote 3 5,2 5,7 57,9%
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De acuerdo con los valores de pH medidos los materiales preparados son ligeramente
menos acidos que el material preparado inicialmente, las capacidades de retencion de agua
medidas se ubican en valores intermedios puesto que no son tan bajas como aquellas
tipicas de suelos arenosos pero tampoco tan elevadas como las que caracterizan los
suelos arcillosos, las proporciones de los materiales se establecieron con el fin de mantener
un cierto nivel de humedad en el sustrato y evitar que hubiera una elevada permeabilidad

en el material.

El contenido de humedad del suelo artificial utilizado en las pruebas de toxicidad se fij6 en
el 55% de la capacidad de retencién de agua medida experimentalmente, los calculos de
las cantidades necesarias se incluyen en el Anexo 7-8.

El pH del suelo artificial OECD 2004 utilizado en la evaluacion de la sensibilidad de E. fetida
con cloruro de potasio se mantuvo en el valor original determinado experimentalmente
(Tabla 3-5) puesto que E. fetida es tolerante a un rango de pH entre 5.0 y 9.0, ademas en
este caso no se considera que haya un efecto del pH en la toxicidad del cloruro de potasio,
asi como se ha estudiado para sustancias especificas tales como el aluminio (Van Gestel &
Hoogerwerf, 2001) y algunos plaguicidas (Mangala, et.al. 2009), (Heimbach & Edwards,
1983) .

3.2.2. Prueba de estimacion de la sensibilidad de Eisenia fetida

ante un Toxico de Referencia

La prueba de estimacion de la sensibilidad de la cepa de E. fetida utilizada en el presente
proyecto se realiz6 como factor clave en el procedimiento de control de calidad de
bioensayos de toxicidad (NCDENR, 2010).

3.2.2.1. Pruebas preliminares

Se hicieron dos pruebas preliminares para la estimacion del rango de concentraciones de
cloruro de potasio que deberian usarse en la prueba de toxicidad de dicha sustancia en la
prueba de exposicion aguda de la lombriz de tierra E. fetida. Los ensayos constaron de
siete tratamientos cada uno, cada tratamiento tuvo tres repeticiones sin control negativo y

en cada unidad experimental se probaron diez lombrices adultas. Cada lombriz tuvo un
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peso promedio entre 300 y 600 mg, con pequefas variaciones teniendo en cuenta que el
pie de cria se estaba estableciendo y se estaba buscando la mejor dieta en el transcurso
del desarrollo de los ensayos. La Agencia Ambiental de los Estados Unidos (USEPA)
recomienda realizar dichas pruebas incluyendo cinco concentraciones que deben ubicarse
alrededor de la concentracion letal media esperada preferiblemente con dos valores que se
estimen por encima de ésta y dos por debajo; en el caso de los ensayos preliminares se
adicionaron dos puntos puesto que no se tenia la completa certeza de la letalidad del
cloruro de potasio con la cepa en particular. Se definié la mortalidad como punto final y el
rango de sensibilidad se estableci6 alrededor de 6030 ppm?*?, concentracién letal media
para el cloruro de potasio en E. fetida reportada por Yeardley (1995).

Los ensayos preliminares se realizaron con el objetivo de estimar la sensibilidad de la cepa
especifica ante el cloruro de potasio y familiarizarse con el manejo de los individuos, la
preparacion de cada unidad muestral y en particular la identificacion de los cambios en la
morfologia y en el comportamiento de los individuos. Durante los ensayos preliminares se
omitié el registro del cambio de la biomasa. Los resultados experimentales obtenidos de los
ensayos preliminares se presentan en el Anexo 7-14 y el comportamiento de la mortalidad
de E. fetida en funcién de la concentracién de cloruro de potasio se muestra en la Figura 3-
4.

Figura 3-3. Mortalidad presentada en los ensayos preliminares 1 y 2 de Eisenia fetida en funcién de
la concentracién de cloruro de potasio.
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12CLso (14 dias) del cloruro de potasio en Eisenia fetida 6030 ppm, C.V.: 11.4%, Desviacién estandar: 689
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Probit® entregd las concentraciones letales para mortalidades correspondientes al 5%,
50% y 95% de la poblacién y estimd los limites inferior y superior para dichos valores con
una confianza del 95%. Las concentraciones letales obtenidas para el primer y segundo
ensayos se incluyen en la Tabla 3-6 expresadas en miligramos de Cloruro de Potasio por
gramo de suelo artificial seco®®.

Debido a que la poblacién de lombrices tenia una velocidad de reproduccién menor que la
velocidad con la cual los individuos estaban siendo utilizados en cada ensayo, fue
necesario hacer tres siembras en el pie de cria provenientes del lombri-cultivo del profesor
Jairo Leonardo Cuervo profesor vinculado a la Facultad de Agronomia de la Universidad
Nacional de Colombia quien mantiene camas composteras con lombriz roja californiana con
fines académicos. El centro tecnologico canadiense recomienda la renovacion del pie de
cria pues reduce la resistencia entre la poblacion de lombrices (Scroggings, 2007), por lo
tanto se espera que a raiz de esta siembra puede presentarse una variacion en la
concentracion letal para el cloruro de potasio en las proximas evaluaciones de la toxicidad
de dicha sustancia.

3.3. Pruebas de toxicidad

El comportamiento observado en las pruebas de toxicidad teniendo como punto final la
mortalidad se muestra en la Figura 3-4.

Figura 3-4. Mortalidad de Eisenia fetida en funcién de la concentracion de cloruro de potasio.
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13 El andlisis estadistico de los resultados experimentales se incluyen en los Anexo 8-17 y Anexo 8-18.
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Existe una menor dispersion entre los ensayos 3, 4 y 5, mientras que el ensayo 6 se aleja

de la tendencia indicando que la poblacién es mas sensible al toxico probado reportando de

esta manera una concentracion letal menor.

Se observl una reduccion generalizada en el peso de los individuos expuestos, esto se

explica por la presencia del cloruro de potasio en el medio. A medida que la concentracion

del cloruro de potasio aumentd en el sustrato los individuos tendieron a perder una

proporcion mayor de peso.

En la Figura 3-5 se observan los cambios en la biomasa para los ensayos 3, 4, 5y 6. Las

barras grises corresponden al peso humedo promedio inicial por lombriz en cada

tratamiento, y las barras rojas corresponden al peso hiumedo promedio final por lombriz en

cada tratamiento.

Figura 3-5. Cambios observados en el peso de las lombrices en los ensayos 3, 4, 5y 6 de
exposicion aguda para la estimacion de la sensibilidad de una cepa de E. fetida ante el cloruro de
potasio.
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La reduccioén en el peso de los individuos puede explicarse en dos fendbmenos, el primero
se debe a que el individuo pierde humedad lo cual se observé en una reduccién de la talla
de la lombriz (longitud y didmetro) e intensificacion del color de la piel y en la ausencia de
secrecion por los poros dorsales y en segundo lugar la biomasa total se reduce a causa de

las lombrices muertas por la intoxicacion con el cloruro de potasio en el sustrato.

No se encontraron evidencias de reproduccion de las lombrices tanto en las unidades
experimentales correspondientes a los tratamientos ni en los controles negativos de los

ensayos.

A partir de los resultados de cada ensayo se calculé la concentracion letal media del cloruro
de potasio para la exposicion aguda de una cepa de Eisenia fetida con los limites inferior y

superior de variacién con una confianza del 95%, los datos se resumen en la Tabla 3-6.

Tabla 3-6. Concentraciones letales media calculadas para los ensayos de estimacién de la
sensibilidad de Eisenia fetida ante Cloruro de potasio como toxico de referencia (mg. KCl/g. SAS).

Limite CLso Limite
Ensayo Inferior Calculada Superior

(mg/g) (mg/g) (mg/g)
1 5,94 6,11 6,30
2 5,89 6,00 6,11
3 5,94 6,11 6,30
4 5,91 6,03 6,14
5 6,40 6,72 7,05
6 6,01 6,43 6,83
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Limite CLso Limite
Ensayo Inferior Calculada Superior
(mg/g) (mg/g) (mg/g)
7 5,86 6,31 6,72
8 5,47 5,66 5,83

Estos resultados indican que el pie de cria es critico para la evaluacién de la sensibilidad de

un toxico de referencia.

Se tomaron los valores de la Concentracion Letal 50 calculados y mostrados en la Tabla
3-6 y se grafico la carta de control para el cloruro de potasio como toxico de referencia, en
dicha grafica el eje de las abscisas representa la fecha o el numero del ensayo y el eje de
las ordenadas indica la concentracion del cloruro de potasio. La media aritmética y la
desviacion estandar calculadas a partir de esta serie de datos obtenidos son utilizadas para
definir el rango de variabilidad aceptable de la prueba con la cepa de Eisenia fetida utilizada

cuyos limites superior e inferior se hallan mediante la Ecuacion 3-1.

Ecuacion 3-1. Estimacion de los limites superior e inferior para el rango de variacion tolerado de la
CLso con un 95% de confianza (Espinosa, Bustos, & Diaz, 2004).

Limite inferior =x — 20

Limite superior = x + 20

Se espera que los resultados obtenidos de las pruebas periédicas de control de calidad del
procedimiento varien dentro del intervalo calculado. En caso contrario podria estar
generandose resistencia entre la poblacién del organismo de prueba se someteria a
revision el procedimiento experimental seguido por el especialista encargado de la prueba.
Se realizé el analisis estadistico descriptivo de los datos obtenidos de la variable
dependiente (nimero de organismos muertos), de las cuatro pruebas toxicoldgicas con el
cloruro de potasio, ésta presentd una distribucion normal (Prueba de bondad de
Kolmogorov-Smirnov, ver Anexo 7-18). En cuanto al comportamiento de la variable
dependiente con relacion a los diferentes niveles de concentracién a los que fueron
expuestos los organismos, los valores recaen dentro del rango de confianza del 95%. Esto
confirma que los valores de la variable dependiente tienen una distribucion normal. Los

datos calculados se expresan en mg KCl/g SAS.

Media aritmética calculada 6,17
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Desviacion estandar calculada 0,32
Limite inferior X—20= 5,54
Limite superior X+ 20 = 6,81

La EPA establece que deben realizarse por lo menos cinco pruebas antes de que se
establezcan los limites del 95% para el rango de variacién de la CLso. En la Figura 3-6 se

grafican los resultados obtenidos para la concentracién letal media del cloruro de potasio
para Eisenia fetida.

Figura 3-6. Estimacién de la probabilidad de la prueba de sensibilidad de Eisenia fetida para el toxico
de referencia cloruro de potasio.
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El rango de variacion obtenido es tal que los promedios de las concentraciones letales se
ajustan sin exceder los limites, a medida que se realicen ensayos de control de calidad, se
espera que en ensayos futuros éste rango se estreche indicando que tanto la técnica del
ensayo se esta refinando, la experticia del encargado incide en menor grado en errores

experimentales y no se estaria generando resistencia entre la poblacién de lombrices.

Con los controles negativos incluidos en cada ensayo se busca verificar que el
procedimiento se haya realizado de manera correcta y que el medio de exposicion resulte
inocuo. Se debe tener en cuenta que se trata de un material libre del toxico, asi que se

acepta una mortalidad de maximo el 10% de los individuos (Scroggings, 2007).
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Se presentd cambio en el peso de las lombrices expuestas en cada tratamiento. La validez
de los ensayos se comprob6 con mortalidad cero en los controles negativos, los resultados

se muestran en la Figura 3-7.

Figura 3-7. Variaciones en el peso de las lombrices presentadas en los controles negativos de los

ensayos 3-6.
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Una mortalidad nula indica que el sustrato utilizado es inocuo durante el tiempo de prueba,
sin embargo la reduccién en el peso de los individuos sugiere que este material no
proporciona los nutrientes necesarios para el crecimiento de las lombrices, es de esperarse
una respuesta similar en los controles de los ensayos de toxicidad que se realicen a

muestras de suelo ambientales.

3.3.1. Evaluacion de la toxicidad de una muestra de Suelo de una

zona arrocera en el departamento del Tolima

La muestra de suelo se tomé en un lote aledafio al canal Chenche en el municipio de

Saldafia en el departamento del Tolima.

En esta zona la actividad agricola es la principal fuente de ingresos de la poblacion para
subsistir, la ganaderia extensiva se posiciona en el segundo lugar. Principalmente se cultiva
el arroz pero también se encuentran cultivos de algodon, maiz, sorgo y mani. Esta region

es conocida por ser una de las principales productoras de arroz en Colombia.
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3.3.1.1. Prueba de Toxicidad
La metodologia de preparacion de las unidades experimentales se explico en el numeral y
aplica para las cuatro muestras de suelo evaluadas y presentadas en este capitulo.

A la muestra del suelo proveniente de Saldafia y a las tres muestras posteriormente
evaluadas se les practicaron las mediciones rutinarias explicadas en el numeral 1.6 y
esquematizadas en la ilustracion 1.6; en este caso en particular, los resultados
experimentales se presentan en la Tabla 3-7.

Tabla 3-7. Capacidad de Retencion de Agua y pH para la muestra de suelo D5 21 Canal Chenche
Derecho

Medicion Método Experimental | Unidades Valor

WHC (Scroggings, 2007) % 64,74

pH (ASTM, 2007) 5,35
Humedad Gravimétrica

(Base Humeda) (ASTM, 2010) % 1,21

La muestra evidenciaba un reducido contenido de humedad y el resultado experimental lo
corrobora, el contenido de agua de la muestra se fij6 entre 23 y 26% en base humeda
tedrica para los cinco tratamientos, la variacién se debe a que cada tratamiento difiere en
las proporciones de suelo real y artificial y cada uno de estos materiales tiene distintas
WHC, de esta misma manera el contenido de agua variara y por tanto la humedad de la

unidad experimental preparada.

Los valores de pH y humedad gravimétrica medidos para cada uno de los tratamientos

preparados en los dias 1, 7 y 14 de la exposicion se presentan en el Anexo 7-19.

Las humedades gravimétricas iniciales medidas para cada tratamiento oscilaron entre 23%
y 28% %p/p en base himeda, segun los valores consignados en el Anexo 7-19, se observa
una tendencia a aumentar la humedad en general en las muestras evaluadas, en los

controles negativos y en los controles positivos.

En la prueba de toxicidad se utilizaron lombrices adultas cliteladas con un peso promedio
de 281,3 + 33,2 mg, no se presenté mortalidad en los tratamientos probados ni pruebas de

reproduccion entre las lombrices, el ensayo se considera valido puesto que la respuesta en
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el control negativo (Suelo Artificial OECD) fue 0%. Los resultados del ensayo se resumen
en la Tabla 3-8. Las filas 1, 2, 3, 4 y 5 corresponden a los tratamientos o concentraciones

preparadas con el suelo a probar.

Tabla 3-8. Resultados de la Prueba de toxicidad
arrocera en el departamento del Tolima.

aguda para una muestra de suelo en una zona

Concentracion Lombrices Vivas Peso Lombrices % Mortalidad | Cambio en
No. Suelo Dia 1 Dia 14 Dia 1 Dia 14 Dia 14 el Peso
% Und. und. g g % %

nce‘;’g‘t'“‘j:) 0,00 50 50 14,1852 | 13,3556 0% -5,8

1 1,0% 15 15 4,4559 4,8231 0% 8,2

2 3,2% 15 15 3,6231 3,6478 0% 0,7

3 10,1% 15 15 4,5255 4,8050 0% 6,2

4 32,0% 15 15 4,3593 5,0900 0% 16,8

5 100,0% 15 15 3,9042 4,7840 0% 22,5
;:;’Srl‘;'\j’(') 6,46 50 19 14,3995 2,4915 62% -82,7

Figura 3-8. Variacion de la Biomasa en los tratamientos en funcion de la Concentracion del Suelo
Real al finalizar el dia 14.
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En el control negativo preparado solamente con suelo artificial no hubo mortalidad y el peso
himedo promedio por lombriz descendid6 16,6 mg, mientras que en el caso de los
tratamientos las lombrices ganaron peso con la concentracién del suelo los cuales fueron
de 1,6 mg para el tratamiento 2 hasta 58,7 mg para el tratamiento 5. En el control positivo
(6,48 mg KCl/g Suelo Artificial OECD) se obtuvo una mortalidad del 62% y la reducciones

en el peso humedo fueron del orden de 156,86 mg en promedio por cada lombriz.
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3.3.2. Evaluacion de la toxicidad de una muestra de suelo de una

zona de explotacién petrolera

Se realiz6 el ensayo de toxicidad para dos muestras de suelo provenientes de una zona de
explotacion petrolera recolectadas en la regién nor-oriental del departamento del Meta que
limita con el departamento de Arauca.

En dicha zona se desarrollan actividades industriales potencialmente contaminantes en
primera instancia por los materiales involucrados en el proceso y en segundo lugar por
incidentes tales como pequefios derrames, escapes e incluso vertimientos accidentales. El
suelo contaminado se somete a un tratamiento de bio-remediaciéon4; de tal manera que el
ensayo se practicé a dos muestras la primera correspondié a una zona contaminada y la
otra muestra se trataba de este mismo suelo contaminado pero después de haber sido

remediado.

Con el animo de complementar los resultados obtenidos en la prueba de toxicidad y
conocer algunas caracteristicas que podrian ayudar a explicar los resultados e incluso
influir en éstos, se midieron las propiedades fisicoquimicas para las dos muestras en el
laboratorio de suelos de la facultad de Agronomia de la Universidad Nacional. Las
propiedades granulométricas y las propiedades quimicas de las muestras previo y post-

tratamiento se incluyen en el Anexo 7-22.

3.3.2.1. Caracteristicas de los suelos
La muestra previa al tratamiento contiene aceites y grasas, mientras que en la muestra

posterior al tratamiento esto es practicamente imperceptible.

La muestra se mantuvo intacta teniendo en cuenta las caracteristicas de la actividad
desarrollada en el sitio de origen sin ser sometida a operaciones ni de secado ni de
humectacion, la prueba de toxicidad se realiz6 con las muestras tal y como se habian
obtenido del lugar de origen para mantener intactas las propiedades que pudieran tener

algun efecto o generar alguna respuesta en las lombrices. Los resultados de las mediciones

14 E| tratamiento de remediacion es propiedad de la empresa privada y se mantiene bajo confidencialidad.
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rutinarias de pH y humedad gravimétrica se muestran en el Anexo 7-20 y en el Anexo 7-21

para la muestra posterior a la remediacion.

3.3.2.2. Prueba de toxicidad para una muestra de Suelo Previo al tratamiento
de Bio-remediacion

Se utilizaron lombrices adultas cliteladas con un peso promedio de 476,9+64,7 mg. La

mortalidad en la prueba de toxicidad se obtuvo en el tratamiento que contenia una

concentracion del 100% del suelo real, es decir sin haber sido diluida con el material inerte.

Se verificé la validez con una mortalidad en el control negativo (Suelo Artificial OECD) del

0% y el peso de las lombrices descendi6 en los cinco tratamientos probados. Los

resultados experimentales se muestran en la

Tabla 3-9 y se ilustran en la Figura 3-9. Las filas 1, 2, 3,4y 5de la

Tabla 3-9 corresponden a los tratamientos o concentraciones preparadas con el suelo

probado.

Tabla 3-9. Resultados de la Prueba de toxicidad aguda para una muestra de suelo contaminado en
una zona de explotacion petrolera.

Concentracion Lombrices Vivas Peso Lombrices % Mortalidad | Cambio
No. Suelo Dia1 Dia 14 Dia 1 Dia 14 Dia 14 en el Peso
% und. und. g g % %
oot 0,00 50 50 22,124 | 18,9222 0% 14,5
1 1% 15 15 7,0569 5,1063 0% -27,6
2 3% 15 15 6,7461 5,8476 0% -13,3
3 10% 15 15 6,9775 5,8824 0% -15,7
4 32% 15 15 6,9068 5,8069 0% -15,9
5 100% 15 0 8,6264 0,0000 100% -100,0
f;s?;fvf’; 6,47 50 17 24,4775 3,937 66% -83,9
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Figura 3-9. Variacion de la Biomasa en los tratamientos en funcién de la Concentracion de la
muestra de Suelo Contaminado al finalizar el dia 14.

24,0 - -
S 22,124 Dia 1 W Dia 14
©
@ 20,0 | 18,9222
€
9 16,0 |—
[a)
©
o 120 |
© 8,6264
-8 80 | 7,0569 6,7461 6,9775 6,9068
g 5,1063 5,8476 58824 5,8069
240+ 1B BB B
8 0,0000
P 00 . . . . .

0,00 1% 3% 10% 32% 100%
Concentracion de suelo en % en peso

En los cinco tratamientos se presentd reduccién en el peso de las lombrices inclusive en el
control negativo (Suelo Artificial OECD) la cual fue de 64,03 mg en promedio para cada
lombriz. En el control positivo (6480 mg KCI Kg* Suelo Atrtificial OECD) se presenté una
mortalidad del 66% y la reduccion promedio por lombriz fue de 257,96 mg por lombriz. Las
lombrices perdieron un peso muy cercano entre si, tal como se observa en la Figura 3-9,
excepto en el Ultimo tratamiento en el que la mortalidad fue total.

3.3.2.3. Prueba de toxicidad parala muestra de Suelo Posterior al tratamiento
de Bio-remediacion

Se utilizaron lombrices adultas cliteladas con un peso promedio de 571,0+62,5 mg. No se

presenté mortalidad en la prueba de toxicidad con lombrices en la muestra, se verifico la

validez con una respuesta en el control negativo (Suelo Artificial OECD) del 0% y la

biomasa descendi6 en los cinco tratamientos probados. Los resultados experimentales se

muestran en la

Tabla 3-10 y el comportamiento de la biomasa se muestran en la Figura 3-10. Las filas 1, 2,
3,4y5dela
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Tabla 3-10 corresponden a los tratamientos o concentraciones preparadas con el suelo

probado.

Tabla 3-10. Resultados de la Prueba de toxicidad aguda para una muestra de suelo remediado en
una zona de explotacion petrolera.

Concentracion Lombrices Vivas Peso Lombrices % Mortalidad | Cambio en
No. Suelo Dia 1 Dia 14 Dia 1 Dia 14 Dia 14 el Peso
% Und. und. g g % %

oot 0,00 50 50 28,6073 | 20,7468 0% -27,5
1 1,0% 15 15 8,2937 6,1281 0% -26,1

2 3,0% 15 15 8,7606 6,2613 0% -28,5

3 10,0% 15 15 7,7602 5,8968 0% -24,0

4 32,0% 15 15 8,5337 6,6499 0% -22,1

5 100,0% 15 15 9,2607 7,0597 0% -23,8
lfo"s?f{v"(') 6,45 25 15 14,4677 5,2070 40% -64,0

Figura 3-10. Variacion del peso de las lombrices en los tratamientos de la Prueba de toxicidad
aguda para una muestra de suelo remediado en una zona de explotacion petrolera.
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En el control negativo preparado con suelo artificial OECD no hubo mortalidad y el peso
promedio himedo por lombriz disminuy6 en 157,2 mg. El 40% de las lombrices del control
positivo no sobrevivieron, aquellas que sobrevivieron perdieron en promedio 231,5 mg cada

una. A diferencia de la muestra de suelo previa al tratamiento de remediacion se
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presentaron reducciones de mas del 20% mientras que en la prueba de la muestra previo al

tratamiento, las reducciones fueron del orden del 10%.

3.3.3. Evaluacioén de la toxicidad de una muestra de suelo

recolectada en una zona de refinacion de crudo

La prueba de toxicidad se realizé para una muestra proveniente de un sector en el cual se
identificaron derrames de crudo y derivados de crudo en una refineria de petrdleo ubicada

en el occidente del departamento de Santander.

En el sitio de muestreo se realizan labores propias de dicha actividad industrial, en donde
los derrames accidentales son frecuentes. La muestra de suelo recibida tenia un fuerte olor

a hidrocarburo, sin embargo no se apreciaba la presencia de aceites ni grasas.

Siguiendo el procedimiento establecido a la muestra se le practicd un analisis de medicion
de propiedades fisicoquimicas en el laboratorio de suelos de la facultad de Agronomia de la
Universidad Nacional. En el Anexo 7-23 se muestran las propiedades fisicoquimicas y

texturales de la muestra.

3.3.3.1. Caracteristicas de la muestra de suelo
En el sitio de muestreo del suelo se desarrollan labores operativas relacionadas con la

refinacion del crudo, con base en los andlisis de laboratorio obtenidos se infiere que se trata

de un suelo que originalmente poseia un elevado contenido de materia organica y fésforo.

Teniendo en cuenta las caracteristicas de la actividad desarrollada en el sitio de donde
provino la muestra, se mantuvieron las condiciones originales sin que ésta fuera sometida a
operaciones ni de secado ni de humectacién, la prueba de toxicidad se realiz6 con las
muestras tal y como se habian obtenido del lugar de origen para mantener intactas las
propiedades que pudieran tener algun efecto o generar alguna respuesta en las lombrices.
Los resultados de las mediciones rutinarias de pH y humedad gravimetria se incluyen en el
Anexo 7-21.
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3.3.3.2. Prueba de toxicidad para una muestra de Suelo proveniente de una
refineria
Se utilizaron lombrices adultas cliteladas con un peso promedio de 495,8+38,5 mg. Se
presentd6 mortalidad en la prueba de toxicidad con lombrices para esta muestra en los
tratamientos correspondientes a las concentraciones de suelo real del 10, 32 y 100%. Se
verificd la validez con una respuesta en el control negativo (Suelo Artificial OECD) del 0% y
la biomasa descendi6 en los cinco tratamientos probados. Los resultados experimentales
se muestran en la Tabla 3-11 y el comportamiento de la mortalidad y la biomasa en los

tratamientos se muestran en las figuras Figura 3-11y
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Figura 3-12.

Tabla 3-11. Resultados de la Prueba de toxicidad aguda para una muestra de suelo de una refineria.

N Concentracion Lombrices Vivas Peso Lombrices % Mortalidad | Cambio en
0. Suelo P p P P Dia 14 el Peso
ue Dia 1 Dia 14 Dia 1 Dia 14
% Und. Und. g g % %
Control 0,00 50 50 25,3472 | 21,9127 0% -13,5
negativo ’ ! ’ !
1 1,0% 30 30 7,4279 6,1385 0% -17,4
2 3,2% 30 30 7,1939 5,7867 0% -19,6
3 10,1% 30 22 7,7048 3,6114 27% -53,1
4 32,0% 30 0 7,2628 0,00 100% -100,0
5 100,0% 30 0 7,6613 0,00 100% -100,0
Control
positivo 6,46 30 15 14,7022 4,6942 50% -68,1

Figura 3-11. Variacién de la Mortalidad en los tratamientos en funcién de la Concentracién del Suelo

Real.
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Figura 3-12. Variacién de la Biomasa en los tratamientos en funcién de la Concentracion del Suelo

Real.
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En el control negativo (Suelo Artificial OECD) no se presentd mortalidad y las lombrices

disminuyeron su peso en 68,6 mg en promedio cada una. En las unidades experimentales

del control positivo (6480 mg KCI Kg? Suelo Artificial OECD) se presenté una mortalidad

del 50% respectivamente y la reduccion promedio de la biomasa fue de 177,1 mg.

El calculo de la concentracion letal se realiz6 con la version libre del programa Probit®?.

Se identificaron concentraciones letales para mortalidades correspondientes al 1%, 5%,

10%, 15%, 50%, 85%, 90%, 95% y 99% ademas se estimaron los limites inferior y superior

para dichos valores con una confianza del 95%. Se obtuvo una concentracion letal media

de 14,223, con un limite inferior de 10,169 y un limite superior de 20,028 todos expresados

en gramos de suelo real por 100 gramos de suelo total.

15 En http://www.epa.gov/ncea/bmds/versions.html
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4. Analisis de Resultados

El andlisis de resultados se centrara en las sustancias identificadas en las pruebas de
laboratorio realizadas a las muestras de suelo recolectadas y especialmente en aquellas
sustancias que representen un mayor riesgo ecoldgico o hayan evidenciado algun efecto en
las lombrices. Esta seleccion se hace teniendo en cuenta que el suelo es un sistema en
donde existe un gran nimero de sustancias elementales y complejas y la interaccion entre

éstas puede inducir alguna reaccion en las lombrices.

4.1. Prueba de Sensibilidad de Eisenia fetida ante el

cloruro de potasio como toxico de referencia

Las pruebas realizadas para determinar la sensibilidad de la cepa de Eisenia fetida que se
utilizaria en la tesis permitié entre otras cosas verificar la influencia que tiene el pie de criay
las condiciones de sostenimiento en los resultados obtenidos, las variaciones presentadas
en las concentraciones letales corresponden con las renovaciones de la muestra
poblacional. Es importante resaltar que la CLsp calculada a partir de los datos
experimentales tiene una menor desviacion estandar que aquella reportada por (Yeardley,
Lazorchak, & Pence, 1995) para el cloruro de potasio, esto significa que los datos obtenidos
a pesar de las siembras realizadas son menos dispersos entre si que los reportados por
dicho autor, esto se explica en el hecho de que el autor calibra la concentracion de cloruro
de potasio en el suelo artificial con un conductimetro, lo cual introduce una mayor diferencia

entre ésta variable.

De acuerdo con el andlisis de varianza realizado a los datos obtenidos y mostrado en el
Anexo 7-15, se encuentra que el valor de p es muy bajo indicando que hay una interaccién
significativa entre la concentracion del toxico y la mortalidad y el cambio en el peso

promedio por lombriz.
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4.2. Muestra de suelo en una zona arrocera del

departamento del Tolima

Los resultados del andlisis por UPLC-Q TOF MS practicados a la muestra de suelo objeto
del bioensayo confirmaron la presencia del fungicida carbendazim, del plaguicida

azoxystrobin, de nitrofenol y el diclorofenol (Bustos Lépez, 2012).

Al revisar la forma en que existen las sustancias en el agua de poro se encuentra que la
ionizacion del carbendazim puede repercutir en una toxicidad inusualmente baja en suelos
a pH bajos (Liu, et al., 2012) tal como ocurre en esta muestra la cual reporta un pH de 4,8
el cual se puede clasificar como un suelo fuertemente acido, de tal manera que la bio-
disponibilidad de contaminantes ionizables como el carbendazim en el ambiente depende
del pH. Es ampliamente aceptado que las especies neutras son mas toxicas y bio-
acumulativas que las especies ionizadas (Zhao, et al., 2009) lo cual puede explicar que no
se haya presentado mortalidad entre las lombrices expuestas a las muestras de éste.

El aluminio presente en la muestra de éste suelo es un elemento de gran preocupacion
ambiental. Autores afirman que la puesta de huevecillos se ve afectada por la presencia de
elevadas concentraciones de aluminio en el sustrato (Fischer & Molnar, 1997), (Peinado et
al., 2012) y (Rundgren & Nilsson, 1997) mientras que el pH no parece influir en la
reproduccioén (Phillips & Bolger, 1998).

El aumento de la biomasa durante el ensayo fue un resultado inesperado de la prueba de
toxicidad, Van Gestel & Hoogerwerf (2001) se refieren a dicho fenémeno afirmando que la
presencia del aluminio podria incrementar el crecimiento de las lombrices, en pruebas en
donde se presenté una reduccion en la reproduccion y un aumento de la biomasa, los
autores explican que se presenta una compensacion entre el crecimiento y la produccion de
huevecillos (Van Gestel, Dirven-Van, & Baerselman, 1992) al parecer las lombrices
“deciden” invertir en crecimiento mas no en puesta y esto es justamente lo que pudo haber
ocurrido en la prueba realizada. Las condiciones de exposicién pueden afectar dicha

compensacion entre el crecimiento y la produccién de huevecillos, en este caso la
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presencia del aluminio pudo estimular a las lombrices para invertir en crecimiento y no en

reproduccion.

De acuerdo con los resultados de las mediciones hay una tendencia a disminuir la
humedad relativa de las muestras, esto se debe principalmente a dos fenébmenos, en primer
lugar las lombrices adsorben por la piel el agua del suelo puesto que buena parte del
oxigeno que utilizan para sus proceso vitales proviene del oxigeno presente en el agua 'y en
segundo lugar, hay una evapotranspiracion natural del sustrato al aire circundante, prueba
de ello eran las gotitas de agua condensada que se encontraban en la tapa de los
recipientes.

En cuanto al comportamiento del pH en los tratamientos probados, se observé una
disminucion leve en la medicion del dia 7 y un aumento en el dia 14, lo cual coincide con
publicaciones de autores que han reportado que el pH de suelos tratados con Eisenia fetida
tienden a aumentar (Bouché & Abdul Rida, 1997) y (Wen, et al., 2004).

Algunos autores aseguran que la puesta de huevecillos esta influenciada por el sustrato en
el que se cria Eisenia fetida, por lo tanto, se infiere que el medio no es propicio ni cuenta
con las condiciones para la reproduccion, y se podria presumir que en ensayos o en una
exposicion prolongada, la poblacion de lombrices tenderia a decaer pues no habria

reproduccioén entre los individuos.

4.3. Muestra de suelo de una zona de explotacion
petrolera
La muestra evaluada constaba a su vez de dos muestras, una contaminada y otra muestra

posterior a un tratamiento de remediacion.

Se desconoce el tipo de tratamiento que las muestras recibieron antes de ser recolectadas
por ende no es posible ni objeto de este trabajo ahondar en el proceso de remediacién y

cémo las propiedades de éstas fueron modificadas.

Las muestras reportaron valores de pH entre 9.9 y 8.4 previo y posterior al tratamiento

(alcalinos) respectivamente, el pH tendi6 a aumentar durante los 14 dias que tardo el



Evaluacion de la toxicidad de suelos mediante un bio-ensayo con la lombriz de 63
tierra Eisenia fetida

ensayo excepto en los tratamientos 1 y 2 de la muestra contaminada en los que el pH
cambio6 de 6,7 a 5,9 y de 6,1 a 6,1. A pesar de este resultado hubo una tendencia general
hacia el aumento del pH lo cual concuerda tanto con la prueba de evaluacion del suelo de

la zona arrocera como lo encontrado en la literatura.

En la prueba de toxicidad de la muestra contaminada se presentdé mortalidad en el quinto
tratamiento, es decir con la muestra sin dilucion (concentracion del 100%). En los
tratamientos de bajas concentraciones no hubo mortalidad. Al revisar los andlisis, las
concentraciones de los macro-nutrientes encontradas son propias de un suelo apto para
agricultura y poco usuales en un suelo en el que se esperaba un mayor contenido de

aceites y grasas Anexo 7-22.

Se presume que las lombrices murieron por falta de oxigeno en la prueba de toxicidad de la
muestra contaminada. El sustrato estaba impregnado de una sustancia aceitosa lo cual
sugiere que los poros estaban saturados, por lo tanto no habia aire disponible para que las
lombrices pudieran respirar, asi es que buscaron agruparse en la superficie manteniéndose
alli inmoviles, este comportamiento fue mas evidente a medida que la concentracion del

suelo contaminado aumentaba, sin embargo, la capa aceitosa las cubri6é y no sobrevivieron.

Tal como era de esperarse la biomasa disminuyd, teniendo en cuenta que las lombrices
mostraron actividad excavando galerias solamente en los tratamientos de menor
concentracion de suelo (1 y 2), el comportamiento evidenciaba que aunque no se presento
mortalidad en los tratamientos 1, 2, 3 y 4, el sustrato era hostil para los organismos. Esto se

puede atribuir a las sustancias contaminantes provenientes de la actividad industrial.

Las pérdidas de peso de las lombrices en el suelo contaminado fueron de 28, 13, 16 y 16%
respectivamente, mientras que en los resultados de la prueba con el suelo tratado, las
reducciones fueron de 26, 28, 24, 22 y 23% valores evidentemente superiores. Es notable
la elevada concentracion de sodio en la muestra de suelo tratada en comparacion con el

suelo contaminado.

Es importante resaltar que aunque no se presentd mortalidad en la muestra tratada, las
concentraciones de calcio, potasio, sodio y fosforo antes y después de la remediacion

tienden a subir. En el caso del sodio y del calcio se duplicaron pasando de 4,8 a 10,9 y de
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13 a 28 meq 100g? respectivamente, el potasio se cuadruplica pasando de 0,15 a 0,52
meq 100g?, y el fosforo pasa de ser 14,9 a 22,0 meq 100g? de tal manera que la segunda
muestra corresponde a un suelo con un mayor contenido de sales. Autores han reportado
que existe una correlacion estadistica significativa entre la concentracion del cloruro de
sodio y el peso de las lombrices, afirmando que la biomasa tiende a disminuir a medida que
aumenta la concentracion del cloruro de sodio en el sustrato (Guzyte, Sujetoviene, &
Zaltauskaite, 2011). De tal manera que la perdida en el peso de las lombrices esta
estrechamente relacionada con la salinidad, puesto que la muestra con mayor
concentracion de sodio, calcio y magnesio presentd mayor pérdida de peso en las

lombrices.

4.4, Muestra de suelo de unarefineria de crudo

La prueba de toxicidad se realizé para una muestra proveniente en la cual se identificaron
derrames de crudo y sus derivados en una refineria de petréleo ubicada en el occidente del
departamento de Santander. La muestra tenia un olor muy fuerte caracteristico a
hidrocarburos aunque no se apreciaba a simple vista si habia 0 no presencia de aceites y

grasas.

Segun el andlisis textural de la muestra, ésta posee un contenido de 52% de arena, 21% de
limo y 27% de arcilla, es decir se trata de un suelo arenoso. La muestra present6 un pH de
6.90 lo cual se considera como un suelo neutro, las concentraciones de calcio, potasio y
materia organica estan muy cerca de los valores 6ptimos en suelo, mientras que el

magnesio y sodio estan en niveles muy bajos (Molina, 2011).

Con respecto a la evoluciéon del pH durante el ensayo, no hay una tendencia generalizada
puesto que en los tratamientos 1 y 3 el pH no varia sustancialmente, en el tratamiento 4
tiende a disminuir y en los tratamientos 2 y 5 la tendencia por el contrario apunta hacia el
aumento. Al tratamiento 5 se le midié el pH al iniciar la prueba y en el dia séptimo, después

de esta revision la muestra se descompuso junto con las lombrices y se desechd.
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La humedad del sustrato en los tratamientos desciende a medida que el suelo real aumenta
en la mezcla, asi mismo la humedad de los sustratos a medida que transcurren los dias del

ensayo, esto se debe a la evaporacion natural del agua.

Durante el ensayo se presentd mortalidad entre las lombrices expuestas a los tratamientos
preparados. Para las dos concentraciones menores no hubo mortalidad, para la
concentracion intermedia la mortalidad fue del 27% y para las dos concentraciones
mayores la mortalidad fue del 100%. Los resultados experimentales se analizaron con el
paquete estadistico Probit® y se obtuvo una concentracién letal media de 14,22 gramos de
suelo real por cada 100 gramos de suelo total con un intervalo de variacién entre 10,169 y
20,028 y una confianza del 95%.

Este resultado supone que la poblacién de lombrices no sobreviviria ni siquiera a una
concentracion relativamente baja de éste tipo de suelo, puesto que para una exposicion
aguda a una concentracién del 10% hubo una respuesta en que el 27% de los individuos
muri6é. De acuerdo con los resultados, una concentracion inocua para la poblacién de la
lombriz corresponde a un valor del 3,2 g de suelo real en 100 g. de suelo total. La
concentracion de aceites y grasas en la muestra detectada (procedimiento experimental
EPA 9071B) fue de 30 g por kilogramo de muestra, lo cual implica que las lombrices
alcanzan a sobrevivir a una concentracion de suelo real de 3,2 g por 100 gramos de suelo

total.

Una prueba de toxicidad de exposicion aguda como la utilizada en este trabajo puede ser
utilizada para conducir pruebas screening. También pueden ser Utiles en la estimacion del
tratamiento de bio-remediacién necesario para mitigar un efecto identificado teniendo en
cuenta que en la actualidad no se cuenta con datos suficientes para entender el impacto de
la mayoria de algunas sustancias contaminantes tales como hidrocarburos en suelos. Sin
embargo, es importante mencionar que una limitante de estos ensayos de laboratorio en el

analisis de riesgos es su reducida aplicacion a escala real (Saterbak, et al., 2000).
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5. Conclusiones

En las condiciones en las que se implementd el bioensayo del laboratorio de Ingenieria
ambiental del Departamento de Ingenieria Civil se encontré que la cepa utilizada de Eisenia
fetida gan6 més peso y tuvo mayor éxito de supervivencia durante el periodo de
mantenimiento del pie de cria en un sustrato a base de residuos de alimentos pre-

compostados, con humedad relativa de 80% y a la temperatura ambiente.

Se obtuvo una concentracién letal media CLso de 6,21 mg de Cloruro de Potasio/g Suelo
Artificial Himedo a partir de seis ensayos de estimacion de sensibilidad de E. fetida ante

dicha sal utilizada como toxico de referencia.

A partir de los resultados obtenidos se encontr6 que las muestras de suelo de la zona
arrocera y la muestra de suelo remediada proveniente de un sitio de explotacion petrolera
no presentaron toxicidad para E. fetida en las condiciones en las cuales se realiz6 el

ensayo.

El suelo contaminado proveniente del pozo petrolero presenté toxicidad aguda al igual que
la muestra de la refineria de petroleo para la cual se obtuvo una ClLsy de 14,223, con un
limite inferior de 10,169 y un limite superior de 20,028 expresados en gramos de suelo real
por 100 gramos de suelo total.
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6. Recomendaciones

La carta de control sirve como referente para determinar la sensibilidad del organismo de
prueba utilizado y es necesario elaborarse previa la exposicién de la lombriz a las muestras
de suelo a probar, los ensayo de sensibilidad deben planearse y realizarse cada cierto
periodo de tiempo para verificar que la respuesta del organismo se mantenga dentro de los

limites establecidos inicialmente.

Es conveniente el entrenamiento en la identificacion taxonémica del filo oligoqueto, puesto
gue son organismos claves e indicadores de la salud de los suelos, y ésta es una
herramienta clave en el diagnéstico de poblaciones de lombrices en regiones con diferentes

caracteristicas.

El origen de los materiales utilizados en la preparacion del suelo artificial es variable asi
mismo las propiedades mineraldgicas de cada uno, es importante tener en cuenta que la
turba es de facil consecucién en Canada, éste material podria remplazarse por otro con
mayor disponibilidad en regiones tropicales, al respecto autores han revisado materiales
alternativos sin que esto influya en el resultado del ensayo. También es importante revisar
la conveniencia del contenido de materia organica en el suelo artificialmente preparado,
puesto que se observé en los ensayos realizados una reduccién contundente en el peso de

las lombrices durante el tiempo de exposicion.

Las pruebas de toxicidad aguda para suelos contaminados utilizando la lombriz de tierra
Eisenia fetida, son una herramienta apropiada que complementa un andlisis de
propiedades fisicoquimicas de un material. La respuesta de los individuos es un buen

indicador de la disponibilidad de sustancias contaminantes y el efecto que éstos pueden
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tener en una poblacion a mediano plazo, tal como la inhibicion de la reproduccion y

eventualmente la reduccion o desaparicion de la misma.

Aun cuando no se obtengan mortalidades para muestras de suelo en las que se esperaba
hubiese una respuesta por parte de las lombrices, no se debe descartar realizar ensayos

crénicos complementarlos con bioensayos que utilicen otras especies de la cadena trofica.

Especiales como E. fetida sobreviven a concentraciones altas de residuos de plaguicidas
(compuestos de cobre), esta caracteristica debe tenerse en cuenta a la hora de considerar

las pruebas en suelos con E. fetida para monitorear la toxicidad de plaguicidas.

Las préacticas de agricultura intensiva aumenta los niveles de nutrientes en el suelo los que
a su vez influyen en la respuesta y comportamiento de la lombriz. Aunque no se presenté
mortalidad como respuesta en los ensayos de exposicion aguda, la poblacion tenderia a
declinar en el caso de que se tratase de un ensayo mas prolongado o de mayor tiempo de

exposicion.

Los resultados obtenidos por medio de un ensayo de exposicion aguda sugieren que para
un periodo mas prolongado la poblaciéon de E. fetida decaeria por lo que el sustrato
probado no es viable para el desarrollo y crecimiento de éstos organismos vivos puesto que
afecta negativamente el ciclo de vida de la lombriz, sin embargo se recomienda

complementar con ensayos con un tiempo de mayor exposicién.

La oferta nutritiva en las muestras de suelos probados son insuficientes para garantizar la
reproduccion de las lombrices, en el mejor de los casos los individuos utilizan los nutrientes
para su sostenimiento y crecimiento, pero la ausencia de copula y puesta de huevecillos

mantendria la poblacién estancada.

Las lombrices tienen una movilidad considerable lo cual ha permitido que se hayan
disefiado otros ensayos de evasion que comprueban el comportamiento de migrar de estos
animales cuando las condiciones del sustrato, por lo tanto este comportamiento debe

incluirse en las observaciones durante las pruebas de toxicidad.
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Anexo 7-1. Descripcion de la preparacién de los Materiales Componentes del Suelo

Artificial.

Tabla 7-1. Arena Cuarcitica

- . . Tiempo de Requerimiento
Operacion Equipo Utilizado Operacion EC EPS 1/RM/43
Pesaje Balanza Gramera Sin especificar Participacion del 70% en peso
del suelo artificial
. Tamafio de particula del
Tamizado Tamiz Malla No. 70 (212 30 minutos .
micrometros (ASTM, 2010)) material debe pasar por la
malla No. 70
Tabla 7-2. Turba
- . o Tiempo de Requerimiento
Operacion Equipo Utilizado Operacion EC EPS 1/RM/43
——— o
Pesaje Balanza Gramera Participacion del 10% en peso

Sin especificar

del suelo artificial

Esterilizacion

Autoclave, 15 psig

15-20 minutos

Ninguna en particular

S Horno convectivo, 24 horas, Usar recipientes resistentes a
ecado . - ot
Temperatura 105°C minimo la corrosién
Tabla 7-3. Arcilla Caolinitica
Operacién Equipo Utilizado Tiempo_gle Comentarios
Operacion
Cantidad limitada la capacidad
Pesaje Balanza Gramera Sin especificar del equipo en donde se hara el

posterior tamizado
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Anexo 7-2. Preparacion del Suelo Artificial

La preparacién del suelo artificial consistio basicamente en el mezclado y homogenizacién
de los materiales principales, para tal fin se pesaron las cantidades requeridas de cada
material en las proporciones establecidas y se procedié a la homogenizacion la cual de
preferencia debe hacerse mediante agitacion vigorosa mecanica.

Se utilizé un molino de bolas escala laboratorio en la homogenizacioén de los materiales
teniendo en cuenta los factores que influyen en el resultado de la operacion, a saber:

o0 oo

]

Velocidad de rotacion (revoluciones por minuto, r.p.m.): 70 r.p.m.

Tamafio y forma de las bolas: bolas ceramicas de 40 y 60 mm de diametro

Cantidad de bolas: 20 unidades de 60 mm. de didmetro

Cantidad de material: teniendo en cuenta que el material se trataba de un sélido seco, se
manejoé el 70% de capacidad del recipiente del molino de bolas, para evitar el apelmazamiento
del material.

Cantidad de agua: No aplica

Granulosidad de los materiales: se utiliza este equipo para lograr la mezcla homogénea de los
materiales puesto que éstos ya cuentan con un tamafio de particula reducido.

. Tiempo de operacion/Tiempo de molienda: 30 minutos. Se hicieron pruebas variando el tiempo

de molienda y se encontr6 que al aumentar dicho tiempo no se observaba un cambio
significativo en la homogeneidad del material obtenido.

llustracion 7-1. Procedimiento experimental para la Preparacion del Suelo Artificial OECD

ARENA CUARCITICA ARCILLA CAOLINITICA TURBA NEGRA

Pesaje Balanza Pesaje Balanza Seleccion y Empacado de
Gramera Gramera la turba para Esterlizacién
‘ 750 g, 15 min

Limpieza, secado y ‘
armado del Tamiz 70,

30 min Esterilizacion de Turba en Autoclave
750 g
‘ T Levantamiento = 30 min
Tamizado de Arena T Presurizacion (15psig) = 20 min
Cuarcitica T Recomendado Enfriamiento = 6 hrs.
1500 g, 30 min

Vaciado del equipo Preparacion de la Turba
seleccién y almacenamiento para Secado

de fraccion util 7509, 10 min
Pesaje Arena Secado de Turba
Cuarcitica Tamizada 750 g, 105°C, 24 hrs.

Pesaje Turba
Esterilizada y Seca
10% Peso SAS

Homogenizacién de Componentes
(Molino de Bolas)

2500 g, 30 min

Empacado, rotulado y
Almacenamiento del Suelo
Artificial
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Tabla 7-4. Componentes del Suelo Atrtificial y operaciones unitarias requeridas

posterior tamizado

L. . . Tiempo de Requerimiento
Operacioén Equipo Utilizado Operacion EC EPS 1/RM/43
— o
« | Pesaje Balanza Gramera No aplica Sartlmpamor_\ .d?" 70% en peso
> el suelo artificial
% Tamiz Malla No. 70 (212 Tamafio de particula del
< | Tamizado micrometros (ASTM, 30 minutos material debe pasar por la
2010)) malla No. 70
o o

Pesaje Balanza Gramera No aplica Part|C|paC|oq .d(.el 10% en peso
< del suelo artificial
us} L . 15-20 . .
@ | Esterilizacion | Autoclave, 15 psig . Ninguna en particular
E minutos

Horno convectivo, Usar recipientes resistentes a

Secado Temperatura 105°C = 24 horas la corrosion
é Cantidad limitada la capacidad
o | Pesaje Balanza Gramera No aplica del equipo en donde se hara el
x
<
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Anexo 7-3. Clave taxondmica de Eisenia fetida e Eisenia andrei

Eisenia andrei (Bouché, 1972)
Sinonimia: Eisenia fetida var. Unicolor André, 1963. Eisenia fetida andrei Bouché, 1972. Eisenia
andrei: (Sims & Gerard, 1985).

Caracteres externos: Pigmento morado oscuro, casi uniforme dorsalmente, ligeramente diluido en
los lados de ix-xi. Tamafio del cuerpo 46-107 x 3,5 - 4,5 mm (ejemplares preservados en alcohol),
region posterior aplanada. Segmentos anchos, Su nimero varia entre 88 y 119, media de 102. En
una submuestra de 19 ejemplares (S. Lorenzo della Costa, GE), el nimero de segmentos muestra
una distribucién bi/trimodal tipica de lumbricidos: la seccién derecha de la curva es escarpada (modo
106), mientras que la seccidn izquierda, mas suave, muestra dos modos secundarios (68 y 81), valor
medio 103.5. prostomio % epibolico a tanibolico. Primer poro dorsal 4/5. Proporcién entre las setas
en L, aa:ab:bc:cd:dd= 3.6:1.1:3.6:1:15. Poros masculinos en xv con poroforos de tamafio medio, en
forma de U. nefridioporos distribuidos irregularmente. Clitelo comprende 5 a 6 segmentos, Xxvi, Xxvii-
(xxx), xxxi, (xxxii). Tubérculos pubertarios ocupan 3 segmentos xxviii, (XXiX)-XXX, (Xxxi).
Espermatéforos planos, en el surco intersegmental 13/14, entre b y c. papilas ausentes.

Caracteres internos: vejigas nefridiales en forma de porra. Vesiculas seminales pequefias en ix y X,
grandes en xi y xii. Abertura de las espermatecas en 9/10 y 10/11 cerca de la linea medio-dorsal. El
resto es anatomicamente similar a E. fetida.

Eisenia fetida (Savignhy, 1826)

Caracteres externos: en la muestra de San Pietro di Novella, el nUmero de segmentos varia entre 76
y 119 (n=75), la frecuencia de distribucién se aproxima a una curva Gausiana (modo 96.5, media
96.65, valor medio 95), anquen el lado izquierdo es ligeramente mas escarpado. En ninguna otra
especie de lombriz de tierra se ha registrado una distribucion normal del nimero de segmentos. En
la muestra de Sarzana (n=27), la distribucién es menos regular y la estadistica es diferente: los
valores varian entre 79 y 124, modo 103.5, media 105.19 valor medio 102. El clitelo comprende (6) y
segmentos, (Xxv) xxvi-(xxxi) xxxii (xxxiii). Tubérculos pubertarios xxviii-1/2xxxi (xxxii). Espermatoforos
planos, en ab en xxiii 0 entre ¢ y d en xxii.

Biologia: el nimero haploide de cromosomas es 11 (Foot y Strobell, 1905, 1910, para ejemplares de
EEUU; Monné, 1926, 1928, para ejemplares de Checoslovaquia; Muldal, 1952, para ejemplares
britanicos; Omodeo, 1952, para ejemplares italianos).

Taxonomia: esta especie difiere de E. andrei por el patrén de la pigmentacién y menos
evidentemente por la estadistica de los segmentos.

Tabla 7-5. Caracteristicas fisioldgicas tenidas en cuenta para la identificacion taxonémica de Eisenia
fetida.

Eisenia fetida
(Romero Pinto & Chamorro,
1986)

Eisenia fetida
(Alfaro V., Dumont L., & Santelices S., 1997)

Criterio Morfol6gico de
Revision

Rojizo oscuro (10R 3/4) con iridiscencia alternando con
Coloracion Rojo purpura otras amarillas inter-segmentadas. Superficie ventral y en
la dorsal inter-segmentada de color amarillo (10YR ¥4)3

Prostomio Tipo epil6bico

Disposicion de las Geminadas

cerdas

No. Anillos segundo Entre los segmentos 25 | Comienza en los segmentos 24/25 y se extiende hasta el
Segmento (Clitelo) al 32 32

16 Fuente: (Moreno & Borges, 2004)
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Criterio Morfologico de
Revisién

Eisenia fetida
(Romero Pinto & Chamorro,
1986)

Eisenia fetida
(Alfaro V., Dumont L., & Santelices S., 1997)

No. de segmentos

totales Entre 80y 110 108-210
Longitud Entre 35y 130 mm. 3,29-5,17 cm
Ancho 3-8 mm 5-8 mm
Primer poro dorsal En el inter-segmento 4/5 | En 4/5

Clitelo

Entre los segmentos 25
al 32

Comienza en los segmentos 24/25 y se extiende hasta el
32

Papulas de la pubertad

Entre los segmentos 28
al 30

28 al 31

Poros de las
espermatecas

Entre los inter-segmentos
9/10y 10/11, cerca de la
linea ¥ dorsal

Huevos

0,00395-0,0888 g. Largo: 4 mm. Ancho: 3 mm. Forma
ovoidea

Color de los huevos

Inicialmente de color verde esmeralda (5G 5/2) y
turgentes, posteriormente se tornan verde oliva (5Y 5/4)
con una mancha de coloracion méas densa hacia uno de
los polos; finalmente verde oliva-carmelitoso (2,5Y 4/4)
con pérdida de turgencia a medida que se aproxima la
época de eclosion

Fuente: adaptado de (Romero Pinto & Chamorro, 1986) y (Alfaro V., Dumont L., & Santelices S., 1997)

llustracion 7-2. Clasificacion taxondmica de Eisenia fetida.

Reino:
Animalia

Subreino:
Eumetazoa
Filo:
Annelida
Clase:
Oligochaeta
SubClase:
Diplotesticulata

Super orden:
Megadrili

L Orden:

Opistohopora

Taxonomy
Eisenia fetida
(Savigny 1826)

SubOrden:
Lumbricina

Superfamilia:
Lumbricoidea

Familia:
Lumbricidae

Sufamilia:
Lumbricinae

Género:
Eisenia

Especie:
fetida

Fuente: Adaptado de (European Comission, 2004)
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Anexo 7-4. Preparacion de las concentraciones del Toxico de Referencia

La preparacion de las concentraciones del toxico consta de tres pasos, la primera
corresponde a la preparacion y estandarizacion de la solucién del cloruro de potasio, la
segunda y aunque hace parte de la caracterizacién del suelo artificial depende de los
resultados obtenidos alli para calcular las cantidades requeridas y finalmente la dosificacion
en el suelo artificial que sirve de sustrato de exposicion. Algunos autores recomiendan
ajustar el contenido de humedad hasta el 35% del peso seco del sustrato, sin embargo, es
mas util conocer la capacidad de retencion de agua del sustrato y con base en este valor
ajustar el contenido de humedad.

El proceso de preparacion de las concentraciones del toxico de referencia se muestra
esquematicamente en la llustracion 7-3. Los métodos experimentales seguidos para
realizar dichas actividades se referencian en cada caso.

llustracion 7-3. Principales etapas en el procedimiento experimental del ensayo biolégico con la
lombriz de tierra Eisenia fetida.

Preparacion de la Determinacion de la WHC del Suelo Artificial
Solucion de KCI Seco (Environmental Technology Centre, 2007)
y Y
Estandarizacion de la Solucion de Calculo de las cantidades para la preparacion de las
KCI- Método de Mohr (Scott, 1917) concentraciones del toxico de referencia en cada

tratamiento (Cuevas Diaz, Ferrera Cerrato, Roldan Martin,
& Rodriguez Vazquez, 2008)

A 4

Preparacion de las Unidades experimentales
(Brinch, Ekelund, & Jacobsen, 2002)

Las pruebas de eco-toxicidad con lombrices se han utilizado para monitorear la bio-
remediacion de hidrocarburos en el suelo y otros contaminantes tanto en el laboratorio
como en campo y definir estandares de limpieza (Greene, Bartels, Warren-Hicks, &
Parkhurst, 1989).
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Anexo 7-5. Procedimiento de seleccién del proveedor de lalombriz de tierra Eisenia
fetida

La seleccién del proveedor de la lombriz Eisenia fetida const6 de las siguientes actividades:

1. Busqueda en la guia telefénica o via internet de proveedores y recoleccion de datos
de contacto (Numero(s) de teléfono, numero de teléfono celular, cuentas de correo
electronico y ubicacion de la empresa o del lombricultor).

De la busqueda se preseleccionaron 8 empresas constituidas y dedicadas al cultivo de la
lombriz roja californiana (nombre comuin de Eisenia fetida). De estos 8 se descartaron
aqguellos proveedores que no tenian una larga experiencia en el negocio y se dejaron cuatro
gue parecian ser los mas confiables.

2. Se indag6 con la empresa, el representante legal o propietario sobre informacién
relacionada con los criterios de seleccion:

2.1. Certificacibn o garantia de la autenticidad de la especie de lombriz
comercializada

2.2. Dieta basica y origen de la fuente alimenticia del pie de cria.

2.3. Experiencia o tiempo de antigiiedad en el negocio

2.4. Disponibilidad de producto

2.5. Precio y cantidad minima comercializable. Se requiere que el proveedor venda
cantidades cercanas a los 5 Kilogramos e ir adaptando las condiciones fisicas
progresivamente para el mantenimiento del cultivo.

2.6. Proporcion Biomasa/Sustrato del producto.

2.7. Condiciones y tarifa de Entrega del producto.

2.8. Condiciones y tarifa de Entrega del producto.

2.9. Ubicacion geografica de las instalaciones o lugar de cria y/o entrega del
producto.

3. Seleccién del proveedor, revision del producto y adquisicién de la primera cepa de
lombriz de tierra Eisenia fetida.

4. Resultados de la comparacion de los proveedores preseleccionados y evaluacion
para la seleccion definitiva: No se encontr6 proveedor alguno que entregara
garantia o certificacion expedida por una entidad competente que acredite los
individuos como pertenecientes a la especie Eisenia fetida.

La Comparacion entre los lombricultores preseleccionados con base en los criterios
establecidos y consighados en el numeral 2 se muestran en la Tabla 7-6.
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Tabla 7-6. Criterios de comparacion y evaluacion definitiva de proveedores y lombricultores pre-seleccionados de Eisenia fetida

Certificacion o

garantiade la Die_ta basicay Ex_periencia Precioy - - . Ubicacion geogréfica de

. . . 2 autenticidad de origen de la 0 “?”?PO de Disponibilidad cantidad P'roporcmn peso | Condiciones y tarifa las instalaciones o lugar

Criterio de Evaluacion la especie de alimfeunet?ctii;\ del antlegnuzldad de producto minima Bl?jn;as%ﬁﬂiigato de;gtéig?odel de criay/o entrega del
lombriz ; . ; comercializable producto
comercializada pie de cria negocio

LOMBRICOL.COM
DosQuebradas, Risaralda Cultivo Pago anticipado, Dos-Quebradas
Representante Legal: NO Organico, broza 15 afios S| Desde 5 Kg - 40/60 entrega a nivel (Risaralda), Medellin
Diego Catafio de cafétos $50,000/Kg nacional por (Antioquia), Manizales
Cra. 23 #14 -37 transporte terrestre (Caldas)
Tel Cel.: 300
FACULTAD DE
AGRONOMIA
Prof. Jairo Leonardo Cuervo Universidad Nacional
Universidad Nacional de NO Broza de cafa 5 afos Sl Cantidad libre No especifica Entrega directa de Colombia
Colombia
Tel (1) 3165000
Of. 411-7 Ext.
LOMBRICOMPOST
Bogota DC Residuos .
Representante Legal: NO Orgénicos No_ ' Sl Desde 1 Kg - 20/80 Pago contra entrega Barrio La'FIoresta,
Andrés Fernando Garcés Domeésticos especifica $10,000/Kg Bogota D.C.
Tel Cel.: 3002141503
PRODUCIR S.A.
Medellin, Antioquia Pago anticinado
Representante Legal: Residuos Desde 25 Kq - er?tre aa ﬁivel’
Pedro Pablo Velasquez NO Organicos 6 afios Sl $7.000/K 9 20/80 naci%nal or Medellin, Antioquia
Tel: (57) - 4: 436 43 45 - Domésticos ' g P

436 16 61 Tel Cel.: 311 355
2589

transporte terrestre
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Anexo 7-6. Determinacién de la capacidad de retencién de agua de un suelo
artificial esquematizado

Papel Filtro Fisherbrand P8 o
e Whatman No. 4
. Suelo Artificial
Agua Destilada OECD i

Recortar en forma circular con un
radio menor al cuerpo del embudo

Medir 100 ml Pesar 100 g }

Doblar por la mitad y poner
en el cuerpo del embudo

Y

Agregar Agua L
destilada

Humedecer el papel filtro
levemente evitando exceso y
escurrimiento

Agitar la mezcla

Pesar el papel filtro
humedo y el embudo

!

Embudo y papel
filtro

|

Poner el embudo con el
papel filtro en un matraz

!

Reposar durante 3 hrs.

!

Escurrir completamente el
material en el interior del embudo

. Célculo de la
Pesar el conjunto Embudo + papel
) . ) E— WHC con Datos
filtro himedo + sustrato escurrido -
Experimentales

Descartar
Residuos

Fuente: adaptado de (Environmental Technology Centre, 2007).
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Anexo 7-7. Muestra de Calculo y resultados para la estimacion de las cantidades de

materiales requeridos en la preparacion de una unidad experimental en la
evaluacion del cloruro de potasio como toxico de referencia inyectado en suelo
artificial.

Tabla 7-7. Ejemplo de Datos iniciales para una Unidad Experimental (UE)

Peso del Suelo | Concentracién WHC SAS Concentracién de la Humedad deseado
Artificial Seco | de KClenlaUE | (Seccion 1.2) | Solucién de KCI utilizada | en el Suelo Artificial
g. mg KCI /g SAS % g/L %
150,0 10,0 51,81 132,65 65,0

Convenciones

Lique Contenido de liquido en una unidad experimental (g)

SAS Peso de una unidad experimental (g)

%Hum Porcentaje de humedad deseada en el Sustrato o Suelo

[KClsas] Concentracion del cloruro de potasio en el SAS (mg KCI/ g SAS)

Pkci Peso del cloruro de potasio en una unidad experimental (g)

Vker Volumen de KCI en una unidad experimental (ml)

Psonkcl Peso de la solucion de cloruro de potasio en una unidad experimental (g)
Psoinkcl Densidad de la solucién acuosa de cloruro de cloruro de potasio utilizada (g/ml)
Pagua Peso de Agua calculada contenida en una unidad experimental (g)

Liqyg = WHCgps * %Hum * SAS = 51,81% * 65% * 150g = 50,51 g

KCl 1
Pcc1 = Pesoyg * [KClsas] = 150,09SAS * 10'0% * ﬁ =15g9

Pxal 1,52 1000ml
VKC] = = *
[KClg] ~ 132,65068 1L

=11,31ml

Para calcular el agua que se debe afadir a la muestra de suelo seco, se supone que la

densidad de la solucion de KCl es aproximadamente igual a 1,083-Z (Perry, 1994).
Psolnkal = Vkal * Psomnkel = 11,31 ml « 1,08835 = 12,25 ¢
PAgua = LiQUE(g) — Psonkal = 50,51 —12,25 = 38,26 g

De acuerdo con el ejemplo anterior se tiene que para obtener una unidad experimental
con una concentracion de cloruro de potasio de 10 mg KCI / g SAS a partir de una
muestra de suelo artificial seco de 150 g. y una solucién de cloruro de potasio con una
concentracion de 132,65 g / It. y una humedad relativa final del 65% se debe adicionar

38,26 ml de agua y 11,31 ml de solucién de cloruro de potasio.
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Anexo 7-8. Muestra de Calculo para la estimacion de las cantidades de materiales
requeridos en la preparacion de una unidad experimental en la evaluacion de la
toxicidad de un suelo real o suelo de prueba

Para obtener una concentracion determinada de una muestra de suelo ésta se debera
combinar con suelo artificial en mayor o menor medida dependiendo si se desea una
concentracion baja o elevada.

En primer lugar se debe elegir el peso de suelo hiumedo que se desee preparar, en este
caso se hara con 250 g; posteriormente se fija la concentracién que se desee preparar en
este caso sera 32%, es decir, 32 gramos de suelo real por 100 gramos de suelo total. En
este caso se tiene:

Peso Suelo 14t = 250g.

[Suelopryena] = 32%

Peso Suelopryepa = 0,32 * 250 = 80g

Peso Suelo artificial Humedo = 250 — 80 = 170g

Segun los calculos anteriores se requieren 170 g. de suelo artificial himedo y 80 g. de suelo de
prueba. Teniendo en cuenta que no se alteraran las propiedades del suelo a ser probado, la
cantidad calculada corresponde a la muestra en sus condiciones originales. En el caso del suelo
artificial, el peso calculado corresponde a suelo artificial himedo, asi que se debe determinar la
cantidad de peso artificial seco y la cantidad de agua que se debe adicionar. Se debe recordar que
al suelo artificial se le determind la capacidad de retencién de agua, de tal manera que la cantidad
de agua que se afiadir4 dependera de dicha propiedad.

Peso Suelo Artificial Himedo = 170g

Humedad Relativagyejo artificial = 55%

WHCsyero Artificial = 65%

Pesopgua = Peso Suelo arificial Humedo * WHC * Humedad Relativagyeio artificial = 170 * 0,65 * 0,55
Pesopgua = 60,77g

Pesogyelo artifical seco = 1708 — 60,77g = 109,23g

De acuerdo con los resultados, se deben afiadir 93,50 g de agua y 76,5g de suelo artificial, las
cantidades se resumen en la Tabla 7-8.

Tabla 7-8. Cantidades requeridas para la preparacion de 170 g de un suelo de prueba con una
concentracién de 32%

Peso Suelo Prueba | Peso Suelo Atrtificial Seco Peso de Agua

(@ @ (@
80 109,23 60,77

Con base en estas cantidades se calculé un 5% de exceso en cada uno para subsanar las
perdidas en la preparacion y garantizar que al final se obtuvieran efectivamente 250 g.
Para lograr una buena homogenizacion se utiliz6 un método de mezclado fraccionado
recomendado por (Brinch, Ekelund, & Jacobsen, 2002), segun el cual las diferentes
masas de los materiales se deben dividir en partes mas o menos iguales e irse mezclando
una por una hasta obtener un material homogéneo y himedo. Entre menor sea la fraccion
de particion, mayor sera la homogeneidad obtenida.
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Anexo 7-9. Criterios de seleccién del material destinado para el sustrato del pie de
cria

Suelo Orgénico Suelo natural Suelo para Residuos
9 Suelo Artificial . Ue'o pa domésticos
(Facultad de OECD Paramo jardineria re-
Agronomia) Matarredonda (Jardineros®) P
compostados
Inocuidad Sl
Costo ($/Kg) 0 6000 1000 4000 0
Féacil adquisicion Sl Nop'rsp?a?:rbe Ngéiigg?e Comercial Sl
gﬂégrta"dad (Dia 53% 10% 13% 33% 0%
No. Huevecillos
(Dia 14) 3 6 10 2 15
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Anexo 7-10. Procedimientos Experimentales en el mantenimiento de un pie de cria
de Eisenia fetida

Las lombrices se cultivaron en un cuarto a temperatura ambiente (20+2°C). Se debe
resguardar el area de cultivo de cualquier tipo de contaminacién con quimicos, se debe
disefar y construir teniendo en cuenta esto.

Se debe tener cuidado de que los recipientes, equipo y accesorios que entran en contacto
con los organismos o sustrato deben estar limpios y enjuagados y deben estar hechos de
materiales no téxicos tales como vidrio, porcelana, plastico o madera sin tratamiento. No
se deben utilizar elementos metélicos ni de caucho ni deben entrar en contacto con el
cultivo o con el agua de humectacion.

Se recomienda tener varias bandejas de cultivo bien sea de platico de unos 20 litros de
capacidad. Se recomienda utilizar plastico transparente para que el sustrato este en
contacto con la luz, los recipientes deben tener una tapa con agujeros u orificios que
reduzcan la evaporacién de la humedad del sustrato y el riesgo de contaminaciéony a la
vez permitan que haya intercambio de aire y evitando que las lombrices se escapen.

El nUmero y tamafio de bandejas de crianza depende de la cantidad de lombrices
requeridas en las pruebas de toxicidad. Se recomienda que las bandejas tengan una
profundidad de por lo menos 10 cm de sustrato.

a. lluminacién
Se utiliza iluminacién natural o en el caso de que se trate de un cuarto oscuro, debera
ajustarse con luz fluorescente o incandescente con fotoperiodos de 12h luz: 12 h
oscuridad con una intensidad de 400-800 lux.

b. Temperatura
La temperatura del sustrato se mantuvo en condiciones ambientales.

c. Sustrato de cultivo
De acuerdo a los ensayos experimentales, se encontrd que el sustrato mas conveniente
fueron los residuos organicos pre-compostados (Ver Anexo 8-10). Prepare el sustrato de
esta manera:

Para obtener aproximadamente 20 litros de material:

¢ Tome aproximadamente 10 litros de residuos organicos de alimentos sin procesar,
tales como cascaras de frutas y hortalizas y partalos en trozos medianos y
pequefos

¢ Recolecte hojarasca o trozos de bagazo de cafia o troncos de madera que no hayan
sido tratados con quimico alguno hasta completar 5 litros del material.

¢ Con 5 litros aproximadamente un poco de suelo recolectado de alguin lugar donde
no haya antecedentes de uso de plaguicidas.

¢ En una superficie firme y amplia resguardada del contacto con el agua o con la
lluvia, ponga un plastico o lona pléstica. De preferencia la superficie debe permitir
escurrir el lixiviado producido.

e Sobre el plastico o lona plastica vaya poniendo de manera fraccionada cada uno de
los materiales y vaya mezclando ayudandose con una pala plastica hasta terminar
con el ultimo material, mezcle de nuevo y distribuya en el espacio disponible. Deje
reposar durante dos semanas removiendo el material cada 3 o 4 dias. Al cabo de
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dicho periodo el material esta en condiciones para servir de sustrato a las lombrices.
Si es necesario agregue agua potable reposada. El pH del sustrato no fue ajustado.

d. Renovacion del Sustrato de Crianza
Tenga en cuenta que la manipulacion de las lombrices debe ser apenas la necesaria para
evitar dafios e inducir estrés innecesario, cuando se manipulen se debe hacer suave,
cuidadosa y rdpidamente. Los individuos que muestren dafios, alteraciones o heridas,
deben descartarse. El procedimiento que se explica tiene la ventaja de que permite
separar las lombrices por clases (adultas y juveniles o adultas y neonatos). En caso de
que el sustrato haya sido agotado por las lombrices o si hay una poblacion demasiado
densa en las camas, proceda asi:

1. Prepare sustrato suficiente tal como se explicé en el numeral anterior

2. Prepare por lo menos dos recipientes plasticos limpios de mediana capacidad (500
ml).

3. Distribuya el sustrato antiguo en una superficie amplia y plana.

4. Seleccione las lombrices adultas y pongalas en uno de los recipientes que alistd
en 2. Puede poner alli también las lombrices juveniles o si prefiere poner las
juveniles junto con los neonatos en otro de los recipientes alistados.

5. Prepare dos contenedores limpios y secos para almacenar el sustrato renovado.
En cada uno mezcla el sustrato antiguo con el sustrato nuevo en una proporcion
de 1:3 respectivamente. Ajuste la humedad si es necesario.

6. Ponga en un contenedor las lombrices adultas y en otro los neonatos con los
juveniles o segun como haya decidido distribuirlas.

7. Etiquete los recipientes con el estamento de las lombrices, el proveedor del
inoculo y la fecha de renovacién del sustrato.

e. Arranque del cultivo del pie de cria
Después de adquiridas las lombrices, usualmente se compran en un sustrato en el que
son criadas por el lombricultor, se recomienda mantenerlas en las condiciones
ambientales en las que van a ser posteriormente criadas y en el mismo sustrato en el que
se adquirieron durante por lo menos dos semanas. Este periodo puede ampliarse hasta
dos o tres meses y de este modo sacar el mejor provecho del sustrato original. Durante la
aclimatacion las lombrices deben ser alimentadas tal como se explica en el numeral
siguiente.

A medida que transcurre el tiempo el sustrato va siendo digerida y transformandose en
humus, el humus puede aprovecharse y es el indicador de que el sustrato debe
renovarse.

1. En una superficie plana y facilmente lavable vacie lentamente el contenido de las
bandejas o camas de cultivo, espere por lo menos 15 minutos, las lombrices se
moveran hacia el fondo del sustrato.

2. Con una pala plastica y ayudandose de las manos recolecte pequefias cantidades
de sustrato superficial, verificando que no haya lombrices en el material, repita
esta operacion lentamente. Deposite el sustrato extraido en una bolsa plastica o
lona.

3. Es importante retirar las porciones de sustrato lentamente para permitirle a las
lombrices desplazarse hasta el fondo de la superficie.

4. Aliste un recipiente de cultivo limpio y ponga el sustrato nuevo y riegue con agua
reposada si es necesario.
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5. Cuando haya extraido la mayor parte del sustrato observara que las lombrices se
acumulan anudandose unas con otras, tbmelas con la mano suavemente y
pdéngalas en la cama renovada.

Puede optar por hacer un enjuague a las lombrices que traslada de una cama a otra con
agua reposada.

f. Alimento y Alimentacion
En el cultivo de Eisenia fetida se han utilizado varios regimenes de alimentacion y
preparacion de alimento para las pruebas de toxicidad. A las lombrices se les suministrd
dos tipos de alimentos: avena humedecida combinada con panela y restos de frutas,
alternando cada uno por semana, la pasta de avena se prepara de la siguiente manera:

1. Aliste previamente avena en hojuelas, trocitos pequefios de panela o panela
granulada (de preferencia organica) y agua destilada

2. Prepare en una proporcion volumétrica de 1:2:0,5 avena:agua:panela, ponga
sobre una estufa o placa de calentamiento a baja temperatura sin que el agua
hierva, retire del calor y mezcle con una espatula limpia hasta formar una pasta
homogénea, deje enfriar.

3. Remueva la capa superior del sustrato y tome una cucharada de la pasta de avena
y depositela hundiéndola en el sustrato, luego cubra el material con el sustrato que
removié previamente para evitar la proliferacion de hongos. Repita esta operacion
en varios puntos del cultivo.

4. Renovacion de alimento: Remueva el sustrato buscando los restos de alimento de
la semana anterior y descértelo sobre todo si nota presencia de hongos, luego de
haber hecho esto repita los pasos 1, 2 y 3 cada vez que se le suministre alimento
a las lombrices.

Los residuos de fruta se manejan de la siguiente manera:

Remueva una pequefia capa del sustrato del cultivo

Corte en trozos las cascaras de fruta, hojas de mazorca, y fruta sin consumir
Ponga en la superficie del sustrato procurando formar una capa uniforme
Encima de la fruta distribuida en la superficie se esparce el sustrato que se
removié en el punto 1.

PR

NOTA: El cultivo se alimenta semanalmente. La cantidad de alimento agregada a cada
cama de cultivo dependera de las observaciones experimentales y del alimento
efectivamente consumido por las lombrices.

g. Renovacién del pie de cria
La literatura recomienda renovar con cierta frecuencia (por lo menos anualmente) el pie
de cria.
Luego de adquirido e pie de cria en el sustrato de crianza original, se debe aclimatar a las
condiciones de laboratorio por un periodo no inferior a dos semanas.
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La renovacién del pie de cria se hace con una cantidad pequefa de producto. De la
siguiente manera:

1.

Se adquiere el inoculo de Eisenia fetida con un proveedor confiable, dependiendo
del tamafo de las camas se adquirira el inoculo, por ejemplo si se tiene un pie de
cria de 30 Kg. Puede adquirir aproximadamente 5-10 kilogramos de producto.

Es importante hacer un seguimiento para detectar si a partir del inoculo se
presentan alteraciones en la salud de las lombrices, para lograrlo antes de renovar
el pie de cria, se establece la o las camas que seran inoculadas. Se recomienda
inocular una sola cama de crianza, para evitar la pérdida total en caso de que
hubiese una reaccion desfavorable.

Registre la fecha en la que se realiza el inoculo y

Esparza el producto adquirido lentamente en una superficie plana, deje reposar
unos minutos para permitir que las lombrices se desplacen hacia el fondo del
sustrato, ayudandose con una pala o cuchara plastica y con las propias manos
tome pequefias fracciones de sustrato y depositelo en una bolsa o en un recipiente
aparte, repita esta operacion haciendo pausas para que las lombrices se
desplacen hasta el fondo. Cuando remueva el sustrato revise que no vayan
lombrices escondidas entre el material.

Cuando se haya extraido la mayor parte del sustrato las lombrices estaran
anudadas y confinadas, asi que sera facil tomarlas con las manos, hagalo
suavemente.

Tome un recipiente con tapa (puede ser una caja de petri) tarela en una balanza
gramera y ponga alli las lombrices, péselas y registre el dato de la biomasa que se
esta inyectando en la poblacion de lombrices.

Ponga las lombrices que acabé de pesar en el sustrato de la cama de crianza que
eligi6 inocular en el paso 2.

Observe el comportamiento de las lombrices y registre el tiempo aproximado en el
cual las lombrices se han sumergido por completo en el sustrato.
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Anexo 7-11. Materiales utilizados en la crianza y sostenimiento de las lombrices

NOTA: se recomienda llevar un registro escrito:
v La fecha de inicio del cultivo
v Las fechas de la renovacioén del sustrato
v El régimen de alimentacion e hidratacion del sustrato
v Mediciones de la calidad del suelo (pH, temperatura, contenido de humedad y WHC)

Condiciones recomendadas para el cultivo

Camaras de
cultivo

Temperatura

Luminosidad

Tipo de Sustrato
Hidratacion del sustrato

Renovacion del sustrato

Alimentacion

Se recomiendan recipientes plasticos o de madera de 20 litros de
capacidad, con una profundidad minima de 10 cm, no herméticos,
con perforaciones en el fondo para facilitar la escorrentia, la tapa
puede ser adecuada con angeo o velo o un material que tenga
agujeros y permita la respiracion.

Promedio ambiental 20+2 °C.

Natural o si se opta por un montaje artificial, la fuente debe ser
incandescente o fluorescente con una iluminancia de 400-800 lux en
la superficie del sustrato con fotoperiodo de 12 h. - 12h.

Residuos sélidos organicos pre-compostados

El sustrato se hidrata con agua potable, hasta que se observe que el
material esta himedo evitando la inundacion

Cada tres meses 0 medida que va siendo digerido por las lombrices
Avena humedecida alternada con residuos de frutas (frecuencia:
semanal)
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Anexo 7-12. Procedimiento experimental general de una prueba de toxicidad aguda
aplicable para determinar condiciones de mantenimiento de un pie de criade
lombrices

1.

Materiales e insumos

v"Recipientes plasticos!” o de vidrio de 250 ml. de capacidad con tapa la cual debe ser
plastica para evitar contaminacion de las muestras y facilitar hacer perforaciones y
permitir el intercambio de oxigeno.

v"Pelicula plastica o de algodén o un material que permita la respiracion de las lombrices
en caso de que los recipientes que se vayan a utilizar no tengan tapas.

v"Pinzas plasticas con punta redondeada

v“Cajas de petri

v"Papel adsorbente

v"Bandeja en madera!® o plastica

v"Material a ser probado

v"Guantes de nitrilo o de latex

v“Colador plastico

v"Recipientes para las unidades experimentales

v"Balanza analitica

NOTA: realice el ensayo utilizando elementos de proteccién personal

Arranque de la prueba

1.
2.

3.

ok

No

9.

10.

11.

Antes de iniciar la prueba péngase los guantes de nitrilo.

Tomar las bandejas que contienen las lombrices y suavemente vacie parte del
contenido sobre la bandeja para tal fin, evitando el desperdicio de material.

Tomar las pinzas plasticas y cuidando de no lastimar las lombrices y ayudandose
con los dedos de la mano busque entre el material las lombrices que tengan clitelo
y cumplan con ciertas dimensiones.

A medida que encuentra las lombrices pongalas suavemente en la caja petri.
Enjuague las lombrices con agua potable para remover el exceso de sustrato
adherido a la piel ayudandose del colador plastico para evitar que se escurran de
entre los dedos.

Pdéngalas en una caja de petri tapada para evitar que se salgan

Mientras tanto tome cada uno de los recipientes y pese el material sustrato con el
que va a realizar la prueba y afiada agua destilada si es necesario. Registre el
peso del material.

Tare una base de petri vacia y pese diez lombrices limpias. Registre el peso de las
lombrices.

Ponga las lombrices limpias y pesadas en cada recipiente con el material, teniendo
en cuenta cuales lombrices va a depositar en cada recipiente.

Tape el recipiente y observe el comportamiento de las lombrices. Al cabo de una
hora las lombrices deben haberse sumergido en el sustrato.

Al cabo de una hora aproximadamente ponga los recipientes en la cabina de
pruebas.

Primera revision: Dia 7

1.

Prepare los materiales necesarios para registrar las mediciones y observaciones
del caso

17 Se recomienda Polietileno de alta densidad (PEHD).
18 Sij los elementos utilzados son de madera ésta debe ser madera sin curar o en plastico.
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2. De acuerdo al orden elegido, vaya sacando los recipientes y poniéndolos en una
superficie plana y firme.

3. Destape cuidadosamente el recipiente y vacie el contenido del recipiente en la
bandeja plastica

4. Ayudandose de unas pinzas plasticas, revise el material buscando las lombrices
gue puso inicialmente en el recipiente.

5. Remueva cuidadosamente el material de desecho si lo hay, como por ejemplo
cadaveres o material en descomposicion

6. Seleccione y cuente las lombrices vivas, péngalas un poquito aparte y observe su
comportamiento.

7. Repita el punto 6 para el caso de los huevecillos. Registre los datos
experimentales.

8. Descarte el material descompuesto y aquel sustrato en el que no haya encontrado
lombriz sobreviviente alguna.

Segunda Revision: Dia 14

1. Repitalos pasos 1 al 7, adicionalmente:

2. Tare una base de petri vacia y ponga las lombrices vivas que haya encontrado
después de revisar el sustrato cuidadosamente. Registe los datos
experimentales

3. Descarte el material descompuesto aquel sustrato en el que no haya
encontrado lombriz sobreviviente alguna.
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Anexo 7-13. Presentacion de Resultados experimentales de un ensayo de
estimacion de la sensibilidad de Eisenia fetida ante un téxico de referencia

Los datos primordiales que deben presentarse corresponden a aquellos que se registran
durante la preparacion y ejecucion del ensayo, a saber:

Fecha de emision del reporte

Periodo de realizacion del ensayo

Encargado del Ensayo

Institucion Responsable que acredita la validez de los resultados

Método utilizado

Condiciones de realizacion (temperatura y humedad ambiente)
Caracteristicas de la muestra de suelo (textura, pH, contenido de humedad)

ANENENENE NN

Toxicidad encontrada para la muestra: Concentracion Letal medio LCso (Unidades)
Rango de variacion: Limite inferior y Limite superior
Validez del ensayo mediante respuesta en los controles positivo y negativo: SI o No

Observaciones adicionales

A manera de complemento se sugiere incluir las observaciones realizadas durante la
prueba tales como el numero de huevecillos lo cual da indicios sobre la reproduccion de
las lombrices y el comportamiento de los individuos. Las lombrices tienen una movilidad
considerable y la capacidad de evasidbn se considera como una respuesta a las
condiciones del sustrato que debe ser tenida en cuenta para ser analizada.
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Anexo 7-14. Resultados experimentales de los Ensayos preliminares 1y 2 de la
estimacion de la sensibilidad de Eisenia fetida ante el cloruro de potasio como
toxico de referencia.

Ensayo Concentracion Lombrices % Mortalidad
Preliminar 1 KCI Iniciales Dia 14
No. mg/g Suelo uUnd. %

1 4,87 30 0%

2 5,18 30 10%

3 5,46 30 23%

4 5,81 30 43%

5 6,22 30 50%

6 6,69 30 79%

7 7,74 30 93%

Ensayo Concentracion Lombrices % Mortalidad
Preliminar 2 KCI Iniciales Dia 14
No. mg/g Suelo Und. %

1 5,06 30 0%

2 5,34 30 3%

3 5,63 30 17%

4 6,05 30 50%

5 6,50 30 87%

6 6,99 30 100%

7 10,85 30 93%
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Anexo 7-15. Analisis de Varianza para los experimentos de estimacion de
sensibilidad de E. fetida

Toxico de Referencia: KCI

Ensayos 3 al 6

0 5,10 6,00 7,00 8,00 10,00
0 0,07 0,30 0,57 0,80 1,00
0 0,23 0,33 0,61 0,80 1,00
0 0,17 0,43 0,63 0,70 1,00
0 0,00 0,03 0,80 1,00 1,00
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 4 0 0 0
Columna 2 4 0,47 0,12 0,01
Columna 3 4 1,10 0,28 0,03
Columna 4 4 2,61 0,65 0,01
Columna 5 4 3,30 0,83 0,02
Columna 6 4 4 1 0
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de - Valor critico
o ; los F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad para F
cuadrados
Entre grupos 3,2954 5 0,6591 59,83211 1,3928E-10 2,7728
Dentro de los grupos 0,1983 18 0,0111
Total 3,4937 23
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Anexo 7-16. Resultados experimentales de los Ensayos 3, 4, 5 y 6 para la
estimacion de la sensibilidad de Eisenia fetida ante el cloruro de potasio como
toxico de referencia.

Tabla 7-9. Resultados Experimentales del Ensayo 3

Concentracion peso Peso Lombrices | Lombrices % Lo_mbricgs %
KCl Lomprlces Lomprlces Vivas Dia 1 | Vivas Dia 7 Mortglldad Vivas Dia Mor}ahdad
Dial Dia 1 Dia 7 14 Dia 14
mg KCl/g SAS g g und. und. und. %
0,00 11,2176 9,7077 30 30 0 30 0
5100 9,7572 7,7249 30 30 0 28 7
6000 10,1317 5,5646 30 28 7 21 30
7000 10,0560 3,1464 30 25 17 13 57
8000 10,5901 1,3329 30 12 60 6 80
10000 10,6423 0,0000 30 0 100 0 100
Tabla 7-10. Resultados Experimentales del Ensayo 4
o P P . . % . %
Concentracion | | oprices | Lombrices | LOMPrices | Lombrices |yo pjiqaq | Lombrices | o yziigag
Dial Dial Dia 7 Dia 14
mg KCL/g SAS g g Und. Und. % und. %
0,00 8,9367 8,1899 30 30 0% 30 0%
5000 8,1549 5,3541 30 26 13% 23 23%
6000 8,0063 4,1523 30 25 17% 20 33%
7000 7,7127 2,0667 30 19 37% 12 63%
8000 7,6597 0,8877 30 10 67% 6 80%
10000 8,0666 0,0000 30 0 100% 0 100%
Tabla 7-11. Resultados Experimentales del Ensayo 5
Concentracién Pesp Pesp Lombrices | Lombrices %. Lo_mbricgs %.
KCl Lomprlces Lompnces Vivas Dia 1 | Vivas Dia 7 Mortglldad Vivas Dia Mor?ahdad
Dia 1 Dia 14 Dia 7 14 Dia 14
mg KCl/g SAS g g Und. uUnd. % und. %
0,00 8,6935 8,2893 30 30 0% 30 0%
5,00 9,4333 6,6971 30 24 20% 25 17%
6,00 8,5781 3,9040 30 21 30% 17 43%
7,00 8,6573 2,4407 30 20 33% 11 63%
8,00 5,4141 1,4546 30 20 33% 9 70%
10,00 8,2871 0,0000 30 0 100% 0 100%
Tabla 7-12. Resultados Experimentales del Ensayo 6
L. P P . . % Lombri %
Conczla(nézacmn Lom%?’ioces Lom%srioces \I;Ic\:g:gl:;sl \I;Iczlzst)g?:s? Morta‘iidad \?ivabs SS Mortal:idad
Dia1l Dia 14 Dia7 14 Dia 14
mg KCl/g SAS g g und. und. % und. %
0,00 18,4661 14,2326 50 50 0% 50 0%
4,00 9,7292 7,7456 31 31 0% 31 0%
5,00 9,247 6,4866 30 28 7% 29 3%
6,00 9,392 1,3359 30 6 80% 6 80%
7,00 10,5444 0,0000 30 0 100% 0 100%
8,00 11,165 0,0000 30 0 100% 0 100%
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Anexo 7-17. Resultados del andlisis estadistico de la variable dependiente para los
Ensayos Preliminares 1y 2 de sensibilidad al toxico de referencia (Cloruro de
Potasio) con la Prueba de Bondad de Ajuste de Kolmogorov-Smirnov (KS)

0.40

0.35 D=f{p) Ensayo 1 Ensayo 2
d o 0,05 o 0,05
0.30 —+—Ensayo 100 Promedio 42% Promedio 42%

d DesvEst 0,379 DesvEst 0,432
0.25 - —&— Ensayo 200 Dmax  0,1920 Dma  0.2260
’ Dna 0,521 Dn. 0521

020"~ = Dmiix
0.15
0.10
0.05
0.00
1.0 2.0 3.0 4,0 5.0 6.0

Anexo 7-18. Resultados del andlisis estadistico de la variable dependiente para los
Ensayos 3, 4,5,y 6 de sensibilidad al toxico de referencia (Cloruro de Potasio) con
la Prueba de Bondad de Ajuste de Kolmogorov-Smirnov (KS)
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Anexo 7-19. Resultados Experimentales del pHy de la Humedad Gravimétrica para
las muestras de suelo D5-21 Canal Chenche Derecho.

. . Factor de | Tiempo de

Tto. Método Experimental Dilucion Secado (h) pH pH pH
1 5,0 18:50 5,66 5,48 5,33
2 5,0 18:50 5,60 5,84 571
3 | ASTM D4972-01. Standard 50 18:45 5,57 5,88 5,76
4 Test Method for pH of 5,0 18:45 5,44 571 5,65
5 Soils. Method A 5,0 18:35 5,35 5,74 5,48
B 5,0 18:35 5,56 5,73 5,79
POS 5,0 18:05 5,24 5,48 5,67

Tto. Método Experimental Dia 1 Dia 7 Dia 14

1 22,75% 22,25% 24,02%

2 25,70% 24,71% 27,20%

I AtSTMDszm_'lci_ | 24.82% 25,79% 26,95%

et of 285 | 319 | 75,00

> Soil and Rock by Mass 27,79% 27,27% 28,89%

B 26,30% 26,53% 27,78%

POS 24,86% 26,22% 30,85%

Anexo 7-20. Resultados Experimentales del pHy la humedad gravimétrica para la
muestra de suelo Previo al Tratamiento (PrevT)

No. Método Experimental Fg‘ilcltf;édne ;fcn;gg ?hE; pH pH pH
1 5,0 24 6,76 6,11 5,94
2 5,0 24 6,16 5,75 6,08
3 ASTM D4972-01. Standard 5,0 24 6,38 6,32 6,48
4 Test Method for pH of Soils. 5,0 24 7,20 6,97 7,11
5 Method A 5,0 24 10,11 9,78 10,02
B 5,0 24 5,57 5,31 5,60

POS 5,0 24 5,56 5,40 5,63

No. Método Experimental Dia 0 Dia7 Dia 14
1 24,20 24,58 23,46
2 21,21 22,56 25,11
3 ASTM D2216-10 22,08 23,21 24,04
2 Laboratory_ Determination of 21.80 21.16 24.05
5 Wate_r (Moisture) Content of 19.20 2023 1778

Soil and Rock by Mass : : !
B 23,48 22,55 27,54

POS 25,41 26,16 32,42
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Anexo 7-21. Resultados Experimentales del pHy la humedad gravimétrica para la
muestra de suelo Posterior al Tratamiento (PosT)

p . Factor de | Tiempo de

No. Método Experimental Dilucién | Secado (h) pH pH pH
1 5,0 24 5,60 6,13 6,14
2 5,0 24 5,74 6,32 6,40
3 ASTM D4972-01. Standard 5,0 24 6,61 6,92 6,95
4 Test Method for pH of Soils. 5,0 24 7,60 7,61 7,77
5 Method A 5,0 24 9,00 9,16 9,20
B 5,0 24 5,61 6,07 6,16
POS 5,0 24 5,43 5,87 5,92

No. Método Experimental Dia 0 Dia 7 Dia 14

1 24,92 30,26 23,93

2 25,31 29,73 28,59

3 Labor':tsc’;:—)'/vI DE;%ezr%Gi]wlzgtion of 2512 2945 28,80

g Water (Moisture) Content of ggig géi; gggg

Soil and Rock by Mass : : !
B 24,85 29,54 33,65
POS 24,70 30,07 27,15

Anexo 7-22. Resultados Experimentales del pHy la humedad gravimétrica para la
muestra de suelo de una refineria

No. Método Experimental Fgfszzédne ;Lecn;gg ?hE; pH pH pH
1 5,0 24 5,54 5,65 5,53
2 5,0 24 5,42 5,63 5,61
3 ASTM D4972-01. Standard 5,0 24 5,26 5,63 5,22
4 Test Method for pH of 5,0 24 5,40 5,41 5,15
5 Soils. Method A 5,0 24 5,92 6,59
B 5,0 24 5,07 5,50 5,25

POS 5,0 24 5,16 5,25 5,28

No. Método Experimental Dia 0 Dia 7 Dia 14
1 26,74 26,29 23,35
2 26,24 25,08 21,89
3 ASTM D2216-10 24,92 24,67 22,22
2 Laboratory_ Determination of 2451 24.50 20.36

Water (Moisture) Content of To
> Soil and Rock by Mass 16,69 17,55
B 27,85 27,23 24,22
POS 27,54 26,25 24,33

19 | a unidad experimental se descarté en la revision del dia 7 puesto que tenia indicios de putrefaccién.
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Anexo 7-23. Recopilacion de las Propiedades fisico-quimicas y texturales para las

muestras de suelo real evaluadas mediante un bioensayo con la lombriz de tierra Eisenia

fetida.
: Muestra Pozo de explotacién
Pr0p|ed,ad' / _ Métodos de Muestra petrolera Muestra
Caracteristica Unidades Analisis Zona Antes Bio Después Bio (Refineria
A 3 " | de Petrol
Evaluada rrocera remediacion | remediacion e Petroleo)
Suspensién suelo:
pH agua (relacion 4,8 9,9 8,4 6,9
peso: volumen 1:1)
Carbono Organico %CO Walkley-Black 1,2 1,04 1,37 5,19
Desplazamiento del
c.l.c (Jaet) | NHy intercambiado 14 21,2 41,3 9,47
con el NaCl
Calcio Ca (fea ) 7,0 13,2 28,3 8,08
Magnesio M med Extraccion con 1,4 3,04 1,56 0,58
J : g (1"':3;;’) acetato de NHa a
Potasio K (oot ) 1M pH 7 0,4 0,15 0,52 0,66
Sodio Na (et ) 0,11 4,83 10,9 0,14
Fésforo P () Bray Il 18,3 14,9 22,0 54,4
Aceites y Grasas () Hidrolisis acida 0,7 30,0
Arena Triangulo de 37,4 87 35 52
Limo clasificacion 34,3 8 30 21
Arcilla textural USDA 17,3 5 34 27
Franco
Franco - Franco - Franco -
Texiura Arenoso Arenoso Arcilloso Arenoso

Arcilloso
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