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RESUMEN

Se evaluaron los efectos de las nanoparticulas de 6xido de zinc (NP-ZnO) en la
lombriz roja_californiana (Eisenia foetida) como organismo de prueba, a través de
un bioensayo‘de toxicidad aguda utilizando el método de contacto directo en un
suelo tipo arenosol, La caracterizacion de las propiedades estructurales y el tamafio
de las NP-ZnO, se llevé a cabo con la difraccion de rayos X (DRX) y la morfologia
se determiné con la.microscopia electrénica de barrido de emisiébn de campo
(FESEM), estas demostraron una estructura cristalina del tipo wurtzita hexagonal
con tamarfios de cristalito alrededor de 43 nm, area superficial entre los 10-25 m? g
L'y barras hexagonales con longitudes de 37 nm — 190 nm y diametros 23 - 94 nm
altamente aglomeradas, respectivamente. Para el bioensayo de toxicidad aguda
con las NP-ZnO, se evaluaron seis_concentraciones 0, 250, 500, 1,000, 1,500 y
2,000 mg kgt (CO, C1, C2, C3, C4 y«€5) correspondientes a la LC50 para analisis
de supervivencia, donde ademas se analizaron los parametros de peso, expulsion
de liquido celémico, movimiento,fespuesta al estimulo y pigmentacion. En las
concentraciones por debajo de los 1,000 mg kg (LC50) no se observaron efectos
en las lombrices, mientras que arriba“de, 1,000.mg kg* se observé mortalidad e
incremento de peso, respectivamente. Las’propiedades fisico-quimicas del suelo se
analizaron antes y después de contaminarlo con*fas-NP-ZnO a través de la
determinacién del pH, conductividad eléctrica, materia_organica, capacidad de
intercambio catidnico, densidad real y densidad aparente;‘dohde solo el pH mostré
cambios de acido a neutro con respecto al testigo. Por |0 tanto, este estudio
demostré que el Zn derivado de las NP-ZnO es eficientemente ‘regulado por las
lombrices en concentraciones por debajo de la LC50 en un tiempo_de\exposicion
corto de 48 horas, mientras que a concentraciones superiores de 1,000.mg kg* se

vieron efectos, que fue influenciado por las nanoparticulas de 6xido de zine.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad, la nanociencia y la nanotecnologia son un @mbito innovador para
la agricultura,la medicina, la industria alimentaria, entre otros sectores (Ahmend et
al., 2021). ‘Estas estudian materiales a una escala nanométrica como sus
propiedades, asi{como, la manipulacion y control de las mismas (Villamor, 2020).
Por lo tanto, los nanomateriales son aquellos con dimensiones de 1 a 100 nm

(Gonzéalez y Arroyo,2022).

En el mercado global,asi como en diferentes industrias productivas, la
nanotecnologia ha tenido un-aeelerado crecimiento en los ultimos afios (Dominguez
et al., 2017). Entre los materiales a escala nanométrica se encuentran las
nanoparticulas (NP) de o6xidos' metalicos, las cuales cuentan con propiedades
fisicas tales como las Opticas, mecanicas, eléctricas y magnéticas, y propiedades
quimicas como son su estabilidad, toxicidad, y capacidad antifingica y
antibacteriana (Singh et al., 2021). También cuentan con una elevada area
superficial y reactividad, que permite ser usada para diferentes aplicaciones en la
ciencia y tecnologia, ya que, al tener un tamafio;a nanoescala éstas tienen una
fuerza fisica y quimica que dirige el ensamblaje deélos &tomos y moléculas dando
lugar a estructuras con elevada relacidn.superficie-volumen o superficie-masa
(Caceres, 2018).

Derivado de su amplio uso, los estudios realizados por Keller et al., (2013) afirman
que, en el afio 2010, hubo una liberacion aproximada de napoparticulas al medio
ambiente de 310,000 toneladas métricas por afio (Tm afio), donde, el 16% fue
liberado en suelos, permitiendo con esto proyectar que para el afio 2020 habria un
incremento de 500,000 toneladas (Pérez et al., 2020). Por lo tanto, cuando las NP
metélicas son liberadas inadecuadamente al ambiente (por fuentes puntuales o no
puntuales, accidentales o intencionales), estas pueden sufrir alguna transformacion,
como pueden ser su disolucion, aglomeracion, sedimentacién o también un cambio
en las fracciones superficiales de modo que pueden tener impactos positivos o

negativos sobre el ambiente (Mwaanga et al., 2017).
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Las/nanoparticulas metéalicas que son liberadas se depositan, se concentran y se
dispersan en el agua, suelo y aire de diferentes formas, a través de las descargas
de residuos (aguas residuales y de relleno sanitarios) (Céceres, 2018), por
deposicion—atmosférica (Valerio et al., 2020), por liberacion intencional de
fertilizantes y-plaguicidas, o también por aquellos productos de uso humano que las
contienen polimeros, farmacos, materiales de construccion, productos
antibacteriales, productes de limpieza, textiles, alimentos, etc. (LOpez-de la Mora,
2019). Los mecanismos que regulan el transporte de las NP son la disolucién,
transformacion, agregacion; deformacion, movilizacion y transporte difusivo (Monirul
et al., 2016). En algunos estudios se han mencionado el efecto negativo que las NP
tienen en los organismos acuaticos.como algas, bacterias, protozoos, crustaceos y
peces (Gupta y Dhawan, 2022), aligual que afecta en lugares de trabajo al aire libre
0 bajo techo (Jan et al., 2022), pero ‘el suelo podria ser el receptor mas grande de
nanoparticulas a diferencia de la atmodsfera y los cuerpos de agua (Rajput et al.,
2018), por lo cual tienen riesgos-potenciales como la eliminacion de nutrientes,
dafios en la actividad enzimatica,/afectacion asbacterias (Valerio et al., 2020) y las
cadenas alimentarias del ecosistema<(Gupta'y.Bhawan, 2022). Ademas, pueden
generar efectos negativos sobre la macrofauna que“ahi habita (Valerio et al., 2020),
ya que en varios informes se menciona la toxicidad para animales, bacterias
terrestres (Hu et al., 2010), plantas, vertebrados, invertebrados y microorganismos
(Nagar et al., 2022).

Entre las NP de 6xidos metalicos mayormente empleados se~encuentran las del
diéxido de silicio (SiOz2), 6xido de zinc (ZnO), 6xido de titanio (Ti@2), 6xido de hierro
(Fe203), oxido de aluminio (Al203) y oxido de cerio (CeO2) (Mohammadpour et al.,
2019). El ZnO es una de las nanoparticulas metalicas mayormente utilizadas, siendo
el tercer 6xido metalico de mayor volumen de produccién anual Swiatek et al.,
(2017). Las nanoparticulas de ZnO (NP-ZnO) son ampliamente empleadas’en la
electronica, medicina y agricultura (Pineda, 2017), hasta su uso como protectores
solares (filtros UV) y agentes antibacteriales (Lopez-de la Mora, 2019). Estudies
realizados por Romero et al., (2016) y Swiatek et al., (2017) mencionan que las NPs

ZnO pueden entrar en el ambiente, y en especifico en el suelo, a través de aguas
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residuales, industriales o domeésticas, o por el uso de fertilizantes para diferentes
tipos dercultivos. Por lo anterior, la aplicacion de las NP-ZnO ha tenido un impacto
de contaminacion cada vez mas grave en los suelos, ya que puede generar efectos
negativos ‘sobre éste (Yu et al., 2019), es por ello que se han realizado diversos
estudios de “toxicidad para conocer si los organismos que habitan en el suelo
podrian tener algun efecto (Martinez et al., 2019), estos organismos van desde
tamafo micro (bacterias) hasta macro como las lombrices e insectos (Zerbino y
Altier, 2006).

Las lombrices de tierra brindan beneficios en el suelo tales como la formacion y
mantenimiento de la fertilidad en los diferentes ecosistemas, transportan los
nutrientes y minerales a la supeéerficie a través de sus desechos, ademas que
oxigenan el suelo. Por tal motivo; son unos de los bioindicadores mas empleados
para las pruebas de toxicidad (Martinez et al., 2019). Las lombrices tienen un
mecanismo de alimentacion qué las hace_estar expuestas a contaminantes del
suelo, incluyendo las nanoparticulas, ya que consumen suelo con residuos y
hojarasca de la superficie, donde,l0'que conSume se une con musculos fuertes, y
se mueven por el tracto digestivo (Mwaanga et al., 2017). La lombriz Eisenia foetida,
conocida también como lombriz roja californiana, es utilizada para el reciclaje de
residuos organicos a través de la vermicompost, ‘ademas de diversos estudios
ecotoxicolégicos, debido a que sus ciclos de vida son cortos; con un intervalo grande
de tolerancia a la temperatura, humedad y un manejo muy'sencillo (Martinez et al.,
2019).

Por lo anterior, este estudio tiene como propdsito evaluar los posibles efectos de las
nanoparticulas de 6xido de zinc, en diferentes concentraciones, sobre la lombriz
roja californiana (Eisenia foetida), empleando un bioensayo de contacto. directo
basado en el procedimiento establecido por la modificacion del protocola 207 de la
OECD (Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmicos).
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2. JUSTIFICACION

Los nanemateriales estan teniendo una alta produccion a nivel global, son utilizados
en la ciengia.y tecnologia en varios paises del mundo, entre estos, México. Entre
los nanomateriales, se encuentran las nanoparticulas de 6xidos metélicos, siendo
las de mayor usof(las de oxido de titanio (TiO2), 6xido de aluminio (Al203) y 0xido de
zinc (Zn0O), las cuales son ampliamente empleadas para la creacion y disefio de
diferentes productos en, sectores como la medicina, la agricultura, alimentaria e
industriales. Derivado ‘de lar gran producciéon de materiales nanoparticulados, se
tienen muchas interrogantes de la interaccion con el ambiente, sus posibles efectos
en el suelo y en los organismos que habitan en éste, debido a su alta area
superficial, reactividad, capacidad de adsorcion, elevada relacién superficie-

volumen o superficie-masa, entre otfos.

Por lo tanto, el mal manejo y liberacidén inadecuada, coadyuva a su deposicion e
infiltracion en los suelos. En especifico, las agroquimicos que contienen NP-ZnO,
son los fertilizantes, plaguicidas,\herbicidas;. entre otros, el uso de ellos es
abundante en la agricultura, generando, riesgos~de contaminacion sobre el suelo.
Como consecuencia, se genera una mayor rapidez de contacto con las lombrices
de tierra, particularmente, con la lombriz tgja californiana (Eisenia foetida), la cual,
son epigeas y habitan en la superficie del suelo” Es_por ello, que algunas
investigaciones han estudiado los posibles efectos de las’ nanoparticulas sobre las
lombrices, observandose, que las NP-ZnO generan estrés oxidativo, problemas de
peso y reproduccion, principalmente a concentraciones > 1,000.mg kg, teniendo
un impacto negativo, ya que, las lombrices de tierra son importantes para el suelo,
descomponen la materia organica, oxigenan el suelo, dan fertilidad y transportan

nutrientes en éste.

Por lo anterior, éste trabajo se basa en evaluar los efectos de las nanoparticulas
zmetdlicas de 6xido de zinc a diferentes concentraciones (0, 250, 500, 1,000,1,500
y 2,000 mg kg), que fueron seleccionadas de acuerdo con LC50, sobre la lombfiz

roja californiana (Eisenia foetida) en un suelo arenosol.
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3. ANTECEDENTES

Entre los” aflos ochenta y noventa empezaron las investigaciones en materia de
nanotecnologia en todo el mundo. Sin embargo, en esos afios no se conocia como
la nanotecnalogia, sino como particulas ultrafinas y es a partir de la primera década
del siglo XXI que(se declaré el desconocimiento sobre los riesgos o efectos de la
nanotecnologia (Foladori y Invernizzi, 2012). En el 2012, se convirti6 en una
industria multimillonaria;,ya que cerca de 800 productos del mercado, introdujeron
nanoparticulas en sus formulaciones por sus especiales propiedades (Caceres,
2018). Por consiguiente, la_nanotecnologia ha tenido constantemente un gran
crecimiento tanto en su productividad como en su aplicacion, por lo que
paralelamente exponen numeresos efectos toxicos en el medio ambiente (Samrot
et al., 2018).

Actualmente, en Estados Unidos, Alemania, Japdn, Reino Unido y China estan
avanzando con investigacionés-y produccion de la nanotecnologia. Varias
instituciones como el Banco Mundial, OEEGD y la Organizacion de Estados
Americanos produjeron influencias en” paises cemo Brasil, Argentina y México,
también en paises pequefios como Uruguay, Replblica Dominicana, Costa Rica y
Cuba, al igual que paises medianos come Peru, (Colombia, Venezuela y Chile
(Foladori y Invernizzi, 2012). En México, empez6 hace unos afios a crecer la
investigacion sobre la nanotecnologia, por tanto, iniciaren las creaciones de
diferentes empresas y productos que comenzaron a usar nangparticulas, por esta
razén se empezo a tener duda de las regulaciones de estos-manomateriales. Asi
mismo, en el 2015 se desarrollaron dos proyectos de norma mexicana para los
estandares internacionales (PROY-NMX-R-80004-5-SCFI- 2015 y PROY-NMX-R-
12901-1 SCFI-2015) mismas que establecen el uso y riesgo de’ diferentes
nanomateriales respecto a su actividad biologica (Lopez-de la Moras;2019).
Tabasco, solo cuenta con algunas empresas e instituciones educativas dirigidas a
la nanotecnologia, como es la Division Académica Multidisciplinaria de Jalpa.de
Méndez, Division Académica de Ingenieria y Arquitectura (DAIA) de la Universidad

Juarez Autonoma de Tabasco (UJAT) y el Centro de Investigacion y Asistencia
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Técnica, Unidad de Tabasco (CIATEQ), como centros de investigacion, desarrollo

e innovacion tecnoldgica relacionado con la nanotecnologia, en esa region.

Los beneficios y dafios de los nanomateriales estan presentes en el ambiente a
medida quesva creciendo su produccion globalmente, por ello, se anticip6 que
aumentara a mas.de medio millén de toneladas para el 2020, en donde se asegurd
que en el 2010 se liberd al ambiente aproximadamente 310,000 toneladas métricas
cada afio, de las cuales el 16% correspondientes a 50,000 Tm afio* se liberaron al
suelo. Por lo tanto, eliineremento de las NP y su liberacion al ambiente provoca
preocupacion para los” cientificos y tecndlogos, puesto que podrian ser

contaminantes emergentes de no cuidar su liberacion (Pérez et al., 2020).

El uso de las nanoparticulas en.diferentes sectores ha crecido aceleradamente en
los dltimos 30 afios. En consecuengiaj las NP que se elaboran estan cada vez mas
presentes en el ambiente, pero se tigne‘informacion limitada del dafio que pueden
provocar, es por ello que va em’aumento-ainquietud de los efectos a la salud de los
ecosistemas, la cual puede algun.dmpacto€n los organismos invertebrados como
son las lombrices de tierra (Romero/et al., 2016). Existen treinta y seis estudios
nanotoxicologicos sobre las lombrices‘de-tierra, estes han sido reportados desde el
2008, de manera, que hay diferentes estudios sobre los efectos de diferentes
nanomateriales en especies de lombrices que son Tepresentativas para el suelo
(Kwaky y An, 2015).

Estudios realizados por Samrot et al., (2018), evaluaron la toxicidad de las
nanoparticulas de plata, a diferentes concentraciones, sobre las’loembrices de tierra
como es Eudrilus eugeniae (lombriz epigea). Las nanoparticulas que wtilizaron, se
sintetizaron a través de reduccion quimica; los estudios histolégicos. realizados
sefalaron que las nanoparticulas de plata causan fibrosis y trastorno intestinal en
las lombrices. A partir de esta investigacion, se encontré que las nanopartietlas de
plata son toxicas y tienen un impacto negativo para Eudrilus eugeniae (lombriz
epigea), ademas que las imagenes histologicas sefialaron efecto toxico en.lgs

tejidos e intestino. Por lo cual, los autores concluyeron que es de mucha relevancia
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desarrollar un sistema de eliminacion para las nanoparticulas que se liberan al
ambiente (Samrot et al., 2018).

En cambios en los estudios realizados por Bouguerra et al., (2016) evaluaron el
impacto de lasynanoparticulas de 6xido de titanio (TiOz2) y 6xido de silicio (TiSiOa)
sobre la biota‘del.suelo, empleado un suelo artificial de la OCDE como el sustrato
de prueba, enriquecido con suspension de agua a diferentes concentraciones de
NP-TiSiO4, con el finde saber el limite de riesgo para este material. Por lo tanto,
obtuvieron un 40% ‘de-evasion para las lombrices (Eisenia andrei) con la
concentracion mas alta pfobada (1,000 mg kg de suelo con NP-TiSiO4), pero no
se mostré algun efecto relevante sobre la reproduccion de las especies de
invertebrados. La NP-TiSiOs se,_mostré6 poco toxica para la biota del suelo, sin
embargo, puede ser detectado“por. algunos invertebrados del suelo luego del

contacto inmediato y dafiar el crecimiento de las plantas.

Actualmente, hay pocos estudios de los-efectos de las nanoparticulas de ZnO sobre
las lombrices de tierra. Se ha“demostrado que las lombrices de tierra se ven
afectadas en cuanto a la mortalidad, pesogy 'reproduccion por las NP-ZnO a
concentraciones > 1,000 mg kg (Pérez etal., 2020): También algunos estudios han
propuesto que la toxicidad de las NP posiblemente_pueda estar relacionadas con

los iones de Zn*? liberados luego de su disolucion (Swigtek et al., 2017).

La disponibilidad del zinc puede ser mas baja en suelos”can, pH alcalino y con un
contenido alto de carbono organico (Romero et al., 2016)..Por otra parte, las
nanoparticulas pueden entrar con facilidad por su tamafo .a-las estructuras
biolégicas y tener un impacto téxico. Sin embargo, adn no se tiené, claro si los
efectos toxicos obtenidos en los organismos son el resultado de iones metalicos
disueltos o las mismas nanoparticulas. Uno de los efectos toxicos quée,se han
comprobado en los organismos como es en las lombrices de tierra es el estrés
oxidativo. El estrés oxidativo es una condicion en la que las especies reactivas de
oxigeno (EROS) o radicales libres, generados extra o intracelularmente, ejereen
efectos tdxicos en las células del organismo. Los organismos poseen un mecanisnio

para poder prevenir dafio resultante de las EROS, que son las enzimas
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antiexidantes enddégenas y antioxidantes no enzimaticas como el superoxido
dismutasa, el glutation peroxidasa, la catalasa y el glutation, es entonces que, si
estos meeanismos no eliminan las EROS, es donde se produce el estrés oxidativo
(Mwaanga-etal., 2017).
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4. MARCO TEORICO

4.1%gimportancia de los Nanomateriales

La nanotecnologia(NT) tiene un gran impacto por sus propiedades fisicas-quimicas,
biolégicas, mecanicas y eléctricas, donde, su estudio y desarrollo se basa en la
creacion de nanomateriales (NM) mejorados (Calvillo, 2019). Estos tienen un
tamafio de 1 a 100 nm' (Unasmilmillonésima parte de un metro) (Findik, 2021), que,
de acuerdo a su tamafio, estructura y forma, tienen propiedades diferentes a los
materiales de granel (Sajid, .2022), como: el area superficial, capacidad de
intercambio de cationes y ‘adsSorcibn de iones, composicion y reactividad
(Mukhopadhyay, 2014). Entre los nanomateriales se encuentran las nanoparticulas
(NP) que cuentan con ventajas y=gran potencial, en la relacion de area
superficial/volumen, reactividad,/manipulacién molecular y dinamica fisica (Ameen
etal., 2021). Es por ello, que son@aplicadas’en los campos de la electronica, fotdnica,
biomédica (Allouche, 2013) y cosmetologia, p0r tener mas tiempo de vida y alta
estabilidad (Fytianos et al., 2020).

4.1.1 Clasificacion de las nanoparticulas (NP)

Las NP estan naturalmente en el ambiente derivado de procesos fisicos, quimicos
y biolégicos (Yang et al., 2021), como erupciones volcanicas esdncendios forestales
(Frejo et al., 2011), o de origen mineral que se encuentran como polvoidel desierto,
nieblas, etc. (Staff, 2015), También, son disefiadas por el hombre o pueden ser
antropogénicas, que son aquellas que se preparan para las actividades humanas,
estas estan compuestas de materiales disefiados y fabricados por la nanoteenelogia
(Yang et al., 2021). Este tipo de nanoparticulas se pueden clasificar de acuerdo a
su composicion: a base de carbono, metales (Diaz del Castillo, 2012), 6xidos
metalicos, ceramicos y polimeros (Sajid, 2022), al igual, son clasificadas de acuerdo

10
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a sus dimensiones como 0D, 1D, 2D y 3D, dependiendo de las formas y tamafos

gue Cada nanoparticula posea (Ahire et al., 2022).

41,2 _¢;Qué son las Nanoparticulas de 6xido de Zinc (NP-ZnO)?

El 6xido de zinc (ZnQO) es un compuesto quimico inorganico (Czyzowska y Barbasz,
2020), semiconducter de tipo n, con una energia de banda de 3.2 eV (Ahire et al.,

2022), de color blanco@.amarillento (Pineda, 2017).

La nanotecnologia ha creado.nanoparticulas de éxido de zinc con un tamafio inferior
a 100 nm (Czyzowska y Barbasz, 2020), tienen propiedades Unicas, como son, la
estabilidad quimica, fotdnica, ¢ optoelectronica, antibacteriana, antifingicos y
filtracion de rayos UV (Beegam et@l.) 2016). Todas esas propiedades se deben a
los factores de tamafio, forma, solubilidad y pH, y es por ello, que actualmente las
NP-ZnO son el tercer material’metalico mas/utilizado (Czyzowska y Barbasz, 2020)
en la cosmetologia, medicina, electrgnica, ehtre otros campos (Keerthana y Kumar,
2020). Las NP-ZnO se adicionan a fermulaciones.de productos de cuidado personal,
biosensores, fabricacion de cauchos, @aditivos parasalimentos (Collins et al., 2012),
cosmeéticos, pinturas, farmacos, en agroquimicos y‘protectores solares (Beegam et
al., 2016). Las NP-ZnO son importantes para el secteragricola, ya que, se han
obtenido buenos resultados en la germinacién y crecimiento de los cultivos, por la
cual, son introducidas en fertilizantes, plaguicidas, reguladeres, funguicidas, entre
otros (Lui et al., 2022).

El uso excesivo de las nanoparticulas de 6xido de zinc en la agricultura puede traer
efectos o riesgos, ya que se estima que se producen cada afio entre 550 a 33,400
toneladas de NP-ZnO (Rajput et al., 2018). Por la cual, el uso directo de“estas NP
en el suelo puede afectar sus propiedades (Lui et al., 2022), alteracién en la
sustancia humica, porosidad, conductividad hidraulica y en los iones, también,
puede afectar el pH del suelo; se ha reportado que entre mas acido sea, mayor

toxicidad, y entre mas alcalino, menor toxicidad (Rajput et al., 2018).
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Las#/NP-ZnO han mostrado efectos fitotoxicos en las plantas, disminuyendo la
biomasa.de las raices (Rajput et al., 2018)., como fue el caso de un estudio que se
realizo Com'rabano, lechuga y maiz, donde obtuvieron que las NP-ZnO afectaron la
germinacién”de la planta, al igual que la disminucion de biomasa y forma de las
raices (Lee ‘etqal., 2010). En otro estudio con frijol y trigo obtuvieron efectos
genotoxicos y alargamiento de las raices (Sheteiwy et al., 2021). La macrofauna del
suelo estd compuesta de todos aquellos organismos que miden un centimetro de
largo y 2 mm de didmetro, en este grupo se pueden encontrar las Oligochaeta,
lombrices de tierra; ‘Hexapoda, hormigas; Hexapoda, termitas; Hexapoda,
escarabajos (Bignell et al.£2012), Miriapodos, ciempiés; Gastropoda, caracoles y
Hexapoda, babosas. La mayoria-de ellos tienen un ciclo de vida largo, poca
dispersion y se mueven lentamente;, también tiene capacidad para cavar el suelo y
crear poros (Zerbino y Altier, 2006)/ En un estudio realizado en el 2010 se realizaron
pruebas de toxicidad aguda con_lomhrices de tierra, donde se utilizd papel filtro y
arena, también se hizo prueba cronica consuelo artificial y arena con NP-ZnO y NP-
TiO2, donde, se observd que las NP:ZnO tdvieron un efecto toxico en la prueba de
papel filtro de la prueba aguda y la del .suelo attificial de la prueba crénica. Sin
embargo, con las NP-TiO2 no se obsery6 toxicidad“alguna, en el caso de la prueba

aguda con arena, tampoco, se present6 efectos de teXicidad (Lee et al., 2010).

4.1.3 Clasificacién e importancia de la macrofauna del suelo

La macrofauna del suelo: “Es un grupo funcional que es importante para la
regulacion de procesos ecosistémicos, como la descomposicién de, la materia
organica, formacion de estructuras y reciclaje de los nutrientes” (Tapia-€tial., 2018).
Existen una amplia variedad de organismos que coadyuvan a la distribucién de la
materia organica en el suelo (Bignell et al., 2012), la disponibilidad de nutrientes, la
modificacion de la estructura del suelo, generando con ello el crecimiento de.as
plantas, la mejora en la distribucion del agua y la reduccion de los niveles de
contaminacion (Zerbino y Altier, 2006).
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La macrofauna se puede dividir en varios grupos dependiendo las actividades y

aliméntacion de cada uno de ellos, como:

e Micro depredadores: son invertebrados pequefios como protozoos y
nematodos que ayudan a la mineralizacion de la materia organica (Jiménez
et al., 2003).

e Detritivoros:yson aquellos invertebrados que se encuentran en las hojas
secas del suelory-descomponen los residuos vegetales y animales que se
encuentran en las hojas secas, donde comparten trabajo junto a los
microrganismos. En eSta clasificacion se pueden encontrar los caracoles,
cochinillas, lombrices (Zambrano, 2021), termitas y otros transformadores de
hojas secas (Bignell et al.,”201.2).

e Depredadores: son los.gque habitan.en la superficie del suelo, encargandose
del equilibrio de poblaciones_con los recursos disponibles, entre ellos estan

las arafias, escarabajos y escorpiones (Zambrano, 2021).

e Transformadores de hojarasca.~son aquellos que consumen materia
organica (Bignell et al., 2012) y asimilan‘metabolitos por la actividad
microbiana (Jiménez et al., 2003), como son los &caros grandes y lombrices

epigeas (Bignell et al., 2012).

e Ingenieros del ecosistema: son los que se encargan deé la transformacién
de la estructura fisica del suelo, se pueden encontrar las lombrices, hormigas
y termitas (Zambrano, 2021). Ellos consumen materia organicasyyminerales
(Bignell et al., 2012). Algunas de las estructuras que realizan son llamadas
estructuras biogénicas microbianas (Jiménez et al., 2003). Esto _trae
beneficios de oxigenacion, transformacion de materia organica, infiltracion-de
agua y ayudan con la estructura de otras comunidades de organismos
(Zambrano, 2021).
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4.2 Generalidades de las lombrices de tierra (Annelida:oligochaeta)

En todao.€el mundo se conocen 3,670 especies de lombrices de tierra, que varian de
tamafo desde los 5 a 90 cm de largo (Rodriguez, 2011). La lombriz de tierra es un
anélido con ‘una_simetria bilateral (Rios, 2003), tiene 143 segmentos, en su primer
segmento se encuentra la cabeza y no tiene 0jos, es hermafrodita y en el segmento
33 al 37 tiene su clitelo que significa su madurez sexual (Mendoza, 2018). Cuando
esta lista sexualmentese desarrolla el clitelo, donde, se producen los llamados
cocones (huevos); el tiemporde eclosidon va de acuerdo a cada especie de lombriz
(Rios, 2003). Las lombrices _se alimentan de la materia organica, al igual que,
mezclan material de plantas querse encuentra en el suelo; estos materiales lo pasan
a través de sus cuerpos y es mezclado con el mucus o la secreciéon que producen

en sus intestinos (Rodriguez, 2011):

Las lombrices de tierra han sido llamadas las ingenieras de los ecosistemas, ya que
modifican la distribucion de las comunidades bacterianas y fungicas. Es por ello que
todas las actividades que realizan ‘'son muy_importantes para el suelo, porque, un
suelo con lombrices es fértil y con vida.«Las"lombrices aportan materia orgéanica,
agregados, mejoran la estructura (Ortiz'y Ortiz, 2018), incrementan los nutrientes,
facilitan la oxigenacion, por la cual benefician al suelo,)volviéndolo poroso (Garcia,
2015), dandole aireacion, fertilidad, infiltracion y ayudan al crecimiento de las
plantas. Por lo tanto, se ha demostrado que el funcionamiento de los ecosistemas
terrestres depende de las lombrices por su alto beneficio para las propiedades
fisicas del suelo (Ortiz y Ortiz, 2018). Es por lo que se debensfealizar actividades

que favorezcan su supervivencia en vez de afectarlas.

Garcia, (2015) menciona que hay actividades humanas que las afectan, como el
uso de productos para la agricultura, como los plaguicidas, fungicidas, metales
pesados entre otros productos, estos pueden afectar su crecimientoyy su

reproduccion (Rios, 2003).
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4.3 Categorias ecoldgicas de las lombrices e importancia

Existen trestgrupos de lombrices de acuerdo con sus funciones y alimentaciones,

gue son epigeas, enddgeas, anécicas.

Epigeas:Estas lombrices viven en la superficie del suelo y se introducen a
cinco centimetros de profundidad (Ortiz y Ortiz, 2018). Se alimentan de
residuos de plantas y vegetales que se encuentran en la superficie (Garcia,
2015), son de._una pigmentacion roja o marron, tienen un alto nivel de
fecundidad (Ortiz-y/Ortiz, 2018) y son usadas para lombricomposta (Ortiz y
Gregorio, 2021), sin‘embargo, este tipo de lombrices tienden a ser sensibles

a los cambios ambientales(Ortiz y Ortiz, 2018).

Enddgeas: Estas lombrices'viven a una profundidad de 30 cm, se alimentan
de suelo o materia organica a la profundidad donde viven y ahi mismo
realizan bioestructuras (Ortiz’y Gregorio, 2021) que benefician a la aireacion
e infiltracion (Ortiz y Ortizy/2018)._lkas actividades que realizan estas
lombrices ayudan a modificar/las, estructtiras fisicas, quimicas y biologicas
del suelo (Ortiz y Gregorio, 2021), ya qué son de mayor tamafio, tienen

capacidad para ingerir bacterias y hongos (Ortiz)y Ortiz, 2018).

Anécicas: Estas lombrices tienen un comportamiento combinado de los dos
anteriores grupos (Ortiz y Gregorio, 2021). Salen a.la superficie para
alimentarse de materia organica, también realizan*galerias verticales
permanentes y profundas de hasta un metro (Rodriguez, 2011)} al igual que
son las especialistas en mezclar el suelo, en tener infiltracién, porosidad y

aeracion a estas profundidades (Ortiz y Ortiz, 2018).

4.4 Lombriz roja californiana (Eisenia foetida)

La lombriz roja californiana (Eisenia foetida) es un anélido de clase oligoqueta de'\la

familia Lombricidae (Rivera et al., 2018). Su cuerpo es alargado con forma rayada

15

——
| —



EFECTOS DE LAS NANOPARTICULAS METALICAS DE ZnO (NP-ZnO) SOBRE LA LOMBRIZ ROJA
CALIFORNIANA (Eisenia foetida) COMO ORGANISMO DE PRUEBA

y entre segmentos tiene un color palido o amarillo, por la cual la llaman la lombriz
rayada.o.tigre (Dominguez y Pérez, 2010). Esta dividida por 80 a 120 segmentos,
todos son”iguales en especial el primero que se le dice prostomio, donde se
encuentra‘st_cabeza y boca, y el Gltimo segmento es pigido donde se encuentra el
ano (Rivera et al,, 2018). Llegan a pesar aproximadamente un gramo y su longitud
aproximadamente es.de 8 a 10 cm con un diametro de 3 a 5 mm; ademas, son
hermafroditas y tiene upa reproduccion cruzada entre dos lombrices girando al lado

opuesto (Mendoza, 2018).

La Eisenia foetida es sexualmente adulta a los 2 meses de vida, y esto se
comprueba con el desarrollodel clitelo que se encuentra entre los segmentos 24 al
35. En el clitelo estan los 6rganos sexuales femeninos como masculinos, cada
lombriz adulta puede tener hasta”2 cocones, donde en cada cocon nacen de 2 a 9
lombrices (Rivera et al., 2018) de cotor blanco. Al pasar de 5 a 6 dias el color cambia
a color rosa (Mendoza, 2018), mieéntras que cuando alcanzan su madurez dentro de
45 a 90 dias su color es rojo (Rivera et al,; 2018). En los tiempos frios y calurosos
se tiene menos reproduccién, la mayor reproeduecion es en los dias templados y lo
mas adecuado para una buena reproduccion €s a una temperatura de 20 grados

centigrados (Fuentes, 2010).

La lombriz roja californiana se desarrolla a una temperatura 6ptima de 20 °C a 22
°C, sin embargo, no pueden sobrevivir a temperaturas menores de 10 °C y mayor
de 30 °C. Deben tener un 85% de humedad, ya que respiran’a través de su cuerpo.
También es importante que el pH del sustrato tenga las condiciones adecuadas, por
la cual, debe presentar un pH entre 5y 8 y una conductividad electrica de 2.5 a 3.0
dS m (Cruz, 2005).

Estas lombrices se alimentan de residuos organicos, consumen lo equivaléente a su
peso, el 60 % que comen es convertido en abono para el suelo y lo restante-€s para
su metabolismo (Mendoza, 2018). Este tipo de lombriz trae muchos beneficios al
suelo como fertilidad y mayor disponibilidad de nitrégeno, azufre y fésforo. También
convierte la materia organica en abonos para plantas (Rivera et al., 2018), y es muy
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utilizada para hacer vermicompost, ya que se adapta al ambiente y al pH, humedad,

temperatura entre otros (Pérez et al., 2015).

4.5 Generalidades del suelo

El suelo es la capa’superficial donde se desarrollan diferentes tipos de organismos
y plantas, se compone de minerales de diferentes tamafios, como son la arena, limo
y arcilla, también, se compone de materia organica que son los restos de animales
y plantas. Estos juegan con un papel importante, ya que, le brindan fertilidad al suelo
y nutrientes a las plantas (Péereira, 2015). Asi mismo, tiene componentes como el
agua gue ayuda a la formacion{del suelo, solubiliza a los minerales y organicos que
absorben las plantas, regula la temperatura y ayuda a la hidratacion de las semillas.
Por ultimo, regulan el aire que es importante para la respiracion de las plantas y los
organismos que ahi habitan,4a cual, esta compuesto por oxigeno, nitrégeno,
anhidrido carbonico (Van Konijnenburg, 2006). La interaccion del suelo con los
organismos coadyuva a los ciclos-globales quethacen factible la vida, ya que son
los principales en desempefiar funciones para l@s sistemas biolégicos, atmosféricos
e hidrologicos, como: regular la materia‘erganica, captar el carbono y las emisiones
de gases, y hacen disponibles los nutrientes, mejorande asi la salud del suelo (FAO,
2015).

El suelo esta dividido en diferentes tipos, en el caso de esta’investigacion se utilizd
arenosol que tiene una textura franco arenosa, este tipo de suelotiene bajos niveles
de materia organica y de retencioén de agua (Vazquez, 2014),s€é encuentran en
lugares con climas humedos, perhumedos, frios y célidos (FAO, 2008).

4.6 Propiedades fisicoquimicas del suelo

Las propiedades fisicas son las que se pueden observar y medir sin algupa

alteracion quimica (Fertilab, 2019). Estas propiedades son importantes para el
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suelo, el rendimiento de cultivos y para las mismas plantas (Vaccaro, 2019). En este

estudiose analizaran propiedades fisicas como densidad real y aparente.

Densidad aparente: es la que permite saber que compactacion tiene los
suelos;, porque entre mas densidad aparente tengan mayor compactacion
tendran” (Fertilab, 2019). Este pardmetro esté relacionado con la masa de
suelo seco_y“su volumen total (Vaccaro, 2019), la cual podemos saber cual
es su compaetacion, la porosidad, que tanto dispone de agua y oxigeno
(Carvajal, 1997):

Densidad real: esteges. un indicador de minerales que pueda tener los
diferentes suelos, ya que cuando tienen mucha materia organica mas
densidad real tendran (Fertilab, 2019). Este parametro tiene una relacion
entre la masa de particulas y_volumen, pero sin tener en cuenta el espacio

poroso (Carvajal, 1997).

Las propiedades quimicas del suelo’son importantes puesto que aportan nutrientes

para tener un suelo sano y fértil (Pereira et al., 2011). En este estudio las

propiedades quimicas que se analizaren fueron el pH, materia orgéanica,

conductividad eléctrica y capacidad de intercambio cationico.

pH: indica cuanta acidez en solucion de suelo tiene (Pereira et al., 2011),
también es la capacidad de obtener iones positivos del suelo (Fertilab, 2019).
Este parametro es importante para el desarrollo de las_plantas y fauna que
habita en el suelo, también aumenta la velocidad de” humificacién y

mineralizacién de nutrientes (Pereira et al., 2011).

Materia orgénica: es aquella que se compone de los residuos de-plantas y
animales descompuestos, o también, a partir de productos de degradacion,
cuerpos de microorganismos vivos o muertos (Pereira et al., 2011). Existen
dos tipos de materia organica, la labil, que es disponible y de propiedades

quimicas que permiten que los microorganismos la digeran rapido, y la
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materia organica recalcitrante, que se compone por acidos humicos y fulvicos
(Fertilab, 2019).

e Conductividad eléctrica: determina la capacidad que tiene el suelo de
conducir«electricidad, la cual depende mucho de la cantidad de sales que
posean de "forma ionizada o disueltas, entre mas sales mayor es la
conductividad eléctrica (Fertilab, 2019).

e Capacidad de intefcambio catidnico: a través de ella se puede ver la
cantidad de cationes-totales al igual que los nutrientes que tiene el suelo
(FAO, n.d.), también es’la-gue retiene los cationes con la carga negativa en
el suelo. Con eso se ‘puéde obtener la disponibilidad y cantidad de
nutrimentos para las plantas,‘\Las suelos arenosos tienen baja cantidad de
materia organica y arcilla, por lo cual, carecen de capacidad de intercambio
cationico (Fertilab, 2019).

4.7 Prueba de toxicidad: DoSis-respuesta

Las pruebas de toxicidad que se realizan/Son importantes para identificar y evaluar
efectos sobre algun tipo de contaminante o un material que se pueda encontrar
sobre el suelo. En el protocolo estandarizado de la OECD 207 se evalta/valora la
toxicidad aguda en un suelo usando lombrices de tierra. En"esta prueba se puede
evaluar parametros que indiquen toxicidad o no, como, es'la/pérdida de peso,
movimiento, reaccién a un estimulo, liquido celémico, mortalidad'y pigmentacion
(Martinez et al., 2019).

En el caso del suelo, se realizaron pruebas fisicas y quimicas para sabersi las NP-
ZnO tienen algun tipo de efecto en las propiedades del suelo, como el pH, densidad
real, densidad aparente, conductividad eléctrica, capacidad de intercambio

cationico, y materia organica.
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4.8 Como afecta la acumulaciéon y exposicion de las NP a los
organismos del suelo

Los productos desarrollados con nanoparticulas pueden tener como disposicion el
ambiente, lascual, los materiales se introducen por diferentes fuentes (Frejo et al.,
2011) que pueden ser puntuales o no puntuales y accidentales o no accidentales
(Caceres, 2018)--También las NP tienen rutas de liberacion (Frejo et al., 2011), que
se dividen en cuatro/etapas: produccion, transporte, uso y disposicion final, las
cuales llegan a los suelos.(Albert et al., 2020).

El desarrollo y creacion de lassnanoparticulas ha traido consigo beneficios para los
diferentes campos (Jan et @l.,»2022) como aumentar la competitividad a nivel
nacional y tener mejores ganancias (Lee et al., 2010). Pero el uso excesivo podria
traer consecuencias para el ambientey(Jan et al., 2022), teniendo acumulaciones en
un periodo a largo plazo, asi, obteniendo cambios en los procesos fisiologicos del
suelo, trayendo afectaciones alos micrabies; plantas y animales (Bosé, 2022).

Unos de los productos principales que _eontienen nanoparticulas son los
agroquimicos como los nanofertilizantes, ‘hangplaguicidas y nanofunguicidas
producidos por la NT que son utilizades para la_agticultura (Ameen et al., 2021).
Estas nanoparticulas también pueden encontrarse en’la industria electrénica, en los
neumaticos, pilas de combustibles y otros productos” que se utilizan en la vida
cotidiana (Frejo et al., 2011).

4.8.1 A las propiedades del suelo

La exposicion continua del suelo con las NP tiene efectos, tales)como, la
citotoxicidad, fitotoxicidad y estrés oxidativo, que es provocado por las propiedades
fisicas y quimicas, la porcion de tipo de metales, sus estructuras fibrosas y.la‘carga
superficial, esto depende del tipo de superficie que tenga la particula o tamafio
(Albert et al., 2020).
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En el'caso de las NP-ZnO puede afectar las propiedades del suelo (Liu et al., 2022),
comao, alteracion en la sustancia huimica, porosidad, conductividad hidraulica y en
los ionestambién, puede afectar en el pH del suelo, donde, se han reportado que
entre mas‘acido sea, la toxicidad sera mayor y entre mas alcalino sea, la toxicidad

sera menor (Rajput et al., 2018).

4.8.2 A las-lombrices de tierra

Las NPs también afectan a la,macrofauna del suelo, como son los invertebrados
gue entre ellas estan las lombrices de tierra (Nagar et al., 2022), donde les causa
toxicidad letal y subletal. Pero de,acuerdo al tipo de especie y tipo de nanoparticula
tienen efectos distintos: se ha notade, que en algunas no afectan su crecimiento ni
supervivencia, pero si en su reproduccion, ademas, en concentraciones de 5,000

mg kg de NP-Al las lombrices-€vitan el suelo (Lee et al., 2010).

4.9Técnicas de caracterizacionsde lasgnanoparticulas (NP)

La caracterizacion de las nanoparticulas permite determinar sus propiedades fisicas
y quimicas (Singh et al., 2021). Las caracterizaciones de las NP pueden ser a traves
de diferentes métodos, que dependiendo de las propiedades.del material y el medio
en donde se encuentran, es que se puede saber qué técnica'de caracterizacion usar

(Gonzaélez y Arroyo, 2022).

4.9.1 Difraccion de rayos X (DRX)

La técnica de difraccion de rayos X se utiliza en estudios y analisis experimentales
en solido (Hernandez, 2016), y es el Unico método que puede brindar informacién
cualitativa y cuantitativa sobre los compuestos cristalinos (Esquivel y Cancino,
2017). Esta técnica no es destructiva para las caracterizaciones de los diferentes

minerales. La DRX permite conocer la posicion que tienen los atomos y los espacios
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guespueden tener entre los planos atomicos. También puede determinar el tamafio,
estructura cristalina, orientacion cristalografica, deformacion residual y el coeficiente
de expansion térmica, de materiales como los minerales, polimeros, metales y
ceramicas+(Ali.et al., 2022). Se basa en incidir rayos X en el material que se da en
longitudes nanemétricas (Hernandez, 2016). Estos rayos se dispersan por los
diferentes electfones«que se encuentran en el entorno del nacleo, donde, las ondas
son dispersadas y emitidas en diferentes direcciones, por ende, la difraccion es la
interferencia de estos(rayos X dispersados (Ali et al., 2022). La DRX de un material
se obtienen a través de‘un‘difractdmetro y el tamafio del cristalito se calcula con la

ecuacion de Debye-Scherrer(Uribe et al., 2019).

ok
\fcosO

Donde d es el tamario del cristalito, k es lasconstante de Scherrer con valor de 0.89,
A es la longitud de los rayos X, B es el ancho_medio del pico maximo de difraccién

(FWHM) y 6 es el &ngulo de Bragg.

4.9.2 Microscopia electronica de barrido” (FE-SEM)

La técnica de microscopia electronica de barrido de emisién de campo (FE-SEM,
por sus siglas en inglés) se realiza con un equipo que utiliza electrones en lugar de
luz para dar imagenes tridimensionales (Singh et al., 2021) ¢6n, alta resolucién
(Hernandez, 2016). El FE-SEM se lleva a cabo por la produccion de un haz de
electrones con alta energia, donde, dicho haz esta colimado por lentes.electrénicos
y sé enfoca en la muestra. El detector emite sefiales que se visualizan”de forma
analdgica o digital (Ipohorskiy Bozzano, 2013); laimagen que se obtiene se le/llama
micrografia electrénica de barrido, ya que, este tipo de microscopio da imagenes
con un aumento de 1,000 a 10,000 X (Hernandez, 2016). A través, de esta téchica
se puede saber la morfologia (formas y tamafios) que tienen las nanoparticulas

sélidas (Esquivel y Cancino, 2017), puesto que, estas pueden ser tubulares,

22

——
| —



EFECTOS DE LAS NANOPARTICULAS METALICAS DE ZnO (NP-ZnO) SOBRE LA LOMBRIZ ROJA
CALIFORNIANA (Eisenia foetida) COMO ORGANISMO DE PRUEBA

cilindricas, planas, esféricas y conicas, al igual, que puede haber formas irregulares.
Asi mismo, se pueden observar y caracterizar superficialmente a solidos organicos

e inorgénicos (Singh et al., 2021).
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5. OBJETIVOS

General

Evaluar la respuesta-de la lombriz roja californiana (Eisenia foetida) a los efectos de

las NP-ZnO mediante.un bioensayo de toxicidad aguda.

Especificos

e Caracterizar las propiedades‘€estructurales, morfolégicas y texturales de las
NP-ZnO a través de las técnicas"DRX y FE-SEM.

e Medir la calidad del suelo”por,medio“de sus propiedades fisicas y quimicas

antes del bioensayo y posterier.a su dopaje con las NP-ZnO.
e Analizar el efecto de las NP-ZnO sabre la respuesta en las lombrices de tierra

Eisenia foetida utilizando el método modificado, de la OECD 207 para

toxicidad aguda.
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Lombriz roja californiana
(Eisenia foetida)

}

Crecimiento de 2 a 3 meses y

6. METODOLOGIA

Caracterizacion de (NP-ZnO)
Marca Sigma-Aldrich (79.1 — 81.5 %)

R

Difraccion de rayos X (DRX) |

Microscopia electrénica de barrido de

emisién de campo (FESEM)

peso 250 a 500 mg

|

Incubadas a 20 — 25 °C I

| Suelo arenosol |-—|_

'

| Posterior a su dopaje con las NP-ZnO |

Obtencion de organismo para el

l

o bioensayo
*Densidad aparente
*Densidad real
Analisis-fisico y quimicos del 'F’CH suctividad eléct
] *Conductividad eléctrica
Llp *Materia organica
*Capacidad de intercambio cationico
Se probaron 6 concentraciones (0, 250,
Diséo ex oeﬁﬂl "1 500, 1,000, 1,500 y 2,000 mg kg"' )

Bioensayo de toxicidad aguda de acuerdo a
la OECD

Parametros:
*Mortandad
*Peso

+Liquido celémico
*Movimiento
*Pigmentacion

Triplicados con 10 repeticiones cada
una (n=30)

l

Evaluacion de 48 horas I

Analisis estadisticos

cumplir los supuestos estadisticos

Se realizé un andlisis de ANDEVA en caso de

En caso contrario setcélculo la LC20 para el

Se utilizé el programa estadistico
STATGRAPHICS CENTURION TM v 19.0

incremento,de peso

Figura 1. Diagrama de flujo de la metodologia a seguir para la evaluacién del efecto de(las' NP-
ZnO en la lombriz roja californiana (Eisenia foetida).
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6.1 Caracterizacion de nanoparticulas de 6xido de zinc (NP-ZnO)

Las naneparticulas de 6xido de zinc utilizadas fueron en polvo y se adquirieron de

manera comercial por la marca Sigma-Aldrich (79.1 — 81.5% Zn).

Para las propiedades estructurales de las nanoparticulas de ZnO, tales como el
tamafio de cristalito.y estructura cristalina, se empled la técnica de la difraccién de
rayos X (DRX). La estimacion del tamafio de cristalito se realiz6 a través de la

ecuacion de Debye-Scherrer:

Q= kA
~ PcosO

El analisis de las NP-ZnO, se realizd6 en el laboratorio de nanotecnologia de la
Divisibn Académica de Ingenieria y Arquitectura (DAIA) de la Universidad Juarez
Autonoma de Tabasco (UJAT).

Las propiedades morfolégicas (tamafio de particula y morfologia) se determinaron
a través de la microscopia electronica~de barride.de emision de campo (FE-SEM,
por sus siglas en inglés), las cuales se realizé en“elaboratorio Nacional de Nano y
Biomateriales (LANNBIO) CINVESTAV —{Unidad Merida. El area superficial de las
NP-ZnO, se obtuvo a través de la hoja de especificaciones del reactivo.

6.2 Obtencidon de organismos

Los organismos que se utilizaron para el bioensayo fueron lombrices rojas
californianas (Eisenia foetida) (figura 2). Estas se obtuvieron del Laberatorio de
Remediacion de la Division Académica de Ciencias Bioldgicas. Fueron Utilizadas las
adultas cliteladas, con un periodo de crecimiento alrededor de 2 a 3 meses y un
peso de 250 a 500 mg. Estas previamente fueron colocadas en una chargla_de
plastico con estiércol de vaca y caballo, a una temperatura de 20-25 °C y humedad

de 80 %, bajo condiciones indirectas a la luz.
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Clitelo 4=

""S\
: /.‘ i
Og

Figura 2. Organismo de prueba empleado en el bioensayo: Lombriz roja californiana
(Eisenia foetida).

6.3 Analisis de calidad de suelo

Para esta investigacion se seleceiond' un suelo de tipo arenosol que se obtuvo del
banco de suelos del laboratorie-de remediacion DACBIol-UJAT, que fue colectado
en el municipio de Emiliano Zapata al sur del.estado de Tabasco, con coordenadas
17°43'37” latitud norte y 91°44’4.5” longitad oeste \con una profundidad de 0-30 cm
(Sarracino, 2015). Es un suelo que tiene una manipulacion facil a diferencia de los
gleysoles y vertisoles. Es por ello, que fu€ utilizado_para la realizacion de esta
evaluacion con el fin de obtener los efectos de las nanopacticulas de 6xido de zinc

en las propiedades fisicas y quimicas del suelo.

El suelo fue caracterizado con los analisis de pH, conductividad eléctrica, densidad
real, densidad aparente, capacidad de intercambio cationico \(CIC) y materia
organica. Asi mismo, se evaluaron nuevamente las propiedades fisicaS\y quimicas
después de su dopaje con las nanoparticulas de oxido de zinc. Dich@s,analisis se

llevaron a cabo en el laboratorio de remediacion.

6.3.1 pH

El pH se evalu6 a través de la metodologia establecida por Mufioz et al., (2013) y la
norma NOM-021SEMARNAT-2000. Para llevarlo a cabo se utilizaron 10 g de suelo

27

——
| —



EFECTOS DE LAS NANOPARTICULAS METALICAS DE ZnO (NP-ZnO) SOBRE LA LOMBRIZ ROJA
CALIFORNIANA (Eisenia foetida) COMO ORGANISMO DE PRUEBA

(previamente tamizado), fueron colocados en matraces Erlenmeyer, se afiadieron
25 mL de agua desionizada y se homogeneiz6 con ayuda de un mezclador orbital a
120 rpm__Posteriormente, se dejaron sedimentar una hora y el sobrante fue filtrado
con papeliltto Whatman 42 con diametro de 110 mm. Finalmente se tomaron las
lecturas conungpotenciometro de la marca HANNA, modelo HI98195.

6.3.2 Capacidad de intercambio cationico (CIC)

La CIC fue evaluada porsel método de Mufioz et al., (2013) y Schollenberger et al.,
(1945). Fueron utilizados 5-g.de suelo que se colocaron en un embudo con papel
filtro y en donde se realizaron-tres lavados con soluciones de cloruro de calcio
(CaClz), alcohol etilico grado reaetivo al 98 % de pureza, y cloruro de sodio (NaCl).
Se afor6é a 50 mL con la soluciéon de*NaCl. Asimismo, se le agregaron cinco gotas
de solucion de cianuro de potasio (KCN), clorhidrato de hidroxilamina (NH20HHCI),
negro de eriocromo y, 10 mL de-solucion buffer pH 10, y cada muestra se titulé con
EDTA.

6.3.3 Densidad real (DR)

A través del método establecido por Mufioz et al., (2023)cy Aguilera et al., (1972) se
llevd a cabo este andlisis. Se ejecutd pesando los matraces aforados, donde, se
emplearon 5 g de suelo. Posteriormente, fueron colocades“en los matraces y se
afadié agua. Luego se dejaron reposar para aforarlos, y se procedio al pesado de
los matraces con la mezcla y se concluy6 con el pesado de losimismos matraces,
pero aforados con agua, al tener todos los pesos se efectuaronslas calculos

mediante la férmula.

w suelo

p= [(w suelo + w agua) — (w mezcla — w matraz]
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Donde w suelo es el peso del suelo, w agua el peso del agua restandole el peso del
matrazysw mezcla es el peso del suelo mas el aguay w matraz es el peso del matraz

SecCo.

6.3:4Densidad aparente (DA)

El método de este"andlisis fue realizado acorde a Beavers et al., (1972) y Muiioz et
al., (2013), donde, se-inicié pesando las probetas con un volumen 25 mL, luego,
fueron llenadas con suelo, después, se les dieron diez golpes pequefios sobre una
franela y se aforaron nuevamente hasta 25 mL. Una vez aforadas se procedio a
pesarlas, y finalmente, se hicieron los calculos correspondientes con la férmula de
p = m/v, donde m es el peso del'suelo (peso suelo — peso probeta) en gramos, la

v es el volumen de la probeta y p es\a densidad.

6.3.5 Conductividad.€léctrica (CE)

Para realizar el analisis de conductividad ‘eléctrica se utilizd la metodologia
establecida por Porta et al., (2013) y el'método de AS-16 y AS-18 de la NOM-021-
RECNAT-2000. Se emplearon 10 g de su€lo (previamente tamizado), luego, se
colocaron en matraces Erlenmeyer, se afiadieron 50_mL de agua desionizada,
después, se mezclaron en el multiagitador a 80 rpm y se decantaron las muestras.
Fueron filtradas y se midieron con el equipo multiparamétrico marca HANNA modelo
HI198195.

6.3.6 Materia organica (MO)

El porcentaje de materia organica se determiné usando el método de La manna et
al., (2007), Jackson, (1976) y Dean, (1974). Primero se registro el peso constante
de los crisoles, se colocaron 5 g de suelo, se introdujeron en la mufla durante una
hora, posteriormente se registrdo nuevamente el peso y se obtuvieron los resultados

por diferencia de pesos.
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6.4 Bioensayo

El bioensayo se realiz6 usando organismos de prueba Eisenia foetida (Lombriz roja
californiana)..Se evaluaron los posibles efectos de las NP-ZnO, a través de la
exposicion al_eontacto directo con el suelo contaminado (OECD No. 207, 1984). Se
observaron caraCteristicas como: mortalidad, pérdida de peso, respuesta al
estimulo, movimiente; y expulsion de liquido celdmico (Dominguez et al., 2020).

El disefio experimental, se planteé completamente aleatorio, de un solo factor
(concentracion de NP-ZnO)scon seis niveles de concentracién 0, 250, 500, 1,000,
1,500 y 2,000 mg kgt (CO, C12C2, C3, C4 y C5) tres repeticiones (bloques) con 10
unidades experimentales cada.uno (figura 3).

Cco Cc1 Cc2 C3 c4 C5

0 mg kg™ 250 mg kg™ 500 mg/Kg 1,000 mg kg™ 1,500 mg kg™ 2,000 mg kg™
@ @ @ @ @D & @ @ @ @ 2@
=3 =2 foye= S o 22 @EHes
52 Wz: @I iz Wi

@®@ @@a@ e @ = & ® D B ®
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L Y )

U1= Unidad =

U2 Unicad dos

U3= Unidad tres

Figura 3. Esquema del disefio experimental donde se representa las cencentraciones
(CO, C1, C2, C3, C4y ChH) y las réplicas empleadas en el bioensayo.

Las unidades experimentales se prepararon en recipientes de vidrio, utilizando)2.2
kg del suelo arenosol; se agregaron las diferentes concentraciones de NP-ZnQ,‘y
se mezcloé por 10 minutos. Al terminar, los recipientes se cubrieron con plastico filmg

y se resguardaron hasta realizar cada uno de los andlisis.
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O 6.4.1 Etapa 1: Preparacion de las lombrices

Se se@naron 180 lombrices que estuvieran en la etapa adulta y con clitelo
desarrollaé,una vez elegidas se limpiaron y resguardaron en un recipiente de

plastico par@ Eepuracién (evacuacion) por tres horas (figura 4).

Figura 4. Defecacion de Ia%i)rices durante tres horas.

6.4.2 Etapa 2: Bioensayﬁ

El bioensayo se ejecut6 en fras e vid on un volumen de 140 mL, se usaron

5 g de suelo para cada frasco, res ivam ?(y se afladié agua hasta el 80% de
- . ‘ ™
su capacidad de campo. Pasado el ti de d@r C
(figura 5) e introdujeron en los frascos Us ié

ion, las lombrices se pesaron
ramos de suelo. Los frascos

c
se resguardaron en un espacio con temperatura co ada (figura 6).

Figura 6. Fase inicial del bioensayo p u

Figura 5. Peso inicial de las
lombrices. posterior observacion a las 48 horas. O
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6.4.3 Etapa 3: Observacion de las lombrices alas 24 y 48 horas

Las observaciones se realizaron a las 24 y 48 horas, donde se observaron
caracteristicas como: movimiento, respuesta al estimulo, color, expulsién de liquido
celomico y la martalidad (figura 7). En la segunda observacion, que se realiz6 a las
48 horas, afiadiendo la observacion del peso final a las lombrices (figura 8), los

organismos sobrevivientes se regresaron a una charola para su recuperacion.

Figura 7. Observacion de las lombrices Figura 8. Peso final de las lombrices.
posterior a las 24 horas.

6.5 Andlisis estadisticos

Se analizaron las variables fisicas, quimicas y biolégicas.ceon el software
STATGRAPHICS CENTURION TM v 19.0. Los datos de las “propiedades
fisicoquimicas del suelo, peso inicial y peso final de las lombrices presentaron
independencia, distribucion normal y homocedasticidad, por lo que se.realizaron
analisis de varianza (ANDEVA) de una sola via con un nivel de significancia del
95%, sin embargo, para el incremento de peso se calculé la LC20. Todo lo anterior
fue para identificar el efecto de las concentraciones de nanoparticulas de ZnO soebre

el organismo de prueba.
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7. RESULTADOS

7.1‘Pifraccion de rayos X

El difractograma(de las NP-ZnO que se observa en la figura 9, muestra picos
significativos en les-angulos 26: 31.7°, 34.4° y 36.2° de los planos (100), (002) y
(101) respectivamente,la afinidad e intensidad de los picos indica la cristalinidad
del material. Por lo tantoy se presenta una estructura cristalina tipo wurzita
hexagonal, que concuerda con los planos de reflexion dados por la tarjeta de
referencia JCPDS #036-1451. Para el tamafio del cristalito se tomd el ancho medio
del pico méas alto (FWHM, por.’sus siglas en inglés), siendo el plano (101), el
empleado en la ecuacion de Debye-Scherrer, donde se obtuvo un tamafio de

cristalito alrededor de los 43 nm.

400
] - NPs-ZnO
350 =
4 ) JCPDS #036-1451
300 -
o 2504 =
= ‘ S .
—«~
g 201 g
E ) —
-
5 150
E -
100 -
50 - ' l A
< ! 'v |
04— UL I yILJg__}./
b ¥ b T ¥ T ’ T e 1 A
10 20 30 40 50 60 70
Grados (26)

Figura 9. Difractograma de las nanoparticulas de 6xido de zinc.
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7.2 Microscopia electronica de barrido

La figura 10 muestra las micrografias de las nanoparticulas de 6xido de zinc, las
cuales presentan forma de barras hexagonales con tamarfio de longitud alrededor
de los 37 a'190.nm y diametro de 23 a 94 nm, altamente aglomeradas. De igual
manera, se demuestra la pureza del material, ya que no se observo presencia de

otro 6xido metélico u-otro material diferente al ZnO.

U3

L 100nm CINVESM /5/2022 — 100nm CINVESM 9/5/2022
15.0kV SEI SEM WD 6.0mm 2:4 5 X 100,000 15.0kV SEI SEM WD 6.0mm 2:42:45

Figura 10. Micrografias FE-SEM que muestran nanoparticulas ZnO en forma de barras
hexagonales.

El cuadro 1 resume cada uno de los resultados obtenidos.en la caracterizacion de
las nanoparticulas de ZnO por medio de las técnicas de DRXy FE-SEM. Asi mismo,
de la hoja de especificaciones dadas por el fabricante se presenta el valor en los
cuales se encuentra aproximadamente el area superficial de eStas nanoparticulas

(ver anexo 1).

Cuadro 1. Propiedades fisicas y quimicas de las nanoparticulas de ZnO.

Nanoparticula Tamafio de particula FWHM (101 Tamafio de Area supérficial
(nm) cristalito (nm) (m2 g™
Zn0O Longitud: 37 - 190 0.1920 43 10-25

Diametro: 23 — 94
*El valor del area superficial determinado para las nanoparticulas de ZnO, se encuentra establecido en las
especificaciones dadas por el fabricante Sigma-Aldrich (Ver Anexo 1).
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7.3 Andlisis fisicos y quimicos del suelo

Los resultados que se muestran en el cuadro 2 indican los valores del promedio y
desviacion’estandar que se obtuvieron de los andlisis fisicos y quimicos del suelo
arenosol sin.depaje (CO) y después de su dopaje con las nanoparticulas de éxido
de zinc (C1, C2, C8, C4 y Cb).

El pH de la CO fue de 4467 (fuertemente acido), a diferencia de la C1 a la C5 tienen
un rango de 5.1 a 6.5(moderadamente acido), donde, la CO posee el valor mas bajo
y la C4 el valor mas alto,.en la cual, se pudo notar un ligero cambio de pH con las
NP-ZnO en el suelo. En latconductividad eléctrica se observo que desde la CO a la
C5 se sitllan en un intervalo <¥.0 dS m, indicando una salinidad despreciable. Para
la densidad aparente, los resultades-de la CO a la C5 indican que el suelo es arenoso
por presentar valores mayores a'1:32 g cm3. La densidad real sefiala que los
valores obtenidos son representativos de un suelo arenosol en las seis
concentraciones, donde, la C1 tuverel valor'mas bajo y la C2 el mas alto. Respecto
a la materia organica, todas las concentraciones tienen un porcentaje menor de 4
(muy bajo), por la cual, la C4 presenta“ek porcentaje mas alto con 3.29 %. Para la
capacidad de intercambio cationico de la CO son bajes, ya que tiene valor de 14.59
cmol (+) kg'y de la C1 a la C5 son medigs, se englientran dentro de un intervalo

de 15 a 19 cmol (+) kg, de acuerdo a la NOM-021-RECNAT-2000.

Cuadro 2. Concentraciones de los analisis fisicos y quimicos del'suelo sin dopaje (C0) y
después del dopaje con las NP-ZnO (C1, C2, C3, C4y C5).

Capacidad de

Densidad Conductividad intercamhbio Materia
Concentracién aparente (g Densidad real eléctrica (dS cationicog(cmol orgénica
(mg kg™) pH cm) (@cm?) m™) (+) kg1 (%0)
Cco 4.67+0.60 1.34+0.001 2.57 £0.07 0.12 £ 0.003 14.59 £+ 0:30 3.04£0.25
C1l 6.12+0.80 1.34+0.002 2.21+£0.36 0.11 £ 0.007 16.92 £ 0.18 2.86 £ 0.11
Cc2 6.00 £ 0.50 1.34 £0.02 2.93+0.08 0.11 £ 0.003 15.81 £ 0.61 319 +£0.21
C3 6.39 £ 0.07 1.32+£0.01 255+0.14 0.12 £ 0.009 18.95 +2.02 2.94 +0.35
C4 6.43 £ 0.05 1.34+£0.01 2.57+0.32 0.13 £ 0.008 16.82 £ 1.53 3.29(£ 0.36
C5 6.40+0.21 1.36 £0.007 2.33+0.09 0.13 £ 0.003 19.05+1.15 2.83+0.23

Valores representan la media aritmética (+) Desviacion estandar, numero de repeticiones (n=3).
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7.4 Peso de las lombrices

El pesasinicial de las lombrices no mostré diferencias significativas entre las seis
concentraciones, con un nivel de confianza del 95%; es decir, los grupos son
homogéneos, ‘en un rango de 0.32 a 0.37 g (cuadro 3). Sin embargo, en el peso final

se pudo observar que las lombrices perdieron peso a partir de la C4 (cuadro 3).

Cuadro 3. Peso inicial yrpeso final de las lombrices por concentracion de las NP-ZnO.

Concentracion

(mg kg™) Peso inicial (g) Peso final (g)
Cco 0.35+0.05 0.43+0.06 a
C1 0.36 £ 0.06 0.40+£0.09b
Cc2 0.36 £ 0.06 0.41+0.06b
C3 0.32 £ 0.05 0.33+x0.05c
C4 0.35'% 0:06 0.34+0.07c
C5 0.37 £ 0107 0.35+0.06 c

Valores representan la media aritmética, + Desviacion ‘estandar. Las letras representan diferencias
significativas por concentraciéon n=30.

Se determiné el incremento de peso de las lombrices Ppara cada concentracion,
donde fueron normalizados a 100% para el testigo (0 mg kg-* NP-ZnO).

Los valores se graficaron contra las concentraciones de NP-ZnQ, la cual dio una
linea de tendencia lineal, con un coeficiente de correlacién de R= 0.9245, igual a

una correlacion de 90%entre la funcion y datos (Figura 11).

De acuerdo a la funcion, se calculd la concentracion de NP-ZnO correspondiendo a
un efecto negativo de 20% en este parametro, donde, la Concentracion Efectiva 20
(CE20), siendo 1,526 mg Kg™.
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°
@3 CE,; = 1,526 mg Kg’
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Figura 11. Porcentaje de increrm@de peav las lombrices, normalizado al testigo.

7.5 Mortalidad + .
P

%

Figura 12. Mortalidad de las lombrices: a) Organismo con efecto de fragmentacién a | h, b)

Organismos con efecto de fragmentacion muerto a las 48 h, ¢) Organismos con clitelo in doa
las 24 h, d) Organismos con clitelo destrozado a las 48 h. O
.
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En le"que respecta a los demas indicadores de toxicidad como es color, movimiento,
estimule~y expulsion de liquido celémico no hubo efectos representativos por parte

de las NP<ZnO a las lombrices.

En las 24 y 48 horas el movimiento de las lombrices se observo normal en todas las
concentraciones._También tuvieron buena respuesta al estimulo al momento de
punzarlas, sin embargo, solamente en la C5 se redujo un 20%. Las lombrices no
presentaron expulsion‘de liquido celémico y se mostraron de color rojo a lo largo del

experimento en todasfas-concentraciones.
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8. DISCUSION

8.1 Caracterizaciéon de las NP-ZnO

De acuerdo conlos resultados obtenidos de la caracterizacion de las NP-ZnO, estos
fueron propios deslananoparticula estudiada. Con el difractograma se pudo
determinar su estructura hexagonal tipo wurtzita y la alta cristalinidad que posee
este nanomaterial, por la.tanto, es posible mencionar que las nanoparticulas de ZnO
se encuentran nanoestructurados. Dichos resultados, concuerdan con Hernandez,
(2016), quien obtuvo los mismes picos representativos del ZnO, confirmandose con
ello las caracteristicas del cristalito.mencionadas. Por su parte, Galindo et al., (2022)
obtuvieron las mismas caracteristicas/de cristalinidad y formas antes mencionadas,
sin rastro de otro material, por lo_que\se consideran NP-ZnO puras. En algunos de
los estudios consultados no s€ menciona sida cristalinidad en las nanoparticulas de
oxido de zinc podria afectar a las) lombrices o las propiedades del suelo; sin
embargo, se sabe que la toxicidadde:las NP-ZnO en el agua se debe al metal
solubilizado y no a su estructura cristalina (Hooper-et al., 2011). En las imagenes
del FE-SEM se pudo visualizar nanoparticulas cenyuna morfologia hexagonal
mayormente aglomeradas, con un tamafo de 23 a 94nhm de diametro. Churilov et
al., (2020) hacen referencia que las NP tienen efectos de .acuerdo a su tamario,
concentraciones de aplicacion y el tipo de suelo en que se encuentren, pero
especialmente, las nanoparticulas de oOxidos con un tamafie” de hasta 20 nm
reaccionan solubilizandose, por lo cual, las lombrices de tierra estan en riesgo por
interactuar constantemente con el suelo, ya que con el tiempo las nanoparticulas de
oxido se acumulan, rompen procesos metabdlicos, disminuyendo “hormonas y
enzimas (Churilov et al., 2020). Polischuk et al., (2022) mencionan que las’NP-ZnO
menor a 20 nm tuvieron efectos en el crecimiento y desarrollo de las lombrices; en
un tiempo de exposicion de mas de ocho semanas. Por la cual las nanoparticulas
mas pequefias son las que influyen en los organismos con un tiempo de exposicién

largo.
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8.2 Caracterizacion del suelo

Los resultados de la densidad aparente y densidad real de acuerdo con la NOM-
021-RECNAT-2000 mostraron que son caracteristicos de un suelo Arenosol, debido
a que la densidad aparente debe presentar valores mayores a 1.32 g cm3; Palma
et al., (2007) mencionan en el libro de suelos de Tabasco, que estos suelos cuentan
con valores de 1:27-g cm3, lo que indica que el suelo utilizado efectivamente es
arenosol, a como meneionan estos autores. De igual manera, la densidad real
presenta un resultado propiorde estos suelos, como lo menciona Villasefior., (2016),
que el rango de estos es 2.63 a 2.67 g cm™=. También se obtuvo que ninguna de

estas dos propiedades del suele fue afectadas por las NP-ZnO.

La CIC de la concentracion COy“es considerada baja, por su parte todas las
concentraciones de C1-C5 con NR-ZnO tienen un rango medio de acuerdo a la
NOM-021-RECNAT-2000. Palma et‘al., (2007) reportan que un suelo arenosol
comunmente tiene 10.50 cmol-(+) kg*, ‘puesto que tiene porcentajes bajos de
arcillas (Ruiz, 2003). Bueno y Fernandez (2019), mencionan que la CIC esta
relacionada con la cantidad de arcilla que tengaun suelo, es por ello, que los suelos
arenosoles tienen CIC baja, tal y como(selobtuvo-en,este estudio. Para la materia
organica (MO) los datos obtenidos son clasificados/como “muy bajos” de acuerdo
con lo establecido en la NOM-021-RECNAT-2000. Por su parte, Castillo (2000) y
Bojorquez et al., (2008) mencionan que suelos ArenoSoles siempre presentan

porcentajes bajos de MO.

El pH de las muestras C1, C2, C3, C4 y C5 result6 moderadamente acido, excepto
la CO, el cual es considerado fuertemente &cido de acuerdo con, NOM-021-
RECNAT-2000. El dopaje del suelo con las nanoparticulas de 0xido de zinc aumento
significativamente el pH del suelo (ver cuadro 2). Resultados similares se
observaron en el estudio de Tourinho et al., (2013), donde las NP-ZnO aumeéntaron
el pH en los suelos acidos y neutros debido a la capacidad amortiguadora que'posee
cada suelo, y de las nanoparticulas de cambiar su carga dependiendo del tipo de
pH, ya que si se encuentran en un medio acido las nanoparticulas tienden a

disolverse; aunque no por completo, esto puede depender del tamafio de la NP, sin
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embargo, Tourinho et al., (2012), menciona que las NP-ZnO se disuelven casi igual
que €l ZnO no nanométrico, donde tiene una disolucion casi completa en el suelo,
en un periedo de 9 meses, es por ello que el tiempo que estuvo en contacto el suelo
con las nanoparticulas de oxido de zinc fue muy poco para que hubiera un alto
porcentaje de disolucion. Por lo tanto, se asume que la acidez que presentaron las
muestras de suelo'disolvio algunas NP-ZnO, al entrar en contacto con la cantidad
de agua que contehia.el suelo, subiendo como resultado el pH, obteniendo asi,
niveles bajos de efectos sobre las lombrices (Lahive et al., 2023), ya que cuando
tienden a disolverse por.completo expulsan iones metalicos que pueden llegar a ser
dafiinos (Tourinho et al., 2012). Referente a las lombrices, Cruz (2005) menciona
gue estos organismos pueden’desarrollarse en pH de entre 5 - 8, aunque un pH
optimo es de 6.5 - 7.5. Asi misme;, Somarriba y Guzman (2012) muestran en su
manual de lombricultura que el mejorpH para un buen desarrollo de una lombriz es
de 6.5 a 7.5y el pH factible seria de\6.8 a 7.5. Por lo cual, se observa que el pH
obtenido en la CO no es el apropiado para.el desarrollo de una lombriz, en cambio,
en las concentraciones de la C1 afla C5 se acerca mas al pH ideal. Permitiendo con
esto asumir que las nanoparticulas de~ZnO €oadyuvan a mejorar las condiciones
del pH en un suelo de tipo arenosol, haciendo unasmejora en la calidad del suelo y

un ecosistema apto para el desarrollo de las’lombrices:

En la conductividad eléctrica se mostraron resultados con efectos despreciables de
salinidad (poca sal) segun lo referido en la NOM-021-SEMARNAT-2000. Flores et
al., (2013) come3ntan que en sus pruebas del suelo arenosol, también, presentd un
nivel bajo de salinidad. Cruz (2005), indica en su trabajo que la lombriz podria tolerar
un rango de conductividad eléctrica de 2.5 a 3.0 dS m. Sin embargo, los datos
mayores a 10 dS m provocarian su muerte. Se observa que los valores que se
obtuvieron en esta investigacion son muy bajos y no fueron afectades)por las
nanoparticulas de oOxido de zinc, lo cual no representa un riesgo(para la

supervivencia del organismo de prueba la lombriz roja californiana (Eisenia foetida).

41

——
| —



EFECTOS DE LAS NANOPARTICULAS METALICAS DE ZnO (NP-ZnO) SOBRE LA LOMBRIZ ROJA
CALIFORNIANA (Eisenia foetida) COMO ORGANISMO DE PRUEBA

8.3 Bioensayo

Los resultados obtenidos muestran que las NP-ZnO no tienen un efecto adverso
significativo.en las concentraciones bajas (C1 y C2), sin embargo, a partir de la C3,
C4 y C5 respectivamente, se observo incremento de peso en mas de la mitad de
las lombrices, eSto es similar a lo que observaron Mwaanga et al., (2017),
manifestando que .les resultados obtenidos con incremento de peso fueron
causados por las dosis al aumentar las concentraciones. En el estudio que
realizaron Polischuk et al.,)(2022), se demuestra que el incremento de peso de las
lombrices empez06 a partir de la sexta semana hasta un 60% con una concentracion
de 10 g t1, y se debe a que conrel paso del tiempo los organismos acumulan estas
NP en su sistema dafiando su‘supervivencia. Entonces el incremento de peso se
relaciona con el tiempo de exposicion que tengan las lombrices en el suelo con
nanoparticulas de Zn, debido que estas‘empiezan a envejecer el suelo (Romero et
al., 2016). Por la cual el incremento de pesoque manifestaron las lombrices en este
estudio fue por las nanoparticulas.de-6xido.de zinc.

Para el caso de la mortalidad, en las Concentraciones CO, C1, C2, C3y C5 no se
presentd ninguna muerte, en cambio, enila C4.€syla Unica concentracion con 2
lombrices muertas; Mwaanga et al., (2017) mencionan en su estudio, que en
ninguna de sus concentraciones de experimentacion“se presenté mortalidad, aun
en la mas alta fue de 4,000 mg kg?. De igual manera, Alves et al., (2019) en su
investigacion utilizaron NP-ZnO y reportan que no se vio afectada la supervivencia
en ninguna concentracion, al igual que este estudio, por lo quedas.dos muertes que
se reportan no se consideran asociadas con las dosis de experimentacion del suelo,
siendo no representativo, pero si puede estar asociado a la homogenizacion que se
hizo con las NP-ZnO vy el suelo, aclarando que el tiempo de homogenizacién fue el
mismo para todas las concentraciones, sin embargo, las dos muertes fueron,de la
misma repeticion. Por ello, se puede decir que las nanoparticulas de ZnO se
encontraban mas concentradas en esas 2 unidades experimentales de la misma
repeticion o bloque, por la cual tuvieron reacciones a las 24 horas, para luego causar

su muerte a las 48 horas. En este estudio tampoco se presentaron porcentajes altos
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de mortalidad, debido a que la toxicidad de las nanoparticulas de oxido de zinc
tiende_atdisminuir por el incremento del pH en el suelo. La poca solubilidad de las
nanopartieulas de ZnO hace que no se encuentren muy concentradas en los poros
de agua del"Suelo teniendo bajos niveles de disponibilidad (Romero et al., 2016).
Otra razén fue gue el tiempo de exposicion de las lombrices fue corto, sin embargo,
con un tiempo ‘de’ exposicion mas prolongado las NP-ZnO podrian tener mejor
disolucidn y presentarefectos representativos, ya que se bioacumulan en el cuerpo
de los organismos, afectandoles con el paso del tiempo (Polischuk et al., 2022).
Esto dltimo, lo comprueban en su estudio Romero et al., (2016), donde la
supervivencia de las lombrices.fue afectada con un tiempo de exposicion de 28 dias
y dos concentraciones iguales‘a.as que se utilizaron en este estudio (500 y 1,000
mg kg*) de NP-ZnO.

Para los parametros de movimiento, ‘expulsion de liquido celdémico y color se
registraron comportamientos _normales de los organismos durante todo el
bioensayo, sin embargo, en la concentracién.mas alta (2000 mg kg*) las lombrices
presentaron una repuesta al estimulo moderade, por lo tanto, se puede decir que
las NP-ZnO no causaron un efegto representativo en ninguna de las
concentraciones. Valerio et al., (2020). mencionan que en su experimento las
lombrices tuvieron un buen color y movimiento normal hasta el final del experimento
(60 dias). Cabe aclarar que en las demas referencias consultadas no se encontro
reporte sobre la evaluacion de estas caracteristicas comogrespuesta a la toxicidad,
sin embargo, algunas investigaciones comentan que estos ,organismos llegan a

presentar disminucién en la reproduccion (Alves et al., 2019), (Chdrilov et al., 2020).
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9. CONCLUSIONES

En el experimento, las nanoparticulas de O6xido de zinc, no presentaron efectos
negativos /Significativos en las propiedades del suelo, comparados con el suelo
testigo. Sin embargo, hubo un cambio del pH y CIC, sin representar problemas a la
estructura y propiedades del suelo, el cual, contribuyé a no causar toxicidad para

las lombrices.

Para los organismos ‘estudiados, la prueba de toxicidad aguda reporta efectos de
un 20% en el incrementosde peso, al igual que en el pardmetro de respuesta al
estimulo se present6 efecte’en la concentracion mas alta (2,000 mg kg?), sin
embargo; el movimiento, coler. y.1a presencia de liquido celdbmico se mostraron

normales con respecto a la muestra-testigo.

Por lo tanto, se puede decir que, en.elpresente experimento de toxicidad aguda
usando la lombriz roja californiana como..organismo de prueba, con diferentes
concentraciones de NP-ZnO en_suelos .arenosos, presentaron efectos. Sin
embargo, los efectos de las nanoparticulas de 6xido de zinc pueden ser mas
representativas en exposiciones cop’ tiempo Jnas prolongado, al igual que

afectaciones en las propiedades del suelo.
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10.RECOMENDACIONES

El uso de las nanoparticulas de 6xido es cada vez alto, al igual que su disposicion
en los suelos; es por ello que para las incertidumbres que se tienen sobre el efecto
qgue las NP-ZnO, puedan causar en el suelo y en los organismos, se recomienda
volver a probar concentraciones a partir de 1,000 mg kg en un bioensayo con un

tiempo de exposicion-mas prolongado al que se probd en este estudio.

Se recomienda hacery/pruebas después del bioensayo, para conocer si las
nanoparticulas de 6xido'de zinc afectan las propiedades fisicas y quimicas del suelo
con un tiempo de exposicibnmas prolongado y si esto puede llegar afectar a los
organismos o plantas. También. se-recomienda probar en otros tipos de suelos del

tropico con propiedades diferentes:
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ANEXOS

En loS siguientes anexos se presenta la informacion correspondiente a las
nanoparticulas de ZnO adquiridas en Sigma-Aldrich, donde se detallan informacion
relacionada @, su caracterizacion fisico y quimica y a datos de seguridad para su

cuidado y manejo, respectivamente.

Anexo 1. Certificado.de analisis de las nanoparticulas de ZnO obtenido por Sigma-Aldrich.

3050 Spruce Street, Saint Louis, MO 63103, USA
Website: www.sigmaaldrich.com

Email USA: techserv@sial.com

Outside USA: eurtechserv@sial.com

. g .

By Fiaoms Certificate of Analysis

Zinc oxide - nanopowder, <100 nm particléisiz¢

Product Number: 544906

Batch Number: MKCP6471 Z no

Brand: ALDRICH

CAS Number: 1314-13-2

MDL Number: MFCDO00011300

Formula: OZn

Formula Weight: 81.39 g/mol,

Quality Release Date: 17 MAY 2021

Test Spegification Result

Appearance (Color) White White

Appearance (Form) Powder Powder

X-Ray Diffraction Conforms to Structure Conforms

Complexometric Titration 79.1 - 81.5 % 79.9 %
% Zinc

Size < 100 nm 71 nm

Average Particle Size
Size 10 - 25 16,
Specific Surface Area (m2/g)

%{//ﬁ/é
P o
Michael Grady, Manager

Quality Control
Milwaukee, WI US

Sigma-Aldrich warrants, that at the time of the quality release or subsequent retest date this product conformed to the information
contained in this publication. The current Specification sheet may be available at Sigma-Aldrich.com. For further inquiries, please contact
Technical Service. Purchaser must determine the suitability of the product for its particular use. See reverse side of invoice or packing

slip for additional terms and conditions of sale. M

Version Number: 1 Page 1 of 1

61

——
| —



EFECTOS DE LAS NANOPARTICULAS METALICAS DE ZnO (NP-ZnO) SOBRE LA LOMBRIZ ROJA
CALIFORNIANA (Eisenia foetida) COMO ORGANISMO DE PRUEBA

Anexo 2. Hoja de seguridad de las nanoparticulas de ZnO adquirido por el fabricante.

www.sigmaaldrich.com

Sigma-Aldrich.

RT LA 3 "ATOCS DE B TR A Versién 8.5
MNeVign VL URAIVY VE JLUVRRLAUVALY Fecha de revision 03/29/2022
Fecha de impresién 08/07/2023

SECCION 1! Identificacion de la sustancia o la mezcla y de la sociedad o la empresa
1.1 Identificadores del producto

Nombre dellpfoducto  : Oxido de cinc
Referencia 1 544906
Marca 1 Aldrich
No. Indice : 030-013-00-7
No. CAS : 1314-13-2
1.2 Usos pertinentes identificados de la sustancia o de la mezcla y usos
desaconsejados
Usos identificados :*Reactivos para laboratorio, Sintesis de sustancias

1.3 Datos del proveedor de\la ficha de datos de seguridad

Compaiiia 1 Sigma-Aldrich Quimica S de RL de CV
Pargde Industrial Toluca 2000
Calle 6\Norte No. 107
50200 TOLUCA

MEXICO
Teléfono 14 #52 (0)1 800 007 5300
Fax : /+52 (0)1 80077129920
1.4 Teléfono de emergencia
Teléfono de Urgencia : 800-00-214-00 (SETIQ)

800-681-9531 (CHEMTREC)
(55) 55459-15-88

SECCION 2. Identificacion de los peligros
2.1 Clasificacion de la sustancia o de lamezcla
Clasificaciéon SGA de acuerdo con 29 CFR 1910 (OSHA HCS).

Peligro a corto plazo (agudo) para el medio ambiente acuatico«(Categoria 1), H400
Peligro a largo plazo (crénico) para el medio ambiente acuaticoCategoria 1), H410

Para el texto integro de las Declaraciones-H mencionadas en estas§eccion, véase la Seccion
16.

2.2 Elementos de las etiquetas del SGA, incluidos los consejos de prudencia

Pictograma

Palabra de advertencia Atencion

Aldrich - 544
drich - 544906 Pagifa 1 de 12

The life science business of Merck KGaA, Darmstadt, Germany Millipone
operates as MilliporeSigma in the US and Canada SiGMa
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las nanoparticulas de éxido de zinc.

Palabras
claves de la
Tesis:

Nanoparticulas ZnO, lombrices, Eisenia foetida, toxicidad aguda, suelo.

Referencias
citadas:

120

63

——
| —



https://orcid.org/009-004-3845-0143

EFECTOS DE LAS NANOPARTICULAS METALICAS DE ZnO (NP-ZnO) SOBRE LA LOMBRIZ ROJA
CALIFORNIANA (Eisenia foetida) COMO ORGANISMO DE PRUEBA






