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Las lombrices de tierra representan la mayor biomasa animal edáfica en la mayoría de ecosistemas templados terrestres 
(Edwards y Bohlen, 1996), y allí donde son abundantes pueden procesar a través de sus cuerpos hasta 250 toneladas del 
suelo por hectárea y año (Lavelle et al., 1997). Este inmenso trabajo influye de forma muy significativa en las propiedades 
físicas, químicas y biológicas del suelo, y otorga a estos organismos un papel crucial en la modificación de la estructura del 
suelo, en la aceleración de la descomposición de la materia orgánica y del reciclado de nutrientes a través de sus 
interacciones con la microbiota descomponedora (Domínguez et al., 2010); sin embargo, la investigación de estas 
interacciones es escasa. Además, su conocimiento es clave para entender los mecanismos biológicos que rigen el 
vermicompostaje, un proceso aerobio de degradación y tratamiento de residuos orgánicos basado en la acción conjunta y 
sinérgica de algunas especies de lombrices de tierra y los microorganismos (Domínguez, 2004).  

Para poder estudiar dichas interacciones es necesario el uso de técnicas que nos permitan caracterizar la estructura y 
función de las comunidades microbianas. Entre estas técnicas, el análisis de los ácidos grasos es una buena medida para 
determinar la estructura de las comunidades microbianas (Zelles, 1999). Sin embargo, la metodología puesta a punto para 
suelos se ha aplicado directamente para el análisis de los ácidos grasos de muestras con un alto contenido en materia 
orgánica. Por eso se planteó como primer objetivo de esta tesis doctoral la optimización del análisis de los ácidos grasos en 
muestras sólidas orgánicas. En los capítulos restantes se estudiaron las relaciones que las lombrices de tierra establecen 
con los microorganismos durante el proceso de descomposición de la materia orgánica a través de los siguientes objetivos 
específicos: 1) Estudiar el efecto del paso de la materia orgánica en descomposición a través del intestino de las lombrices de 
tierra en la estructura y función de las comunidades microbianas; 2) Determinar cómo afecta el tipo de sustrato orgánico y la 
especie de lombriz de tierra en la estructura y función de las comunidades microbianas; 3) Estudiar los cambios en la 
estructura y función de las comunidades microbianas que se producen durante el proceso de vermicompostaje. 

Optimización del análisis de los ácidos grasos en muestras ambientales sólidas: elección del 
método de extracción y de derivatización 

Existen dos metodologías basadas en el uso de los ácidos grasos como biomarcadores para la caracterización de las 
comunidades microbianas de muestras ambientales sólidas; éstas son el análisis de los ácidos grasos totales y el análisis 
de los ácidos grasos de los fosfolípidos (PLFAs, phospholipid fatty acids). Una ventaja importante de esta última técnica en 
comparación con los ácidos grasos totales es que debido a que los PLFAs se sintetizan rápidamente durante el crecimiento 
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microbiano, y se degradan rápidamente tras la muerte celular, son indicadores de la comunidad microbiana activa (Zelles, 
1999).  

Mucho antes de que estas técnicas se aplicasen en estudios de ecología microbiana, el análisis de los ácidos grasos se 
utilizó para la determinación del contenido lipídico de tejidos animales (Folch et al., 1957; Bligh y Dyer, 1959). Para el análisis 
de los ácidos grasos de muestras ambientales sólidas se suelen utilizar variantes del método Bligh y Dyer en cuyas mezclas 
extractantes se incluye un tampón en vez de agua (White et al., 1979; Frostegård et al., 1991). Otro método de extracción 
diferente, basado en el uso de la energía de las microondas, también se ha utilizado en la determinación del contenido lipídico 
de tejidos biológicos (Batista et al., 2001) y, recientemente, en la extracción de ácidos grasos de muestras ambientales 
sólidas (Lores et al., 2006). 

Debido a la polaridad y baja estabilidad térmica de los ácidos grasos, éstos se transforman en sus respectivos ésteres 
metílicos (FAMEs, fatty acid methyl esters) para ser analizados por cromatografía de gases. La metanolisis alcalina, proceso 
de transesterificación catalizado principalmente por los hidróxidos de sodio o potasio (White y Ringelberg, 1998) es el 
mecanismo de derivatización más utilizado en el análisis de los ácidos grasos de muestras ambientales sólidas. Algunas 
bases orgánicas fuertes como el hidróxido de trimetilsulfonio (TMSH, trimethylsulfonium hydroxide) también se han utilizado 
como agentes derivatizantes en el análisis de este tipo de muestras (Lores et al., 2006).  

Bajo la premisa de que los métodos utilizados en suelo han sido aplicados directamente en el análisis de muestras sólidas 
orgánicas, en el primer capítulo de la presente tesis se compararon las combinaciones de tres métodos de extracción (una 
variante del método de Folch; una variante del método Bligh & Dyer (B & D); y la extracción asistida por microondas 
(microwave assisted extraction, MAE)) y dos métodos de derivatización (metanolisis alcalina y derivatización con TMSH) para 
la determinación de los ácidos grasos totales y de los PLFAs en un amplio rango de muestras sólidas orgánicas (residuos 
ganaderos, compost y vermicompost). También se analizaron muestras de suelo para así testar la eficacia de los métodos de 
extracción y derivatización utilizados comúnmente en el análisis de los ácidos grasos de este tipo de muestras; éstos son, la 
variante del método Bligh & Dyer y la metanolisis alcalina. 

La concentración total de ácidos grasos obtenida con el método de Folch fue mayor que con los otros dos métodos de 
extracción evaluados. Además, el rendimiento de la variante del método B & D fue similar al obtenido con la extracción 
asistida por microondas. El método de Folch también rindió la mayor concentración de PLFAs, así como la concentración de 
las distintas clases estructurales y de los ácidos grasos biomarcadores (Fig. 1).  

   

  

Figura 1. Efecto de los tres métodos de extracción evaluados (variante del método de Folch; 
variante del método B y D, y extracción asistida por microondas) sobre la concentración total de 
PLFAs (A) y la concentración del biomarcador fúngico 18:1ω9c (B) en todo el rango de muestras 
analizadas. Los valores son medias ± error estándar. Las diferencias significativas entre los valores 
de concentración obtenidos se representan con diferentes letras (P < 0,05, test HSD de Tukey).  
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La conversión de los ácidos grasos en sus respectivos ésteres metílicos fue mayor utilizando el TMSH como agente 
derivatizante que con la metanolisis alcalina. Este método también rindió la mayor concentración de PLFAs. Además, la 
concentración de las distintas clases estructurales y de la mayoría de los ácidos grasos biomarcadores fue mayor con este 
método de derivatización (Fig. 2).  

Por tanto, la extracción con la variante del método de Folch seguida de la derivatización con TMSH resultó ser la combinación 
de métodos óptima para el análisis de los ácidos grasos totales y de los PLFAs en una amplia gama de muestras 
ambientales sólidas, entre las que se incluyen muestras con un alto contenido en materia orgánica y suelo. Además, con 
esta combinación de métodos se redujo la complejidad del proceso de extracción y de derivatización, y el tiempo de 
preparación de la muestra. Estos resultados cuestionan el hecho de que, a pesar de ser procesos más lentos y tediosos, el 
método Bligh & Dyer modificado y la metanolisis alcalina sigan siendo los métodos de análisis de ácidos grasos de mayor 
uso en estudios de ecología microbiana. 

Las lombrices de tierra y la descomposición de la materia orgánica 

Las lombrices de tierra interaccionan con los microorganismos a través, en primer lugar, de los procesos asociados al paso 
de la materia orgánica en descomposición a través de sus intestinos. Así, en el segundo capítulo de la presente tesis se 
evaluaron los cambios en la biomasa y la actividad microbiana de tres residuos ganaderos de diferente naturaleza (estiércol de 
vaca, estiércol de caballo y purín de cerdo) a través del intestino de la lombriz de tierra epigea Eisenia andrei. Para ello se 
analizaron los materiales excretados por las lombrices después de 24 h y se compararon con un tratamiento control. Hay 
evidencias recientes que sugieren una reducción de la biomasa microbiana tras el tránsito a través del intestino de estas 
lombrices (revisado en Domínguez et al. 2010). En concordancia con este estudio, nos encontramos con que el paso de la 
materia orgánica en descomposición a través del intestino de la lombriz epigea E. andrei produjo una disminución de la 
biomasa microbiana activa estimada como la concentración total de PLFAs en comparación con el control. Asimismo, se 
registró una reducción en la biomasa bacteriana y fúngica medidas mediante el uso de determinados PLFAs biomarcadores; y 
en la actividad microbiana total estimada mediante la hidrólisis de diacetato de fluoresceína. Se observó además que el paso 
de los tres residuos ganaderos a través del intestino de esta lombriz minimizó las diferencias entre sus comunidades 
microbianas, tal y como muestra el análisis de componentes principales de los distintos PLFAs identificados (Fig. 3).  

Figura 2. Efecto de los dos métodos de derivatización evaluados (metanolisis alcalina y 
derivatización con TMSH) sobre (A) la concentración total de PLFAs y (B) la concentración del 
biomarcador fúngico 18:1ω9c en todo el rango de muestras analizadas. Los valores son medias ± 
error estándar. Las diferencias significativas entre los valores de concentración obtenidos se 
representan con diferentes letras (P < 0,05, test HSD de Tukey).  
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Los efectos de las lombrices de tierra sobre las comunidades microbianas pueden variar dependiendo del tipo de sustrato y de 
la especie de lombriz considerada (Monroy et al., 2008; Knapp et al., 2009). Por eso, en la primera y segunda sección del 
tercer capítulo de esta tesis se estudiaron los efectos de distintas especies de lombrices de tierra epigeas sobre la estructura 
y función de las comunidades microbianas de diferentes residuos ganaderos. Nos encontramos con que con la 
caracterización de las comunidades microbianas sobre la base de los perfiles de PLFAs, los residuos ganaderos analizados 
se clasificaron, tras un mes de procesado por las lombrices epigeas, en función de la especie de lombriz empleada; se 
observa además una clara separación con respecto al tratamiento control (Fig. 4). También se observó que los vermicompost 
obtenidos con diferentes especies de lombrices de tierra (Eisenia andrei, Lumbricus rubellus y Eudrilus eugeniae) se 
diferenciaron en función del tipo de sustrato empleado en el proceso de vermicompostaje. 

  

Figura. 3. Análisis de componentes principales de los perfiles de PLFAs de los tres residuos 
ganaderos en ausencia de lombrices (control, ) y tras su paso por el intestino de la lombriz de tierra 
epigea Eisenia andrei ( ). Los valores son medias ± error estándar. Las dos primeras componentes 
principales (CP1 y CP2) explicaron el 59% de la varianza total del modelo.  
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En la tercera sección de este capítulo se estudiaron los cambios en la estructura y función de las comunidades microbianas 
de un residuo vegetal como resultado de la actividad de la lombriz epigea Eisenia andrei ya que, las lombrices de tierra juegan 
también un papel clave en la descomposición de residuos vegetales a través de sus relaciones con los microorganismos 
(Seeber et al., 2006). El residuo vegetal empleado fue bagazo de uva, un material derivado de la industria vitivinícola formado 
por los restos sólidos que quedan después de la extracción del mosto de los racimos de uvas. Se trata de un sustrato rico en 
celulosa, hemicelulosa y lignina, y también en compuestos carbonados de fácil asimilación; por lo que se espera un efecto 
inmediato de las lombrices en la descomposición de este sustrato mediante la modificación de las comunidades microbianas. 
En concordancia con el capítulo 2, observamos que tras quince días de actividad de las lombrices en el bagazo de uva, se 
produjo una disminución de la biomasa bacteriana y fúngica, así como de la actividad microbiana total y de las actividades 
enzimáticas celulasa y proteasa. Tales cambios afectaron a los perfiles fisiológicos de la comunidad microbiana del bagazo 
de uva (sistema Biolog® Ecoplate). Así, la actividad de las lombrices epigeas afectó a la disponibilidad de algunas de las 
fuentes de carbono analizadas (carbohidratos y ácidos carboxílicos), mientras que se vieron favorecidas aquellas poblaciones 
microbianas especializadas en el uso de polímeros y aminoácidos, resultando en una mayor diversidad de sustrato en 
comparación con el control.  

La rapidez con la que ocurren las transformaciones químicas, bioquímicas y microbiológicas de los sustratos orgánicos 
durante el vermicompostaje hacen de este proceso un buen sistema para estudiar las relaciones entre las lombrices de tierra 
y los microorganismos durante la descomposición de la materia orgánica. El vermicompostaje incluye dos fases diferentes en 
relación a la actividad de las lombrices de tierra, (i) una fase activa o directa, durante la cual las lombrices procesan la 
materia orgánica, modificando sus propiedades físicas y su composición microbiana a través de los procesos asociados al 
paso a través de sus intestinos (Domínguez et al., 2010); y (ii) una fase de maduración o indirecta durante la que los 
microbios asumen el control de la descomposición del material previamente procesado por las lombrices (Aira et al., 2007). La 
mayoría de los estudios realizados se han centrado en el análisis del producto final (vermicompost), y en este sentido son 
necesarios más trabajos en los que se evalúen los cambios en la estructura y función de las comunidades microbianas que 
tienen lugar a lo largo del proceso. Es por ello que en el cuarto capítulo de esta tesis se utilizaron reactores de alimentación 
continua formados por una capa inicial de vermicompost que funcionó como cama para las lombrices (Eisenia fetida) sobre la 
que se dispusieron capas de purín de cerdo (1,5 y 3 kg) hasta alcanzar un total de 12. Las capas que conforman cada reactor 
están datadas formando un gradiente de edad que va de las capas superiores, las más jóvenes, con edades comprendidas 
entre 2 y 18 semanas de edad; hasta las capas inferiores, con edades entre 21 y 36 semanas. En concordancia con los 

Figura 4. Análisis discriminante de los perfiles de PLFAs de los tres estiércoles animales (estiércol 
de vaca, estiércol de caballo y estiércol de conejo) en ausencia de lombrices (control, Δ) y en 
presencia de las lombrices de tierra epigeas Eisenia andrei ( ),Eisenia fetida ( ) y Perionyx 

excavatus (◊). Las dos primeras funciones discriminantes (FD1 y FD2) explicaron el 94% de la 
varianza total del modelo.  
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capítulos anteriores, nos encontramos con que la actividad de la lombriz de tierra E. fetida redujo la biomasa microbiana 
activa, así como la biomasa bacteriana y fúngica en comparación con el tratamiento control (reactores en ausencia de 
lombrices). Esta reducción en la biomasa microbiana se vio reflejada en cambios en los perfiles de PLFAs, tal y como se 
observa en la Figura 5 Nos encontramos con que los reactores con lombrices se diferenciaron claramente de los reactores 
control a lo largo de la primera componente (Fig. 5); observamos, además, una clara separación entre las capas superiores e 
inferiores de los reactores con y sin lombrices para ambas dosis de aplicación (Fig. 5). A diferencia de la biomasa 
microbiana, la actividad de las lombrices epigeas incrementó la actividad microbiana total en las capas de 2 a 8 semanas de 
edad; mientras que, en las capas restantes, principalmente en aquellas con edades comprendidas entre 21 y 36 semanas, su 
valor se redujo con respecto al control. También se observó una disminución de la concentración de carbono total y de 
carbono orgánico disuelto en comparación con el control. 

En su conjunto, los resultados mostrados en la presente tesis ponen de manifiesto que (1) el análisis de los ácidos grasos 
resultó ser una técnica de análisis muy potente para evaluar el efecto de las lombrices de tierra en la estructura de las 
comunidades microbianas; (2) las lombrices de tierra influyeron de forma muy significativa en la estructura y función de las 
comunidades microbianas a través de los procesos asociados al intestino de las mismas; reduciendo tanto la biomasa como 
la actividad microbiana y minimizando las diferencias entre las comunidades microbianas de los sustratos iniciales; (3) los 
efectos de las lombrices en la estructura y función de las comunidades microbianas han demostrado ser distintos en función 
del material de partida y de la especie de lombriz; (4) las lombrices jugaron un papel clave durante la fase activa de 
vermicompostaje acelerando la descomposición de la materia orgánica y afectando, en consecuencia, a la biomasa 
microbiana y su actividad durante la etapa de maduración. 
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