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RESUMEN

La contaminacion por microplasticos (MPs) y pesticidas se ha convertido en un
problema ambiental a nivel mundial, y se han posicionado como los principales
contaminantes de interés emergente del suelo. Esta presencia masiva se debe
principalmente a las préacticas relacionadas al estilo de vida moderna y la

agricultura convencional.

La liberacién de estos contaminantes al ambiente es simultanea, por lo que
explorar las posibles interacciones entre estos ha sido de gran interés en
organismos acuaticos, sin embargo, la investigacion para organismos del suelo

es limitada.

Considerando que todos los procesos en el suelo estan interconectados, una
perturbacion puede afectar a los distintos organismos que habitan en él. Es
necesario evaluar los posibles efectos interactivos de los contaminantes en
organismos clave del suelo, como la lombriz comin Lumbricus terrestris
(Oligochaeta, Lumbricidae) que desempefia un rol importante en el ecosistema

terrestre.

En esta investigacion se expuso a L. terrestris a MPs y atrazina (ATZ) con el
objetivo de evaluar los efectos a nivel enzimatico de la exposicion singulary a la
combinacion de los contaminantes en condiciones de laboratorio. Los individuos
fueron expuestos a concentraciones en suelo de 0,5 mg/kg de ATZ y/o 2% p/p
de MPs de polietileno de baja densidad (MPBD) mediante un bioensayo de
exposicion por 42 dias. El efecto se determind a través de la actividad de los
biomarcadores enziméaticos Acetilcolinesterasa (AChE) y Carboxilesterasa (CbE)
en los distintos tejidos de las lombrices. Los resultados indican un posible efecto
de competicidn entre los contaminantes estudiados evaluados en AChE al estar
en coexposicion (MPs+ATZ), presentando un menor nivel de inhibicion de

actividad enzimatica en ciertos tejidos especificos de la lombriz.



1.

INTRODUCCION

La produccion de plastico y su uso a gran escala se remonta
aproximadamente a 1950 y desde entonces ha sido una herramienta esencial
para el desarrollo de la vida humana moderna, es un material muy
conveniente de producir debido a su gran versatilidad, bajo costo, higiene,
facilidad de procesamiento y alta resistencia (Andrady and Neal, 2009; Cole
etal.,2011; Geyer etal., 2017; Lei et al., 2018). Debido a estas caracteristicas
es que los plasticos estdn presentes en casi todos los sectores de la
sociedad, siendo utilizado por una gran variedad de consumidores y
aplicaciones industriales como envases, construccion, materiales sanitarios,
piezas de automoviles, articulos para el hogar y materiales agricolas (Goeran
et al., 2010; Kim et al., 2020).

El plastico ha sido objeto de una creciente preocupacion ambiental (Cole et
al., 2011), ya que la durabilidad que lo hace un material tan atractivo lo hace
muy resistente a la degradacion, por lo que la eliminacién de estos residuos
es una problematica agravada por su abundante uso y practica de usar-y-tirar
(Barnes et al.,, 2009). Se calcula que alrededor del 80% de los residuos
plasticos mundiales terminan en vertederos donde pueden tardar siglos en
descomponerse, y estan expuestos a las condiciones ambientales lo cual
puede generar los llamados microplasticos (MPs) (Barnes et al., 2009; Geyer
et al., 2017)

Los MPs son fragmentos de plastico de tamafio inferior a 5 mm formados a
partir de restos plasticos mas grandes que han sido degradados de forma
fisica, quimica y biologica (Arthur et al., 2009; Hanvey et al., 2017; Rillig et
al., 2017). Los efectos de los MPs en el ambiente difieren sustancialmente de
otros contaminantes, debido a sus caracteristicas intrinsecas, como

movilidad y area superficial (Pathan et al., 2020).

Una de las principales actividades que permiten la entrada de los MPs en el
suelo son las préacticas agricolas, que utilizan acolchado plastico para obtener
mejores rendimientos en los cultivos, cosechas mas tempranas y mejor

calidad de la fruta (Steinmetz et al., 2016). En este contexto de proteccién de



cultivos, y en consecuencia aumentar la produccion y minimizar las perdidas,
en la agricultura convencional se utiliza una gran cantidad de pesticidas, que

al igual que los MPs, tienen efectos dafinos al medio ambiente.

Su gran presencia en el ambiente convierte a los MPs y pesticidas en los
principales contaminantes de interés emergente en el suelo, y considerando
gue su liberacion es simultanea, ha sido de gran interés estudiar sus efectos
conjuntos. Se ha reportado que la coexistencia de contaminantes en el
ambiente puede producir efectos interactivos entre ellos. Los resultados del
estudio de Cheng y colaboradores donde utilizaron la lombriz Eisenia fetida,
sugiere que la exposicion de microplasticos derivados de los mantos
agricolas tienen el potencial de aumentar la toxicidad de la atrazina en el
ambiente del suelo a través de la induccion de estrés oxidativo y expresion
anormal de genes Hsp70, ANN, TCTP y CRT en E. fetida (Cheng et al., 2020).
Por otra parte, en el estudio de Dolar y colaboradores se expuso a Porcellio
scaber a la coexposicion entre MPs y el pesticida clorpirifés, donde la mezcla
de ambos indujeron cambios que difirieron de las exposiciones individuales;
los resultados sugieren que los procesos inmunitarios se modifican
ligeramente tras la exposicibon a MPs y que estos pueden modular
significativamente los efectos de otras sustancias quimicas coexpuestas
(Dolar et al., 2021).

1.1 HIPOTESIS

Teniendo en consideracion los efectos interactivos que se han reportado entre
los contaminantes que estan en coexposicion en ciertas especies, se cuestiona
la forma en la que estaran interactuando dos de los contaminantes mas comunes
de los suelos agricolas de Chile en una especie clave del suelo como las
lombrices. Es por esto, que esta investigacion buscé responder la siguiente
hipotesis: “existen efectos de interaccion sinérgica entre los microplasticos y

atrazina en Lumbricus terrestris.”



1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo general

Evaluar los efectos toxicolégicos de la interaccion entre microplasticos y atrazina
en Lumbricus terrestris, a través de los cambios de actividad de los
biomarcadores enzimaticos Acetilcolinesterasa (AChE) y Carboxilesterasa (CbE)

1.2.2 Objetivos especificos
1. Caracterizar el material de MPs y su relacion con atrazina.

2. Determinar los efectos de respuesta toxicolégica de MPs y la atrazina
por separado en las Lumbricus terrestris.

3. Determinar el efecto toxico a la co-exposicion entre MPs y el herbicida
a través del uso de los biomarcadores.

4. Establecer si existe alguna relacibn causa-efecto que pueda
responder a la pregunta de investigacion del presente estudio a través

del andlisis estadistico de los datos obtenidos.



2. ANTECEDENTES

2.1 Pléasticos

El uso del plastico ha sido una herramienta esencial para el desarrollo de la vida
humana moderna, debido a su bajo costo, alta resistencia y gran versatilidad
(Cole et al., 2011). Los plasticos son polimeros organicos y sintéticos, cuyos
mondmeros provienen del petréleo o del gas (Thompson et al., 2009). Algunos
de sus usos son para envases, materiales sanitarios, articulos domésticos y
materiales agricolas (Kim et al., 2020). Algunos de los plasticos mas comunes
son el poliestireno (PS), el policloruro de vinilo (PVC) y el polietileno (PE), siendo
este ultimo el compuesto mas comun con una produccion anual de mas de 25
millones de toneladas. El PE de baja densidad es el principal componente de la
pelicula de manto en la produccion agricola (Garrido et al., 2019; Zahra et al.,
2010).

En 2018 la produccion global de plastico alcanzé alrededor de 360 millones de
toneladas (Ya et al., 2021) y se estima que la liberacion de plastico en el suelo
es aproximadamente 4 a 23 veces superior que en los océanos. Debido a esta
produccion intensiva se calcula que al 2050 se habran desechado 12 mil millones
de toneladas métricas (Mt) en vertederos o en el medio ambiente (Geyer et al.,
2017).

Una de las actividades humanas con importante aporte de desechos plasticos al
medio ambiente es la agricultura convencional (Sanchez-Hernandez et al.,
2021). La aplicacién de biosélidos y compost como enmiendas del suelo, asi
como el uso de peliculas de plastico para el acolchado del suelo, cubiertas de
invernaderos y tuneles bajos, tubos de riego por goteo son las principales
entradas directas residuos plasticos a suelos agricolas (Espi et al.,, 2006;
Sanchez-Hernandez et al., 2021; van den Berg et al., 2020). El plastico utilizado
en estas practicas se compone casi en su totalidad de PE o cloruro de polivinilo
(PVC), pues son muy estables y no se degradan facilmente en entornos

naturales.



La tasa de recuperacion del plastico es menor a 60%, por lo que se depositan
grandes cantidades de plastico residual en los suelos agricolas, resultando en la
acumulacién de microplasticos en este tipo de suelos (Horton et al., 2017;
Steinmetz et al., 2016).

2.2 ¢ Qué son los microplasticos?

Los MPs son pequefios fragmentos de plasticos formados a partir de la
degradacion de pedazos mas grandes de plastico debido a su exposicién a
condiciones ambientales, a causa de descuidada disposicion, o0 es producido
directamente desde las industrias como un material de tamafio pequeio (Rillig
et al., 2017). Existen distintas clasificaciones segun tamafo del plastico, segun
Hanvey, los microplasticos se dividen en: grandes microplasticos (GMPs) con
tamafos entre 1-5 mm y pequeiios microplasticos (PMPs) de tamarfios entrel
um-1 mm (Arthur et al., 2009; Hanvey et al., 2017).

Los microplasticos pueden ser categorizados segun fuente primaria o
secundaria. Las fuentes primarias (0 MPs primarios) tienen su tamafo desde el
origen y contemplan: particulas de MPs utilizadas en limpiadores faciales para
exfoliacion, abrasivos de pastas de dientes, preparaciones cosmeéticas, residuos
de produccion de las plantas procesadoras de plastico, pinturas y textiles de las
aguas residuales domeésticas. Los MPs secundarios son particulas que resultan
de la abrasion y desgaste de piezas mas grandes de plastico, esta degradacion
puede producirse por factores como la fotodegradacion, interacciones
mecanicas, quimicas o bioldgicas (Andrady, 2011; Barnes et al., 2009; Bele et
al., 2021; Fendall and Sewell, 2009; Garrido et al., 2019; Gregory, 1996; Silva et
al., 2018; Zitko and Hanlon, 1991).

Las fuentes de MPs en el compartimiento terrestre proceden principalmente de
aportes antropogénicos como vertederos, riego con aguas residuales
contaminadas con plasticos y escorrentia en carreteras. Las fuentes naturales
estan representadas por los aportes de la deposicidbn atmosférica, desastres
naturales, tormentas e inundaciones con agua de lagos o rios contaminados.
MPs primarios y secundarios pueden pasar por las plantas de tratamiento de

aguas residuales y posteriormente ser transportadas por canales urbanos y rios



hasta llegar a los cuerpos de agua dulce y marina (Raju et al., 2018; Wagner and
Lambert, 2018). La aplicacion de residuos organicos como los lodos de
depuracién, acolchado con plasticos, el uso de compost como fertilizantes es la
principal fuente de MPs en suelos agricolas, ademas se ha demostrado que
fertilizantes orgénicos pueden actuar como transportadores para que los MP
ingresen a los suelos (Blasing and Amelung, 2018; He et al., 2018; Pathan et al.,
2020)

2.3 Efectos de los microplasticos

Los MPs se han transformado en un problema ambiental ya que producen
efectos toxicos en el suelo y tras su exposicion provoca alteraciones fisiologicas
gue afectan principalmente los sistemas digestivo e inmunitario de los
organismos (Sanchez-Hernandez, 2021; Sharifinia et al., 2020; Trestrail et al.,
2020).

Los MPs poseen una superficie rugosa, alta porosidad, movilidad y elevada
relacion superficie/volumen (Pathan et al., 2020; Zhou et al., 2020b). Ademas,
poseen propiedades de adsorcidon conferidas por sus estructuras superficiales y
grupos funcionales, que permiten una adsorcion eficaz de contaminantes
peligrosos como antibiéticos, bisfenoles, contaminantes organicos, pesticidas y
patogenos (Dongxing et al., 2019; Liu et al., 2019b; Wu et al., 2020; Zhou et al.,
2016; Zhou et al., 2020a). Esta interaccion con contaminantes tiene un impacto
mas amplio en el ambiente, ya que el proceso de adsorcion de MPs puede influir
en la fotodegradacion de los compuestos, lo que en ultima instancia altera el
destino ambiental de los contaminantes (Chen et al., 2020a). Por otra parte, los
complejos MPs/contaminante pueden exacerbar sus efectos nocivos en plantas
y animales, ya que podrian inducir toxicidad combinadas para los organismos
(Tang et al., 2021)

Estudios han demostrado que los contaminantes adsorbidos luego pueden ser
desorbidos de los microplasticos en el medio ambiente o dentro de los sistemas
digestivos de los organismos, lo que conlleva consecuencias para su tasa de
crecimiento, reproduccion y supervivencia (Bakir et al., 2014; Huerta Lwanga et
al.,, 2017; Yu et al., 2018; Zhou et al., 2020a), por lo cual los MPs actdan



potencialmente como vectores en el transporte, transformacion y la

biodisponibilidad de contaminantes presentes en el medio ambiente.

Las propiedades fisicas, quimicas y morfolégicas de los MPs pueden ser
modificadas al estar expuestos durante largos periodos de tiempo a las
condiciones climéticas, en un proceso llamado envejecimiento. En este proceso
puede ocurrir la oxidacion superficial fotoinducida, asi como la aparicion de redes
macroscoépicas de micro fisuras que provoca una mayor superficie que en los
MPs pristinos (Huffer et al., 2018; Kim et al., 2017; Larché et al., 2012; Mato et
al., 2001; Pandey and Singh, 2001). Estos cambios en las propiedades fisicas y
guimicas de la superficie de los materiales de PE envejecidos pueden provocar
cambios en el comportamiento de adsorcion de los MP con los contaminantes
ambientales, por lo cual los efectos resultantes varian entre los estudios con uso
de MPs pristinos y envejecidos (Li et al., 2018; Liu et al., 2019a; Liu et al., 2018;
Mdller et al., 2018).

Se ha identificado que los MPs destruyen la estructura del suelo y tienen
repercusiones negativas en la capacidad de retencion del agua del suelo (Liu et
al., 2014a), ademas estos destruyen la actividad microbiana del suelo (perturban
las comunidades bacterianas), alterando asi los diferentes ciclos biogeoquimicos
del suelo, transportando compuestos como pesticidas (su comportamiento de
sorcion puede diferir del de la materia organica y de los minerales de los suelos
(Teuten et al., 2007)).



Durante el proceso de degradacion en el suelo, los monémeros y aditivos de los
MPs (retardantes de llama, colorantes, inhibidores de foto degradacion,
compuestos para aumentar la rigidez o flexibilidad) son féacilmente liberados,
pudiendo llegar a los medios acuaticos por lixiviacion (Horton et al., 2017).
Ademas, pueden entrar facilmente en la red alimenticia al ser ingeridos por
animales debido a su pequefio tamafio (Zhu et al., 2018). La ingestion de
fragmentos de plastico puede causar efectos adversos directos como la
obstruccion del canal digestivo, abrasion y destruccion del epitelio, y lisis celular.
Dependiendo del tipo, tamafio y forma de los fragmentos, también pueden haber
efectos indirectos como el estrés oxidativo, inflamacién y alteraciones
metabdlicas (An et al., 2021; Trestrail et al., 2020). Es asi como los MPs afectan
finalmente la fauna, estructura y funcionamiento del suelo y ecosistemas
(Bandopadhyay et al., 2018; Boughattas et al., 2022; Cao et al., 2017; Hodson et
al., 2017; Horton et al., 2017).

En cuanto a efectos sobre organismos del suelo, en general MPs de mayor
tamafio muestran mayores efectos combinados con otros contaminantes sobre
el crecimiento de las lombrices de tierra (Liu et al., 2022). Esto puede deberse a
gue los microplasticos de mayor tamafo causan dafos fisicos mas graves a las
lombrices de tierra, como por ejemplo dafiar la piel y los celomocitos de las
lombrices de tierra, aumentando asi la acumulacion de otros contaminantes. En
cambio, los microplasticos de menor tamafio se excretan facilmente (Liu et al.,
2022), por lo que causan menos dafos a las lombrices de tierra (Liu et al., 2022;
Zhang et al., 2022).

En general la coexposicion a MPs y otros contaminantes puede causar dafos
mas graves a las lombrices de tierra, como el aumento de la acumulacién de
contaminantes, inhibicion de las tasas de crecimiento, dafio oxidativo agravado
y cambios en la microbiota intestinal de las lombrices de tierra. Los MPs pueden
causar dafos fisicos a las lombrices y alterar la biodisponibilidad de otros
contaminantes favoreciendo su acumulacion, sin embargo, en algunos casos la
presencia de MPs puede paliar los efectos adversos de otros contaminantes,
como la fuerte adsorcion de otros contaminantes, lo cual reduce su

biodisponibilidad. Hay que tener en consideracién que los estudios se han



realizado en condiciones de laboratorio, con periodos de exposicion
relativamente cortos comparados con el ambiente, y las concentraciones
utilizadas de MPs y otros contaminantes son usualmente mayores que las que
se encuentran en el ambiente (Zhang et al., 2022).
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Figura 1: Procesos de migracién de los microplasticos en el ambiente (Ya et al., 2021).

2.4 Agroguimicos
La mejora en las condiciones de vida ha aumentado la poblacién, y por

consiguiente también ha aumentado la demanda de alimento. Para cumplir con
esta demanda, la actividad forestal y agropecuaria han utilizado agroquimicos
como fertilizantes y pesticidas, estos ultimos siendo los que controlan la
propagacion de malezas, insectos, parasitos, protegiendo a los cultivos de
posibles dafios. Es por esto que los plaguicidas cumplen un rol importante en
proteger la salud publica (Cooper and Dobson, 2007; Mufoz-Quezada et al.,
2014).

Los pesticidas son sustancias quimicas toxicas, por lo cual, a pesar de los
beneficios que pueden entregar, su uso indiscriminado ha provocado una grave
contaminacién ambiental, resultando en la reduccion de especies de plantas y

animales terrestres y acuaticos, ya que se han contaminado con niveles toxicos



los cuerpos de agua, aire y suelo (Helfrich et al., 2009; Lan et al., 2019; Mahmood
et al., 2016).

2.5 Efectos de los pesticidas

Los pesticidas pueden unirse a la materia organica, a los mantos de PE agricola
(Nerin et al., 1996) o a la fraccion mineral arcillosa del suelo (Bailey and White,

1964) lo que dificulta su extraccion y caracterizacion (Calderbank, 1989).

A nivel de poblacion los efectos de los plaguicidas dependen de la exposicion y
la toxicidad, factores como el ciclo biolégico, las caracteristicas, el momento de
aplicacion, la estructura de la poblacién y la estructura del paisaje (Schmolke et
al., 2010)

El uso de estas sustancias afecta la biota que reside en el suelo y las cuales le
confieren las cualidades como la absorcion de nutrientes, degradacion de la
materia organica y fertilidad del suelo, producen efectos téxicos en lombrices de

tierra ya que afectan los comportamientos alimenticios y su vialidad.

Los plaguicidas liposolubles ingresan al cuerpo de los animales por
biomagnificacion y se absorben en los tejidos grasos, por lo que la persistencia
de la sustancia en la cadena alimentaria es prolongada (Casabé et al., 2007;
Mahmood et al., 2016; Man and Zucong, 2009). Los plaguicidas son emitidos de
forma simultanea o secuencial, por lo que el numero y la composicién de las
posibles mezclas son a menudo desconocidas y cambian en el tiempo
(Hernandez et al., 2017). Esto puede producir que los efectos sean sinérgicos,
es decir, el efecto toxicolégico de las sustancias combinadas es mayor que el
efecto esperado de la suma de toxicidades de cada una por separada (Garcia

Fernandez and Navas Ruiz, 2020).
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2.6 Atrazina

Dentro de los pesticidas mas utilizados esté la atrazina. La atrazina [2-cloro-4-
etilamino-6-isopropilamino-1,3,5-triazina] es un herbicida sintético de triazina
utilizado para eliminar las malas hierbas en viveros, praderas, campos de cafia
de azucar, bosques y huertos frutales (Song et al.,, 2009). Es el segundo
herbicida méas utilizado en todo el mundo con un consumo anual de 70.000-
90.000 toneladas, esto debido a su costo relativamente bajo y su alta eficacia en
el control de malezas (Kumar et al., 2013; Pathak and Dikshit, 2012).

Debido a su uso prolongado, estabilidad, largo tiempo residual y movilidad la
atrazina puede causar grave contaminacion al medio ambiente y graves
amenazas para la salud humana (Magbool et al., 2016; Singh et al., 2018).
Estudios han reportado que este herbicida puede inducir efectos nocivos en los
ecosistemas acuaticos y terrestres, siendo detectada en el suelo, aguas
subterraneas y superficiales (Graymore et al., 2001; Khan and Saidak, 1981).
Debido a su omnipresencia puede entrar en el cuerpo humano a través de la
cadena alimentaria y acumularse, dafiando el sistema cardiovascular, alterando
el equilibrio hormonal (disruptor endocrino) general y reproductivo e induciendo
cancer y mutaciones (Hincapié et al., 2005; Kucka et al., 2012; Wirbisky et al.,
2016). Se reporto que la exposicion a largo plazo de ATZ en seres humanos tuvo
un efecto negativo en el sistema inmunitario humano (Agopian et al., 2013). El
Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer (IARC) categorizé la
atrazina en la lista de pesticidas carcinogénicos (Kucka et al., 2012; Liu et al.,
2014b; Mahler et al., 2017).

La atrazina tiene gran potencial de contaminacion de campos agricolas, aguas
subterraneas y superficiales, debido a su vida media de 41-231 dias (Karlsson
et al., 2016), baja adsorcion en los suelos y moderada solubilidad acuosa. Tiene
mayor movilidad que otros herbicidas, y se considera que las transformaciones
bidticas son una de las principales vias de descomposicion de la atrazina en la
mayoria de los suelos (Kaufman and Kearney, 1970). Al ser cationica, la atrazina
tiene una alta afinidad molecular por los complejos arcilla-materia organica del

suelo (Khan, 1978) y su sorcion en los suelos se correlaciona positivamente con
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el contenido de carbono organico (Barriuso et al., 1992; Park et al., 2004). La
sorcion de la atrazina a la materia organica disminuye su biodisponibilidad
(Demon et al., 1994; Houot et al., 1998) lo que aumenta su persistencia a pesar
de su susceptibilidad a la degradacién abittica y bidtica (Radosevich et al.,
1997).

La atrazina, como los productos quimicos agricolas, tiene el potencial de alterar
la composicion de especies, disminuir la diversidad y alterar las redes
alimentarias (Lin et al., 20164, Lin et al., 2016b). Se caracteriza por tener una
alta toxicidad a organismos no objetivo, logrando la muerte completa o el retraso
en el crecimiento, la translocacion, absorcion de las raices o los brotes, alteracion
del fenotipo, mutacion y la resistencia (Alla and Hassan, 2006; Burken and
Schnoor, 1997). Las plantas objetivo y no objetivo expuestas a ATZ suelen sufrir
estrés oxidativo causado por la generacion de especies reactivas de oxigeno
(Alla and Hassan, 2006; Burken and Schnoor, 1997; Su and Zhu, 2006).

El principal modo de accion pesticida de las clorotriazinas es inhibir la fotosintesis
tras impedir la transferencia de electrones en el sitio reductor del complejo 1l de
la fotosintesis en los cloroplastos (Gysin and Knusli, 1960). La atrazina ha sido
histéricamente reconocida por ser un producto perturbador endocrino que tiene
efectos en las vias de sefalizacion del sistema neuroendocrino, sin embargo, es
dificil definir estos mecanismos ya que hay muchos factores que desempefian
un papel en los resultados adversos observados, como el momento en que se
produce la exposicién, su duracion y dosis. Son muchas las hormonas
neuroendocrinas afectadas que juegan un papel en diferentes aspectos de la
reproduccion. La atrazina tiene efectos en el desarrollo de los organismos, asi
como en los organismos adultos maduros (Rayner et al., 2005; Wirbisky and
Freeman, 2015). En general se sabe que la exposicion a la atrazina afecta al eje
hipotalamo-hipdfisis-gonadal (HPG). Estudios han demostrado efectos negativos
en el sistema reproductivo de ratas (Foradori et al., 2013; Laws et al., 2000) La
ruta mas comun de exposicidon ambiental a este herbicida es a través de la
ingestién de agua contaminada o por adsorcién dérmica (Ochoa-Acufa et al.,
2009; Rinsky et al., 2012).
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La atrazina es estable a pH neutral, tiene una rapida hidrolisis en condiciones
muy &cidas o alcalinas (Armstrong et al., 1967). En los suelos, la degradacion de
la atrazina es principalmente el resultado de la actividad microbiana a través de
procesos co-metabdlicos que conducen a la formacion y acumulacion de
metabolitos de atrazina (Hickey et al., 1994; Scheunert, 1992), mientras que
otros organismos obtienen nutrientes y energia al mineralizar completamente la

atrazina a CO2.

En 1992 la Unién Europea prohibio la atrazina ya que sus metabolitos tenian el
potencial de persistir en los campos y aguas superficiales durante varios afnos
(Bethsass and Colangelo, 2006; Nousiainen et al., 2015). A diferencia, segun la
declaracion de ventas de plaguicidas del afio 2019 emitida por el Servicio
Agricola Ganadero (SAG) del Ministerio de Agricultura de Chile, se comercializé
un volumen de 92.966 litros de atrazina, siendo el 19° herbicida mas vendido de
la serie 3.000. Segun las instrucciones de uso de los productos autorizados por
el SAG y que son formulados con atrazina, las dosis de aplicacion varian desde
2,0 L/Ha para cultivos como Maiz y Sorgo a 5,0 L/Ha para plantaciones de Pino,
Ecuapiltus y malezas como el Cardo y Manzanillon (atrazina 90 WG autorizacion
N°3.473, atrazina 500 SC autorizacion N° 3.467).

Tabla 1: propiedades de la atrazina

Propiedades de la atrazina

Formula molecular C8H14CIN5
CAS 1912-24-9
Solubilidad en agua (26°C) 34,7

[mg/L]

Log Kow 2,61

Log Koc 2,36

pKa 1,70
presion de vapor (25°C) [mm 2,89E-07
Hg]

Vida media [dias] 41-231

Fuente: (Huffer et al., 2019; Karlsson et al., 2016)
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Figura 2: Estructura de la atrazina

2.7 Bioindicadores y Biomarcadores
Una forma de evaluar los efectos de los contaminantes (como los MPs y

pesticidas) se utilizan bioindicadores. El término bioindicador puede definirse
como “Un organismo que brinda informacion sobre las condiciones ambientales
de su habitat por su presencia o0 ausencia y su comportamiento (Van Gestel and
Van Brummelen, 1996). Las lombrices son consideradas excelentes
bioindicadores de la contaminacion del suelo (Cortet et al., 1999; Lanno et al.,
2004), pues ingieren grandes cantidades de suelo y materia organica por lo que
estan continuamente expuestos a los contaminantes (Morgan et al., 2004;
Sanchez-Hernandez, 2006).

Los biomarcadores son cualquier respuesta biologica a nivel subindividual que
indica la exposicién a uno o0 mas contaminantes y sus efectos toxicos (Peakall,
1994). Los biomarcadores se utilizan para evaluar los efectos de los
contaminantes, con el fin de distinguir la exposicion a corto plazo de la exposicién
cronica, proporcionar una interpretacion de las respuestas de los bioindicadores
ya que pueden influir los factores fisicoquimicos y biologicos, y para establecer
una relacion causa-efecto entre los contaminantes y los efectos ecolégicos
(Hagger et al., 2006).
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Sanchez-Hernandez clasifica los biomarcadores en cuatro grupos (Sanchez-
Hernandez, 2006):

e Respuestas moleculares/bioquimicas: induccion/inhibicién de enzimas,
produccion de genes mutantes, induccion de proteinas (metalotioneinas,
proteinas de estrés), nivel de metabolitos.

e Respuestas fisiologicas: metabolismo, equilibrio hormonal, actividad
locomotora, equilibrio hidrico/mineral

e Respuestas citolégicas/morfolégicas: fragilidad lisosomal, lesiones
histopatoldgicas, indices macroscopicos.

e Respuestas conductuales: evitacion, madrigueras, apareamiento,
alimentacion, migracion a la superficie. Los cambios de comportamiento
son el resultado de la integracion de varios sistemas fisiologicos afectados

por los contaminantes.

Los ensayos de toxicidad constituyen un elemento esencial del esquema de la
evaluacion de la exposicion y efectos, y se utilizan para predecir los efectos
agudos y/o crénicos de nuevas sustancias quimicas antes de su liberacion en el
medio ambiente o para evaluar el impacto ecolégico de una nueva fuente de

emision acuosa o atmosférica.

2.7.1 Biomarcadores para microplasticos

La exposicion a xenobidticos puede aumentar la concentracion de especies
reactivas de oxigeno o hidrogeno y/o disminuir la respuesta antioxidante,
resultando en el estrés oxidativo. La medicion de los niveles de estrés oxidativo
es utilizada en estudios sobre los mecanismos de toxicidad ambiental y
ecotoxicidad en organismos expuestos a contaminantes (Bartoskova et al., 2013;
Faggio et al., 2016; Regoli and Giuliani, 2014). Las enzimas utilizadas para el
estudio de los efectos de los microplasticos son las implicadas en el estrés
oxidativo: superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa
(GSH-Px), glutation S-transferasa (GST) y malondialdehido (MDA) (Proki¢ et al.,
2019).
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2.7.2 Biomarcadores para pesticidas

La exposicion a productos agroquimicos como los insecticidas organofosforados
(OF) se suelen evaluar mediante la determinacién de la inhibicibn de la
acetilcolinesterasa en el tejido nervioso (Sultatos, 2006). En la lombriz de tierra
la actividad de la acetilcolinesterasa es muy sensible a la inhibicion por los OF
(Booth et al., 2000) y muestra una recuperacion extremadamente lenta cuando
es inhibida drasticamente, en comparacion a la actividad normal (Aamodt et al.,
2007; Rault et al., 2008).

Las colinesterasas (ChE) pertenecen a una familia de enzimas que hidrolizan la
acetilcolina en colina y acido acético. Forman parte del grupo de las esterasas o
hidrolasas de los enlaces tipo éster, es decir, los constituidos por la union de
acidos organicos o inorganicos con alcoholes o tioles de muy diferente
naturaleza (SANZ and REPETTO, 1995). En este grupo participan la
acetilcolinesterasa (AChE) y butirilcolinesterasa (BuChE), también conocida

como pseudocolinesterasa o colinesterasa plasmatica (Massoulié et al., 1993).

La acetilcolinesterasa es una enzima clave en el sistema nervioso, ya que
participa en la transmision de los impulsos nerviosos catalizando la hidrolisis del
neurotransmisor acetilcolina (Fukuto, 1990). La AChE es el sitio objetivo de la
inhibicion de los pesticidas organofosforados y carbamatos. En particular, los
pesticidas organofosforados inhiben la actividad de la enzima mediante la
fosforilacién covalente del residuo de serina dentro del grupo del sitio activo.
Estos inhiben de forma irreversible la AChE, lo que da lugar a una acumulacién
excesiva de acetilcolina, que conduce a la hiperactividad y, como resultado a la
pardlisis del sistema neural y muscular. La consecuencia del bloqueo del
metabolismo de la acetilcolina es su acumulacion en la hendidura sinaptica y la
alteracion de la transmision del impulso nervioso. Aungque los insecticidas
organofosforados y carbamatos son los mas conocidos, otras sustancias

guimicas también pueden inactivar esta enzima (Lionetto et al., 2011)

Las carboxilesterasas (CbEs) son un grupo de enzimas serina hidrolasas
presentes en tejidos de vertebrados e invertebrados, capaces de hidrolizar una

amplia variedad de ésteres (Picco et al., 2010), participan en el modo de accién
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toxica y en la desintoxicacion de los plaguicidas OF por lo cual son utilizadas
como biomarcadores de su exposicion (Vejares et al., 2010). Son
frecuentemente mas sensibles a la inhibicibn de OF que las colinesterasas
(Wheelock et al., 2008). En las lombrices de tierra estan presentes mdltiples
isozimas de CbE (Haites et al., 1972) y muestran sensibilidad tejido-dependiente
a los OF (Sanchez-Hernandez et al., 2009; Sanchez-Hernandez and Wheelock,
2009) que son particularmente abundantes en el intestino de las lombrices de
tierra (Prentga, 1987).

La toxicidad aguda de los OF se debe a la inhibicion de la actividad de la
acetilcolinesterasas (EC 3.1.1.7), asimismo el sitio activo de la carboxilesterasa
(EC 3.1.1.1) se unen a las moléculas de OF lo que conduce a su inactivacion
(Sanchez-Hernandez et al., 2018b; Sogorb and Vilanova, 2011).

En particular, las carboxilesterasas detoxifican los pesticidas OF por
detoxificacion no catalitica, esta detoxificacion se produce por fosforilacion del
sitio activo de la carboxilesterasa por el metabolito oxon de los pesticidas OF
(altamente téxico), formando un complejo enzima-inhibidor estable y en
consecuencia inactivando el pesticida. Este mecanismo de detoxificacion es
eficiente siempre que los OF se bioactiven previamente a sus metabolitos
oxonicos (analogos del oxigeno), en esta configuracion quimica los OF muestran
una mayor afinidad por los sitios activos de las colinesterasas y carboxilesterasas
en comparacion con sus quimicos originales (Chambers et al., 2010; Wheelock
and Nakagawa, 2010). En Lumbricus terrestris se utiliza la variacion de actividad
de carboxilesterasa como biomarcador de exposicion a OF en los tejidos
digestivos (Sanchez-Hernandez et al., 2018b), musculo de la pared corporal y

organos reproductivos (Vejares et al., 2010)

Los plaguicidas también alteran las enzimas implicadas en el estrés oxidativo
como superoéxido dismutasa, catalasa y glutation-S-transferasa las cuales son
utilizadas como biomarcadores (Booth et al., 2001; Schreck et al., 2008; Wang
et al., 2012).

Los biomarcadores de comportamiento o efecto se utilizan como herramienta

complementaria para evaluar los suelos contaminados con agrogquimicos
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(Marques et al., 2009), sin embargo, estudios han demostrado que no son tan
sensibles a los OF en lombrices (Garcia-Santos and Keller-Forrer, 2011; Hodge
et al., 2000), debido al mecanismo estequiométrico de detoxificaciéon de OF
comparten el mismo grupo de enzimas esterasas que el mecanismo de accion
toxica de los OF. Segun morcillo et al 2013, la ausencia de la respuesta de
evasion no indica que las concentraciones de plaguicidas OF sean inocuas para
las lombrices, y la inhibicion de AChE no implica una respuesta de evasion
(Morcillo et al., 2013)

Otro biomarcador es la produccién de eyecciones (fecas), es un indicador de la
actividad de la lombriz, el clorpirifés ha demostrado inducir una disminucién
significativa de la produccion de eyecciones en Aporrectodea caliginosa
(Capowiez et al., 2010). Los rangos de ingestion son utilizados como un
biomarcador, para determinar si son reducidos después de tratamientos a
exposicion con pesticidas. En cuanto a biomarcadores fisiologicos, esta el
cambio en la biomasa que puede ser una indicacion de la salud general del

bioindicador.

Biomarcadores utilizados en lombrices (Eisenia foetida) expuestas a herbicidas
son la actividad de enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GST Y POD),
acumulacion de especies reactivas de oxigeno y dafio al ADN y cambios en la

expresion genética (Cheng et al., 2020; Song et al., 2009)

2.8 Lumbricus terrestris

La lombriz Lumbricus terrestris pertenece al grupo de los lumbricidos anécicos,
es decir, viven alternando entre la superficie y la profundidad. Poseen respiracion
cutdnea y se reproduce mediante huevos llamados cocones (Butt et al., 1992).
Es un macroinvertebrado considerado especie clave presente en los suelos
naturales pues son capaces de llevar a cabo diversas funciones sobre la
estructura del suelo y la degradacion de la materia organica (Edwards and Lofty,

1972). La especie de L.terrestris, ha sido estudiada como bioindicador de la
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contaminacion de suelos. Generalmente se encuentran en suelos alcalinos con
pH entre 6.2-10.0 y son muy abundantes en suelos de tipo arcilloso (Mamani
Alejo, 2019; Sims and Gerard, 1999). Su sistema nervioso central consiste en un
par de ganglios suprafaringeos, poseen receptores conductores y efectores
(Hess, 1925).

Es un importante contribuyente al desarrollo de trayectorias de flujo preferencial
en los suelos ya que tiende a crear madrigueras verticales que estan abiertas en
la superficie y pueden extenderse a una profundidad de 3 m (Lee, 1985). La
cantidad de suelo que pasa por sus cuerpos anualmente puede equivaler a 6,3
ton de tierra seca por hectarea (Mosleh et al., 2003).

Esta lombriz de tierra anécica ingiere suelo mezclado con materia organica y se
alimenta de hojarasca y restos vegetales de la superficie del suelo, incorporando
la materia organica al arrastrarla a su madriguera y creando focos de actividad
microbiana (Griffith et al., 2013; Jouquet et al., 2006). Por su forma de
alimentacion, se plantea que la exposicion a plaguicidas tiene lugar
principalmente por la ingestion de plantas y suelo contaminado, estas también
dependen del apoyo enzimatico de los simbiontes microbianos que habitan en
su lumen gastrointestinal y los del suelo ingerido para afrontar los procesos
digestivos (Drake and Horn, 2007; Sanchez-Hernandez et al., 2018b). Las
lombrices de tierra pueden absorber compuestos organicos a través de la piel y
de la ingestion de particulas del suelo, siendo esta ultima la principal para cuando
el log Kow de los compuestos organicos es mayo 5 (Jager et al., 2003; Miao et
al., 2018). Luego de la ingestidon estos materiales pasan a través del cuerpo de
las lombrices y se depositan mas profundamente en el perfil del suelo en forma

de eyeccion (Lee, 1985).

Los efectos de L. terrestris en las propiedades quimicas, fisicas y biolégicas de
los suelos influyen en la persistencia, biodisponibilidad y transporte de los
plaguicidas (Gilman and Vardanis, 1974; Stenersen et al., 1974). En suelos de
siembra directa con grandes cantidades de residuos de cultivos en la superficie,
se encontr6 que mas de dos tercios de los herbicidas aplicados fueron

interceptados por los residuos de cultivos y la vegetacion viva, por lo que se
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deduce que es probable que L. terrestris traslade una parte importante de estos
herbicidas al suelo enterrando los residuos de los cultivos, o ingiriendo y luego
egestando estos materiales en profundidad en forma de excrementos
(Farenhorst et al., 2000; Isensee and Sadeghi, 1994)

Las galerias aumentan la aireacion, el drenaje del suelo y permite el transporte
desde la parte inferior del suelo hacia la superficie. También produce eyecciones
y middens (monticulos de suelo mineral, eyecciones y material organico a la
entrada de la madriguera) estimulando asi la proliferacion microbiana (Edwards,
2004), estas acciones estimulan las enzimas del suelo asociadas a la
descomposicion de materia organica y al ciclo de los nutrientes, mejorando la
estructura y propiedades del suelo (Dempsey et al., 2013; Kizilkaya et al., 2011;
Pelosi et al., 2014; Tao et al., 2009). A traves de las galerias se infiltra agua y
contaminantes (Worrall et al., 1997) hacia capas mas profundas del suelo a las
aguas subterraneas (Tomlin et al., 1993). Cuando hay pesticidas presentes en el
suelo las madrigueras disminuyen en volumen afectando la infiltracion a nivel de

ecosistema (Dittbrenner et al., 2011).

Los microplasticos y los agroquimicos son contaminantes muy comunes en el
ecosistema terrestre y su interaccion puede influir en sus destinos y efectos
sobre los organismos terrestres (Dolar et al., 2021), afectando los
comportamientos de L. terrestris debido a su exposicion continua. Por su forma
de alimentacion los plaguicidas también pueden alterar los procesos de digestion
y procesos de asimilacion de nutrientes (Sanchez-Hernandez et al., 2018b). El
tegumento y su tracto gastrointestinal son las principales rutas de ingreso de los

contaminantes al medio interno de la lombriz (Vijver et al., 2005).

El estudio de Huerta Lwanga demuestra que las lombrices se ven impactadas
negativamente ante la presencia de microplasticos, presenta disminucion en
tasas de crecimiento y aumento de la mortalidad. L. terrestris incrementa el
transporte de microplasticos desde la superficie hasta capas mas profundas del
suelo al formar las madrigueras; al estar expuestas a microplasticos la lombriz
transporta mas materia organica a las madrigueras resultando en paredes mas

densas, por lo que absorben mas contaminantes (Endo and Koelmans, 2016;
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Koelmans et al., 2016), por lo que los contaminantes pueden estar mas

disponibles para las plantas y otros organismos (Lwanga et al., 2016).

Sus funciones de formacion del suelo y descomposicion de la materia organica,
ademas de su alta sensibilidad a contaminantes, ha dado paso a que las
lombrices de tierra sean consideradas como indicadores del uso de tierra y la
fertilidad de la tierra (Paoletti, 1999). Su interaccién profunda con el suelo hace
gue sean afectadas gravemente ante el uso de sustancias téxicas, por lo cuales
las lombrices de tierra han sido utilizadas como bioindicadores convenientes de

la contaminacion del suelo (Cortet et al., 1999; Lanno et al., 2004).
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Referencia
(Chen et al.,
2020b)

(Kwak and An,

2021)
(Prendergast-
Miller et al.,
2019)
(Lwanga et al.,
2018)
(Rodriguez-
Seijo et al,,
2018)
(Rodriguez-
Seijo et al.,
2017)

(Cao et al.,
2017)

Tabla 2: Efectos téxicos de los microplasticos en lombrices de tierra (extraido de Ya et al., 2021)

Especie

Eisenia fetida

Eisenia andrei

Lumbricus
terrestris

Lumbricus
terrestris

Eisenia fétida

Eisenia andrei

Eisenia fétida

Efectos toxicos de los microplasticos en lombrices de tierra

Tipo de
MP

LDPE

PE

poliéster

LDPE

LDPE

PE

PS

Abundancia
del MP

0.1, 0.25,
0.5, 10, 15

a/kg
1000 mg/kg

0, 0.1, 1.0%

7%

62, 125, 250,
500, 1000
mg/kg

0, 62.5, 125,
250, 500,
1000 mg/kg

0.25-2%

Tamano
de la
particula
de MP
<400 um

180-212
pm,  250-
300 um

361.6 um

< 150 um

250-1000
um

250-1000
um

58 um

22

Tiempo de
exposicién
(dias)

28

21

35

60

28

56

Efecto

MP a una concentracion de 1.0 g/kg causo6
dafos en la superficie de Eisenia fetida,
desencadenando estrés oxidativo vy
estimulacién de reacciones neurotéxicas
MP afectaron la actividad de los
celomocitos, y hubo dafio en los 6rganos
reproductores masculinos (mas graves que
en hembras)

La ingestion de MP no tuvo efectos fatales
y No mostraron evitarlos

Las bacterias aisladas del intestino de L.
terrestris podian degradar el 60% de los
microplasticos y producir nanoplasticos

La exposicién a MP provoco cambios en el
estrés oxidativo y en el metabolismo
energético

No hubo diferencias significativas en el
namero medio de larvas de lombriz en los
tratamientos

Concentraciones de 1% y 2% p/p de MP
inhibieron el crecimiento y aumentaron la
mortalidad



Lwanga et al., Lumbricus PE 7%, 28%, <150 ym 60 La mortalidad aumentd en MP 28%, 45% vy
2016 terrestris 45% y 60% 60% después de 60 dias de exposicion y se
redujo la tasa de crecimiento.
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3. METODOLOGIA

El estudio se llevo a cabo desde agosto de 2022 a abril de 2023 en los
laboratorios de suelos de la Facultad de Agronomia y laboratorio de
Biomarcadores del Centro EULA de la Universidad de Concepcién. Para la

realizacion de los objetivos propuestos se utilizé la siguiente metodologia:

3.1 Reactivos y materiales

Para la realizacion del estudio se utiliz6 atrazina (Sigma, CAS:1912-24-9;
C8H14CIN5), polietileno (PE), 5,5'-ditiobis-(acido 2-nitrobenzoico)
(DTNB)(Sigma), albumina de suero bovino (BSA)(Sigma), solucion buffer de
fosfato de sodio, Acetiltiocolina yodada (AcSCh) (Sigma), reactivo de Biuret
(Diprolab), Triton X-100, SDS, Buffer tris-HCI, acetato de natftilo, Fast Red ITR

salt (Sigma), botellones, matraces, tubos de vidrio.

3.2 Suelo

El suelo utilizado en este estudio fue extraido en agosto del afio 2022 del fundo
agricola Santa Carmen, Los Angeles, Chile. Este predio agricola posee manejo
organico (libre de aplicacion de pesticidas) desde 8 afios previo a la utilizacion
en este estudio. Se recolectaron un total de 160 kg de suelo usando palas de
acero inoxidable, mezclado y transportado en recipientes plasticos. El muestreo
se realizé de forma aleatoria, donde se recogieron numerosas muestras a una
profundidad de 10-15 cm, en los mismos lugares de los que se recolectaron las
lombrices. Estas muestras fueron almacenadas en recipientes plasticos y
conservadas a temperatura ambiente. Se determinaran algunas propiedades
fisicas y quimicas como clasificacion del suelo segun granulometria, contenido
de humedad, contenido de materia organica, temperatura y el pH, debido a que
estudios han demostrado que estas caracteristicas influyen en el crecimiento,
salud y supervivencia de lombrices de tierra (Capowiez et al., 2010; Hallam and
Hodson, 2020; Lwanga et al., 2016; Perreault and Whalen, 2006). El objetivo de
la investigacion es evaluar los efectos de MP y los agroquimicos por lo cual se

quiere eliminar cualquier otro estresor dentro del estudio.



Para la caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas del suelo se utilizaron

3 muestras. El suelo muestreado contenia raices.

3.2.1 Caracterizacién propiedades fisicoquimicas del suelo

3.2.1.1 Granulometria

El andlisis granulométrico de las muestras de suelo fue realizado con un
analizador de particulas por difraccion laser (Mastersizer 3000, Malvern
Panalytical), para medir el tamafio de particula y la distribucién de tamafio. Para
esto se utilizé aproximadamente 2 gramos de muestra con agua destilada para
su disolucién, se pasoé por un tamiz de 2 mm, se agregé una pequefa cantidad
de muestra con una pipeta en un vaso precipitado (500 mL) con agua comun

como dispersante

3.2.1.2 Porcentaje de humedad

Para evaluar la humedad, se utilizé la determinacion de humedad gravimétrica,
para lo cual se tomaron 3 muestras de suelo en capsulas metalicas, se pesaron
cada una de las capsulas por si solas y luego con la muestra humeda, estas
luego fueron puestas al horno durante 24 horas a una temperatura de 105°C.

Luego de trascurridas las 24 horas se peso el recipiente con la muestra seca.

La medicion se hard mediante la relacion donde la humedad del suelo es la
relacion expresada en porcentaje entre el peso del agua existente en la masa de

suelo y el peso de las particulas sélidas:

Pagua

w (%) = * 100

Psuelo seco

Donde:
w= humedad gravimétrica del suelo (%)
Pagua= peso del agua existente en la masa de suelo

Psuelo seco= peso de las particulas sélidas



3.2.1.3 Materia organica
Para determinar la cantidad de materia organica de las muestras de suelo se
basé en “Métodos de Analisis recomendados para los suelos Chilenos” (2004)

Método 1.1 Preparacion de las muestras y Método 7.2 pérdida por calcinacion.

La cantidad de materia organica se calculard como la diferencia entre el peso
inicial y el final dividido por el peso de la muestra inicial multiplicado por 100%.

3.2.14 pH
El pH del suelo se determiné mediante el Método 3.1 suspensién y determinacién

potenciométrica de “Métodos de Analisis recomendados para los suelos
Chilenos” (2004).

3.2.15 Fosforo Total

El fésforo total se determing a través de “Espectroscopia de absorcion molecular

ML Jackson, “analisis Quimico de suelos” (1976)

3.3 Prueba de adsorcion a superficie de MP

3.3.1 Obtencion y preparacion de los MPs

Para realizar el estudio se utilizé plastico tipo polietileno (PE) de baja densidad
negro, debido a que es de uso comun en la agricultura. Este plastico fue limpiado
con alcohol 70°, luego fue secado y triturado mecanicamente mediante un
homogeneizador ultra turrax® (IKA, Alemania) con agua ultrapura para ser
reducidos a particulas de menor tamafo, luego fueron tamizados mediante un
tamiz de 2 mm para asegurar que estuvieran en el rango correcto de medida
segun la definicion de MPs, fueron secados a temperatura ambiente y
posteriormente almacenados. Para conocer la distribucion de tamafo de las

particulas, se utilizé el equipo MasterSizer 3000.



Figura 3: Molienda de PE a MPs con homogeneizador ultraturrax.

3.3.2 Capacidad de adsorcion a superficie de MPs

Para medir la capacidad de adsorcion de la superficie de los microplasticos para
atrazina se realiz0 un experimento. La prueba contemplo el uso de 10 botellas
de vidrio con 100 mL de solucién a atrazina concentraciéon 0,5 mg/L con una
cantidad definida de microplastico. Las botellas se mantuvieron 14 dias en
agitacion a 40 rpm para ver los posibles cambios de concentracion remanente

en la solucion.

De las 10 botellas, a 6 se le adicion6 una muestra de microplastico de 2% p/v (2
g) y se realizd muestreos en duplicados a los 2, 7 y 14 dias. A 2 botellas se le
agreglé una muestra de microplastico de 5% p/v (5 g) y se muestred en
duplicados a los 7 y 14 dias, mientras que las dos botellas restantes
correspondientes a control se realizaron muestreo en duplicados a los 2, 7y 14
dias. Finalmente se obtuvieron 16 muestras, las cuales se mantuvieron

refrigeradas a 4°C hasta su posterior analisis.

La solucién utilizada en el test de adsorcidn se realizd a partir de una solucién
stock de atrazina de formulacion analitica (Sigma®, >/ 98,0% pureza) de
concentracion 40,04 mg L. De la cual se extrajo 12,487 mL y se mezclé con

agua para obtener la solucién de 0,5 mg/L.

La concentracion remanente del agroquimico se determin6 por cromatografia

liquida de alta resolucién (HPLC) y la cantidad de agroquimico adsorbida en los



MPs fue calculada utilizando un balance de materia entre la solucion inicial y la

final determinada en cada experimento:

V(C,— Ce)
e = M
Donde:
gJe = masa de contaminante adsorbida
V =volumen de la solucion
Co = concentracion inicial del contaminante en la solucién
Ce = concentracion del contaminante en el equilibrio en solucion

M = masa de microplastico

3.4 Disefio Experimental

El estudio esta estructurado bajo cuatro condiciones (tratamientos): 1) Control
2) Exposicion atrazina 3) Exposicion a los microplasticos y 4) exposicion a la
combinacion (MP+ATZ). Este ultimo tiene como objetivo determinar el efecto

toxico de microplasticos en co-exposicion en L. terrestris.

3.4.1 Organismos y contaminacion del suelo

Para llevar a cabo el estudio se realizé un bioensayo de exposicion adaptado
desde lo establecido por la organizacion internacional de normalizacion (ISO
2008), teniendo en consideracion los estudios desarrollados por (Araneda et al.,
2016; Baeza et al., 2020; Boughattas et al., 2022; Cheng et al., 2020; Lwanga et
al., 2016; 2017; Sanchez-Hernandez et al., 2018b; Song et al., 2009).

Se utilizé como bioindicador a Lumbricus terrestris, obtenidas del Fundo Agricola
Santa  Carmen (Los  Angeles, Chile, -37.47159915939796, -
72.49690296508834). Los ejemplares recogidos desde el fundo se encontraban
en distintos estados de madurez, por lo cual, se mantuvieron en aclimatacion en
el laboratorio (17°C + 6°C y oscuridad permanente) en una caja plastica (50 x
37,5 x 29,5 cm) durante 2 meses previo a la realizacién del bioensayo, en el
mismo suelo organico que se recolectd del lugar (con mas de 10 cm de
profundidad). Fueron alimentados una vez por semana con 2 gramos de abono,

el cual fue desparramado en la superficie.
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Para contaminar el suelo a utilizar en los tratamientos de ATZ y en combinacion,
se realizé una solucion de ATZ a partir de la misma formulacién utilizada en la
prueba de adsorcion. La contaminacion se realizo de la siguiente manera: 1 kg
de suelo humedo se extendi6 homogéneamente en una bandeja de aluminio
hasta lograr una altura de 0,5 cm y fueron rociados con 25 mL de la solucién de
0,5 mg/L de ATZ (obtenida al extraer 312 uL de la solucion stock utilizada para
el test de adsorcién), resultando una concentracién final de 0,5 mg ATZ kg de
suelo humedo, y una humedad final de 60% como en (Salazar-Ledesma et al.,
2018; Sanchez-Hernandez et al., 2018a). Para asegurar la extraccién de todo el
herbicida de la jeringa utilizada para rociar la solucién, esta se enjuag6 con 2 mL
de agua ultra pura y se rocié en el suelo. Luego el suelo fue dispuesto en un
recipiente, tapado y agitados por 3 minutos para asegurar la homogeneizacion
completa. Este procedimiento se realizo para los 12 kg de suelo. Luego de
contaminado el suelo con ATZ, se dej6 estabilizar por 48 horas en vasos
precipitados de vidrio (n=6) a 20°C, en este punto termina la manipulacion del

suelo para el tratamiento de exposicion con ATZ (n=6).

Luego de las 24 horas de estabilizacion del suelo con ATZ, para los tratamientos
de exposicion combinada (n=3), se extendidé los 980 gr de suelo contaminado
(S.C) de cada vaso precipitado en la bandeja y se agregd la concentracion de
MP (PEBD; 2,0% p/p; 20 g de masa seca) y se agité por 3 minutos para asegurar

la homogeneizacion, siguiendo el ejemplo de (Dolar et al., 2021).

Para los controles se extendio suelo organico en bandejas y se rocié con 25 mL
kg? de agua ultrapura. En el tratamiento de exposicion a MP se extendieron 980
gr de suelo organico (S.0), se agregd el 2% p/p de MP y se rocié con 25 mLkg™?
de agua ultrapura, se puso en agitacioén por 3 minutos para homogeneizar y se

dejo en estabilizacion.

Mientras se llevo a cabo el equilibrio del suelo contaminado, se dispusieron las
lombrices adultas en placas de Petri, se mantuvieron a 16°C y en oscuridad total
sobre un papel humedo para permitir el vaciado intestinal y asi eliminar todos los
restos nutricionales del tracto gastrointestinal y luego se registro el peso corporal
(t=dia 0)



La concentracion a utilizar en este estudio se escogio teniendo en consideracion
las investigaciones de Cheng y colaboradores donde se expuso a E. foetida a
una concentracion de 0,02 mg/kg de ATZ y 0,25% p/p de PEBD (Cheng et al.,
2020) y considerando el estudio de Hudu y colaboradores en el que se expuso a
L. terrestris a concentraciones de 0,05 mg/kg de ATZ en el cual se reportaron
muertes (Hudu et al., 2021).

Figura 4: imagen de lombrices al final de las 24 horas de vaciado intestinal.

3.4.2 Bioensayo de exposicion

Para la realizacion del bioensayo se seleccionaron los ejemplares en estado de
madurez, es decir, los que contaban con un clitelo bien desarrollado, con
tamafos y pesos parecidos. Una vez depuradas y posteriormente registrado su
peso, se liberaron 5 lombrices a los vasos precipitados de acuerdo con cada
tratamiento experimental y luego los contenedores fueron incubados por 42 dias
a temperatura de 20+5°C en oscuridad (Perreault and Whalen, 2006; Shi et al.,
2016; Stellin et al., 2018; Zhu et al., 2020).

Un kilogramo del suelo previamente contaminado con microplasticos y atrazina
fue afadido a cada vaso precipitado de 1000 mL con orificios en el fondo para
permitir aireacion para los tratamientos en condiciones de combinacion (n=3).

Para los tratamientos de exposicion a microplasticos se afiadié 980 g de suelo



con 20 g de MP (n=3); para los tratamientos de exposicion a ATZ se afiadio 1 kg
de suelo contaminado previamente con 0,5 mg de ATZ y para los controles se
agregd la misma cantidad de agua desionizada que la que se utilizé para

contaminar con la solucién de atrazina.

Todos los vasos precipitados se dispusieron sobre rejas metélicas para permitir
la aireacion por la parte baja y también se sellaron con papel aluminio agujereado
para evitar que las lombrices se escaparan y también para permitir el intercambio
de aire. Las lombrices se alimentaron cada semana, afiadiendo 2 g de guano de
caballo (organico) en la superficie de cada vaso del ensayo. Tras 42 dias de
incubacion, se retiraron las lombrices, se enjuagaron con agua desionizada y se
mantuvieron sobre papel filtro humedo en placas de Petri durante 24 horas para
recoger las eyecciones frescas. Posteriormente se registrd el peso de las
lombrices luego de la depuracién para evaluar el cambio de peso corporal
durante el periodo de incubacion.

Figura 5: Vasos precipitados con suelo del tratamiento control.



3.4.3 Concentracién de atrazina en muestras de suelo

Para asegurar que la homogeneizacion fue exitosa, se extrajeron 3 muestras de
suelo de distintos vasos precipitados del tratamiento de atrazina. Se utilizo el
método de extraccion asistida por ultrasonido, este consisti6 en tomar una
muestra de 5 g del suelo (extraidas del vaso 13, 14 y 18) y un control, se
dispusieron en botellas de vidrio con 10 mL de metanol y se pusieron 15 minutos
en bafio ultrasénico. Luego fueron dispuestas en tubos y puestas a centrifuga
2500 rpm por 7 minutos. El sobrenadante fue puesto en los viales del evaporador
Rocket Synergy (Fig. 6), para concentrar las muestras, por 1 hora hasta secar,
luego se le agregd 1 mL de metanol, las muestras fueron filtradas y dispuestas
en viales para ser analizadas por HPLC.

Figura 6: muestras en viales evaporador Rocket.

3.4.4 Lombrices y diseccion de tejidos

Al final del periodo de exposicién las lombrices fueron removidas del suelo,
limpiadas cuidadosamente con agua destilada, secada, y dispuestas en placas
Petri con papel filtro humedecido por 24 horas para un nuevo vaciado intestinal,
en el cual se guardaron las eyecciones para posterior andlisis. Luego fueron

determinados sus pesos frescos.

Las lombrices fueron dispuestas en tubos Falcon y fueron congeladas a -80°C

hasta el momento de la diseccion. Esta diseccion se realizé longitudinalmente,
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removiendo vesicula seminal/receptaculos seminales (VS), el buche y la molleja
(BM), intestino anterior (1A), intestino medio (IM) y musculo de la pared (a la altura

del intestino anterior y posterior) (PM).

Los d6rganos fueron lavados cuidadosamente con agua ultrapura para eliminar
particulas de tierra, fueron dispuestos en tubos Eppendorf de 2,5 mL y se
mantuvieron en hielo (Sanchez-Hernandez and Wheelock, 2009). Estos tejidos
se homogeneizaron con un ultraturrax pequefio en 300 pl (para vesicula
seminal/receptaculos seminales) y 250 ul (demas tejidos) de tampoén Tris-HCI 25
mM (pH=8.0) frio que contenia 0,1% de Triton X-100. Estos fueron centrifugado
a 10000 rpm a 4°C por 30 min (Mikro 220 R, Hettich, Tuttlingen, Alemania). El
sobrenadante (fraccién post-mitocondrial) fue transferido a otro tubo nuevo y

almacenado a -80°C hasta el analisis enzimatico.

~lem . seminal
vesicles

HOT .

/ \ r TP anterior

wall seminal intestine
muscle receptacles

Figura 7: imagen de los 6rganos de Lumbricus terrestris (Sanchez-Hernandez and Wheelock,
2009)
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3.4.5 Actividad de la acetilcolinesterasa

La actividad enzimatica de la acetilcolinesterasa (AChE) fue determinada con el
método de Ellman (Ellman et al., 1961) con adaptaciones al formato de
microplacas de Wheelock (Wheelock et al., 2005). La reaccion enzimatica se
realizé en microplacas de fondo plano de 96 pocillos. A cada pocillo se afiadieron
50 ul de muestra sin diluir y 130 ul de buffer fosfato de sodio (0,1 M a pH=8) que
contenia 5,5'-ditiobis-(a4cido 2-nitrobenzoico) (DTNB) (Sigma). Después de 5
minutos se le afaden 20 ul de Acetiltiocolina yodada (AcSCh) (Sigma) 60 mM
para la reaccion. La cinética se ley6 durante 10 minutos (intervalos de 1 minuto)
a 412 nm y a temperatura ambiente (22°C) en un lector de microplacas. La
actividad especifica la colinesterasa se expres6é como pumol de producto min?
mg? de proteina total. La cantidad de proteinas se calculé sobre la base de la
curva de calibracion con albumina de suero bovino utilizando el método de Biuret
(Dirpolab) (Gornall et al., 1949). (Sanchez-Hernandez et al., 2018b)

3.4.6 Actividad de Carboxilesterasa

De la fraccion sobrenadante de tejido postmitocondrial almacenada a -80°C, se
realizaron diluciones 1:50 con tampon Tris-HCl pH=7,4. La actividad de la
carboxilesterasa se realiz6 determinando la absorbancia del complejo rojo ITR-
naftol a 530 nm en un medio de reaccion con 200 pL de volumen final
(Thompson, 1999, adaptado por Narvaez et al., 2016); a continuacion, se calculd
la actividad enzimatica en funcion del contenido proteico individual de cada
muestra. El procedimiento consisti6 en colocar 10 pL de muestra en la
microplaca de fondo plano de 96 platos (TCL, Trueline, Santiago, Chile), afiadir
170 pL de solucion de Tris-HCI 25 mM con CaCl2 1 mM (pH 7,6), y afiadir 20 pL
de sustrato de acetato de a-naftilo (Sigma) después de un periodo de incubacién
de 5 minutos a 25 °C. La formacién de naftilos se detuvo después de 15 minutos
cuando se afiadieron 50 pL de la mezcla 5% Triton X-100 (1,25 mL), 5% SDS
(1,25 g), y 20 mg de Fast Red 0,1% (Sigma). La solucién se dej6 reposar en la
oscuridad durante 30 min a temperatura ambiente (20 °C). A continuacion, se
realiz6 un analisis espectrofotométrico en un lector de microplacas (Synergy HT,
BioTek, Winooski, Vermont, EE.UU.). El contenido proteico de cada muestra de
tejido de lombriz se cuantificé por el método de Biuret (Diprolab) (Gornall et al.,

1949) utilizando el estandar de albumina de suero bovino. Este valor se utilizd
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para calcular la actividad enzimatica especifica en pmol por minuto por miligramo

de proteina (umol mint mg?).

3.4.7 Andlisis estadistico

Para realizar el andlisis estadistico de los datos primero se comprobd la
homogeneidad de las varianzas con la prueba de Bartlett, se probé la normalidad
de los datos con la prueba de Kolmogorov-Smirnov (pruebas de mas de 50
datos), y como no cumplia con la distribucion se intentd la normalizacion de los.
No fue posible normalizar los datos, por lo cual se decidi6 continuar con la prueba
no paramétrica de Kruskall-Wallis, como una alternativa a la prueba ANOVA, con
el objetivo de evaluar si exisitian diferencias significativas entre los tratamientos
para la variable medida (AChE) con un nivel de significancia de 0,05. Como
pruebas post-hoc se utilizara la prueba de Wilcoxon-Mann-Whitney. El analisis

estadistico y los gréficos fueron realizados mediante el software RStudio.

4. RESULTADOS Y DISCUSION
1. Suelo

La caracterizacion fisicoquimica de las muestras de suelo obtenido del fundo

agricola con manejo organico se presenta en la tabla 3.
Tabla 3: Parametros del suelo

Parametros Unidad Suelo agricola
Granulometria - Clasificacion
textural de limo
Grueso con media
de particula 28,97

um
Humedad % 39
pH - 6,33
Materia organica % 10,8
total (TOC)
Fosforo Total mg/kg 578
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2. Test de adsorcion de ATZ a MP

Los microplasticos obtenidos mecénicamente en laboratorio presentaron una

distribucion de tamafio entre 0,100 y 2 milimetros (Fig. 8).

Class Weight (%)

10,0

8,0

6,0

4,0 1

2,0

0,0

16,0

GRAIN SIZE DISTRIBUTION

Particle Diameter (¢)
8,0 6,0

10,0 4,0 2,0 0,0

-2,0

|
0,01

0,1

I I T
1 10 100 1000
Particle Diameter (um)

Figura 8: Distribucién de tamafio de MPs obtenidos en laboratorio.

Figura 9: Tratamientos del test de adsorcion y sus respectivas extracciones (muestras).
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Figura 10: Comportamiento de adsorcion de ATZ a la superficie de microplasticos de PE a través

del tiempo.
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Figura 11: Comportamiento de adsorcion de ATZ a la superficie de microplasticos de PE.
Obtenido con software RStudio.
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Tabla 4: Cantidad de ATZ adsorbida a MP PE luego de cada extraccion (Test de

Adsorcion). Resultados a partir del balance de materia simple

NUmero de
muestreo
Extraccion 1

Extraccion 2

Extraccion 5

Extraccion 6

Extraccion 7

Extraccion 8

Extraccion 11

Extraccion 12

Extraccion 13

Extraccion 14

Tratamiento

2g MP 2 dias

2g MP 2 dias

(duplicado)

2g MP 1 semana
2g MP 1 semana

(duplicado)

5g 1 semana

5g 1 semana

(duplicado)

29 2 semanas

29 2 semanas

(duplicado)
5g 2 semanas

5g 2 semanas

Cantidad de ATZ
adsorbida (mg/g

0,00059940
0,00064612

0,00044978
0,00074936

0,00031946
0,00055896

0,00094782
0,00064773

0,00057503
0,00030663

Promedio

(mg/g)

0,0006228

0,0005996

0,0004392

0,0007978

0,0004408

Desviacioén

estandar

3,304E-05

0,000211841

0,00016935

0,000303985

0,00018979

Mediante la prueba de adsorcion se evidencia que existe una pequefia cantidad

de atrazina que es adsorbida a la superficie de los microplasticos de polietileno

utilizados en este estudio. El tratamiento que mostré mayor cantidad de atrazina

adsorbida fue el que contenia 2g de MPPE y estuvo 2 semanas en exposicion. La

diferencia promedio entre la cantidad de ATZ adsorbida para una cantidad de 5 g

de MPPE entre 1y 2 semanas fue muy pequefia (Tabla 4)(Fig. 11).

Se evidencio una reduccion de la capacidad de adsorcion de ATZ con el aumento

de la dosis de MPs de 2 a 5 g, al igual que en el estudio de Wang y colaboradores

donde la capacidad de adsorcion de todos los pesticidas utilizados se redujo

bruscamente con el aumento de la dosis de MP y se mantuvo relativamente

estable con un mayor aumento de las dosis de MPs (Wang et al., 2020).

Se sugiere gue el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio de adsorcion es de

horas o inclusive minutos, lo que explicaria que no existan grandes diferencias
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entre las cantidades adsorbidas entre 2 dias, 1 semana y dos semanas. En el
estudio de Wang y colaboradores, los pesticidas utilizados (carbendazima,
dipterex, diflubenzurén, malation, difenoconazol) el tiempo necesario para
alcanzar el equilibrio de adsorcion fue de aproximadamente 120 min (Wang et al.,
2020).

Para poder obtener resultados mas completos, se debe estudiar la composicion
guimica del MPPE, el mecanismo de llenado microporoso, el proceso de
adsorcion por el cual estd controlado (e.g fuerza intermolecular de Van Der
Waals), pH (ya que afecta el comportamiento de degradaciéon de la ATZ) y la
superficie especifica, ya que como los MPs utilizados en este estudio fueron
triturados se cree que pudieron existir diferencias entre la superficie utilizada en
los distintos tratamientos del test de adsorcion (e.g diferencia entre pliegues y
protuberancias que faciliten la adsorcion del herbicida) (Li et al., 2021; Wang et
al., 2020))

3. Exposiciones

3.1 Mortalidad

Se observo mortalidad durante los ensayos de toxicidad, al tercer dia de
exposicién se registr6 una muerte en un vaso precipitado del tratamiento de
atrazina (N°18), una muerte en el tratamiento de co-exposicion (N°24) y una
muerte en el tratamiento control (N°6). Todas las réplicas se realizaron utilizando

las mismas concentraciones, periodos de exposicion y condiciones de ensayo.

Una vez cumplido el tiempo de exposicion del bioensayo, se encontré que en 8
vasos faltaban lombrices, no se encontraron cadaveres en descomposicion, por
lo que se cree que se escaparon de los recipientes a través de los agujeros de la
parte inferior. Debido a esto, se utilizaron 3 réplicas por tratamiento (que tuvieran

las lombrices suficientes) para seguir adelante con los analisis enziméaticos
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Figura 12: Lombriz muerta en vaso precipitado del tratamiento de atrazina.

Se plantea que la mortalidad registrada puede deberse a la sensibilidad de los
organismos a las condiciones de temperatura a la que estuvieron expuestos los
vasos en los primeros dias ya que la temperatura ambiente fue de
aproximadamente 24°C, lo cual es superior a la temperatura optima de las
lombrices (15 + 2°C).

En estudios con L. terrestris expuestas a MPs donde se considera como una
variable de estudio la mortalidad, a concentraciones mas altas de MP (7%) que la
utilizada en este estudio, no fue mortal ain con una exposicion mas prolongada
(60 dias) (Lwanga et al., 2016).
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3.2 Extraccion de ATZ del suelo

Para corroborar que los tratamientos que utilizaron ATZ realmente tuvieran
presencia del herbicida, se extrajeron muestras al azar de distintos vasos
precipitados. Se encontré que en cada muestra existia presencia de ATZ, por lo
gue se infiere que esté distribuida homogéneamente dentro de cada vaso (Tabla
5).

Tabla 5: Masa de atrazina extraida de diferentes vasos precipitados del

bioensayo de exposicion.

N° de la muestra Masa de atrazina (mg)
Muestra vaso 13 0,015
Muestra vaso 14 0,02
Muestra vaso 18 0,05

3.3 Lombrices

Como se menciond anteriormente, se utilizaron sélo 3 réplicas por tratamiento, de
las cuales se utilizaron 3 lombrices por cada uno para realizar los ensayos (n=36).
De cada una de ellas se registré el peso antes y después de ser expuestas a los
distintos tratamientos

Cambio de peso post exposicién

Tratamiento [ contral [l mPsatz [l Az [ mP

024 024 026
0.07
g 004

0
-0.07
moC
. e

o

Cambio de peso (g)

'
e

B Y AAMF L | DDV BB U EEEHdH M CCFF H N PGD W O G Q@ I X Z J s T R €C K NN
Lombriz

Figura 13: Cambio de peso de cada lombriz segun tratamiento luego del bioensayo de

exposicion.
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Tabla 6: Cambio de peso en L. terrestris segun tratamiento de exposicion

Numero

lombriz

© 00 N o o~ WwWN B

11
12
13
14
15
16
17
18

19
20
21
22
23
24
25
26
27

20

Tratamiento Peso Peso
inicial final
9) 9)
Control 2,08 0,87
Control 2,43 0,94
Control 1,58 1,82
Control 1,25 0,91
Control 1,79 1,15
Control 15 0,58
Control 1,11 0,83
Control 1,34 0,92
Control 1,68 0,89
Promedio tratamiento control: -0,65 (Q)
MP 1,06 1,06
MP 0,77 1,01
MP 1,66 0,79
MP 1,56 0,98
MP 1,46 1,04
MP 0,9 1,16
MP 1,07 0,77
MP 1,3 0,92
MP 1,09 0,9
Promedio tratamiento MP: -0,25 (g)
ATZ 0,83 0,9
ATZ 1,3 1,3
ATZ 1,42 1,46
ATZ 1,57 0,88
ATZ 1,4 0,64
ATZ 1,45 1,11
ATZ 1,26 1,13
ATZ 2,02 0,63
ATZ 15 1,43

Cambio de
peso (9)

-1,21
-1,49
0,24
-0,34
-0,64
-0,92
-0,28
-0,42
-0,79

0,24
-0,87
-0,58
-0,42
0,26
-0,3
-0,38
-0,19

0,07

0,04
-0,69
-0,76
-0,34
-0,13
-1,39
-0,07



Tabla 6: Cambio de peso en L. terrestris segun tratamiento de exposicion

(continuacion)

Namero Tratamiento Peso Peso Cambio
lombriz inicial final de
(@) (9) peso

9)
Promedio tratamiento ATZ: -0,36 (g)

28 MP+ATZ 1,34 0,38 -0,96
29 MP+ATZ 1,79 1,07 -0,72
30 MP+ATZ 1,45 0,89 -0,56
31 MP+ATZ 1,62 0,84 -0,78
32 MP+ATZ 1,19 0,57 -0,62
33 MP+ATZ 1,28 0,77 -0,51
34 MP+ATZ 1,05 0,7 -0,35
35 MP+ATZ 0,99 0,39 -0,6
36 MP+ATZ 0,69 0,53 -0,16
Promedio tratamiento MP+ATZ: -0,58 (Q)
Promedio general -0,461666667
Desviacion estandar 0,435204385

En todos los tratamientos se evidencié una reduccion del peso de las lombrices,
siendo el control el que presentdé mayor pérdida de peso promedio (-0,65 g). El
tratamiento que presenté menor reduccion del peso en promedio fue el tratamiento
de exposicion a MP (-0,25 g) (Tabla 6).

21



Figura 14: Lombriz al comienzo del bioensayo (momento del montaje del experimento, 4
noviembre 2022).

Figura 15: Lombriz tres semanas en exposicion (25 noviembre 2022).
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Figura 16: Lombiriz al final del periodo de exposicion del bioensayo (15 diciembre 2022, tratamiento
de ATZ).

3.4 Analisis estadistico del cambio de peso

Para ver si los datos fueron significativamente distintos se realizé un analisis
estadistico partiendo por comprobar si los datos se distribuian de forma normal,
para lo cual se utilizo el test de Shapiro.

Tabla 7: Resultados del test de Shapiro-Wilk. RStudio

Shapiro-Wilk normality test

w 0.97473
p-value 0.568

Ya que el valor p es mayor a 0,05, no se rechaza la hipétesis nula, por lo tanto,
el peso de las lombrices presenta un comportamiento normal. Para saber como
se comporta el peso segun los distintos tratamientos se propone la realizacion
de la prueba ANOVA, por lo cual se procede a comprobar el otro supuesto de la

prueba, que exista homogeneidad de varianzas.
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Tabla 8: Resultados del test de Levene. RStudio

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)

Df 3
F value 1.1571
Pr (>F) 0,3413

Ya que el valor p es mayor a 0,05, se mantiene la hipétesis nula, existe
homogeneidad de varianzas. En este caso se decide realizar la prueba ANOVA

para ver si existen diferencias entre las medias de los tratamientos.

Tabla 9: Resultados de la prueba ANOVA. RStudio

ANOVA test
DF Sum sq Mean F value Pr (>F)
Sq
Cambio 3 0,949 0,3165 1,783 0,17
de peso
Residuals 32 5,680 0,1775

Como el valor p es mayor a la significancia, entonces se rechaza la hipotesis nula,

no existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos.
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Figura 17: Gréficas de la prueba ANOVA para el cambio de peso de las lombrices.

En este estudio se evidencié una disminucidn en el peso en todos los

tratamientos al igual que en otros estudios (Baeza et al., 2020), esta diferencia

no fue estadisticamente significativa, por lo que se deduce que se debe a estrés

inherente al cambio de espacio y volumen reducido a comparacion del estado de

libertad anterior al

suministrada no era lo suficientemente variada para suplir todos

requerimientos nutricionales.
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3.5 Actividad enzimatica de AChE

Luego de obtenidos los datos enzimaticos experimentales, se procedié a saber

cual era la distribucion de los datos, para lo cual se realiz6 el test de normalidad

Kolmogorov-Smirnov.

Tabla 10: Resultados del test de normalidad Kolmogorov-Smirnov. RStudio

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test

D

p value

0,2893

< 2,2E-16

Los datos de actividad enzimatica no contaban con distribucion normal, por lo que

se utilizé el equivalente no parametrico del analisis ANOVA, el test de Kruskall-

Wallis para definir si existian diferencias entre los distintos tratamientos. Para

poder utilizar este test se tienen que cumplir los siguientes supuestos: (1) los

grupos deben tener la misma distribucion (asimetria hacia el mismo lado), (2) los

grupos deben tener la misma varianza (Homocedasticidad)

control MP

Fregquency
Frequency
20

o -

Al

[ T
0 10 08 14

30

20

Frequency

10

w

controlzsSactividad mpesSactividad

ATZ

dl

08 14

atzaSactividad

Frequency

30

20

10

o

MP+ATZ

I

MTITTT
08 14

combinZactividad

Figura 18: Supuesto de distribucion de los datos para uso de test Kruskall-Wallis. RStudio

Los datos cumplen con el supuesto de tener la misma asimetria (Fig. 18), por lo

cual se comprueba el supuesto de homocedasticidad a través del test de Levene
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el cual entrega un valor-p de 0,768, al ser mayor a a=0,05 se rechaza la hipotesis
de que hay mas de un grupo con varianza distinta, es decir, existe homogeneidad
de varianzas (Tabla 11).

Tabla 11: Resultados del test de Levene. RStudio

Levene’s test of homogeneity of variances (center=median)

Df 3
F value 0,3793
Pr (>F) 0,768

Segun el test de Kruskall-Wallis para ver el comportamiento de los datos de
actividad de AChE para los distintos tratamientos, se obtuvo un valor p de
2,397E-05 con un Kruskall-Wallis chi-cuadrado de 24,086. La hipotesis nula es
gue los grupos independientes tienen la misma tendencia central y vienen de la
misma poblacion, la hipotesis alternativa es que al menos uno de los grupos
independientes no tiene la misma tendencia central que los otros grupos y vienen
de otra poblacion. El valor-p es menor al valor de significancia a=0,05, por lo cual
se rechaza la hipotesis nula y se supone que hay diferencias entre la actividad
de AChE de los distintos tratamientos (Tabla 12).

Tabla 12: Resultados del test de Kruskall-Wallis. RStudio

Kruskall-Wallis rank sum test

Kruskall-Wallis chi-squared 24,086
Df 3
p-value 2,397E-05

Para definir cuales son los grupos en los que difiere la actividad de AChE se
realiza la prueba post-hoc prueba de Wilcoxon-Mann-Whitney (prueba de suma
de rangos Wilcoxon), el cual entrega como resultado que existen diferencias
entre los tratamientos de Control-ATZ, MP-ATZ, MP+ATZ-Control y MP+ATZ-
MP (Tabla 13).
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Tabla 13: resultados del test de Wilcoxon. RStudio

Pairwise comparisons using Wilcoxon rank sum test with

continuity correction

ATZ Control MP
Control 0.0034 - -
MP 0.0031 1.000 -
MP+ATZ 1.0000 0.0025 0.0013

Figura 19: Microplaca con enzimas para medir absorbancia de AChE
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3.5.1 Actividad AChE segun tratamiento

En la figura 20 se muestran las diferencias significativas de la actividad enzimatica
de AChE segun los distintos tratamientos de exposicion utilizados en el bioensayo.

ACtividad enzimatica AChE

34

cb b

N

da

-
mg
®

-1

Hmol min

ATZ control MP MP+ATZ
Tratamiento

Figura 20: Diferencias signficativas para la actividad enzimatica de AChE para los distintos

tratamientos. Data es promedio + error estandar; letras indican diferencia significativa
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3.5.2 Actividad AChE segun tejido
En la figura 21 se muestra graficamente las actividades medias de AChE segun el

tratamiento y tipo de tejido de las lombrices.

Actividad AChE de VS por tratamiento Actividad AChE de BM por tratamiento
(a) Tratamiento [ v [l wp+atz [l a1z [ control (b) Tratamiento [0 v [l wesatz [l a1z [ contral
10.04 10.01
@ 7.5 @ 7.51 213
£ £
c k=
E £ 1.98
E 501 2 501
= =
< 254 0.88 < 25 L6
0.51 0.74
0.19 0.09
0.0 0.0/
VS BM
Organo Organo
Actividad AChE de |A por tratamiento Actividad AChE de IM por tratamiento
(c) Tratamiento [ v [l control [l A1z [ mpatz (d) Tratamiento [ contrcl [l v [l mpeatz [ ATz
10.04 10.0
7.51 @ 7.5
£ £
£ c
E £
£ 507 2 501
= =
w w
iy _C
@] 111 1.57 G
< 25 - < 2.5
0.56 o7 0.86
0.0 0.04
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Organo Organo
Actividad AChE de PM por tratamiento Actividad AChE por tejido para cada tratamiento
(e) Tratamiento [ control [l a7z [l me ] mpsaTz (f) Tratamiento [ we [ convol [l a7z [ wearz
595 5.7 6.58 57 535657
10.01 10.01
G 15 ERE
E S
£ E
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5 Q 157
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Figura 21: Promedio de la actividad de acetilcolinesterasa (AChE) de Lumbricus terrestris segun el
tejido a) vesicula/receptaculos seminales b) buche/molleja c) intestino anterior d) intestino medio e)
pared muscular segun tratamiento y f) todos los tejidos segun tratamiento. Desviacion estandar
determinada a partir de los experimentos realizados en triplicado.
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Tabla 14: Promedio de la actividad enzimética especifica de AChE segun tejido para los

Organo

VS
VS
VS
VS
BM
BM
BM
BM

Tratamiento

ATZ
MP
MP+ATZ
control
ATZ
MP
MP+ATZ
control
ATZ
MP
MP+ATZ
control
ATZ
MP
MP+ATZ
control
ATZ
MP
MP+ATZ

control

distintos tratamientos

Promedio

0,7360274
0,18746684
0,51313727
0,88245585

1,9762944
0,08666927
1,16430314

2,1262517
1,11401727
0,14471135

1,5719322

0,5564533
0,85587253

0,2740434
0,70402169
0,15344165
5,24867466
5,70394842
6,57656099
3,05837631

Valor
maximo
1,62601872
0,78361446
1,94424436
3,34120248
11,4778712
0,22697894
3,71114299
15,4722894
4,034922
0,94736842
3,48764297
3,89716776
2,17583808
1,30082528
3,76296296
0,88486677
13,4865052
12,3566994
13,5743995
7,77551098

Valor
minimo

0

0

0

0

0,1113976

0

0
0,07779917

0

0
0,25098039

0
0,08538876
0,02239831
0,05544589

0
0,00365702

0
0,79546609

0

Desviacion
estandar
0,53649907
0,27844502
0,6195973
1,24471774
3,6540442
0,07586967
1,26115738
5,08009923
1,30578984
0,30345963
1,10174709
1,26371531
0,7011893
0,39832193
1,16533117
0,28029482
4,95110015
4,66277761
3,71677318
3,64621391

A nivel de tejido, para la actividad de AChE en vasicula y receptaculos seminales

(VS) se presenta una inhibicién en todos los tratamientos a comparacion del

control. La actividad del tratamiento de co-exposicion ve reducida 42% (0,51 +

0,62), el tratamiento de ATZ se reduce un 17% (0,74 £ 0,54) y el tratamiento que

presenta la mayor inhibicién de actividad enzimatica es a exposicion a MPs con

79% (0,19 + 0,28) (Fig. 21 a))(Tabla 14).

En cuanto a la actividad de AChE en buche y molleja (BM) se puede observar que

esta se ve inhibida en todos los tratamientos a comparacion del control. La

31



actividad del tratamiento de ATZ (1,98 £ 3,65) presenta una reduccion del 7%,
mientras que el de co-exposicién (1,16 * 1,2) una reduccion del 45%. El
tratamiento que present6 el mayor nivel de inhibicion de la actividad enzimética
fue la exposicién a MPs (0,09 £ 0,07) con 96% (Fig. 21 b)) (Tabla 14).

En el intestino anterior (IA) se presenta una reduccion del 74% en la actividad de
AChE tras la exposicion a MPs (0,14 + 0,3) a comparacion del control (0,56 + 1,3)
(Fig. 21 c)) (Tabla 14).

La acetilcolinesterasa es una clase de enzima que cataliza la hidrolisis del agente
neurotransmisor acetilcolina, cuando la enzima no es capaz de efectuar la
hidrolisis de la acetilcolina se provoca una acumulacion del neurotransmisor. La
reduccion de la actividad de AChE ha sido correlacionada con el nivel de
pesticidas OP en el ambiente (Sarkar et al., 2006), pero ademas de estos otros
tipos de contaminantes emergentes pueden afectar la AChE (Barron and
Woodburn, 1995; Fu et al., 2018; Van Dyk and Pletschke, 2011).

En el tratamiento de exposicion a ATZ, se evidencia una reduccion de la actividad
enzimatica de AChE en los 6rganos de VS y BM, esto se puede relacionar a que
este herbicida es un toxico reproductivo y también es un neurotdxico. No se sabe
claramente cuales son los mecanismos toxicos en el organismo de las lombrices,
sin embargo, se cree que puede estar relacionado a alimentacion, ya que la
inhibicion es proporcional al orden en que se encuentra cada érgano por contacto

tras la ingesta.

La acetilcolina no ha sido estudiada ampliamente a la exposicién a atrazina, sin
embargo, se realizd un estudio en pez cebra donde se expuso a atrazina y
presentd reduccion de la AChE en el cerebro y se vieron cambios en los
comportamientos defensivos del pez, o que puede estar asociado a un problema
en la neurotransmision de acetilcolina, descrito por la reduccién de la actividad
AChE (Schmidel et al., 2014).

La acetilcolinesterasa es un biomarcador de neurotoxicidad, en el cual se degrada
la acetilcolina para remover los efectos neurotoxicos de los contaminantes, sin
embargo, hay estudios que demuestran que los microplasticos no tienen efectos
neurotoxicos en Lumbricus terrestris (Calisi etal., 2011; Rault et al., 2007). Aunque

los efectos no sean neurotéxicos en este estudio, se evidencia una disminucion
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de la actividad de AChE en VS, BM e IA en L. terrestris expuestos al tratamiento
de MP. Existen estudios en los que, de igual manera, se ha inhibido esta actividad
en juveniles de Pomatoschistus microps, mussels y gobies (Avio et al., 2015; Chen
et al., 2020b; Fonte et al., 2016; Luis et al., 2015).

Se teoriza que los resultados de actividad enzimética de AChE en exposicion a
MP de este estudio se deban a la forma de alimentacion de las lombrices, ya que
cuando entra el plastico al sistema pueden generar laceraciones debido a la
irregularidad de los bordes y superficie en la boca, por ende, esta teoria tiene
sentido considerando que se presenta una disminucion de la actividad enzimética
de AChE en los primeros 6rganos que tienen contacto con los MPs (vesicula
seminal, buche/molleja e intestino anterior). El comportamiento aletargado que se
ha evidenciado en otros estudio podria ser parte del mecanismo de MPs que

afecta a las lombrices de tierra (Baeza et al., 2020).

En el estudio de Baeza y colaboradores, se evidencia una disminucién de la
actividad de AChE en el intestino medio de L. terrestris expuestas a 5y 7% p/p
(6,9 y 9,7 g respectivamente de MPs de PEBD) a comparacion del control.
Considerando estos resultados, se puede deducir que la respuesta enziméatica de
AChE depende de la especie utilizada, el tejido, fuente y la concentraciéon de MPs

ala que estas sean expuestas.

En VS y BM se observa una inhibicion de la actividad enzimatica de AChE para el
tratamiento de MP+ATZ, analizandolo a mayor detalle, la actividad tras la
exposicion presenta mayor inhibicion en el tratamiento de MP+ATZ (42 y 45% de
inhibicidn respectivamente) a comparacion con en el tratamiento de ATZ (17 y
7%), pero no logra el nivel de inhibicion del tratamiento de MP (79 y 69% de
inhibicidon respectivamente), lo cual sugiere la existencia de un posible efecto
competitivo. Se teoriza que la disponibilidad de ATZ en el suelo se ve reducida
debido a la capacidad de adsorcién de los MPs, como se demostrd en el test de
adsorcion. Asi, existe menos biodisponibilidad de la atrazina a nivel de receptor y
gue permite que no exista un nivel elevado de inhibicion enzimética. Se especula
gue dependiendo del tamafio de la particula ingerida esta puede ser retenida
dentro por organismo por un mayor o menor periodo que permita desorber o no el

herbicida. Se sugiere que particulas de menor tamafio con ATZ adherida pueden
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ser excretadas con mayor facilidad y producir menos inhibicidon enzimética como

en el caso de IMy PM.

Es importante descubrir el mecanismo de inibicion de la actividad de AChE tras la
exposicion a estos contaminantes teniendo en consideracion su rol en la
transmision del impulso nervioso, que se traduce en el movimiento de los
organismos. Se debe tomar en consideracion como una eventual reduccion del
movimiento pueda tener en el rol de mejora de la estructura del suelo que cumple

esta especie de lombriz.

3.6 Actividad enziméatica de CbE

En la figura 22 se muestra la microplaca utilizada para medir la absorbancia de
la actividad CbE de los distintos tejidos de las lombrices muestra.

Figura 22: Microplaca con sustratos para medir actividad de CbE

Luego de obtenidos los datos enzimaticos experimentales, se procedié a saber
cual era la distribuciéon de los datos, para lo cual se realiz6 el test de

normalidad Kolmogorov-Smirnov.
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Tabla 15: Resultados del test de normalidad Kolmogorov-Smirnov. RStudio

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test
D 0,16972
p value 8,754E-14

Los datos no siguen una distribucién normal, por lo cual se deben cumplir los
supuestos para realizar un ANOVA no paramétrico o con correccion de Welch.

control MP ATZ MP+ATZ

20

Frequency
Frequency
10
Frequency
10
Frequency
10
|
]

10

o

o
o

s e s

MMTTTT11 L MMTTIT11 T 11
oo 08 12 0.0 04 08 0o 08 12 oo 10
controlzzSactividad mpesSactividad atzaZactividad combinZactividad

Figura 23: Supuesto de distribucion de los datos de CbE para uso de test Kruskall-Wallis.
RStudio

Los datos de actividad enzimatica de CbE cumplen con el supuesto de tener la

misma asimetria (Fig. 23).
Tabla 16: Resultados del test de Levene. RStudio

Levene test for homogeneity of variances (center=median)

Df 3
F value 3.7293
Pr 0.01241*
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El valor p es menor al valor de significancia, por lo que se rechaza la hipotesis
nula y los datos no presentan varianzas homogéneas (Tabla 16). En este caso
se utiliza la prueba ANOVA con correccion de Welch

Tabla 17: Resultados del test ANOVA con correccion de Welch. RStudio

ANOVA con correccién de Welch

N Statistic DFn DFd P Method
Actividad 180 7,18 3 95,2 0,000214 Welch
CbE ANOVA

El valor p es menor a 0,05, por lo que se rechaza la hipotesis nula de que las
actividades de todos los tratamientos son iguales. Se procede a realizar un test

gue permita saber cuales son los grupos que difieren entre si (Tabla 17).
Tabla 18: Resultados del test de Games-Howell. RStudio

Games-Howell test para comparaciones multiples

Groupl Group?2 p.adj p.adj.signif
Actividad CbE ATZ Control 0.415 ns
Actividad CbE ATZ MP 0.159 ns
Actividad CbE ATZ MP+ATZ 0.288 ns
Actividad CbE Control MP 0.941 ns
Actividad CbE Control MP+ATZ 0.003 *
Actividad CbE MP MP+ATZ 0.00021 ok

Segun el test de Games-Howell, existen diferencias significativas entre los
tratamientos Control y MP+ATZ vy diferencias muy significativas entre el

tratamiento de exposicién a MP y el de coexposicion (Tabla 18).
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3.6.1 Actividad CbE segun tratamiento

Actividad enzimatica CbE

0.8 b
abc
0.6
a
TC’
,E 04 ac
'c
£
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£
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0.2
0.0

ATZ control MP

MP+ATZ
Tratamiento

Figura 24: Diferencias significativas de actividad enzimatica CbE segun tratamiento. Data es

promedio * error estandar. Letras indican diferencias significativas.
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3.6.2 Actividad CbE segun tejido

En la figura 25 se muestra graficamente las actividades medias de CbE segun el
tratamiento y tipo de tejido de las lombrices.

Actividad CbE de VS por tratamiento

Actividad CbE de BM por tratamiento

(A) Tratamiento [ control [l v [l me+arz [ ATz (B) Tratamiento [ wp [l control [l ATz [ wpeaTz
1.2 121 0.74
=
£o0s; £o0s
£ £
g g 0.26
= =
Hoa &8 04
001 0.01
VS _BM
Organo Organo
Actividad CbE de IA por tratamiento Actividad CbE de IM por tratamiento
(© Tratamiento . P . control . ATz . WP+ATZ (D) Tratamiento . MP . control . ATZ . MP+ATZ
1.2 121
E Is)
e 081 £ 0.8
£ €0
s 0.26 E 03
E 0.32 g
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504 0.16 W4l 0.14
80
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1.2
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= =2 0.501 032
L L 0.16
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PM IM 1A PM VS BM
Organo Organo

Figura 25: Actividad de la carboxilesterasa (CbE) de Lumbricus terrestris segun el tejido A)
vesicula/receptaculos seminales B) buche/molleja C) intestino anterior D) intestino medio E) pared
muscular segun tratamiento y F) todos los tejidos segun tratamiento. Desviacion estandar
determinada a partir de los experimentos realizados en triplicado.
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Tabla 19: Promedio de la actividad enzimética especifica de CbE segun tejido

Organo

VS
VS
VS
VS
BM
BM
BM
BM

Tratamiento

ATZ
MP
MP+ATZ
control
ATZ
MP
MP+ATZ
control
ATZ
MP
MP+ATZ
control
ATZ
MP
MP+ATZ
control
ATZ
MP
MP+ATZ

control

para los distintos tratamientos

Promedio

0,4333553
0,32314737
0,43210699

0,1996734
0,43500632
0,26395043
0,73859913
0,31872158
0,26310262
0,09695286

0,3238413
0,16131548
0,14320756
0,06229017
0,30430923
0,13756122
0,28826243
0,19012635
0,40386317
0,25309214

Valor
maximo
0,97674947
0,63455064
0,68804714
0,53569204
1,05018315
0,89893162
1,57705874
0,8360114
0,87887668
0,20668221
0,79289941
0,64472204
0,69727239
0,47944372
0,90750398
0,31172474
1,19789402
0,40434872
1,05248869
1,08649573

Valor
minimo
0
0,1488604

0,22196125
0,00061705

0

0
0,18576456

0

0

0
0,11025641

0

o O O O

0
0,03455329
0,0962169
0

Desviacion
estandar
0,3188889
0,14390742
0,14948463
0,17847575
0,36258171
0,28411565
0,46937236
0,33050983
0,34229479
0,06957414
0,20094757
0,22285661
0,23667119
0,15667566
0,31182829
0,11376762
0,43378642
0,14294173
0,30574565
0,33538017

A nivel de tejido, tras la exposicion a MPs (0,26 + 0,28), la actividad de CbE en

buche y molleja (BM) presenta una inhibicion del 17% a comparacion del control
(0,32 £ 0,33) (Fig 25 B) (Tabla 19).

En cuanto al intestino anterior (I1A), este tejido presenta disminucion de la actividad

enzimatica de CbE tras la exposicion al tratamiento de MPs (0,09 + 0,07), donde
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presenta una inhibicion del 40% a comparacién del control (0,16 + 0,22) (Fig 25
C)(Tabla 19).

En el caso del intestino medio (IM), la actividad de CbE presenta una inhibicion
del 55% en el tratamiento de MPs (0,06 * 0,16) a comparacion del control (Fig 25
D)(Tabla 19).

En cuanto a la pared muscular (PM), la actividad de CbE presenta una inhibicion
del 25% en el tratamiento de MPs (0,19 + 0,14) a comparacién del control (0,25 +
0,34) (Fig 25 E)(Tabla 19).

En el presente estudio se presentan valores de actividad de CbE mayores en BM
gue en el tejido de intestino medio, anterior, vesicula seminal y en pared muscular,
al igual que en otros estudios (Araneda et al., 2016; Sanchez-Hernandez et al.,
2009). De igual manera se evidencia una disminucion de la actividad de CbE en
el tejido de IA 'y de IM lo que podria deberse a la funcion digestiva del intestino
(Brown and Doube, 2004).

Los datos demuestran una sensibilidad dependiente del tejido y segun
tratamiento, en IM, IA, PM y BM existe una inhibicion de la actividad de CbE en
presencia de microplasticos. Al igual que en la actividad de AChE, se teoriza que
esta disminucion de actividad enzimatica de CbE se deba al posible dafio a los
organos causado por los bordes irregulares de las particulas plasticas tras su

ingestion.

Es importante investigar el mecanismo de accién inhibitorio de la enzima, debido
al importante rol que cumple en la detoxificacion de pesticidas, la implicancia que
esto supone en el comportamiento y supervivencia de L. terrestris, y
eventualmente su afectacién en el rol que cumplen en el ecosistema como especie

clave.
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3.7 Correlaciones

En la figura 26 se muestra graficamente la correlacion entre las actividades
enzimaticas de AChE y CbE de las lombrices expuestas al los distintos tratamientos.

Correlacion de actividad enzimatica de AChE y CbE

0.0 0.5 1.0 1.5
| | | |

0.03 .

actividad_CbE
s “-\

15

actividad_AChE

10

Figura 26: Gréfico de correlacion entre actividad enzimatica de AChE y CbE. RStudio

Se realiz6 un analisis de correlacion mediante el método de Spearman para datos
no parametricos, para saber si existia una correlacion entre las actividades de
AChE y CbE. Segun el resultado del test no existe una correlacion

estadisticamente significativa entre las variables (Fig. 26)(Tabla 20).
Tabla 20: Resultados de correlacion rho de Spearman. RStudio

Spearman's rank correlation rho

S 939763
p-value 0,6588
rho 0,03313533
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5. CONCLUSIONES

El uso de bioindicadores son una herramienta importante en la ecotoxicologia, ya
que pueden otorgar informacion sobre el estado ambiental a través de sus
respuestas. Para el desarrollo de este estudio se utiliz6 como bioindicador a la
especie de lombriz Lumbricus terrestris debido a su importancia ecoldgica y
agronomica, ya que posee un rol clave en el ecosistema terrestre. El objetivo fue
evaluar los posibles efectos de la interaccibn que pudiesen existir entre los
contaminantes mas comunes en los suelos agricolas: los microplasticos y

pesticidas.

En este estudio, se demostré la capacidad de adsorcién de ATZ a la superficie de

los MPs de PE utilizados para la investigacion.

La exposicion de la lombriz comdn a la combinacion entre MPs y ATZ (tratamiento
de coexposicion MPs+ATZ) demostr6 menores efectos de inhibicion de la
actividad enzimatica de AChE. Esto podria indicar un posible efecto de
competencia entre ambos contaminantes segun el tipo de tejido, para el cual se
teoriza que puede deberse a una reduccion de la biodisponibilidad de la atrazina
debido a la capacidad de adsorcion de los MPs. Esta teoria se soporta segun los

resultados obtenidos en el test de adsorcion.

Adicionalmente, la exposicion singular a MPs desencadena una disminucion
tejido-dependiente de la actividad de AChE y CbE en las lombrices, la cual se
atribuye a un dafio a estos érganos como consecuencia de la ingestion de las

particulas plasticas.

Finalmente, no existe suficiente informacién para aseverar que la coexposicion a
MPs y ATZ resulte en una interaccion sinérgica en L. terrestris, sin embargo, los
resultados de este estudio sugieren un comportamiento de efecto de competicion
ante la coexposicion a MPs y ATZ en esta especie de lombriz. Se recomienda

identificar los mecanismos de accién de este posible efecto de competencia

A partir de los resultados obtenidos se sugiere utilizar un mayor nimero de
muestra para disminuir la variabilidad de datos y obtener resultados concisos. Se
recomienda explorar esta interaccion toxicolégica con una bateria de
biomarcadores como respuestas conductuales y de estrés oxidativo (GST, SOD,

MDA, CAT), con mayor cantidad de individuos muestra y diferenciar los efectos
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segun los tamafios de los MPs. Ademas, a través de la literatura cientifica revisada
se detectd la necesidad de realizar mas experimentos con concentraciones
acordes a las presentes en el ambiente, para tener claridad del riesgo que supone
el uso excesivo de estos compuestos al medio terrestre. Es importante recalcar
que la hipotesis planteada en esta investigacion se rechaza, ya que los resultados
indicarian que, en vez de existir un efecto sinérgico, seria un efecto de

competencia, del cual se deben identificar los mecanismos de accion.
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OBJETIVOS DE DESARROLLO SOSTENIBLE
Los objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) fueron adoptados por las Naciones

Unidas en 2015 como forma de llamado universal para poner fin a la pobreza,
proteger el planeta y garantizar que para el 2030 todas las personas disfruten de
paz y prosperidad. Los 17 ODS estan interrelacionados ya que la accion en un
area afectara los resultados de otras areas.

En el marco de los objetivos de desarrollo sostenible, esta investigacion tiene
relacion directa en los objetivos que tienen relacion con la produccion agricola,
pues las actividades de este rubro incluyen el uso de distintas formas de plastico

y el uso de pesticidas.

Objetivo 15: Vida de ecosistemas terrestres

Los microorganismos e invertebrados son clave para los servicios de los
ecosistemas, pero sus contribuciones son poco conocidas y raramente

reconocidas
15.3 Rehabilitar las tierras y suelos degradados

15.5 Adoptar medidas para reducir la degradacion de los habitats naturales y

detener la perdida de la diversidad biolégica.

Esta investigacion pretende dar foco al rol de los invertebrados como especie
clave en los servicios ecosistémicos y la importancia que tienen en el

ecosistema.

Objetivo 2: Hambre Cero

Se necesita llevar a cabo un cambio profundo en el sistema agroalimentario
mundial si se quiere alimentar a mas de 820 millones de personas que padecen
hambre, el aumento de la productividad agricola y la producciéon alimentaria

sostenible son cruciales para ayudar a aliviar los riesgos del hambre.
En las metas del objetivo:
2.3 para 2030, duplicar la productividad agricola.

2.4 para 2030, asegurar la sostenibilidad de los sistemas de produccion de
alimentos y aplicar practicas agricolas resilientes que aumenten la productividad

y produccion.
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Esta investigacion pretende exponer la insostenibilidad que significa el uso de
plastico de polietileno como herramienta en los sistemas de produccion de

alimentos, e invita a concentrar los esfuerzos en buscar alternativas a su uso.

Objetivo 12: Garantizar modalidades de consumo y produccién sostenibles

El consumo y la produccion sostenibles consisten en hacer mas y mejor con
menos, ademas de desvincular el crecimiento econémico de la degradacion
medioambiental, aumentar la eficiencia de recursos y promover estilos de vida

sostenibles.
En las metas del objetivo se tiene incidencia en:

12.4 lograr la gestion ecolégicamente racional de los productos quimicos y de
todos los desechos a lo largo de su ciclo de vida.

12.5 reducir considerablemente la generacion de desechos mediante actividades

de prevencion, reduccion, reciclado y reutilizacion.

12.8 asegurar que las personas de todo el mundo tengan informacion y los
conocimientos pertinentes para el desarrollo sostenible y los estilos de vida en

armonia con la naturaleza.

Esta investigacion pretende extender los resultados cientificos de los efectos que
suponen las practicas de produccion en la lombriz como un bioindicador del

estado de salud del ambiente.
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7. ANEXOS

Anexo 1: tablas relacionadas a la cuantificacion de atrazina adsorbida a los MPs

Botella Volumen (L) Peso real de MP Volumen Volumen
extraido final (L)
1 (2g, 2 dias) 0,1 2,002 0,002 0,098
2 (2g, 2 dias, dup) 0,1 2,012 0,002 0,098
3 (2g, 1 sem) 0,1 2,001 0,002 0,098
4 (29, 1 sem, dup) 0,1 2,0017 0,002 0,098
5 (2g, 2 sem) 0,1 2,0046 0,002 0,098
6 (29, 2 sem, dup) 0,1 2,007 0,002 0,098
7 (59, 1 semy 2 sem) 0,1 5,0084 0,004 0,096
8 (59,1semy 2sem 0,1 5,0093 0,004 0,096
dup)
9 (control) 0,1 - 0,006 0.094
10 (control) dup 0,1 - 0,0055 0,0945
Botella Cantidad de atrazina remanente en solucion
02-12-2022 07-12-2022 14-12-2022
1 (29, 2 dias) 0,482
2 (29, 2 dias, dup) 0,486
3 (29, 1 sem) 0,485
4 (29, 1 sem, dup) 0,484
5 (2g, 2 sem) 0,489
6 (29, 2 sem, dup) 0,482
7 (59, 1semy 2 sem) 0,478 0,478
8 (5g, 1 semy 2 sem dup) 0,471 0,479
9 (control) 0,494 0,494 0,508
10 (control) dup 0,499 0,499 0,495

Anexo 2: Curvas de calibracién, tablas con datos de absorbancias y calculo de actividad
enzimatica de AChE para los distintos 6rganos (VS, BM, IA, IM, PM) diseccionados de L.
terrestris (n=36).

Curva Calibracién proteinas

Concentracién Abs-1 Abs-2 Promedio Abs-blank concentracién absorbancia
0 0,06 0,057 0,059 -0,001 0 -0,001
0,5 0,06 0,061 0,061 0,002 0,5 0,002

57



1 0,065 0,063 0,064 0,005 1 0,005
5 0,092 0,079 0,086 0,027 5 0,027
10 0,117 0,121 0,119 0,060 10 0,060
16 0,152 0,146 0,149 0,090 16 0,090
20 0,167 0,165 0,166 0,107 20 0,107
BLANCO 0,06 0,058 0,059
Curva de calibracion proteinas Lombriz 1 a 3 para AChE
0,120
*
0,100
*,
0,080
y = 0,0055x - 9E-05
Ry R*=0,0966
O
©
_Q 0,060
| -
(@)
n
o]
< 0,040
0,020
0,000 T -
15 20 25
-0,020
Concentracion (ug/uL o mg/ml)
Lombriz INICIAL- ABS*MIN PROTEINAS Ul/mg
N°la3 FINAL (primer proteina
(delta abs) paso)
BLK 1 0,022 0,001833333
BLK 2 0,023 0,001916667
BLK 3 0,009 0,00075 0,0015 0,00065085
SPL11 0,06 0,005
SPL12 0,081 0,00675
SPL13 -0,248 -0,02066667 - 0,0153488 - -0,03 0,01481818 269,93865 - -
0,00297222 0,00447222 0,00710133 0,71013272
SPL21 1,232 0,102666667
SPL22 1,142 0,095166667
SPL23 0,822 0,0685 0,08877778 0,017957 0,08727778 0,51 0,01327273 301,369863 0,15472289 15,4722894
SPL31 0,073 0,006083333
SPL3 2 -0,012 -0,001
SPL33 0,046 0,003833333 0,00297222 0,00361933 0,00147222 0,00866013 0,01145455 349,206349 0,00302417 0,30241726
SPL4 1 0,057 0,00475
SPL4 2 0,117 0,00975
SPL4 3 0,04 0,003333333 0,00594444 0,00337097 0,00444444 0,02614379 0,01181818 338,461538 0,00884867 0,88486677
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SPL51
SPL5 2
SPL53
SPL6 1
SPL6 2
SPL6 3
SPL71
SPL7 2
SPL7 3
SPL8 1
SPL8 2
SPL8 3
SPL91
SPL9 2
SPL9 3
SPL101
SPL10 2
SPL103
SPL111
SPL112
SPL113
SPL121
SPL12 2
SPL123
SPL131
SPL13 2
SPL133
SPL14 1
SPL14 2
SPL14 3

SPL151
SPL15 2
SPL153

Lombriz
N°4 a9
BLK 1
BLK 2
BLK 3
SPL11

SPL12
SPL13

SPL21
SPL22
SPL23
SPL31

SPL3 2
SPL33

SPL4 1
SPL4 2
SPL4 3
SPL51
SPL5 2
SPL53

SPL6 1

SPL6 2
SPL6 3

SPL71

SPL7 2
SPL7 3
SPL8 1

SPL8 2

SPL8 3

SPL91
SPL9 2
SPL9 3
SPL10 1
SPL10 2
SPL103
SPL111
SPL112
SPL113

SPL121
SPL12 2
SPL123
SPL131
SPL132
SPL133
SPL141
SPL14 2
SPL14 3

0,586
0,571
0,53
-0,108

INICIAL-
FINAL
0,142
0,031
0,031
0,098

-0,141
-0,013

0,259
0,544
0,595
-0,028

0,005
-0,03

0,303
0,464
0,44
-0,051
0,024
0,002

-0,023

0,022
0,07

-0,187

1,037
1,088
-0,098

-0,242
-0,001

0,543
0,872
0,74

1,233
0,932
1,135
0,078
0,04

0,062

0,693
0,763
0,419
0,753
1,163
1,157
0,172
-0,012
0,005

0,048833333
0,047583333
0,044166667
-0,009
0,005666667
0,025583333
0,049166667
0,038666667
-0,00325
0,111

0,0725
0,122583333
0,0645
0,058333333
0,065666667
0,0615
0,04375
0,055166667
0,0745
0,066416667
0,09325
0,072333333
0,0215
0,018666667
0,041083333
0,038333333
0,038583333
0,017416667
-0,02475
0,007

-0,00933333
-0,06066667
-0,00233333

ABS*MIN

0,011833333
0,002583333
0,002583333

0,008166667
-0,01175

0,001083333
0,021583333
0,045333333
0,049583333
0,002333333
0,000416667
-0,0025

0,02525
0,038666667
0,036666667
-0,00425
0,002
0,000166667

0,001916667
0,001833333
0,005833333

0,015583333
0,086416667
0,090666667

0,008166667

0,020166667
-8,33333E-
05

0,04525
0,072666667
0,061666667
0,10275
0,077666667
0,094583333
0,0065
0,003333333
0,005166667

0,05775
0,063583333
0,034916667
0,06275
0,096916667
0,096416667
0,014333333
-0,001
0,000416667

0,04686111
0,00741667
0,02819444
0,10202778
0,06283333
0,05347222
0,07805556
0,0375

0,03933333
0,00011111

0,02411111

0,00566667
-0,007

0,03883333
6,00147222
0,03352778
6,00069444

0,00191667

0,05383333

0,00947222
0,05986111
0,09166667

0,005

0,05208333
0,08536111

0,00458333

0,00241571

0,01735796

0,02773314

0,02621947

0,00394053

0,0089955

0,01376548

0,0301998

0,00152069

0,02196435

0,03185093

0,00534049

0,005428193

0,015089317

0,001637947

0,007238177

0,003212749

0,003875672

0,060154142

0,010105119

0,013797225

0,012793499

0,001589899

0,015150174

0,019583392

0,008473406

0,04536111
0,00591667
0,02669444
0,10052778
0,06133333
0,05197222
0,07655556
0,036

0,03783333
0,00161111

0,02561111

0,01266667

0,03316667
0,00713889
0,02786111
0,00636111

-0,00375

0,04816667

0,01513889
0,05419444

0,086

0,00066667
0,04641667

0,07969444

0,00108333

59

0,26683007
0,03480392
0,00314052
0,0118268

0,00721569
0,30571895
0,00900654
0,00423529

0,00445098
0,00947712

0,00301307

-0,07

0,00
0,00083987
0,00327778

0,00074837

0,00044118

0,00566667

0,00178105
0,00637582

0,50588235

0,00392157
0,00546078

0,00937582

0,00012745

0,01572727

0,01581818

0,01309091

0,07390909

0,04272727

0,01572727

0,027

0,01590909

0,05454545

0,03463636

0,02127273

PROTEINAS

0,02028846

0,01423077

0,01269231

0,01980769

0,02567308

0,02134615

0,01461538

0,01423077

0,01307692

0,03173077

0,01980769

0,02278846

0,02355769

0,01375

254,33526

252,873563

305,555556

54,1205412

93,6170213

254,33526

148,148148

251,428571

73,3333333

115,485564

188,034188

197,156398

281,081081

315,151515

201,941748

155,805243

187,387387

273,684211

281,081081

305,882353

126,060606

201,941748

175,527426

169,795918

290,909091

0,06786429
0,00880099
0,0009596

0,00064007
0,00067551
0,07775511
0,0013343

0,00106487

0,00032641
0,00109447

0,00056656

0,01469008

0,00109677

0,00026469
0,00066192
-0,0001166

-8,2671E-
05

0,00155088

0,00050062
0,00195025

0,06377184

0,00079193
0,00095852
0,00159198

-3,7077E-
05

6,78642941
0,88009917
0,09596042
0,06400727
0,06755111
7,77551098
0,13343016
0,10648739
0,03264052

-0,1094471

0,05665605

Ul/mg
proteina

1,46900846

0,10967674
0,02646861
0,06619202

0,01165993

0,00826709

0,15508772

0,05006183
0,19502499

6,3771836

0,07919284
0,09585174

0,15919755

0,00370766



SPL151
SPL152
SPL153

SPL161
SPL16 2
SPL16 3
SPL171
SPL17 2
SPL173
SPL18 1
SPL18 2
SPL18 3
SPL191
SPL19 2
SPL19 3
SPL20 1
SPL20 2
SPL20 3
SPL211
SPL212
SPL213
SPL22 1
SPL22 2
SPL22 3
SPL23 1
SPL23 2
SPL233
SPL24 1
SPL24 2
SPL24 3
SPL251

SPL25 2
SPL253

SPL26 1
SPL26 2
SPL26 3
SPL27 1
SPL27 2
SPL27 3
SPL28 1
SPL28 2
SPL28 3
SPL29 1
SPL29 2
SPL29 3
SPL30 1
SPL30 2

SPL30 3

Lombrices
N°16 a 21
BLK 1
BLK 2
BLK 3
SPL11
SPL12
SPL13

SPL21
SPL22
SPL23
SPL31
SPL3 2
SPL33

SPL4 1
SPL4 2
SPL43
SPL51
SPL52
SPL53
SPL6 1
SPL6 2
SPL6 3

SPL71
SPL7 2
SPL73

INICIAL-
FINAL
0,025
0,027
-0,017
0,086
-0,098
-0,059

0,963
1,001
0,731
0,156
-0,021
-0,298

0,889
1,059
1,019
0,865
1,216
1,172
0,25
0,086
-0,303

0,405
0,493
0,709

0,022666667
0,001166667

0,001916667
0,013416667

0,0855
0,127833333
0,08325
0,015666667
0,01525
0,00925
0,068666667
0,087416667
0,044583333
0,02375
0,085

0,0915
0,038583333
0,019666667
0,007583333
0,064666667
0,073833333
0,088333333
0,026

0,0315

0,024
0,079666667
0,067083333
0,026

0,001583333
0,015666667

0,001833333
0,04775
0,020666667
0,030916667
0,024833333
0,030916667
0,012333333
0,056916667
0,064
0,072583333
0,105166667
0,10025
0,083166667
0,003833333

0,008666667

0,001666667

ABS*MIN

0,002083333
0,00225

-0,00141667
0,007166667
-0,00816667
-0,00491667

0,08025
0,083416667
0,060916667
0,013
-0,00175
-0,02483333

0,074083333
0,08825
0,084916667
0,072083333
0,101333333
0,097666667
0,020833333
0,007166667
-0,02525

0,03375
0,041083333
0,059083333

0,00730556

0,01455556
0,09886111
0,01338889
0,06688889
0,06675

0,02194444
0,07561111
0,02716667

0,05758333
0,00408333

0,03311111
0,02269444
0,0645

0,09619444

0,00216667

0,00097222

0,00197222

0,07486111

0,00452778
0,08241667
0,09036111

0,00091667

0,04463889

0,013392145

0,002118591

0,025115889

0,003590432

0,021471935

0,037380643

0,015625019

0,01193307

0,003883727

0,028066266

0,01003224

0,013674371

0,009474503

0,007845292

0,011547106

0,006264982

0,00207052

0,00807961

0,0121796

0,01906901

0,00740683

0,01593484

0,02366887

0,01303556

0,00163889

0,00888889
0,09319444
0,00772222
0,06122222
0,06108333
0,01627778
0,06994444
0,0215

0,05191667

6,00158333
0,02744444
0,01702778
0,05883333

0,09052778

0,00783333

0,00294444
0,07388889

-0,0055

0,08144444
0,08938889

-5,5556E-
05

0,04366667

60

0,00019281

0,05228758
0,01096405
0,04542484
0,00720261
0,35931373
0,09575163
0,00822876
0,12647059

0,00610784

6,00018627
0,16143791
0,1001634

0,00692157

0,01065033

0,00092157

-0,02
0,01

0,03235294
0,0095817
0,52581699

-0,0003268

0,00513725

0,05201923

0,01932692

0,01663462

0,03634615

0,04125

0,02182692

0,01528846

0,04230769

0,01298077

0,08576923

0,04923077

0,01932692

0,01451923

0,0525

0,06173077

0,03788462

PROTEINAS

0,02521277

0,01531915

0,0137234

0,04106383

0,01702128

0,02106383

0,01542553

76,8946396

206,965174

240,462428

110,05291

96,969697

183,259912

261,63522

94,5454545

308,148148

46,6367713

81,25

206,965174

275,496689

76,1904762

64,7975078

105,583756

158,649789

261,111111

291,472868

97,4093264

235

189,89899

81,0344828

1,4826E-05

0,01082171
0,00263644
0,00499914
0,00069844
0,0658478
0,025052
0,00077799
0,03897168

0,00028485

-1,5135E-
05

0,03341202
0,02759468
0,00052736

0,00069011

-9,7303E-
05

0,00274786
0,00226979

-0,00943

0,00093335
0,12356699

-6,2058E-
05

0,00041629

0,00148261

1,08217085
0,26364426
0,49991355
0,06984353
6,58478017
2,50519998
0,07779917
3,89716776

0,02848501

6,00151348
3,34120248
2,75946847
0,05273576

0,06901146

0,00973027

Ul/mg
proteina

0,27478558

0,22697894

0,94300046
0,09333469

12,3566993

0,00620585

0,04162948



SPL8 1
SPL8 2
SPL8 3
SPL9 1
SPL9 2
SPL9 3
SPL101
SPL10 2
SPL103
SPL111
SPL112
SPL113

SPL121
SPL12 2
SPL123
SPL131
SPL13 2
SPL133
SPL141
SPL14 2
SPL14 3
SPL151
SPL15 2
SPL153
SPL161
SPL16 2
SPL16 3
SPL171
SPL17 2
SPL173
SPL18 1
SPL18 2
SPL18 3

SPL191
SPL19 2
SPL193
SPL20 1
SPL20 2
SPL20 3
SPL211
SPL212
SPL213
SPL22 1
SPL22 2
SPL22 3
SPL231
SPL23 2
SPL233

SPL24 1
SPL24 2
SPL24 3
SPL251
SPL25 2
SPL253
SPL26 1
SPL26 2
SPL26 3

SPL27 1
SPL27 2
SPL27 3
SPL28 1
SPL28 2
SPL28 3
SPL29 1
SPL29 2
SPL29 3
SPL301
SPL30 2

Lombrices
N°22 a 29
BLK 1
BLK 2
BLK 3
SPL11
SPL12
SPL13
SPL21
SPL22
SPL23
SPL31
SPL3 2
SPL33
SPL41
SPL4 2
SPL43
SPL51
SPL5 2
SPL53
SPL6 1
SPL6 2

0,047
0,521
0,885
0,555
0,058
-0,024
0,077
0,924
0,137
0,6
0,172
0,203
0,348

0,218
0,069
0,171
0,753
1,296
1,268
0,125
0,103
0,15
0,792
1,074
0,839
0,102
0,078
0,076

0,192
0,116
0,201
-0,042
-0,024
0,373
0,303
-0,321
0,003

0,448
0,632
0,469
0,043
-0,028
0,066
0,574
1,197
1,273
-0,012
0,121

INICIAL-
FINAL
-0,463
-0,364
-0,073
0,334
-0,002
0,272
0,352
0,566
0,743
0,129
0,526
-0,124
0,559
0,341
0,35
1,229
0,959
0,943
0,175
0,047

-0,0025

0,06

0,03475
0,042916667
0,023416667
0,0145
0,10775
0,076833333
0,05625
0,005583333
-0,0035
-0,003

0,029
0,017916667
0,027083333
0,052083333
0,103333333
0,04275
-0,00208333
0,01175
0,003916667
0,043416667
0,07375
0,04625
0,004833333
-0,002
0,006416667
0,077
0,011416667
0,05
0,014333333
0,016916667
-0,029

0,018166667
0,00575
0,01425
0,06275
0,108
0,105666667
0,010416667
0,008583333
0,0125

0,066

0,0895
0,069916667
-0,0085
-0,0065
-0,00633333

0,016
0,009666667
0,01675
-0,0035
-0,002
0,031083333
0,02525
-0,02675
0,00025

0,037333333
0,052666667
0,039083333
0,003583333
-0,00233333
0,0055
0,047833333
0,09975
0,106083333
-0,001
0,010083333

ABS*MIN

-0,03858333
-0,03033333
-0,00608333
0,027833333
-0,00016667
0,022666667
0,029333333
0,047166667
0,061916667
0,01075

0,043833333
-0,01033333
0,046583333
0,028416667
0,029166667
0,102416667
0,079916667
0,078583333
0,014583333
0,003916667

0,03075
0,02694444

0,08027778

0,00030556
0,02466667
0,06605556
0,00452778
0,05447222
0,00308333
0,04613889

0,00075

0,01272222
0,09213889
0,0105

0,07513889

0,00711111
0,01413889

0,00852778

0,00041667
0,04302778
0,00225

0,08455556

-0,025
0,016777778
0,046138889
0,01475
0,034722222

0,086972222

0,03144141

0,01453309

0,0259222

0,00510605

0,0059237

0,03261905

0,00693688

0,01675504

0,00447291

0,03296171

0,02579661

0,00634775

0,02547825

0,00195966

0,01259032

0,0012057

0,00389117

0,01954808

0,02600641

0,00839326

0,00408333

0,03195965

0,016893663

0,014899975

0,016315963

0,027303973

0,010278866

0,013391885

0,02977778
0,02597222

0,07930556

0,00127778
0,02369444
0,06508333
0,00355556
0,0535

0,00211111

0,04516667

0,00022222
0,01175

0,09116667
0,00952778

0,07416667

0,00808333
0,01316667

0,00755556

0,00138889
0,04205556
0,00127778

0,08358333

0,041777778
0,071138889
0,03975

0,059722222

0,111972222

61

0,00350327
0,15277778

0,46650327

0,00751634
0,00278758
0,00765686
0,02091503
0,62941176
0,00024837

0,00531373

0,00130719
0,06911765
0,53627451
0,05604575

0,00872549

0,00380392
0,07745098

0,00088889

0,00816993
0,00494771
0,00751634

0,00983333

0,05
0,42
0,04676471
0,07026144

0,13173203

0,01468085

0,01468085

0,01755319

0,02510638

0,01531915

0,01351064

0,01393617

0,06468085

0,02776596

0,01680851

0,01542553

0,01819149

0,01691489

0,01723404

0,01712766

0,01978723

0,02202128

0,01659574

0,02180851

0,01776596

0,01489362

0,04606383

PROTEINAS

0,02416667

0,01458333

0,02885417

0,01291667

0,0159375

85,1449275

85,1449275

71,2121212

49,7881356

81,5972222

92,519685

89,6946565

19,3256579

180,076628

237,974684

259,310345

219,883041

236,477987

290,123457

233,540373

202,150538

181,642512

241,025641

183,414634

225,149701

268,571429

86,8360277

206,896552

274,285714

138,628159

309,677419

250,980392

0,00029829
0,01300825

0,03322069

0,00037422
0,00022746
0,00070841
0,00187597
0,0121638

4,4725E-05

0,00126453

0,00033897
0,0151978

0,12681712
0,01626019

0,00203775

0,00076896
0,01406839

0,00021425

0,00149849
0,00111398
0,00201867

0,00085389

0,01016903
0,11477871
0,00648291
0,02175838

0,03306216

0,02982855
1,30082528

3,32206873

0,03742245
0,02274589
0,07084105
0,18759667
1,21637964
0,00447249

0,12645321

0,03389678
1,51977984
12,6817117
1,62601872

0,20377542

0,07689648
1,40683906

0,0214245

0,14984856
0,1113976
0,20186741

0,08538876

Ul/mg
proteina

1,01690331
11,4778711
0,64829051
2,17583808

3,30621556



SPL63

SPL71

SPL7 2

SPL73

SPL8 1

SPL8 2

SPL83

SPL91

SPL9 2

SPL9 3

SPL101
SPL10 2
SPL103
SPL111
SPL112
SPL113
SPL121
SPL12 2
SPL123
SPL131
SPL13 2
SPL133
SPL14 1
SPL14 2
SPL14 3
SPL151
SPL15 2
SPL153
SPL161
SPL16 2
SPL16 3
SPL171
SPL17 2
SPL173
SPL18 1
SPL18 2
SPL18 3
SPL191
SPL19 2
SPL193
SPL20 1
SPL20 2
SPL20 3
SPL211
SPL212
SPL213
SPL22 1
SPL22 2
SPL22 3
SPL231
SPL23 2
SPL23 3
SPL24 1
SPL24 2
SPL24 3
SPL251
SPL25 2
SPL253
SPL26 1
SPL26 2
SPL26 3
SPL27 1
SPL27 2
SPL27 3
SPL28 1
SPL28 2
SPL28 3
SPL29 1
SPL29 2
SPL29 3
SPL301
SPL30 2
SPL303
SPL311
SPL312
SPL313
SPL321
SPL322
SPL323
SPL331
SPL33 2
SPL333
SPL341
SPL34 2
SPL343
SPL351
SPL35 2
SPL353
SPL36 1
SPL36 2
SPL36 3
SPL371
SPL37 2
SPL373
SPL38 1
SPL38 2
SPL38 3

0,902
0,105
0,208
-0,06
0,729
0,813
0,475
0,223
0,657
0,38
0,294
0,152
0,173
0,246
1,33
1,178
0,022
0,021
0,049
0,306
0,569
0,573
1,086
1,193
1,226
0,044
0,094
-0,001
1,235
1,29
1,287
0,161
0,02
0,011
0,545
0,476
0,392
1,019
1,119
0,551
0,121
0,353
0,185
0,979
0,869
1,055
0,101
0,246
0,392
0,165
0,282
0,403
0,779
0,899
0,575
0,549
0,258
0,395
1,369
1,285
0,942
0,423
0,03
0,469
0,334
0,106
0,219
0,402
0,466
0,037
0,247
0,208
0,379
0,424
0,045
0,539
0,133
-0,306
-0,199
0,059
0,115
0,126
0,079
0,531
0,552

0,010333333
0,115083333
0,1455
0,096083333
0,064

0,0745
0,097666667
0,017
-0,00583333
0,03025
0,104166667
0,087833333
0,075166667
0,00875
0,017333333
-0,005
0,06075
0,06775
0,039583333
0,018583333
0,05475
0,031666667
0,0245
0,012666667
0,014416667
0,0205
0,110833333
0,098166667
0,001833333
0,00175
0,004083333
0,0255
0,047416667
0,04775
0,0905
0,099416667
0,102166667
0,003666667
-0,00783333
-8,3333E-05
0,102916667
0,1075
0,10725
-0,01341667
-0,00166667
0,000916667
0,045416667
0,039666667
0,032666667
0,084916667
0,09325
0,045916667
0,010083333
-0,02941667
0,015416667
0,081583333
0,072416667
0,087916667
0,008416667
-0,0205
-0,03266667
0,01375
0,0235
0,033583333
0,064916667
0,074916667
0,047916667
0,04575
0,0215
0,032916667
0,114083333
0,107083333
0,0785
0,03525
0,0025
0,039083333
0,027833333
0,008833333
0,01825
0,0335
0,038833333
0,003083333
0,020583333
0,017333333
0,031583333
0,035333333
0,00375
0,044916667
0,011083333
-0,0255
-0,01658333
0,004916667
-0,00958333
0,0105
0,006583333
0,04425
0,046

0,009611111

0,118888889

0,078722222

0,013805556

0,089055556

0,007027778

0,056027778

0,035

0,017194444

0,0765

0,002555556

0,040222222

0,097361111

-0,00141667

0,105888889

-0,00472222

0,03925

0,074694444

-0,00130556

0,080638889

-0,01491667

0,023611111

0,062583333

0,033388889

0,099888889

0,025611111

0,018305556

0,025138889

0,023166667

0,028

-0,01033333

0,001944444

0,032277778

0,005369883

0,024927162

0,017225896

0,018252537

0,014538582

0,011265832

0,014665088

0,018312299

0,006387017

0,048909213

0,00132375

0,012750908

0,006098915

0,005864796

0,002577053

0,007639596

0,006385204

0,025268191

0,02449055

0,007793041

0,021103087

0,009917134

0,013650397

0,012131895

0,018851086

0,020106372

0,009500122

0,019285921

0,007467987

0,02154082

0,01907569

0,010366323

0,022269238

0,034611111

0,143888889

0,103722222

0,038805556

0,114055556

0,032027778

0,081027778

0,06

0,042194444

0,1015

0,027555556

0,065222222

0,122361111

0,023583333

0,130888889

0,020277778

0,06425

0,099694444

0,023694444

0,105638889

0,010083333

0,048611111

0,087583333

0,058388889

0,124888889

0,050611111

0,043305556

0,050138889

0,048166667

0,053

0,014666667

0,026944444

0,057277778

62

0,04071895

0,16928105

0,12202614

0,04565359

0,13418301

0,03767974

0,0953268

0,35294118

0,04964052

0,59705882

0,0324183

0,07673203

0,14395425

0,0277451

0,15398693

0,02385621

0,07558824

0,11728758

0,02787582

0,62140523

0,01186275

0,05718954

0,10303922

0,06869281

0,1469281

0,05954248

0,05094771

0,05898693

0,05666667

0,06235294

0,0172549

0,15849673

0,06738562

0,0184375

0,0684375

0,02270833

0,06010417

0,015

0,020625

0,01385417

0,09354167

0,04072917

0,01770833

0,01802083

0,0675

0,01427083

0,03760417

0,019375

0,01645833

0,03604167

0,05041667

0,01260417

0,03364583

0,01770833

0,0275

0,0746875

0,05052083

0,01635417

0,0153125

0,04604167

0,0296875

0,05895833

0,03135417

0,0115625

0,01708333

0,034375

271,186441

58,4474886

176,146789

66,5511265

266,666667

242,424242

288,721805

42,7616927

98,2097187

225,882353

277,456647

59,2592593

280,291971

106,371191

206,451613

303,797468

110,982659

79,338843

317,355372

118,885449

282,352941

145,454545

53,5564854

79,1752577

244,585987

326,530612

86,8778281

134,736842

67,844523

127,574751

432,432432

234,146341

116,363636

0,01104243

0,00989405

0,02149451

0,0030383

0,03578214

0,00913448

0,02752292

0,01509236

0,00487518

0,13486505

0,00899467

0,00454708

0,04034922

0,00295128

0,03179085

0,00724746

0,00838898

0,00930546

0,00884654

0,07387604

0,00334948

0,00831848

0,00551842

0,00543877

0,03593656

0,01944244

0,00442623

0,00794771

0,00384452

0,00795466

0,00746158

0,03711143

0,00784124

1,10424283

0,9894052

2,14945134

0,30382982

3,57821351

0,91344821

2,7522925

1,50923621

0,48751818

13,4865052

0,8994673

0,4547083

4,034922

0,29512791

3,17908497

0,72474559

0,83889833

0,9305461

0,88465403

7,38760396

0,3349481

0,83184789

0,55184182

0,5438771

3,59365555

1,94424436

0,44262266

0,79477124

0,3844523

0,79546609

0,74615792

3,71114299

0,78412359



SPL391
SPL39 2
SPL39 3
SPL40 1
SPL40 2

Lombriz
N°30 a 32

BLK1

BLK 2
BLK 3

SPL11
SPL12
SPL13
SPL21
SPL2 2
SPL23
SPL3 1
SPL3 2
SPL3 3
SPL4 1
SPL4 2
SPL4 3
SPL5 1
SPL5 2
SPL5 3
SPL6 1
SPL6 2
SPL6 3

SPL7 1
SPL7 2
SPL7 3
SPL8 1
SPL8 2
SPL8 3

SPL9 1
SPL9 2

SPL9 3

SPL101
SPL102
SPL103
SPL111
SPL112

SPL113

SPL121
SPL122
SPL123

SPL131
SPL132
SPL133
SPL141
SPL142
SPL143
SPL151
SPL152
SPL153

Lombriz
N°33 a 36
BLK 1
BLK 2
BLK 3
SPL11
SPL12
SPL13

SPL21
SPL22
SPL23
SPL31
SPL32
SPL33
SPL41
SPL4 2
SPL43
SPL51
SPL52
SPL53
SPL6 1
SPL6 2
SPL6 3

1,232
0,957
1,229
1,514
1,434

INICIAL-
FINAL

0,76

0,016
0,049

0,208
0,036
0,288
0,12
0,015
0,011
0,561
1,185
0,98
0,077
0,357
0,112
0,155
0,423
0,469
0,173
-0,312
-0,077

0,914
0,576
1,082
0,04
0,051
-0,233

0,079
-0,257

0,131

0,588
0,667
0,575
-0,333
-0,094

0,014

0,096
0,101
-0,405

0,024
0,039
0,067
0,142
0,158
0,272
0,626
0,013
0,074

INICIAL-
FINAL
0,023
0,033
0,03
-0,785
0,074
-0,222

0,288
0,486
0,493
-0,056
0,209
0,161
0,297
-0,095
-0,037
1,553
1,366
1,165
0,086
-0,024
0,135

0,102666667
0,07975
0,102416667
0,126166667
0,1195

ABS*MIN

0,063333333
0,001333333
0,004083333
0,017333333
0,003

0,024

0,01

0,00125
0,000916667
0,04675
0,09875
0,081666667
0,006416667
0,02975
0,009333333
0,012916667
0,03525
0,039083333
0,014416667
0,026
0,006416667
0,076166667
0,048
0,090166667
0,003333333
0,00425
0,019416667
0,006583333
0,021416667
0,010916667

0,049
0,055583333
0,047916667
-0,02775
0,007833333
0,001166667

0,008
0,008416667
-0,03375

0,002
0,00325
0,005583333
0,011833333
0,013166667
0,022666667
0,052166667
0,001083333
0,006166667

ABS*MIN

0,001916667
0,00275
0,0025
-0,06541667
0,006166667
-0,0185

0,024

0,0405
0,041083333
-0,00466667
0,017416667
0,013416667
0,02475
-0,00791667
-0,00308333
0,129416667
0,113833333
0,097083333
0,007166667
-0,002
0,01125

0,094944444

PROMEDIO

;),022027778
0,014777778
0,004055556
0,075722222
0,015166667
0,029083333

-0,006

0,071444444

0,003944444

0,001305556

0,050833333

0,011472222

0,005777778
0,003611111
0,015888889

0,019805556

0,00238889

6,02591667
0,03519444
0,00872222
0,00458333
0,11344444

0,00547222

0,013159369

cv

0,03587404

0,010730711

0,005150737

0,02650476

0,012713455

0,014131328

0,020211555

0,0214763

0,013407174

0,017550984

0,00414913

0,014797788

0,024225551

0,001818755

0,005907465

0,028140562

0,00042763

0,03636342

0,00969906

0,01176634

0,01763125

0,01617017

0,00678557

0,119944444

ABS LIQUIDA

0,036805556
0,026083333
0,09775

0,037194444
0,051111111

0,016027778

0,093472222

0,018083333

0,020722222

0,072861111

0,010555556

0,01625

0,025638889
0,037916667

0,041833333

6,02830556
0,03280556
0,00633333
0,00219444
0,11105556

0,00308333

63

0,14111111

0,04

0,15

0,115

0,04375817

0,300653595

0,018856209

0,10996732

0,106372549

0,024379085

0,428594771

0,012418301

0,095588235

0,150816993

0,044607843

0,246078431

-0,03

0,04

0,0372549

0,0025817

0,65326797

0,00362745

0,015

PROTEINAS

0,024324324

0,054189189

0,016351351

0,042432432

0,023918919

0,027972973

0,018108108

0,088513514

0,065810811

0,018648649

0,024324324

0,020945946

0,017297297

0,028783784

0,022027027

PROTEINAS

0,0225

0,018

0,059375

0,018625

0,01925

0,019625

266,666667

205,5555556

73,81546135

244,6280992

94,26751592

167,2316384

178,7439614

220,8955224

45,19083969

60,78028747

214,4927536

205,5555556

190,9677419

231,25

138,9671362

181,595092

222,222222

2,22222222

67,3684211

214,765101

207,792208

254,77707

0,03762963

A*B/1000

0,00890069
0,011325608
0,028132231
0,004124974
0,050278793

0,003370434

0,024291289

0,004807065

0,001481768

0,091930473

0,002552651

0,018254269

0,03487643
0,006199024

0,044686635

;),00740015
8,5766E-05
0,0025098

0,00055446
0,13574399

0,00092419

3,76296296

Ul/mg
proteina

0,890068991
1,132560755
2,81322314

0,412497398
5,027879325

0,337043352

2,429128865

0,480706481

0,148176779

9,193047267

0,255265069

1,825426945

3,487642974
0,619902421

4,468663539

Ul/mg
proteina

6,74001452
0,00857662
0,25098039
0,05544589
13,5743995

0,09241913



SPL71
SPL7 2
SPL73

SPL8 1

SPL8 2

SPL8 3

SPL91

SPL9 2

SPL9 3

SPL101
SPL10 2
SPL103
SPL111
SPL112
SPL113
SPL121
SPL12 2
SPL123
SPL131
SPL13 2
SPL133
SPL14 1
SPL14 2
SPL14 3
SPL151
SPL15 2
SPL153
SPL161
SPL16 2
SPL16 3

SPL171
SPL17 2
SPL173
SPL18 1
SPL18 2
SPL18 3
SPL191
SPL19 2
SPL193
SPL20 1
SPL20 2
SPL20 3

0,373

-0,00225
-0,00541667
0,006333333

0,00607953 0,0275 145,454545

0,00044444 0,00283333 0,01666667
0,077

0,090333333  0,07711111 0,01316702 0,07472222 0,0879085 0,016625 240,601504
0,003416667

0,0275

0,008666667  0,01319444 0,01266402 0,01080556 0,01271242 0,02675 149,53271
0,103583333

0,072666667

0,077833333  0,08469444 0,01656098 0,08230556 0,48415033 0,022875 174,863388
0,013583333

0,010416667

0,014 0,01266667 0,00195966 0,01027778 0,0120915 0,017125 291,970803
0,049916667

0,00175

0,003166667  0,01827778 0,02740924 0,01588889 0,01869281 0,01875 213,333333

0,031083333
0,042416667

0,033583333  0,03569444 0,0059543 0,03330556 0,19591503 0,047375 84,4327177
0,053166667

0,058333333

0,00425 0,03858333 0,02984555 0,03619444 0,0425817 0,027625 144,79638

0,075666667
0,042166667
0,020416667  0,04608333 0,02783246 0,04369444 0,25702614 0,018125 220,689655
0,001166667
-0,01383333
-0,00058333

0,00820188 0,026125 191,38756

0,00441667 0,00680556 0,00800654
0,09575

0,068416667

0,040416667  0,06819444 0,02766734 0,06580556 0,0774183 0,058375 68,5224839
0,096333333

0,078

0,111583333  0,09530556 0,01681524  0,09291667 0,10931373 0,02475 161,616162
0,005083333

0,017166667

0,00075 0,00766667 0,00850776 0,00527778 0,00620915 0,017 235,294118
0,057333333

0,08125

0,050666667  0,06308333 0,01608204  0,06069444 0,35702614 0,0175 228,571429

6,00242424
0,02115092
0,00190092
0,08466017
0,00353037
0,0039878

0,01654164
0,00616568

0,05672301

6,00153235
0,00530489
0,01766686
0,00146098

0,08160598

6,24242424
2,11509165
0,19009224
8,46601664
0,35303659
0,39877996
1,65416386
0,61656759

5,6723011

6,15323514
0,53048943
1,76668647
0,14609765

8,16059757

Anexo 2: Curvas de calibracion, tablas con datos de absorbancias y célculo de actividad
enzimatica de CbE para los distintos érganos (VS, BM, IA, IM, PM) diseccionados de L.

terrestris (n=36).

Absorbancia

0,140

0,120

0,100

0,080

0,060

0,040

0,020

0,000

Curva de calibracion de proteinas CbE Lombriz 7 a 10

y =0,0056x + 0,0007
R?=0,9995

5 10 15 20
Concentracion (mg/mil)

25

64



Lombriz
N°ly 2

BLK 1
BLK 2
BLK 3
SPL11
SPL12
SPL21
SPL2 2

SPL31
SPL3 2
SPL4 1
SPL4 2
SPL51
SPL5 2

SPL61
SPL6 2
SPL7 1
SPL7 2
SPL8 1
SPL8 2

SPL91
SPL9 2

SPL101
SPL112

Lombriz
N°3 a6
BLK 1

BLK 2

BLK 3

SPL11
SPL12
SPL13
SPL21
SPL22
SPL23
SPL31
SPL32
SPL33

SPL4 1
SPL4 2
SPL4 3
SPL51
SPL5 2
SPL53
SPL6 1
SPL6 2
SPL6 3
SPL7 1
SPL7 2
SPL7 3

SPL8 1
SPL8 2
SPL8 3

SPL9 1

SPL9 2

SPL9 3

SPL101
SPL102
SPL103
SPL111
SPL112
SPL113
SPL121
SPL122
SPL123

SPL131
SPL132
SPL133
SPL141
SPL14 2
SPL14 3
SPL151
SPL15 2
SPL153
SPL16 1
SPL16 2
SPL16 3
SPL17 1
SPL17 2
SPL17 3
SPL18 1

INICIAL-
FINAL
(delta abs)
0,113
0,135
0,135
0,248
0,146

0,1

0,09

0,3
0,123
0,304
0,16
0,064
0,079

0,091
0,162
0,222
0,617
0,065
0,062

0,084
0,05

0,116
0,216

INICIAL-
FINAL
0,113
0,135
0,135
0,241
0,199
0,194
0,506
0,067
0,248
0,146
01
0,09

0,3

0,123
0,304
0,123
0,304
0,181
0,162
0,222
0,134
0,064
0,079
0,069

0,05
0,116
0,051

0,131
0,188
0,156
0,18

0,102
0,56

0,395
0,356
0,158
0,064
0,064
0,127

0,087
0,614
0,095
0,74

0,114
0,123
0,07

0,15

0,184
1,008
0,391
0,173
0,629
0,633
0,062
0,276

ABS*MIN
(primer
paso)
0,009416667
0,01125
0,01125
0,020666667
0,012166667
0,008333333
0,0075

0,025
0,01025
0,025333333
0,013333333
0,005333333
0,006583333

0,007583333
0,0135
0,0185
0,051416667
0,005416667
0,005166667

0,007
0,004166667

0,009666667
0,018

ABS*MIN

0,009416667
0,01125
0,01125
0,020083333
0,016583333
0,016166667
0,042166667
0,005583333
0,020666667
0,012166667
0,008333333
0,0075

0,025
0,01025
0,025333333
0,01025
0,025333333
0,015083333
0,0135
0,0185
0,011166667
0,005333333
0,006583333
0,00575

0,004166667
0,009666667
0,00425

0,010916667
0,015666667
0,013

0,015

0,0085
0,046666667
0,032916667
0,029666667
0,013166667
0,005333333
0,005333333
0,010583333

0,00725
0,051166667
0,007916667
0,061666667
0,0095
0,01025
0,005833333
0,0125
0,015333333
0,084
0,032583333
0,014416667
0,052416667
0,05275
0,005166667
0,023

0,01033333
0,01641667

0,00791667

0,017625
0,01933333

0,00595833

0,01054167
0,03495833

0,00529167

0,00558333

0,01383333

0,01063889

0,01761111

0,02280556

0,00933333

0,02019444

0,01688889

0,01438889

0,00588889

0,00602778

0,01319444

0,02338889

0,02525

0,00708333

0,02211111

0,02713889

0,01122222

0,04366667

0,03677778

0,00129636
0,00601041

0,00058926

0,01042983
0,00848528

0,00088388

0,00418372
0,0232756

0,00017678

0,00200347

0,00589256

0,001058475

0,002151119

0,018385217

0,002488864

0,008613754

0,007702062

0,003746603

0,000636469

0,003151646

0,002380962

0,020419444

0,010589893

0,003031089

0,025165057

0,029904284

0,004877196

0,036091416

0,027376533

0,00608333

0,00241667
0,00729167
0,009

-0,004375

0,00020833

0,024625

0,00504167

-0,00475

0,0035

0,00697222

0,01216667

6,00130556
0,00955556
0,00625
0,00375

-0,00475

0,00461111
0,00255556
0,01275

0,01461111

6,00355556
0,01147222
0,0165

0,00058333
0,03302778

0,02613889

65

0,04

-0,01

0,04487179

0,05538462

0,02692308
0,00128205

0,15153846
0,03102564

0,02923077

0,02153846

0,04
0,07

-0,01

0,06
0,04

0,02
0,029230769

0,028376068
0,015726496
0,078461538

0,08991453

6,021880342
0,070598291
0,101538462
0,003589744
0,203247863

0,160854701

PROTEINAS

0,83783784

0,81756757

0,81756757
0,83108108

0,7972973

0,83108108
0,7972973

0,64864865

4,40540541

1,65540541

PROTEINAS
mg/mL

0,904411765

0,897058824

0,867647059

0,860294118

0,794117647

0,867647059

0,845588235

0,875

0,889705882

0,875

0,948529412

0,860294118

0,786764706

0,852941176

0,860294118

0,948529412

0,867647059

4,77419355

4,89256198

4,89256198
4,81300813

5,01694915

4,81300813
5,01694915

6,16666667

0,90797546

2,41632653

27,6422764

27,8688525

28,8135593

29,0598291

31,4814815

28,8135593

29,5652174

28,5714286

28,0991736

28,5714286

26,3565891

29,0598291

31,7757009

29,3103448

29,0598291

26,3565891

28,8135593

0,00017873

-7,2761E-
05

0,00021954

0,00026657

0,00013507
6,1705E-06

0,00076026
0,00019132

-2,6541E-
05

5,2044E-05

0,00118602

0,00208659

0,00023149
0,00170882
0,00121083

0,00066493
0,00086421

0,00081074
0,0004419
0,00224176

0,00236984

6,00063584
0,00224331
0,00297613
0,00010432
0,00535692

0,0046348

Ul/mg
proteina

0,01787262

0,00727612
0,0219538

0,02665666

0,01350717
0,00061705

0,07602608
0,01913248
0,00265408

0,0052044

Ul/mg
proteina

0,1186019

0,2086591

6,02314936
0,17088173
0,12108262
0,06649283

-0,0864214

6,08107448
0,04419015
0,22417582
0,23698403

-0,0635839

0,22433102
0,29761273
0,01043173
0,53569204

0,46347965



SPL18 2
SPL18 3
SPL191
SPL19 2
SPL19 3
SPL20 1
SPL20 2
SPL20 3

Lombriz
N° 7 a1l0
BLK 1
BLK 2
BLK 3
SPL11
SPL12
SPL13
SPL21
SPL2 2
SPL23
SPL31
SPL3 2
SPL33
SPL41
SPL4 2
SPL43
SPL51
SPL5 2
SPL53
SPL6 1
SPL6 2
SPL63
SPL7 1
SPL7 2
SPL73
SPL8 1
SPL8 2
SPL83
SPL9 1
SPL9 2
SPL9 3
SPL101
SPL102
SPL103
SPL111
SPL112
SPL113
SPL121
SPL122
SPL123
SPL131
SPL132
SPL133
SPL141
SPL14 2
SPL143
SPL151
SPL152
SPL153
SPL161
SPL16 2
SPL16 3
SPL171
SPL17 2
SPL173
SPL181
SPL18 2
SPL183
SPL191
SPL19 2
SPL193
SPL201
SPL20 2
SPL203

Lombriz
N°11l a
16
BLK 1
BLK 2
BLK 3
SPL11
SPL12
SPL13
SPL21
SPL22
SPL23
SPL31
SPL3 2
SPL33
SPL41
SPL4 2
SPL43

INICIAL-
FINAL
0,064
0,052
0,059
0,128
0,139
0,123
0,375
0,433
0,415
0,095
0,099
0,769
0,065
0,195
0,296
0,106
0,106
0,296
0,164
0,178
0,145
0,51
0,139
0,301
0,079
0,165
0,062
0,27
0,057
0,054
0,073
0,406
0,068
0,252
0,268
0,151
0,591
0,168
0,231
0,359
0,099
0,201
0,057
0,061
0,247
0,589
0,396
0,552
0,125
0,608
0,317
0,487
0,609
0,281
0,119
0,177
0,112
0,049
0,654
0,063
0,197
0,349
0,157

INICIAL-
FINAL

0,049
0,048
0,047
0,126
0,108
0,1
0,098
0,1
0,088
0,083
0,06
0,059
0,055
0,062
0,048

0,014083333
0,006416667
0,021333333
0,003916667
0,01775

0,021583333
0,042083333
0,01275

ABS*MIN

0,005333333
0,004333333
0,004916667
0,010666667
0,011583333
0,01025
0,03125
0,036083333
0,034583333
0,007916667
0,00825
0,064083333
0,005416667
0,01625
0,024666667
0,008833333
0,008833333
0,024666667
0,013666667
0,014833333
0,012083333
0,0425
0,011583333
0,025083333
0,006583333
0,01375
0,005166667
0,0225
0,00475
0,0045
0,006083333
0,033833333
0,005666667
0,021
0,022333333
0,012583333
0,04925
0,014
0,01925
0,029916667
0,00825
0,01675
0,00475
0,005083333
0,020583333
0,049083333
0,033

0,046
0,010416667
0,050666667
0,026416667
0,040583333
0,05075
0,023416667
0,009916667
0,01475
0,009333333
0,004083333
0,0545
0,00525
0,016416667
0,029083333
0,013083333

ABS*MIN

0,004083333
0,004

0,003916667 0,004

0,0105
0,009

0,008333333  0,00927778

0,008166667
0,008333333

0,007333333  0,00794444

0,006916667
0,005

0,004916667  0,00561111

0,004583333
0,005166667

0,004 0,00458333

0,0145

0,01433333

0,02547222

0,00486111

0,01083333

0,03397222

0,02675

0,01544444

0,01411111

0,01352778

0,02638889

0,0085

0,01058333

0,01519444

0,01863889

0,0275

0,01830556

0,01013889

0,04269444

0,02916667

0,03825

0,01133333

0,02127778

0,01952778

0,001109721

0,000535758

0,001131412

0,000583333

0,008299515

0,009197297

0,015048379

0,000502309

0,000682113

0,002473938

0,032332045

0,009650249

0,009141379

0,001380251

0,015499627

0,004601479

0,010320893

0,016143096

0,005286469

0,019018083

0,010916773

0,00904669

0,008536008

0,020265426

0,013815249

0,00297326

0,028777201

0,00844152

8,33333E-05

0,00527778

0,00394444

0,00161111

0,00058333

0,00386111

0,00369444

0,01483333

0,00597222

0,02911111

0,02188889

0,01058333

0,00925

0,00866667

0,02152778

0,00363889

0,00572222

0,01033333

0,01377778

0,02263889

0,01344444

0,00527778

0,03783333

0,02430556

0,03338889

0,00647222

0,01641667

0,01466667

66

0,0324786

0,0242735

0,0099145

0,0035897

0,023760684

0,022735043

0,091282051

0,04

0,18

0,13

0,07

0,06

0,05

0,132478632

0,022393162

0,035213675

0,063589744

0,084786325

0,139316239

0,082735043

0,032478632

0,232820513

0,14957265

0,205470085

0,03982906

0,101025641

0,09025641

0,867647059

0,882352941

0,867647059

PROTEINAS
mg/mL

0,544642857

0,535714286

0,522321429

0,522321429

0,535714286

0,526785714

0,526785714

0,526785714

0,526785714

0,526785714

0,53125

0,53125

0,535714286

0,522321429

0,535714286

0,589285714

0,571428571

0,544642857

0,526785714

0,558035714

PROTEINAS
mg/mL

0,545454545

0,531818182

0,531818182

0,540909091

45,8333333

47,008547

47,008547

46,2184874

28,8135593

28,3333333

28,8135593

45,9016393

46,6666667

47,8632479

47,8632479

46,6666667

47,4576271

47,4576271

47,4576271

47,4576271

47,4576271

47,0588235

47,0588235

46,6666667

47,8632479

46,6666667

42,4242424

43,75

45,9016393

47,4576271

448

0,0014886

0,00114106

0,00046607

0,00016591

0,00068463

0,00064416

0,00263016

0,00168698

0,00836011

0,00644722

0,00311725

0,00265641

0,00253107

0,00628712

0,00106273

0,00167116

0,00301782

0,00398994

0,00655606

0,00386097

0,00155453

0,01086496

0,00634551

0,00898932

0,00182822

0,00479444

0,00404349

0,06846299

0,06441595

0,26301608

Ul/mg
proteina

0,16869833

0,8360114

0,64472204

0,31172474

0,26564103

0,25310734

0,62871215

0,10627264

0,16711575

0,30178183

0,39899447

0,65560583

0,38609687

0,15545328

1,08649573

0,63455063

0,89893162

0,18282191

0,47944372

0,40434872

Ul/mg
proteina

0,1488604

0,11410622

0,04660676

0,01659125



SPL51

SPL5 2

SPL53

SPL6 1

SPL6 2

SPL63

SPL71

SPL7 2

SPL7 3

SPL8 1

SPL8 2

SPL8 3

SPL91

SPL9 2

SPL9 3

SPL101
SPL10 2
SPL103
SPL111
SPL112
SPL113
SPL121
SPL12 2
SPL123
SPL131
SPL13 2
SPL133
SPL14 1
SPL14 2
SPL14 3
SPL151
SPL15 2
SPL153
SPL16 1
SPL16 2
SPL16 3
SPL171
SPL17 2
SPL173
SPL18 1
SPL18 2
SPL18 3
SPL191
SPL19 2
SPL193
SPL20 1
SPL20 2
SPL20 3
SPL211
SPL212
SPL213
SPL22 1
SPL22 2
SPL22 3
SPL231
SPL23 2
SPL23 3
SPL24 1
SPL24 2
SPL24 3
SPL251
SPL25 2
SPL253
SPL26 1
SPL26 2
SPL26 3
SPL211
SPL212
SPL213
SPL22 1
SPL22 2
SPL223
SPL231
SPL23 2
SPL24 3

SPL24 1
SPL24 2
SPL24 3

Lombriz
N°17 a 22
BLK 1
BLK 2
BLK 3
SPL11
SPL12
SPL13
SPL21
SPL22
SPL23
SPL31
SPL3 2
SPL33
SPL41

INICIAL-
FINAL
0,051
0,047
0,604
0,585
0,243
0,357
0,126
0,149
0,483
0,17
0,578
0,122
0,164

0,00575

0,005583333

0,005166667  0,0055
0,013916667

0,0125

0,013166667  0,01319444
0,00875

0,008

0,008 0,00825
0,004833333

0,005083333

0,012 0,00730556
0,0045

0,00425

0,00425 0,00433333
0,030583333

0,0055

0,005416667  0,01383333
0,013

0,0115

0,013583333  0,01269444
0,011

0,010583333

0,011833333  0,01113889
0,005666667

0,005416667

0,005833333  0,00563889
0,004416667

0,004416667

0,0045 0,00444444
0,004583333

0,005583333

0,005416667  0,00519444
0,011416667

0,012083333

0,011916667  0,01180556
0,018166667

0,017416667

0,03425 0,02327778
0,016833333

0,0055

0,011833333  0,01138889
0,004916667

0,004666667

0,004916667  0,00483333
0,017416667

0,007666667

0,029583333  0,01822222
0,0115

0,013083333

0,031083333  0,01855556
0,01425

0,014333333

0,014083333  0,01422222
0,005583333

0,005583333

0,005666667  0,00561111
0,0045

0,004416667

0,005166667  0,00469444
0,009416667

0,014166667

0,00875 0,01077778
0,018083333

0,01375

0,0115 0,01444444
0,010583333

0,010833333

0,009583333  0,01033333
0,005333333

0,010416667

0,00675 0,0075
0,003916667

0,004083333

0,003833333  0,00394444

0,006083333
0,00625
0,0065 0,00627778

ABS*MIN

0,00425

0,003916667
0,050333333  0,0195
0,04875

0,02025

0,000300463

0,000708742

0,000433013

0,004067429

0,000144338

0,014505985

0,001074752

0,000636469

0,000209718

4,81125E-05

0,000535758

0,000346944

0,00950962

0,005679724

0,000144338

0,010980517

0,010878219

0,000127294

4,81125E-05

0,000411074

0,002953733

0,003346156

0,000661438

0,002623346

0,000127294

0,000209718

0,02670297

0,02975 0,03291667 0,01451149

0,0105
0,012416667

0,04025 0,02105556

0,014166667
0,048166667

0,010166667  0,02416667

0,013666667

0,016650478

0,020880613

0,0015

0,00919444

0,00425

0,00330556

0,00033333

0,00983333

0,00869444

0,00713889

0,00163889

0,00044444

0,00119444

0,00780556

0,01927778

0,00738889

0,00083333

0,01422222

0,01455556

0,01022222

0,00161111

0,00069444

0,00677778

0,01044444

0,00633333

0,0035

-5,5556E-
05

0,00227778

0,0092308

0,0565812

0,026153846

0,02034188

0,002051282

0,060512821

0,053504274

0,043931624

0,01008547

0,002735043

0,007350427

0,048034188

0,118632479

0,045470085

0,005128205

0,087521368

0,08957265

0,062905983

0,00991453

0,004273504

0,041709402

0,064273504

0,038974359

0,021538462

-0,00034188

0,014017094

0,01341667 0,0825641

67

0,00155556 0,0095726

0,00466667 0,0287179

0,536363636  46,6101695

0,545454545  45,8333333

0,536363636  46,6101695

0,536363636  46,6101695

0,536363636  46,6101695

0,540909091  46,2184874

0,545454545  45,8333333

0,540909091  46,2184874

0,531818182  47,008547

0,531818182  47,008547

0,531818182  47,008547

0,604545455  41,3533835

0,554545455  45,0819672

0,55 45,4545455

0,545454545  45,8333333

0,554545455  45,0819672

0,559090909  44,7154472

0,577272727  43,3070866

0,527272727  47,4137931

0,572727273  43,6507937

0,581818182  42,96875

0,545454545  45,8333333

0,536363636  46,6101695

0,531818182  47,008547

0,545454545  45,8333333

0,554545455  45,0819672

PROTEINAS
mg/mL

0,516393443  48,4126984

0,491803279  50,8333333

0,491803279  50,8333333

0,00043025

0,0025933

0,00121904

0,00094814

9,5611E-05

0,00279681

0,00245228

0,00203045

0,0004741

0,00012857

0,00034553

0,00198638

0,00534819

0,00206682

0,00023504

0,00394564

0,00400528

0,00272427

0,00047009

0,00018654

0,0017922

0,00294587

0,0018166

0,00101249

-1,567E-05

0,00063192

0,04302477
0,25933048
0,12190352
0,09481385
0,00956106
0,2796811

0,24522792
0,20304532
0,04741033
0,01285704
0,03455329
0,19863762
0,53481855
0,20668221
0,02350427
0,39456354
0,40052811
0,27242749
0,04700855
0,01865419
0,17922009
0,29458689
0,18166015

0,10124918

0,00156695

0,06319182

Ul/mg
proteina

0,00399715 0,3997151

0,00048661 0,04866097

0,00145983 0,14598291



SPL4 2
SPL43

SPL51
SPL5 2
SPL53
SPL6 1
SPL6 2
SPL63
SPL7 1
SPL7 2
SPL7 3

SPL8 1
SPL8 2
SPL8 3

SPL91
SPL9 2
SPL93

SPL101
SPL10 2
SPL103
SPL111
SPL112
SPL113
SPL121
SPL12 2
SPL123

SPL131
SPL13 2
SPL133

SPL141
SPL14 2
SPL14 3

SPL151
SPL152
SPL153
SPL161
SPL16 2
SPL16 3
SPL171
SPL17 2
SPL17 3
SPL18 1
SPL18 2
SPL18 3
SPL191
SPL19 2
SPL193

SPL20 1
SPL202
SPL20 3
SPL211
SPL212
SPL213
SPL22 1
SPL22 2
SPL22 3
SPL231
SPL23 2
SPL233
SPL24 1
SPL24 2
SPL24 3
SPL251
SPL25 2
SPL253
SPL26 1
SPL26 2
SPL26 3
SPL27 1
SPL27 2
SPL27 3
SPL28 1
SPL28 2
SPL28 3
SPL29 1
SPL29 2
SPL29 3

SPL230 1
SPL 302
SPL 303

Lombriz
N°23 a 28
BLK 1
BLK 2

0,096
0,084

0,146

0,303
0,59
0,08
0,167
0,074

0,065
0,061

0,06
0,413
0,183

0,156
0,065
0,619
0,33

0,467
1,104
0,182
0,204
0,187

0,259
0,108
0,135

0,078
0,209
0,164

0,167
0,088
0,536
0,887
0,184
0,594
0,452
0,183
0,511
0,108
0,629
0,378
0,21

0,093
0,345

0,873
0,695
0,57

0,513
0,255
0,318
0,341
0,269
0,697
0,99

0,449
0,266
0,06

0,759
0,084
0,048
0,183
0,517
0,141
0,879
0,121
0,135
1,073
0,763
0,447
0,245
0,811
0,06

0,072
0,106

0,073
0,075
0,078

INICIAL-
FINAL
0,209
0,046

0,008
0,007

0,012166667
0,0455
0,020083333
0,017
0,02525
0,049166667
0,006666667
0,013916667
0,006166667

0,005416667
0,033333333
0,005083333

0,005
0,034416667
0,01525

0,013
0,005416667
0,051583333
0,0275
0,038916667
0,092
0,015166667
0,017
0,015583333

0,021583333
0,009
0,01125

0,0065
0,017416667
0,013666667

0,013916667
0,007333333
0,044666667
0,073916667
0,015333333
0,0495
0,037666667
0,01525
0,042583333
0,009
0,052416667
0,0315
0,0175
0,00775
0,02875

0,07275
0,057916667
0,0475
0,04275
0,02125
0,0265
0,028416667
0,022416667
0,058083333
0,0825
0,037416667
0,022166667
0,005
0,06325
0,007

0,004
0,01525
0,043083333
0,01175
0,07325
0,010083333
0,01125
0,089416667
0,063583333
0,03725
0,020416667
0,067583333
0,005

0,006
0,008833333

0,006083333

0,00625
0,0065

ABS*MIN

0,017416667
0,003833333

0,00955556

0,02591667

0,03047222

0,00891667

0,01461111

0,01822222

0,02333333

0,05280556

0,01591667

0,01394444

0,01252778

0,02197222

0,04625

0,03183333

0,03097222

0,018

0,05938889

0,03016667

0,03630556

0,04736111

0,02508333

0,02077778

0,03169444

0,05475

0,04175

0,00661111

0,00627778

0,003595264

0,01741547

0,016707104

0,004337338

0,016214777

0,014931867

0,024757294

0,034420029

0,000961047

0,006710447

0,005546729

0,019927705

0,02942658

0,014570471

0,021713145

0,010508925

0,012689216

0,011209185

0,019097217

0,03137191

0,033068427

0,020119493

0,035997814

0,039824964

0,023903161

0,001988392

0,000209718

0,00994444
0,00641667

0,01097222

0,01058333

0,00488889

0,00127778
0,00383333

0,03330556
0,00358333

0,00555556

0,00697222
0,00247222
0,02675

0,01233333
0,01147222

-0,0015

0,03988889
0,01066667
0,01680556
0,02786111
0,00558333
0,00127778
0,01219444
0,03525

0,02225

0,01288889

0,01322222

68

-0,0611966

0,0394872

0,0675214

0,065128205

-0,03008547

0,007863248
0,023589744

0,204957265
0,022051282

0,034188034

0,042905983
0,015213675
0,164615385
0,075897436

0,070598291

6,009230769
0,245470085
0,065641026
0,103418803
0,171452991
0,034358974
0,007863248
0,075042735
0,216923077

0,136923077

0,079316239

0,081367521

0,508196721

0,5

0,516393443

0,495901639

0,491803279

0,491803279

0,512295082

0,524590164

0,504098361

0,5

0,508196721

0,504098361

0,487704918

0,495901639

0,5

0,504098361

0,512295082

0,520491803

0,5

0,487704918

0,524590164

0,467213115

0,512295082

0,516393443

0,516393443

0,5

0,5

PROTEINAS
mg/mL

49,1935484

50

48,4126984

50,4132231

50,8333333

50,8333333

48,8

47,65625

49,5934959

50

49,1935484

49,5934959

51,2605042

50,4132231

50

49,5934959

48,8

48,0314961

50

51,2605042

47,65625

53,5087719

48,8

48,4126984

48,4126984

50

50

0,00301048
0,00197436

0,00326889

0,00328332

0,00152934

0,00039972
0,00115118
0,00976749

-0,0010936
-0,0017094
-0,0021107

0,0007545
0,00843827
0,00382623

0,00352991

6,00045779
0,01197894
0,00315284
0,00517094
0,00878877
0,00163742
0,00042075
0,00366209
0,01050183

0,00662882

0,00396581

0,00406838

-0,3010477

0,1974359

0,32688916

0,32833227

0,15293447

0,03997151
0,11511795

0,97674947
0,10936002

0,17094017

0,21106975
0,07544993
0,84382676
0,38262344

0,35299145

6,04577861
1,19789402
0,31528367
0,51709402
0,87887668
0,16374199
0,04207527
0,36620855
1,05018315
0,66288156

-0,3965812

0,40683761

Ul/mg
proteina



BLK 3
SPL11
SPL12
SPL13
SPL21
SPL2 2
SPL23
SPL31
SPL3 2
SPL33

SPL4 1
SPL4 2
SPL4 3
SPL51
SPL5 2
SPL53
SPL6 1
SPL6 2
SPL63
SPL7 1
SPL7 2
SPL7 3
SPL8 1
SPL8 2
SPL8 3

SPL91
SPL9 2
SPL93

SPL101
SPL10 2
SPL103
SPL111
SPL112
SPL113
SPL121
SPL12 2
SPL123
SPL131
SPL13 2
SPL133
SPL141
SPL14 2
SPL143
SPL151
SPL152
SPL153
SPL161
SPL16 2
SPL16 3

SPL171
SPL17 2
SPL17 3
SPL181
SPL18 2
SPL183

SPL191
SPL19 2
SPL193
SPL20 1
SPL202
SPL20 3
SPL211
SPL212
SPL213
SPL22 1
SPL22 2
SPL22 3
SPL231
SPL23 2
SPL233

SPL24 1
SPL24 2
SPL24 3

SPL251
SPL25 2
SPL253
SPL26 1
SPL26 2
SPL26 3
SPL27 1
SPL27 2
SPL27 3
SPL28 1
SPL28 2
SPL28 3
SPL29 1
SPL29 2
SPL29 3

SPL230 1
SPL 302

0,111

0,511
0,06

0,074
0,062

0,354
0,051
0,318
0,092
0,115
0,104
0,145
0,172
0,15

0,212
0,089
0,09

0,052
0,052
0,052

0,059
0,068
0,06

0,145
0,121
0,097
0,326
0,229
0,224
0,183
0,146
0,185
0,123
0,545
0,062
0,05

0,059
0,048

0,371
0,098

0,003916667
0,0175
0,018416667
0,01675
0,00575
0,006166667
0,027666667
0,00675
0,012666667
0,004916667

0,054666667
0,023166667
0,011416667
0,047583333
0,0095
0,008166667
0,01975
0,018333333
0,019666667
0,012333333
0,047
0,012083333
0,0055
0,005583333
0,005583333

0,004916667
0,005166667
0,005166667

0,007
0,010666667
0,008
0,042583333
0,02625
0,014083333
0,0145
0,052416667
0,046583333
0,034
0,008916667
0,02725
0,0255
0,00425
0,00425
0,078416667
0,00975
0,01125
0,006583333
0,006416667
0,006666667

0,00925
0,008916667
0,042583333
0,005
0,006166667
0,005166667

0,0295
0,00425
0,0265
0,007666667
0,009583333
0,008666667
0,012083333
0,014333333
0,0125
0,017666667
0,007416667
0,0075
0,004333333
0,004333333
0,004333333

0,004916667
0,005666667
0,005

0,012083333
0,010083333
0,008083333
0,027166667
0,019083333
0,018666667
0,01525
0,012166667
0,015416667
0,01025
0,045416667
0,005166667
0,004166667
0,004916667
0,004

0,030916667
0,008166667

0,00838889

0,01755556

0,01319444

0,00811111

0,02975

0,02175

0,01925

0,02380556

0,00555556

0,00508333

0,00855556

0,02763889

0,03783333

0,02338889

0,01133333

0,03313889

0,00655556

0,02025

0,00544444

0,02008333

0,00863889

0,01297222

0,01086111

0,00433333

0,00519444

0,01008333

0,02163889

0,01427778

0,02027778

0,00436111

0,007818396

0,000834721

0,012535043

0,00405032

0,02236394

0,022382254

0,000794949

0,020087367

4,81125E-05

0,000144338

0,001895414

0,014300673

0,020416667

0,012979774

0,012268693

0,039218878

0,000127294

0,019341952

0,00063099

0,013793869

0,000958635

0,001197026

0,005893931

0,000411074

0,002

0,004791727

0,001830174

0,021918779

0,000488289

0,00916667

0,00480556

0,00027778
0,02136111
0,01336111
0,01086111

0,01541667
0,00283333

6,00330556
0,00016667
0,01925
0,02944444
0,015
0,00294444

0,02475

0,00183333

0,01186111

E),00294444
0,01169444
0,00025

0,00458333

0,00247222
0,00405556

6,00319444
0,00169444
0,01325

0,00588889

0,01188889

0,00402778

69

0,0564103
0,0295726

-0,0017094

0,1314530
0,0822222
0,0668376

0,094871795

0,017435897

-0,02034188

0,001025641
0,118461538
0,181196581
0,092307692
0,018119658

0,152307692

0,011282051

0,072991453

6,018119658
0,071965812
0,001538462
0,028205128

0,015213675

0,024957265

-0,01965812

0,01042735
0,081538462
0,036239316

0,073162393

0,024786325

0,459016393

0,545081967

0,483606557

0,471311475

0,487704918

0,491803279

0,483606557

0,479508197

0,483606557

0,479508197

0,483606557

0,487704918

0,487704918

0,475409836

0,479508197

0,483606557

0,549180328

0,487704918

0,540983607

0,483606557

0,508196721

0,487704918

0,491803279

0,479508197

0,520491803

0,487704918

0,487704918

0,479508197

0,483606557

54,4642857

45,8646617

51,6949153

53,0434783

51,2605042

50,8333333

51,6949153

52,1367521

51,6949153

52,1367521

51,6949153

51,2605042

51,2605042

52,5862069

52,1367521

51,6949153

45,5223881

51,2605042

46,2121212

51,6949153

49,1935484

51,2605042

50,8333333

52,1367521

48,0314961

51,2605042

51,2605042

52,1367521

51,6949153

0,00307234
0,00135634

-8,8367E-
05

0,00697272
0,00421475
0,00339758

0,00490439

0,00090905

0,00105157
5,3474E-05
0,00612386
0,00928823
0,00473174
0,00095284

0,00794083

0,00058322

0,00332275

6,00092882
0,00332569
7,9531E-05
0,00138751

0,00077986
0,00126866

6,00102491
0,00050084
0,0041797

0,00185765

0,00381445

0,00128133

0,30723443

0,13563396

0,00883674
0,69727239
0,42147526
0,33975783

0,49043894

0,09090511

0,10515718
0,00534736
0,61238592
0,92882281
0,47317388
0,09528441

0,79408284

0,05832247

0,33227452

6,09288228
0,33256928
0,00795306
0,13875103
0,07798607

-0,1268661

6,10249105
0,05008412
0,41797027
0,18576456
0,38144496

-0,1281327



SPL 303

Lombriz
N°29 a 32
BLK 1
BLK 2
BLK 3
SPL11
SPL12
SPL13
SPL21
SPL2 2
SPL23
SPL31
SPL3 2
SPL33
SPL41
SPL4 2
SPL43
SPL51
SPL5 2
SPL53
SPL6 1
SPL6 2
SPL6 3
SPL71
SPL7 2
SPL73
SPL8 1
SPL8 2
SPL83
SPL9 1
SPL9 2
SPL93
SPL101
SPL10 2
SPL103
SPL111
SPL112
SPL113
SPL121
SPL122
SPL123
SPL131
SPL132
SPL133
SPL141
SPL14 2
SPL143
SPL151
SPL152
SPL153
SPL161
SPL16 2
SPL16 3
SPL171
SPL17 2
SPL173
SPL181
SPL182
SPL183
SPL191
SPL19 2
SPL193
SPL201
SPL20 2
SPL203

Lombrices
N°33 a 36
BLK 1
BLK 2
BLK 3
SPL11
SPL12
SPL13
SPL21
SPL22
SPL23
SPL31
SPL3 2
SPL33
SPL41
SPL4 2
SPL43
SPL51
SPL5 2
SPL53
SPL6 1
SPL6 2
SPL6 3
SPL71
SPL7 2

0,094

INICIAL-
FINAL
0,047
0,053
0,053
0,167
0,401
0,235
0,457
0,525
0,486
0,14
0,163
0,148
0,089
0,099
0,242
0,686
0,171
0,459
0,171
0,173
0,152
0,568
0,19
0,148
0,204
0,086
0,276
0,175
0,082
0,119
0,175
0,198
0,197
0,225
0,192
0,144
0,187
0,212
0,126
0,054
0,343
0,056
0,092
0,054
0,057
0,083
0,078
0,101
0,121
0,072
0,23
0,298
0,14
0,162
0,1
0,075
0,107
0,353
0,182
0,071
0,157
0,219
0,157

INICIAL-
FINAL
0,049
0,051
0,048
0,195
0,188
0,125
0,152
0,204
0,14
0,276
0,086
0,088
0,137
0,101
0,093
0,131
0,197
0,104
0,315
0,251
0,16
0,38
0,432

0,007833333

ABS*MIN

0,003916667
0,004416667
0,004416667
0,013916667
0,033416667
0,019583333
0,038083333
0,04375
0,0405
0,011666667
0,013583333
0,012333333
0,007416667
0,00825
0,020166667
0,057166667
0,01425
0,03825
0,01425
0,014416667
0,012666667
0,047333333
0,015833333
0,012333333
0,017
0,007166667
0,023
0,014583333
0,006833333
0,009916667
0,014583333
0,0165
0,016416667
0,01875
0,016

0,012
0,015583333
0,017666667
0,0105
0,0045
0,028583333
0,004666667
0,007666667
0,0045
0,00475
0,006916667
0,0065
0,008416667
0,010083333
0,006
0,019166667
0,024833333
0,011666667
0,0135
0,008333333
0,00625
0,008916667
0,029416667
0,015166667
0,005916667
0,013083333
0,01825
0,013083333

ABS*MIN

0,004083333
0,00425
0,004
0,01625
0,015666667
0,010416667
0,012666667
0,017
0,011666667
0,023
0,007166667
0,007333333
0,011416667
0,008416667
0,00775
0,010916667
0,016416667
0,008666667
0,02625
0,020916667
0,013333333
0,031666667
0,036

0,01563889

0,00425

0,02230556

0,04077778

0,01252778

0,01194444

0,03655556

0,01377778

0,02516667

0,01572222

0,01044444

0,01583333

0,01558333

0,01458333

0,01258333

0,00563889

0,00727778

0,01175

0,01666667

0,00783333

0,01683333

0,01480556

0,00411111

0,01411111

0,01377778

0,0125

0,00919444

0,012

0,02016667

0,013231993

0,000288675

0,010030971

0,002843527

0,000973016

0,007132834

0,02150845

0,000965852

0,019276497

0,007993632

0,003901863

0,001083333

0,003394235

0,003686499

0,013856657

0,00176055

0,001008069

0,006739704

0,007131698

0,001401884

0,011838321

0,002982976

0,000127294

0,003212749

0,002834967

0,009093649

0,001953155

0,003986958

0,006490912

0,00725

0,01805556

0,03652778

0,00827778

0,00769444

0,03230556

0,00952778

0,02091667

0,01147222

0,00619444

0,01158333

0,01133333

0,01033333

0,00833333

0,00138889

0,00302778

0,0075

0,01241667

0,00358333

0,01258333

0,01055556

0,01

0,00966667

0,00838889

0,00508333

0,00788889

0,01605556

70

0,044615385

0,1111111

0,2247863

0,0509402

0,0473504

0,1988034

0,0586325

0,128717949

0,070598291

0,038119658

0,071282051

0,06974359

0,063589744

0,051282051

0,008547009

0,018632479

0,046153846

0,076410256

0,022051282

0,077435897

0,064957265

0,0615385

0,0594872

0,0516239

0,0312821

0,0485470

0,0988034

0,483606557

PROTEINAS
mg/mL

0,5

0,472222222

0,464285714

0,444444444

0,472222222

0,503968254

0,476190476

0,476190476

0,492063492

0,496031746

0,496031746

0,448412698

0,503968254

0,476190476

0,484126984

0,51984127

0,48015873

0,5

0,484126984

0,468253968

PROTEINAS
mg/mL

0,458955224

0,447761194

0,436567164

0,440298507

0,440298507

0,440298507

51,6949153

50

52,9411765

53,8461538

56,25

52,9411765

49,6062992

52,5

52,5

50,8064516

50,4

50,4

55,7522124

49,6062992

52,5

51,6393443

48,0916031

52,0661157

50

51,6393443

53,3898305

54,4715447

55,8333333

57,2649573

56,779661

56,779661

56,779661

0,00230639

0,00555556

0,01190045

0,00274293

0,00266346

0,01052489

0,00290854

0,00675769

0,00370641

0,00193672

0,00359262

0,00351508

0,00354527

0,00254391

0,00044872

0,00096217

0,00221961

0,00397839

0,00110256

0,00399874

0,00346806

0,0033521

0,00332137

0,00295624

0,00177618

0,00275648

0,00561002

0,23063885

Ul/mg
proteina

0,55555556

1,19004525

0,27429323

0,26634615

1,05248869

0,29085403

0,67576923

0,37064103

0,19367246

0,35926154

0,35150769

0,35452689

0,25439128

0,04487179

0,0962169

0,22196124

0,39783853

0,11025641

0,3998739

0,34680574

Ul/mg
proteina

0,33520951

0,33213675

0,29562422

0,17761843

0,27564827

0,56100246



SPL73

SPL8 1

SPL8 2

SPL8 3

SPL91

SPL9 2

SPL9 3

SPL101
SPL10 2
SPL103
SPL111
SPL112
SPL113
SPL121
SPL12 2
SPL123
SPL131
SPL13 2
SPL133
SPL14 1
SPL14 2
SPL14 3
SPL151
SPL15 2
SPL153
SPL161
SPL16 2
SPL16 3
SPL171
SPL17 2
SPL173
SPL18 1
SPL18 2
SPL18 3
SPL191
SPL19 2
SPL193
SPL20 1
SPL20 2
SPL20 3

0,035333333
0,007083333
0,006916667
0,008333333
0,005833333
0,005583333
0,005666667
0,035666667
0,017666667
0,02275
0,009166667
0,033666667
0,009583333
0,01975
0,0215
0,04725
0,041083333
0,024666667
0,014083333
0,011083333
0,005916667
0,07325
0,01075
0,010916667
0,024166667
0,034583333
0,0305
0,013333333
0,052416667
0,046666667
0,057833333
0,026916667
0,006416667
0,00675
0,013083333
0,053333333
0,005583333
0,0095
0,0075

0,008

0,03433333

0,00744444

0,00569444

0,02536111

0,01747222

0,0295

0,02661111

0,03008333

0,01527778

0,02613889

0,05230556

0,01336111

0,024

0,00833333

0,002333333

0,000774298

0,000127294

0,009279732

0,014026348

0,015396834

0,013604619

0,037472583

0,007698455

0,011276307

0,005584162

0,011740639

0,025678704

0,001040833

0,03022222

0,00333333

0,00158333

0,02125

0,01336111

0,02538889

0,0225

0,02597222

0,01116667

0,02202778

0,04819444

0,00925

0,01988889

0,00422222

71

0,185982906

0,020512821

0,00974359

0,130769231

0,082222222

0,156239316

0,138461538

0,15982906

0,068717949

0,135555556

0,296581197

0,056923077

0,122393162

0,025982906

0,444029851

0,447761194

0,451492537

0,440298507

0,440298507

0,440298507

0,436567164

0,440298507

0,447761194

0,492537313

0,470149254

0,444029851

0,440298507

0,440298507

56,302521

55,8333333

55,3719008

56,779661

56,779661

56,779661

57,2649573

56,779661

55,8333333

50,7575758

53,1746032

56,302521

56,779661

56,779661

0,01047131

0,0011453

0,00053952

0,00742503

0,00466855

0,00887122

0,00792899

0,00907504

0,00383675

0,00688047

0,01577059

0,00320491

0,00694944

0,0014753

1,04713065

0,11452991

0,05395211

0,74250326

0,46685499

0,88712154

0,79289941

0,90750398

0,38367521

0,68804714

1,57705874

0,32049127

0,69494423

0,14753006



