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Resumen

Un disruptor endocrino (DE) es un compuesto quimico o mezcla de
compuestos capaz de alterar la estructura o funcién del sistema endocrino
y causar efectos adversos. Estos compuestos se han encontrado en el aire,
efluentes de agua y suelos agricolas, siendo una de sus principales
fuentes los biosélidos generados en las plantas de tratamiento de aguas
servidas, los cuales son utilizados como enmienda en agricultura debido a

su alto contenido de materia organica.

Debido a que estos DE no son eliminados completamente por los
tratamientos de aguas servidas, es importante conocer los efectos que
estos pueden causar en organismos que se encuentren altamente
expuestos, tales como invertebrados y plantas. Es por esto que se han
seleccionado tres compuestos con capacidad de DE y se ha planteado la
hipotesis: “La toxicidad de los disruptores endocrinos 17a-¢etinilestradiol
(EE2), Bisfenol A (BPA) y Triclosan (TCS) presentes en un biosolido
generado en una planta de tratamiento de aguas servidas, se puede
determinar a través de la germinacion y desarrollo de plantulas de
lechuga (Lactuca sativa), y su bioacumulacion en lombrices (Eisenia
fetida).”

El objetivo general de este trabajo fue evaluar el efecto toxico de los
disruptores endocrinos EE2, BPA y TCS en lechuga y lombrices, y
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determinar su bioacumulacién en lombrices. Para el primer punto se
considera como criterio de toxicidad el indice de germinacion (IG), para
lo cual se realiza un ensayo de germinacion de semillas de lechuga en
presencia de biosélido con una tasa de aplicacion de 0 y 90 Mg/ha, y
enriquecido con BPA (52mg/kg), TCS (40mg/kg) y EE2 (0,6mg/kg), por
separado. Este ensayo dio como resultado que enriquecer con BPA el
biosolido afecta en la germinacion, disminuyendo el nimero de semillas
que germinan, y entregando un IG del 40 £ 27%, implicando una

condicion fitotoxica.

En cuanto a las lombrices, se realizd un estudio previo para adecuar la
tasa de aplicacion de biosélido, estableciéndose ésta en 30 Mg/ha, ya que
se encuentra fuera del rango en que puede afectar a las lombrices, con
una LCso de 67,5 Mg/ha. El ensayo de lombrices const6 de una
exposicion de éstas por 14 dias a suelo tratado con biosélido en las
mismas condiciones que el ensayo de germinacion, a las que se controld
su peso los dias 0, 7 y 14. En este ensayo tanto la adicién de EE2 como el
tratamiento con acetona mostraron un efecto de estancamiento del

aumento de peso.

Finalmente, la acumulacion de los DE se determiné por medio de
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (GC-MS)
con lo cual se obtuvo que tanto el BPA como el TCS se acumulan en

lombrices mientras que el EE2 no pudo ser detectado.
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En conclusidon, los bioensayos de germinacion de semillas y los
bioensayos con lombrices permiten determinar la toxicidad de los DE,
mientras que su acumulacién puede ser considerada como un

complemento de dicha detreminacion.
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“Toxicity Evaluation of three Endocrine Disruptors
through Bioassays with Lactuca sativa and Eisenia

fetida on a biosolid-amended soil”

Summary

An endocrine disruptor (ED) is a chemical compound or a mixture of
them that can disrupt the endocrine system function and cause adverse
effects. These compounds can be found at air, water effluents and
agricultural soils, being one of their main sources the biosolids originated
from the wastewater treatment plants, which are used as an amendment

due to its high content of organic matter.

Because these EDs are not removed by the wastewater treatment plants,
it is important to know the effects that they can cause on highly exposed
organisms, like plants and invertebrates. As hypothesis, it is proposed
that the toxicity of the endocrine disruptors 17a-ethinylestradiol (EE2),
Bisphenol A (BPA) and Triclosan (TCS) present in a biosolid generated
in a wastewater treatment plant, can be determinate by the germination
and development of lettuce (Lactuca sativa) seedling, and the

bioaccumulation on earthworms (Eisenia fetida).
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The general aim of the present study is to evaluate the toxic effect of the
endocrine disruptors EE2, BPA and TCS on lettuce and earthworms, and

determinate its bioaccumulation on earthworms.

For the first, it is considered the germination index (GI) as a toxicity
criterion, for which a germination test is carried out where the soil were
treated with two biosolid rates (0 and 90 Mg/ha), and other treatments
with biosolid separately amended with BPA (52mg/kg), TCS (40mg/kg)
and EE2 (0,6mg/kg). This assay concludes that a treatment of the
biosolid with BPA can affect the germination decreasing the number of

seeds that germinate and with a Gl of 40 = 27%, indicating phytotoxicity.

As for the earthworms, a preliminary test was carried out to adequate the
biosolid application rate, settling on 30 Mg/ha, because it was out of
range of the determinate LCs, (67,5 Mg/ha). The earthworm assay consist
of exposing them for fourteen days to a substrate with the same
conditions of the germination assay, controlling the weight at the
beginning, middle and final point of the test. This assay shows that the
application of EE2 and acetone have a negative effect on the weight of

earthworms, stopping its weight increase at the end of the assay.

Finally, the bioaccumulation of the EDs was determinate by gas

chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS). The assay

XiX



shows the accumulation of BPA and TCS on earthworm, while EE2

couldn’t be detected.
In conclusion, seed germination and earthworm bioassays can be used to

determine the toxicity of EDs, while their accumulation can be

considered as a complement to said determination.
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1.- Introduccion

1.1.- Disruptores endocrinos

Un disruptor endocrino (DE) es un compuesto quimico o mezcla de
compuestos capaces de alterar la estructura o funcion del sistema
endocrino y causar efectos adversos a nivel de organismo, su progenie,
las poblaciones, o sub-poblaciones de organismos, basado en principios
cientificos, informacién, peso de la evidencia y el principio de
precaucion [IUPAC, 2003]. Estos compuestos pueden interferir en la
sintesis, transporte y metabolismo de hormonas y tienen la capacidad de
unirse a receptores de hormonas tales como receptores nucleares,
receptores de hormonas esteroidales no nucleares y receptores no
esteroidales [Diamanti-Kandarakis et al., 2009], o afectar otros
mecanismos tales como vias enzimaticas, co-activadores
transcripcionales y modificaciones epigenéticas [Anway y Skinner, 2008;
Matthews et al., 2001; Moral et al., 2008; Novo et al., 2018]. El origen de
los DE puede ser natural o, en su mayoria, sintético [Metzler y Pfeiffer,
2001]. Debido a ello, pueden llegar al medio ambiente a través de
distintas fuentes, tales como: la aplicacién de pesticidas, quimicos
industriales liberados no intencionalmente debido a su volatilidad o por
mala manipulacion de sus desechos, hormonas naturales secretadas por
organismos que ingresan directamente a compartimientos del medio
ambiente [IUPAC, 2003], la combustion incompleta de combustibles

fosiles y biomasa, emision de gases vehiculares, combustion de biomasa



en zonas rurales para cocina o calor, humo de cigarrillos [Zhang et
al.,2016], efluentes de hospitales y actividades humanas [Ying et al.,
2002]. Una de las fuentes mas importantes de DE son los efluentes de las
plantas de tratamiento de aguas servidas, debido a que las instalaciones
de las distintas etapas no son capaces de eliminar por completo estos
compuestos [Aris et al., 2014; Bedoux et al., 2012; Bertin et al., 2009;
Careghini et al., 2015; Gultekin e Ince, 2007; Hecker y Hollert, 2011;
Markman et al., 2007; Zenker et al., 2014] y la aplicacion de lodos y
biosolidos [Kinney et al., 2008 y 2012; Singh y Agrawal, 2008; Zhang et
al., 2015].

1.1.1.- Bisfenol A

El Bisfenol A (BPA) (2,2-bis(4-hidroxifenil)propano) es un compuesto
organico con dos grupos fenol (Figura 1), cuyas propiedades fisico-
quimicas se muestran en la Tabla 1. EI BPA se ha descrito como
“xenoestrogeno” [Ferrara et al., 2006; PubChem,
www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov; Witorsch, 2002] utilizado como
intermediario en la produccion de plastico de policarbonato y resinas
epoxicas y de poliéster-estireno insaturado, retardantes de fuego,
funguicidas, antioxidantes, asi como aditivo en tubos de PVC, tubos
médicos, sellantes dentales, juguetes, tuberias de agua, contenedores de
alimentos en conserva, botellas de refrescos y agua mineral [Al-Hiyasat
et al., 2002; Bhandari et al., 2014;Careghini et al., 2015; Ferrara et al.,
2006; Giiltekin e Ince, 2007; Juan-Garcia et al.,2015; Matthews et al.,


http://www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

2001;0ehlmann et al., 2009; Rubin, 2011,Welshons et al., 2006; Zhang
etal., 2015].

HO OH

Figural.-Estructura del Bisfenol A (BPA)

Su produccidn ha ido en aumento en las ultimas dos décadas, alcanzando
asi cantidades que van de 2,5 a 6,8 millones de toneladas entre 2002 y
2013 [Bhandari et al., 2014; Careghini et al., 2015; Flint et al., 2012;
Oehlmann et al., 2009; Welshons et al., 2006; Zhang et al., 2015] con
expectativas de alcanzar una produccion de 7,3-9,1 millones de toneladas

para el afio 2020 [Bhandari et al., 2014; GIA,www.strategyr.com].

Tabla 1.- Propiedades fisico-quimicas de BPA

Propiedad fisico-quimica Valor
Peso molecular (PM) 228,29 g/mol
pKa 9,60
Log Kow 3,32
Solubilidad en agua 120 mg/L



http://www.strategyr.com/

El BPA se considera ubicuo en el medio ambiente, dado a que se puede
encontrar en aguas superficiales, agua subterranea, suelos y sedimentos.
Su ingreso a estos compartimentos se debe a descargas puntuales tales
como residuos industriales, lixiviados de vertederos, fosas sépticas, aguas
servidas y desechos plasticos solidos. Sin embargo, las principales
fuentes de BPA son los efluentes de las plantas de tratamientos de aguas
residuales municipales y los biosolidos [Al-Hiyasat et al., 2002; Bhandari
et al., 2014; Careghini et al., 2015; Ferrara et al., 2006; Flint et al., 2012;
Giiltekin e Ince, 2007; Oehlmann et al., 2009; Plahuta et al., 2015; Zhang
etal., 2015].

Dada su presencia en el medio ambiente se ha investigado su mecanismo
de accién en animales y lineas celulares, enfocandose principalmente en
su relacion con el receptor de estrogeno (Estrogen Receptor, ER). El
BPA tiene una menor afinidad por el ER que el estradiol, sin embargo
son igual de eficaces en activar la sefializacion de receptores no nucleares
de estrégeno [Bhandari et al., 2014; USEPA(a), www.epa.gov]. A pesar
de que se ha considerado como un agonista del ER, también puede
ejercer una accion antagonica en algunos tejidos, como cerebro y utero
[Bhandari et al., 2014]. Dada la evidencia existente sobre los efectos del
BPA se ha determinado su capacidad de generar respuestas a muy baja
concentracion [Rubin, 2011; Welshons et al., 2006].

Se ha considerado que para aguas superficiales la concentracion de 12

ug/L de BPA corresponde a un nivel medioambientalmente relevante



[Flint et al., 2012]. Bajo este “umbral”, se han visto efectos de BPA en
distintos modelos animales: En peces (Danio rerio, Pimephales
promelas), la exposicién a BPA es capaz de alterar la reproduccion, por
medio de la supresion de la expresion de aromatasa (23 — 2280 ng/L
BPA), reduccién de la calidad del esperma y el ratio de ovulacién (1,75
ug/L BPA) e induccidon de vitelogenina (VTG) en individuos del sexo
masculino (40 — 160 ug/L BPA) [Bhandari et al., 2014; Flint et al., 2012;
Oehlmann et al., 2009].

En anfibios (Silurana tropicalis, Xenopus laevis) se han estudiado los
efectos del BPA en tiroides debido al control que ésta ejerce sobre la
metamorfosis. EI BPA actia como un antagonista del receptor de
hormona tiroidea (TR) (2,28 — 22,8 png/L BPA)[Flint et al., 2012; Rubin,
2011; Welshons et al., 2006], ademas se establece una tendencia de
feminizacion en renacuajos expuestos [Bhandari et al., 2014; Flint et al.,
2012] y acumulacion del mRNA de VTG en ranas macho adultas (22,8
ug/L BPA) [Flint et al., 2012; Oehlmann et al., 2009].

En reptiles (Caiman latirostris) se ha visto que en huevos expuestos a
altas concentraciones de BPA (9 mg/huevo) se produce un cambio en la
determinacion del sexo, el cual depende de la temperatura, pasando de
masculino a femenino [Bhandari et al., 2014, Flint et al., 2012].

Asi mismo, en huevos de aves (Gallus domesticus) se ha observado un

incremento de la mortalidad de embriones, asi como la feminizacién de



embriones masculinos en presencia de una sola dosis de BPA (200 pg/g

huevo) [Flint et al., 2012].

En cuanto a mamiferos, ratones expuestos a una dieta en presencia de
BPA (200 — 800 mg/kg/dia) muestran un aumento en el peso del Utero
[Matthews et al., 2001], mientras que en machos se produce una
disminucién de la vesicula seminal (25 ng/kg), disminucion del
contenido de esperma testicular (25 — 100 ng/kg) y reduccion de la
eficiencia de produccion de esperma (25 — 100 ng/kg) [Al-Hiyasat et al.,
2002]. El BPA es capaz de producir modificaciones epigenéticas en el
ADN, tales como la disminucion de la metilacién en sitios citosina-
guanina (CpG) en la regién promotora del gen AY asociado al color
amarillo del pelaje de ratones, asi como aumentar la metilacion de un
cluster citosina-guanina (CG) del gen de la fosfodiesterasa tipo 4 variante
4 (PDE4D4), asociada a la degradacion de cAMP y con la proliferacion

de células cancerosas [Rubin, 2011].

1.1.2.- 17a-Etinilestradiol

El 17a-etinilestradiol (EE2) (19-nor-17a-pregna-1,3,5(10)-trien-20-in-
3,17-diol) es un compuesto sintético (Figura 2), derivado de la hormona
natural estradiol (E2) [Aris et al., 2014]. Sus propiedades fisico-quimicas
se muestran en la Tabla 2.

Uno de los principales usos del EE2 es en la formulacion de pildoras
anticonceptivas [Arcand-Hoy et al., 1998; Avris et al., 2014; Kuster et al.,



2005; Meina et al., 2013; MINSAL, 2018; Moriyama et al., 2004; Ying et
al., 2002], cuyo contenido varia entre los 20 y 50 pg [Kuster et al., 2005].
En Chile, la dosis de etinilestradiol en las pildoras anticonceptivas es
regulada por el Ministerio de Salud, siendo estas de 30, 20 y 15 pg
[MINSAL, 2018]. Se ha estimado que entre 2006 y 2008, 10,7 millones
de mujeres entre los 15 y 44 afos han utilizado el EE2 como

anticonceptivo oral [Laurenson et al., 2014]

HO
Figura 2.- Estructura del 17a-etinilestradiol (EE2)

Otros usos que se le ha dado al EE2 y otros estrégenos comprenden la
terapia de reemplazo hormonal, promotores de crecimiento, tratamiento
de cancer de mama y de prostata, entre otros [Arcand-Hoy et al., 1998;
Aris et al., 2014; Kuster et al., 2005; Ying et al., 2002].



Tabla 2.- Propiedades fisico-quimicas de EE2

Propiedad fisico-quimica Valor
Peso molecular (PM) 296,40 g/mol
pKa 10,33
Log Kow 4,15
Solubilidad en agua 4,8 mg/L

El compuesto estrogénico mas comun encontrado en el ambiente acuéatico
es el EE2 [Meina et al., 2013], siendo la excrecién humana su principal
fuente de origen [Kuster et al., 2005; Meina et al., 2013; Ying et al.,
2002]. Se ha estimado que, en base a la cantidad de EE2 presente en
pildoras anticonceptivas, la excrecion diaria alcanza los 0,41 - 35
ug/dia/persona [Laurenson et al., 2014; Ying et al., 2002]. Las plantas de
tratamiento de aguas servidas, no remueven completamente el EE2 [Aris
et al., 2014; Meina et al.,, 2013], el cual parece ser estable en las
condiciones aerobicas del proceso de lodos activados [Ternes et al.,
1999]. Un estudio reveldo que en la zona centro-sur de Chile, la
concentracion de EE2 en el efluente de las plantas de tratamiento de
aguas servidas se encontraban entre los 0,38 a 30,56 ng/L [Bertin et al.,
2009], siendo éste un rango intermedio en comparacion a los niveles
encontrados en otros paises (0,1 a 62 ng/L) [European Commission,
2002] ya que depende principalmente de la ubicacién y urbanizacion del

lugar donde se realice el estudio.




Al igual que con el BPA, se ha investigado el comportamiento del EE2
como disruptor endocrino, siendo éste enfocado inicialmente en su
interaccién con el ER, resultando en que el EE2 es un agonista del
receptor, y posee una bioactividad similar al estradiol [USEPA(a),

wWww.epa.gov].

Se han realizado estudios reproductivos multigeneracionales con el fin de
ver efectos del EE2 tanto en ratas hembra como en machos, en cuanto a
su capacidad como disruptor endocrino. En ratas Sprague-Dawley
hembras, se ha visto que al estar expuestas a una concentracion de 50
ug/L de EE2se produce una reduccion de la ganancia de peso a partir del
dia 14 post natal (14PND) en las primeras dos generaciones (F1 y F»);
ademas de un aumento en la duracion de su ciclo estral, consistente con
la prolongacion del estro (45% y 44% del ciclo en comparacion con el
29% y 23% en controles de F1 y F2, respectivamente) y diestro [Delclos
et al., 2009]. Por otro lado, en ratas Wistar machos se encontré que la
exposicion entre el 22PND y 43PND con dosis de 1000 ng/mL de EE2
produce una disminucién del peso ganado en comparacién con las ratas
control [Vosges et al., 2008].

Debido a la presencia de EE2 en ambientes acuaticos, se han realizado
una gran cantidad de estudios con el fin de estudiar la respuesta de

distintos organismos acuaticos, tanto vertebrados como invertebrados, en



cuanto a su capacidad como potencial disruptor endocrino [European
Commission, 2002], los cuales han mostrado que los peces son mas

sensibles ante los efectos adversos de EE2.

1.1.3.- Triclosan

El triclosan (TCS) (5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxi)fenol) (Figura 3) es un
compuesto ampliamente usado como agente antibacteriano en una gran
cantidad de productos de cuidado personal, tales como jabones,
detergentes, pasta dental, desinfectantes y cosméticos, asi como también
en productos textiles, juguetes, utensilios de cocina y articulos medicos
[Bedoux et al., 2012; Ying y Kookana, 2007]. Sin embargo, el TCS fue
removido por la Union Europea en 2010 para su uso en materiales que
estén en contacto con alimentos [Bedoux et al., 2012]. Sus propiedades

fisico-quimicas se muestran en la Tabla 3.
Cl OH

Cl Cl
Figura 3.- Estructura del Triclosan (TCS)

Debido a su uso en articulos de aseo personal, el TCS puede llegar a las
plantas de tratamiento de aguas servidas y por lo tanto, al efluente de
estas plantas. Dependiendo de la ubicacion, se han determinado distintas

concentraciones de TCS en el efluente, las cuales van de los 10 ng/L
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hasta los 5115 ng/L [Halden y Paull, 2005; Heidler y Halden, 2007;
Kolpin et al., 2002; Lozano et al., 2013; Singer et al., 2002; Thompson et
al., 2005; Ying y Kookana, 2007]. Estas determinaciones han sido
importantes, ya que el efluente solo contiene alrededor del 10% del
contenido de TCS que llega a la planta de tratamiento [Lozano et al.,
2013; Singer et al., 2002] mientras que los lodos activados y biosélidos
retienen la mayor cantidad de TCS, alcanzando concentraciones de entre
20000 y 55000 pg/kg [Heidler y Halden, 2007].

Tabla 3.- Propiedades fisico-quimicas de TCS

Propiedad fisico-quimica Valor
Peso molecular (PM) 289,54 g/mol
pKa 7,90
Log Kow 4,76
Solubilidad en agua 10 mg/L

Como se mencioné anteriormente, los biosdlidos son capaces de retener
el TCS, pero se ha visto que no tienen un efecto significativo en su
degradacion [Wu et al., 2009]. De este modo, se ha puesto atencion en
cuanto a su capacidad de actuar como disruptor endocrino. A diferencia
del BPA y EE2, el TCS no presenta caracteristicas de ser un agonista o
antagonista del ER, ni es capaz de activarlo [USEPA(a)]. Por otro lado,
se ha visto que si es capaz de interactuar con el receptor de hormona
tiroidea (TR). El TCS es capaz de afectar el desarrollo de renacuajos de

rana Rana catesbeiana en concentraciones bajas (0,15+0,03 pg/L),
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provocando una perdida transciente de peso y alterando la expresion del
MRNA del TRg [Veldhoen et al., 2006].

A pesar de tener una baja concentracion en agua, se ha visto que el TCS a
esas concentraciones es capaz de alterar la densidad celular del
fitoplancton Dunaliella tertiolecta, ya que a 4,9 ug/L se supera el 50%
del efecto esperado, correspondiente a la disminucion de la densidad

celular [DeLorenzo y Fleming, 2008].

1.2.- Biosolidos

Los biosolidos son subproductos del tratamiento de aguas servidas
(Figura 4), con un alto contenido de materia orgéanica y nutrientes. Una
vez tratados y procesados, estos residuos pueden ser reciclados y
aplicados como fertilizante para mejorar y mantener la productividad de
suelos agricolas [USEPA (b)]. Debido a la naturaleza heterogénea de los
biosolidos producidos en distintas plantas de tratamiento de agua es
necesario conocer su composicion quimica previo a su utilizacion [Singh
y Agrawal. 2008].

La directiva europea sobre residuos ha introducido un cambio en la
gestion de residuos, la cual considera la capacidad de continuar el ciclo
de los materiales desde una perspectiva economica. De este modo, es
importante considerar el uso benéfico de estos residuos organicos ricos

en nutrientes en la agricultura, de modo alternativo al uso en rellenos
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sanitarios y la incineracion, permitiendo asi el reciclaje de la materia

organica y los nutrientes [Alvarenga et al., 2017].

Planta de tratamiento de aguas residuales

P

Ciudad

Alcantarillado

e [ncineracion
e Biosélidos

Tratamientos '[Rel lenos

Sanitarios

Figura 4.- Esquema de sistema de tratamiento de aguas servidas domiciliarias. T1:
Tratamientos primarios  (Neutralizacion, Coagulacion, Flotacion, Sedimentacion,
Filtracion). T2: Tratamientos secundarios (Lagunas aireadas, Lodos activados). T3:
Tratamientos terciarios (Filtracion selectiva, Ozonacién, Adsorcion a Carbén Activado).
Tratamientos de lodos (Diaestion. Filtracion. Secado).
1.2.1.- Uso y manejo de biosoélidos en Chile
En 2010 entré en vigencia en Chile el Reglamento para el Manejo de
Lodos Generados en Plantas de Tratamiento de Aguas Servidas, siendo
éstos clasificados en clase A, sin restricciones sanitarias para su
aplicacion al suelo; y clase B, aptos para la aplicacion al suelo, con
restricciones sanitarias de aplicacion segun tipo y localizacion de los

suelos o cultivos [Decreto 4, 28 de Octubre de 2009], pero dentro de las
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caracteristicas requeridas para su aplicacion solo se hace mencion a su
clasificacion sanitaria (clase A o B), contenido total de metales pesados
(Articulo 24° del mismo reglamento), el contenido de materia organica,
contenido de humedad y conductividad eléctrica, sin hacer mencion
especifica de la presencia de contaminantes organicos, como los
disruptores endocrinos. De acuerdo al “Informe del estado del medio
ambiente” de 2016, emitido por el Ministerio del Medio Ambiente, la
generacion total de lodos en el pais para el afio 2014 alcanzé las 492846
toneladas. De esto, el 51% se dispusieron en rellenos sanitarios o
monorrellenos, mientras que el 35% se destinaron a suelos, cubriendo
una superficie de méas de 1000 ha. De esta superficie, el 77%
corresponden a plantaciones forestales, el 16% a praderas y el 7% se
destino a cereales [Ministerio del Medio Ambiente, Gobierno de Chile,
2016].

1.3.- Modelos de Estudio

1.3.1.- Problematica asociada a los modelos de estudio

Cada vez toma maés relevancia la presencia de compuestos con capacidad
de tener efectos de disruptores endocrinos presentes en agua y suelo, lo
cual ha generado un aumento en la demanda de ensayos biologicos para
corroborar estos efectos. Por ejemplo, someter una sola sustancia quimica
a la bateria completa de pruebas de nivel 1 (s6lo para determinar su
capacidad como disruptor endocrino) establecida por la USEPA

requeriria aproximadamente 130 ratas, 30 renacuajos/ranas y 60 peces.
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Para el total de compuestos quimicos de los que se ha considerado su
potencial accion como disruptores endocrinos (aproximadamente 80000),
se requeriria el sacrificio de millones de animales, lo cual representa un
problema tanto ético como econdémico [Hecker y Hollert, 2011]. Otros
modelos comprenden sistemas altamente simplificados o artificiales, lo
que no representa la complejidad de un organismo con sus rutas de
regulacion, comunicacion entre vias biologicas, metabolismo, etc.
[Hecker y Hollert, 2011].

De este modo, cada vez toma mas peso el estudio de los efectos de estos
disruptores endocrinos sobre otro tipo de organismos, tales como las
plantas, principalmente aquellas de uso agricola como el tomate
(Lycopersicon esculentum), la lechuga (Lactuca sativa), habas (Vicia
faba), trigo (Triticum sp.), etc. [Ahumada et al.,2014; Amorim et al.,
2010; Cantarero et al., 2017; Ferrara et al., 2006; Jachero et al., 2015;
Kinney et al., 2012; Pannu et al., 2012].

Alrededor del 95% de las especies conocidas del reino animal son
invertebrados, y los estudios relativos a efectos de disruptores endocrinos
han ido aumentando ya que ellos poseen un papel importante en las
cadenas tréficas de practicamente todos los ecosistemas [Hecker y
Hollert, 2011]. Estos han sido importantes tanto para los efectos en

ambientes acuaticos, cuyo modelo ha sido Daphnia magna [Hutchinson,
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2002; Zou y Fingerman, 1997], como para ambientes terrestres, cuyos

modelos han sido las lombrices [Kinney et al., 2012].

1.3.2.- Germinacion de Semillas

La germinacion, en el sentido estricto de la palabra, corresponde a los
procesos que suceden dentro de la semilla “antes” de la emergencia de la
radicula [Nonogaki, 2006]. Generalmente se habla de germinacion
cuando ya se ha establecido la plantula. La semilla se define como un
ovulo maduro, la cual contiene al embrion y el endosperma, y se
encuentra cubierta por una capa llamada testa. En algunas especies, el
endosperma no se encuentra, 0 se encuentra en pequefia cantidad (no
endospérmicas), las cuales se denominan de tipo V, como la lechuga
[Nonogaki, 2006]. En ellas, la mayoria del endospermo es digerido
durante las etapas de desarrollo. Los procesos de la germinacion, asi
Ccomo otros procesos posteriores son regulados por compuesto quimicos
denominados fitohormonas, las cuales acttan en forma conjunta, y su rol
dependera del tejido en el que se produce un efecto [Nonogaki, 2006]. De
forma basal, las semillas se encuentran en un estado de dormancia, dado
principalmente por efecto del acido abscisico (ABA), cuya estructura se
ve representada en la Figura 5. Las semillas pueden ser sacadas de este
estado por medio de la activacion del fitocromo, el cual responde a un
estimulo luminico. Por otro lado, la sintesis de acido giberélico (GA) por

parte de la enzima GA 3B hidroxilasa, inhibe la accion de ABA y
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promueve el potencial de crecimiento del embrion [Nonogaki, 2006].. La

estructura del GA se muestra en la Figura 6.

Otro proceso importante es la degradacion de los polisacaridos presentes

en la testa, lo cual genera el debilitamiento de la pared celular. Ambos

procesos deben ocurrir para que la radicula pueda emerger [Nonogaki,
2006].

jinneOH

(@)
gillife)

HO

OH
Figura 5.- Estructura del Acido Abscisico (ABA) Figura 6.- Estructura del Acido Giberélico (GA)

1.3.3.- Lombrices

Las lombrices han sido clasificadas en el filo Annelida o Annélidos
(“pequeno anillo”). El cuerpo de la lombriz se encuentra Segmentado,
alcanzando los 100 a 150 segmentos. Las partes segmentadas del cuerpo
proveen importantes funciones estructurales, ya que cada uno posee
musculos y cerdas llamadas “setae”, las cuales le ayudan a controlar su

movimiento [Environmental Technology Centre, 2004].

Su sistema digestivo estd dividido en regiones, correspondientes a

faringe, esdfago, crop, intestino y gizzard. A medida que el suelo
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ingerido pasa a traveés del es6fago, se libera carbonato de calcio desde las
glandulas calciferosas, con el fin de eliminar el exceso de calcio en la
lombriz. Ademas de suelo, las lombrices comen piedras pequefias que
mantienen en el gizzard, las cuales le ayudan a moler completamente el
alimento. En el intestino se secretan enzimas que ayudan a digerir el resto
del alimento para que los nutrientes puedan ser absorbidos y distribuidos

al resto del cuerpo [Laverack, 1963].

Su sistema circulatorio es cerrado. Poseen tres vasos principales, el “arco
aortico”, y los vasos dorsal y ventral. El arco aortico funciona como un
corazon, formado por 5 pares de arcos que bombean sangre a los vasos
dorsales, responsable de llevar la sangre hacia el frente de la lombriz; y
ventrales, responsable de llevar la sangre al extremo posterior de la
lombriz [Laverack, 1963].

Las lombrices no poseen pulmones, por lo que respiran a través de su
piel. EI O, y el CO; atraviesan la piel por difusion, por lo que ésta se

debe mantener himeda [Laverack, 1963].

Son hermafroditas, donde cada una posee los oOrganos sexuales
masculinos y femeninos. Estos se ubican en el clitelo (entre los
segmentos 24-32). Alcanzan la madurez sexual a los 52 dias, siendo

capaces de producir hasta 2 cocoons (Figura 7) cada 3 a 4 dias, donde
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cada uno puede llevar hasta 6 crias [Environmental Technology Centre,
2004].

Figura 7.-Cocoon de lombrices rojas (Eisenia fetida). Cria saliendo de un cocoon
(a). Extrapolacién del tamafio de un cocoon (b).

Poseen un sistema nervioso conformado por un ganglio cerebral, un
ganglio sub-esofagico y un cordon nervioso ventral. Su funcion se asocia
al movimiento muscular, sensor de luz y poseen una actividad
neurosecretora de hormonas. Estas estan asociadas a funciones ciclicas
como la reproduccién, migracion de pigmentos y el desarrollo de
caracteres sexuales secundarios. El ganglio cerebral se encarga de regular
el ciclo reproductivo mediante las células “a” y el desarrollo de tejido

nuevo luego de sufrir dafio mediante las células “b”. El ganglio sub-

esofagico tambien participa en la regeneracion, pero por medio de las
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células “u”. El cordén nervioso ventral modula la postura de huevos, en

conjunto con el ganglio cerebral [Laverack, 1963].

1.4.-Planteamiento del problema

En cuanto a los antecedentes presentados, los estudios de efectos y
toxicidad de los DE se enfocan principalmente en el ambiente acuatico,
correspondiente a los sitios de descarga de efluentes de las plantas de
tratamiento de aguas servidas. Debido a que éstos compuestos también
son retenidos por los biosélidos, pueden llegar a los suelos de uso
agricola, pudiendo generar efectos en los sitios de su aplicacion. Es por
esto que es crucial realizar estudios en modelos que se encuentren en
estos suelos, tales como invertebrados terrestres y plantas de cultivo
agricola, y asi poder determinar los efectos que pueden tener los DE

provenientes de los biosélidos que han sido aplicados en suelo.
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2.- Hipdtesis

La toxicidad de los disruptores endocrinos 17a-etinilestradiol (EE2),
Bisfenol A (BPA) y Triclosan (TCS) presentes en un biosolido generado
en una planta de tratamiento de aguas servidas, se puede determinar a
través de la germinacion y desarrollo de plantulas de lechuga (Lactuca

sativa), y su bioacumulacion en lombrices (Eisenia fetida).
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3.- Objetivos

3.1.- Objetivo General

Evaluar el efecto toxico de los disruptores endocrinos EE2, BPA 'y TCS
en lechuga (Lactuca sativa) y lombrices (Eisenia fetida), y determinar la
bioacumulacion de estos compuestos a través de bioensayos con

lombrices.

3.2.- Objetivos especificos

e Evaluar los efectos de EE2, BPA y TCS presentes en el biosélido
aplicado a los suelos, en la germinacion y desarrollo de plantulas de
lechuga.

e Evaluar la toxicidad de EE2, BPA y TCS presentes en el biosélido
aplicado a los suelos, a través de un bioensayo con lombrices.

e Determinar la bioacumulacion de EE2, BPA y TCS presentes en el

biosolido aplicado a los suelos, en lombrices.
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4.- Materiales y métodos

4.1.- Reactivos

e Acetato de etilo, Acetonitrilo, Acetona, Metanol grado HPLC,
Merck (Darmstadt, Alemania).

e Agente derivatizante N-Metil-N-(trimetilsilil)-trifluoroacetamida
(MSTFA), Sigma Aldrich (Nilwaukee, Wi, USA).

e Piridina, Merck.

e Nitrégeno extrapuro 99,995%, Linde (Santiago, Chile).

e Sulfato de sodio anhidro (99%), Merck.

e Florisil®(60-100 mesh) y C18 (70-230 mesh), Sigma Aldrich.

4.2 .- Estandares

e Bisfenol A, 17 a-etinilestradiol, Triclosén y PCB 77, Dr
Ehrenstorfer GmbH (Ausburg, Alemania).

4.3.- Materiales
e Recipientes de vidrio de 11,5 cm de profundidad.
e Frascos de 500 mL.
e Placas de Petri de 90 mm de diametro.
e Papel milimetrado.
e Cartuchos OASIS HLB Waters de 3cc.
e Tubos de vidrio de 2, 10y 30 mL.
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4.4.- Modelos de estudio

Semillas de lechuga (Lactuca sativa).

Lombrices rojas (Eisenia fetida).

4.5.- Instrumentos y Aparatos

Camara de incubacién VWR™,

Medidor de pH Microprocessor pH Meter pH 537 WTW.

Balanza analitica Swiss Quality 124 A.

Balanza Granataria PJ precisa junior 5000.

Estufa WTB Binder.

Liofilizador BenchTop Pro with Omnitronics™Virtis SP Scientific.
Bomba de vacio cerlikon leybold vacuum Trivac D2,5E.
Estabilizador electronico de tension, Fernandez Fica.

Timer Complete Digital T-DigiO1.

Manifold para SPE SUPELCO visipred.

Rotavapor Heidolf HB Digital.

Vortex Sci Logex MX-S.

Equipo de cromatografia de gases Thermo Fisher con detector de
espectro de masas con analizador cuadrupolo, ISQ™ e inyector
SSL.
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4.6.- Suelo y Biosélido

La muestra de suelo corresponde a la serie Chicauma y se obtuvo del
horizonte superficial entre 0 y 20 cm de profundidad. La muestra de
suelo se seco al aire y se tamizo a un tamafio de 2 mm. El biosolido se
recolectd de una planta de tratamiento de aguas servidas de la Region
Metropolitana (Junio, 2015), el cual se secé al aire y se tamizé a 2 mm.
Tanto la caracterizacion fisicoquimica como la determinacion de metales
pesados y la presencia de disruptores endocrinos en suelo y biosoélido se
realizaron como parte de la tesis de la Quimica Ambiental Paulina
GoOmez Santander [Gomez, 2016], las cuales se detallan en las Tablas 4,
5y6.

Tabla 4.- Caracteristicas fisicas y quimicas del suelo y biosolido.

Sustrato Suelo Chicauma | Biosolido
pH 6,44 8,72
Conductividad a 25 °C (dS/m) 0,10 4,43
Carbono orgéanico (%) 1,93 43,01
Materia organica (%) 3,33 -
Nitrogeno total (%) 0,25 0,52
Capacidad de intercambio catiénico (cmol/kg) 12,5 47,8
Factor de humedad 1,01 1,12
Densidad aparente (g/mL) 1,22 -
Capacidad de Campo (%0) 8,7 -
Textura Arenosa -
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Tabla 5.- Metales pesados en suelo y biosélido.

Metal (mg/kg) Suelo Chicauma Biosolido
Concentracion (mg/kg) Concentracion (mg/kg)
Cu 130+4 65317
Zn 11148 1546+48
Pb 20,9+0,6 45+2
Ni 33,5+0,2 854
Cr 35,5+0,5 243+7
Cd n.d 2,68+0,06

Tabla 6.-Disruptores endocrinos en biosélido.

Disruptor Endocrino (mg/kg) Biosdlido
BPA 13+3
EE2 0,150+0,006
TCS 10

4.6.1.-Enriquecimiento de biosélido

Se enriquecieron 30 gramos de biosolido por separado, con 52mg/kg de
BPA, 40 mg/kg de TCS y 0,6 mg/kg de EE2. Tanto las soluciones de
BPA como TCS se prepararon con 20 mL de acetona, mientras que la
solucion de EE2 se prepard en 20 mL de metanol. Estas se afiadieron al
biosolido en un balon de 250 mL. Las mezclas se homogeneizaron por
agitacion durante 24 horas a temperatura ambiente y se cubrieron con una

lamina de aluminio para evitar la fotodegradacion de los compuestos

26




(Figura 8). Por otro lado, se prepararon mezclas del biosélido solo con
los solventes (20 mL de acetona y 20 mL de metanol), las cuales se

homogeneizaron en las mismas condiciones descritas previamente.

Figura 8.- Montaje de enriquecimiento de biosolido en un rotavapor.

4.7.- Ensayo de germinacion de semillas de lechuga
4.7.1.-Preparacion de suelo

En bolsas de polietileno se prepararon, en triplicado, mezclas de 20
gramos conformadas por suelo de la serie Chicauma a un 70% de
humedad de campo y biosolido enriquecido en las cantidades necesarias
para obtener una tasa de aplicacion de 90Mg/ha (19,2 g de sueloy 0,8 g
de biosolido). Por otro lado se prepard, en triplicado, una mezcla de suelo
con biosolido sin enriquecer como blanco. Estas mezclas se pusieron en

una incubadora por 7 dias a 25+2°C en oscuridad.
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4.7.2.-Germinacion de semillas de lechuga

Para cada mezcla preparada en el punto anterior se prepararon placas de
Petri de 100 mm de didmetro con un disco de papel filtro Whatman™
N°1 de 90 mm de didmetro, el cual se humedeci6o con 5 mL de un
extracto 1:10 w/v preparado con las mezclas descritas previamente y
agua destilada. En cada una de las placas se posicionaron10 semillas de
lechuga (IMPORAGRO®). Cada placa se sello6 con Parafilm® y son
puestas en bolsas de polietileno para evitar pérdida de humedad. Estas se
dejaron incubando por 5 dias a 22+2°C en una incubadora, en oscuridad.
Como testigo, se utiliz6 agua destilada para proceder con el ensayo de

germinacion.

4.7.3.-Mediciones del ensayo de germinacion

Una vez concluido el periodo de incubacion de las semillas de lechuga,
se procedié a contar la cantidad de semillas que germinaron y, con ayuda
de una hoja de papel milimetrado, se midio la longitud de la radicula y el
hipocotilo de cada plantula. Utilizando los datos obtenidos de cada
tratamiento y del testigo, se procede a calcular un indice de germinacion

de acuerdo a la ecuacion:

IG=G * L *100
G *L
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En donde IG es el indice de germinacién, G y G; son el promedio de
semillas que germinan en la condicion de ensayo y el testigo,
respectivamente, y L y L; son el promedio de la longitud de la raiz de las
plantulas de lechuga en la condicidbn de ensayo y el testigo,

respectivamente [Castillo, 2004].

4.8.-Ensayo de toxicidad aguda en lombrices y LCso de biosoélido en
lombrices

4.8.1.-Aclimatacion de lombrices

El sustrato utilizado para la aclimatacion de las lombrices correspondi6 al
suelo Chicauma. Se prepararon 2 recipientes de vidrio de 11,5 cm de
profundidad con 3.177,97 g y 3.221,99 g de sustrato, los cuales se
humedecieron con agua destilada hasta un 70% de humedad de campo y
cubiertos con una alusa plastica perforada. Estos recipientes se incubaron
a temperatura ambiente y se expusieron a periodos de 12 horas de
luz/oscuridad por 14 dias, con el fin de controlar el pH y temperatura del
sustrato.

Posteriormente se afiadieron 200 lombrices a cada recipiente. Para su
alimentacion, se usaron pellets de alfalfa deshidratada (Figura 9), la cual
se prepard con agua destilada y fue incubada por una semana antes de su
aplicacion al sustrato. Por otro lado, se prepar0 un suplemento
correspondiente a restos de materia vegetal (cascaras de papa Yy

zanahoria, Figura 9), los cuales son cocinados y “afiejados” por una
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semana antes de su aplicacion al sustrato, esto con el fin de mantener la
salud de las lombrices. Ambas preparaciones se afiadieron al sustrato una
vez a la semana, luego de la remocion de los restos de alimento que

hubiesen quedado de la semana anterior.

(b)

Figura 9.- Muestras de alimento para lombrices antes de su preparacion.
Caéscaras secas de papa y zanahoria (a), pellets de alfalfa deshidratada (b)

4.8.2.-Concentracion letal media (LCso) de la tasa de aplicacion de
biosolido

Se escogieron 5 valores de tasa de aplicacion de biosolido,
correspondientes a 15Mg/ha, 30Mg/ha, 45Mg/ha, 60Mg/ha y 90Mg/ha.
Se prepararon mezclas con las cantidades mencionadas en la Tabla 7, en
frascos de vidrio de 500 mL, los cuales son cubiertos con Parafilm®
sujeto a un elastico conservandose las mismas condiciones de periodo
luz/oscuridad y temperatura que los recipientes de aclimatacion de

lombrices por un dia, previo a la adicion de lombrices.
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Tabla 7.- Composicion de las mezclas suelo/biosélido de acuerdo a la tasa de aplicacion.

Tasa de aplicacion de biosolido

OMg/ha | 15Mg/ha | 30Mg/ha | 45Mg/ha | 60Mg/ha | 90Mg/ha

Suelo (g) 387,45 | 384,77 | 38214 | 37953 | 37696 | 371,93

Biosdlido(g) | --—------ 2,65 5,26 7,84 10,38 15,36

4.8.3.-Ensayos de toxicidad aguda de lombrices en presencia de
disruptores endocrinos

Como control, se prepararon frascos de mezcla de suelo con biosolido en
las mismas cantidades correspondientes a una tasa de aplicacion de
30Mg/ha mencionadas en la tabla 7. Del mismo modo, se prepararon
frascos con mezclas de suelo y biosolido enriquecido con BPA, EE2 y
TCS por separado, y biosélido tratado solo con los solventes en las

mismas cantidades que la condicion control.

4.8.4.-Seleccion del estado y del numero de individuos por
tratamiento y namero de réplicas

En todos los ensayos con lombrices se escogieron individuos sin su
clitelo desarrollado, y cuyo peso se encontraba entre los 300 mg.

Para determinar la concentracion letal media se tienen en consideracion
los pardmetros sugeridos y avalados por el Environmental Technology
Centre de Canada [Environmental Technology Centre, 2004],
correspondiente a un triplicado de cada condicién de ensayo, en los

cuales se adicionan seis lombrices.
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En cuanto al ensayo de toxicidad, se consideraron los siguientes
parametros: un nivel de confianza a de 0,05 y una potencia (1-) de 0,80.
Se compararon 4 condiciones de ensayo, correspondientes al suelo, suelo
mas biosélido, suelo mas biosolido enriquecido con BPA, EE2 0 TCS y
suelo més biosélido tratado con el solvente correspondiente; teniendo de
este modo 4 grupos. Si se considera que el valor f de 0,40 de Cohen
equivale a 0,08 cuando se comparan medidas, se tiene que se requieren
18 individuos por grupo. Estos 18 individuos se dividieron en 3, teniendo

asi 6 individuos por réplica de ensayo.

4.8.5.-Mediciones de ensayos con lombrices

Tanto para la determinacion de la LCso como para el ensayo de toxicidad,
el tiempo de ensayo comprendio 14 dias, con mediciones al inicio, al dia
7'y al dia 14. Estas comprendieron la determinacion del peso himedo de
las lombrices (tras ser lavadas con agua destilada) y el pH del sustrato
[Sadzawka et al., 2006], ademas de la medicion diaria de la temperatura.
Por otro lado, se registrd el comportamiento, caracteristicas y ubicacién
en el frasco (si es posible de ver) de las lombrices en todos los dias de
ensayo. El régimen de luz/oscuridad fue el mismo que para la
aclimatacion. Las lombrices en los medios de ensayo no fueron
alimentadas durante el experimento, pero si se adiciond agua destilada
con tal de mantener humedo el sustrato. Una vez concluidos los ensayos,
las lombrices fueron almacenadas en placas de Petri y congeladas a
-20°C.
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4.9.-Cromatografia GC-MS

El modo de ionizacién en espectrométria de masas es por impacto
electronico (EI). Como gas portador fue utilizado helio con un 99,999%
de pureza a un flujo de 1 mL/min y una columna capilar marca Restek
RTX-5MS 30 m, 0,32 mm de didmetro interno (ID), 0,25 um de espesor
de fase estacionaria (df), con un maximo de temperatura de 350°C.

El programa de temperatura comenzd a 75°C por 1 min, el cual fue
incrementado a 150°C a una razén de 20°C por minuto durante 5
minutos, seguido de un incremento a 300°C a una razén de 10°C por

minuto durante 5 minutos con un solvent delay de 7 min.

4.9.1.-l1dentificacion mediante GC-MS

Se realizé un barrido completo, con modalidad SCAN, de masas en un
rango de 50 a 550 m/z. Luego se realizé un monitoreo selectivo de iones
(SIM), para ello se escogieron dos iones representativos y de alta
abundancia para cada analito. El i6n de mayor abundancia se utilizé para
cuantificar y el segundo para confirmar la presencia del analito (ién
cualificador). Ademas, fue necesario confirmar el analito mediante la
razon de la abundancia de ambos iones en la muestra, la cual debe
corresponder al mismo valor que se ha determinado con el estandar
correspondiente del DE (£20%), ya que de lo contrario no se puede
confirmar la presencia del analito en la muestra. Los iones (m/z) y

tiempos de retencion de cada analito se muestran en la Tabla 8.
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Tabla 8.-Tiempos de retencion y masas de analitos sililados.

Analito Tiempo de 16n Cuantificador 16n Cualificador
retencion (min) m/z m/z
TCS 19,02 345 347
BPA 19,63 357 358
PCB 20,.07 292 290
EE2 24,53 425 440

4.9.2.-Preparacion de muestras para GC-MS

Las lombrices fueron liofilizadas hasta alcanzar una estabilizacion de su
peso, correspondiente a una pérdida de ~ 75% de su peso humedo. Estas
fueron trituradas en un mortero de agata.

Para la determinacion de BPA, EE2 y TCS en la muestra, ésta fue
purificada mediante el método de dispersion de matriz en fase solida
[Sanchez-Brunete et al., 2010]. Fueron preparados cartuchos Oasis HLB
de 3cc sin su fase sorbente con 100 mg de Florisil. Por otro lado se
prepard una mezcla de 100 mg de muestra, 100 mg de C18 y 50 mg de
Na,SOq,, la cual es empacada en el cartucho. Estos son montados en un
sistema manifold, donde los analitos fueron eluidos con 3 mL de
acetonitrilo y recolectados en viales ambar de 10 mL. Posteriormente
fueron llevados a sequedad bajo una corriente de nitrégeno vy

reconstituidos en 3 mL de acetato de etilo.
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4.9.3.-Proceso de derivatizacion

Los analitos (tanto estdndar como muestra) deben ser derivatizados con
el fin de generar moléculas volatiles para medir en el sistema GC-MS.
Para ello se utiliz6 el protocolo optimizado por Arismendi et al., 2019.
Tanto para las preparaciones de multiestdndar como de eluido de muestra
se tomo una alicuota de 170 uL en un vial de 2 mL, la cual se llevo a
sequedad bajo una corriente de gas nitrogeno. Luego se afiadieron 50 uL
de piridina y 70 upL de derivatizante N-metil-N-trimetilsilil-
trifluoroacetamida (MSTFA), la mezcla fue agitada en vortex y luego se
llevo a 80 °C por 35 min. Una vez completada la derivatizacion se dejo
enfriar a temperatura ambiente, se afiadieron 50 pL de PCB 1 pg mL"
lcomo estandar interno y se agitd en vortex. Asi, la solucion derivatizada
fue analizada en el GC-MS. Se inyectaron 2 ul. de esta solucién en

equipo de GC utilizando un inyector con modalidad spitless a 250°C.

4.10.-Analisis de datos y estadistica

GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA) fue
utilizado para el anélisis estadistico de los datos obtenidos de los ensayos
de germinacion de semillas de lechuga, el ensayo de toxicidad en
lombrices y la acumulacién de DE. Por otro lado fue utilizado para el
calculo de LC50 de la tasa de aplicacion de biosolido y la construccién

de las curvas de calibracién para la cuantificacién de DE en lombrices.
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5.- Resultados y Discusion

5.1.-Efectos de BPA, EE2 y TCS en la germinacion de semillas de
lechuga (L. sativa)

El ensayo de germinacion de semillas de lechuga permite, por medio del
calculo de un indice de germinacion (IG), determinar si una “condicién”
es apta o no (fitotoxicidad) para la germinacion [Celis et al., 2006].
Como condicion testigo se ha utilizado agua destilada (AD), el control
negativo corresponde a suelo tratado con biosolido (S+B), y los
tratamientos corresponden a la adicion de los DE (S+B*BPA, S+B*TCS
y S+B*EE?2) y de los solventes (S+B*Acetona y S+B*Metanol).

Luego de 5 dias de incubacion, las semillas que germinaron fueron
contabilizadas y se midié su raiz y su hipocotilo. En cuanto al nimero de
semillas que germinan (Figura 10), la adicion de BPA al biosdlido
produce una disminucion significativa en comparacion con los
tratamientos donde se ha adicionado TCS, EE2 y acetona al biosolido, y
con el suelo tratado con biosdélido (p < 0,05).

En cuanto a la longitud de las radiculas (Figura 11) y del hipocotilo
(Figura 12), no hay diferencias significativas en comparacién con el
control de suelo tratado con biosolido ni entre los distintos tratamientos
del biosolido con DE y solventes. Esto Gltimo estaria indicando que la
capacidad fitotoxica del BPA podria estar afectando el proceso de

germinacion.
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Figura 10.- Efectos de BPA, EE2 y TCS sobre el nimero de semillas que germinan.

Cada tratamiento fue realizado en triplicado con 10 semillas. AD (agua destilada), S (suelo),
S+B (suelo + biosolido [90Mg/ha]), B* (biosélido enriquecido con compuesto
correspondiente). BPA [52mg/kg], TCS [40mg/kg], EE2 [0,6mg/kg]. * indica diferencia
significativa con S+B, S+B*TCS, S+B*EE2 y S+B*Acetona (test de Tukey, p < 0,01). Las

harras indican desviacidn estandar (SD)
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Figura 11.- Efectos de BPA, EE2 y TCS sobre la longitud de las radiculas de lechuga.
Cada tratamiento fue realizado en triplicado con 10 semillas. AD (agua destilada), S (suelo), S+B
(suelo + biosolido [90Mg/ha]), B* (biosolido enriquecido con compuesto correspondiente). BPA
[52mg/kg], TCS [40mg/kg], EE2 [0,6mg/kg]. Las barras indican desviacién estandar (SD). (test de
Tukey, p > 0,05).
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Figura 12.- Efectos de BPA, EE2 y TCS sobre la longitud de hipocotilo de lechuga.

Cada tratamiento fue realizado en triplicado con 10 semillas. AD (agua destilada), S (suelo),
S+B (suelo + bios6lido [90 Mg/ha]), B* (biosolido enriquecido con compuesto
correspondiente). BPA [52mg/kg], TCS [40mg/kg], EE2 [0,6mg/kg]. Las barras indican
desviacion estandar (SD). (test de Tukey, p > 0,05).

Con los datos obtenidos se calcul6 el 1G para cada condicion, los cuales
se muestran en la Figura 13. El 1G posee dos umbrales: el de 80% vy el
de 50%. Si bajo una condicion de germinacion el 1G se encuentra sobre
el 80% corresponde a una situacion adecuada para ello. Por otro lado, si
esta condicion de germinacién comprende un IG bajo el 50% indicaria
capacidad fitotoxica. Si el IG se encuentra en valores intermedios (entre
50 y 80%) indicaria una condicion no optima para la germinacion [Celis
et al., 2006].
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Figura 13.- Indice de germinacion de semillas de lechuga.

Cada tratamiento fue realizado en triplicado, comparando cada réplica con un promedio de la
condicion testigo. AD (agua destilada), S (suelo), S+B (suelo + biosoélido [90 Mg/ha]), B*
(biosolido enriquecido con compuesto correspondiente). BPA [52mg/kg], TCS [40mg/kg],
EE2 [0,6mg/kg]. Las barras indican desviacién estandar (SD). * indica diferencia
significativa (test de Sidak, p <0,01).

Para efectos de los resultados obtenidos, el enriquecimiento del biosélido
con BPA entrega in IG de 40 + 27%, lo cual esta indicando que es una
condicidn fitotdxica para la germinacion. En vista del 1G obtenido, y los
resultados expuestos en la Tabla suplementaria 1, el efecto del BPA
estaria afectando solo el proceso germinativo. Este proceso depende
principalmente del balance entre las fitohormonas ABA y GA
[Nonogaki, 2006], las cuales actdan como inhibidor y promotor del
potencial de crecimiento, respectivamente. La germinacion requiere de la
imbibicion de la semilla (ingreso de agua a la semilla), lo que promueve

la sintesis de la GA 3B-hidroxilasa, cuya expresion se ve inhibida por la
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proteina RGL2 (perteneciente a la familia de proteinas DELLA,
represores de la germinacion). Esta enzima es la encargada de la sintesis
de GA, lo que promueve la sintesis de la proteina SLY1, perteneciente a
la familia de las SCF E3 ubiquitin-ligasas, involucrada en la degradacién
de proteinas por la via del proteosoma 26S. De este modo, SLY1 puede
ubiquitinar a RGL2 y por ende ser degradada por el proteosoma 26S,
aumentando asi el potencial de crecimiento [Nonogaki, 2006]. Por su
parte, ABA impone una restriccion sobre el potencial de crecimiento, y
su sintesis se ve promovida por RGL2.

Dado este mecanismo, es posible que el BPA esté interfiriendo la accion
del GA, o, lo que parece mas probable, actie como ABA dado al
parecido entre sus estructuras (Figura 1 y Figura 5). Un estudio mostro
los efectos de BPA en plantas crecidas de manera hidropoénica, entre ellas
lechuga. En este estudio se germinaron semillas hasta los 6 dias, con una
posterior incubacién hasta los 21 dias, exponiéndolas a concentraciones
de 10 y 50 mg/L de BPA, resultando en la totalidad de semillas
germinadas [Ferrara et al., 2006]. Sin embargo, tanto la longitud de la
radicula como del hipocotilo se vieron alteradas, esto aparentemente
causado por la capacidad del BPA de inhibir la elongacion celular y/o la
division celular [Ferrara et al., 2006]. Este resultado implica que, si el
ensayo hubiese progresado a mas dias, las semillas hubiesen germinado
en su totalidad, pero con diferencias en la elongacién, lo que mantendria

un valor bajo de IG.
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Otro resultado a considerar es el del suelo sin tratar, ya que su IG posee
un valor intermedio (56 + 14%), lo cual estaria confirmando su condicién
como suelo degradado, siendo éste no optimo para la germinacion de las
semillas de lechuga. El resto de tratamientos poseen IG que bordean, e
incluso pasan del 100%. Es probable que, dada la solubilidad en agua del
BPA (120 mg/L), éste haya quedado en mayor proporciéon en solucion
que el resto de compuestos al momento de realizar el ensayo, lo que
permitiria mostrar efectos méas directos de este compuesto en la

germinacion.

5.2.- Efecto de la aplicacion de biosélidos en suelo, utilizando
lombrices (E. fetida) como indicador de toxicidad.

Con el fin de utilizar las mismas tasas de aplicacion de biosolido en
suelo, tanto para el ensayo de germinacion como para el de lombrices, se
procedid con los pasos correspondientes. Sin embargo, las lombrices
expuestas a la tasa de aplicacion de 90 Mg/ha mueren antes del séptimo
dia de ensayo. Es por esto que, como estudio preliminar se determiné la

LCso de la tasa de aplicacion.

La Figura 14, muestra la regresion lineal planteada entre las tasas de
aplicacion que muestran el minimo y maximo efecto esperado (letalidad),
por lo que tasas de aplicacion inferiores a 40Mg/ha comprenden una

situacion no letal.
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Determinacion de la LCs de la tasa de
aplicacion de biosolido a suelo
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Figura 14.- Determinacion de la LCso de la tasa de aplicacion de biosélido en lombrices
Se utilizan los valores de mortalidad en las tasas de aplicacion de 45, 60 y 90 Mg/ha. Cada
réplica (3) contiene 6 lombrices. Y = 2,223*X — 100,1; R?= 0,9655. LC50 calculada para el dia
14 de ensayo de toxicidad de biosélido

Otros estudios han visto el efecto de la aplicacion de lodos o biosélidos
en suelo en cuanto a la letalidad que pudiesen producir en lombrices. Un
estudio obtuvo que con 30% y 70% de aplicacion de lodos en suelo no
hay mortalidad [Babi¢ et al., 2016], mientras que otro estudio mostro que
la letalidad del biosolido utilizado, no solo depende de la aplicacion, sino
que también del tiempo de incubacion de la mezcla, obteniendo mayor
mortalidad a mas tiempo de incubacién [Kinney et al., 2012]. Estos
antecedentes dejan en claro que los efectos obtenidos por las tasas de
aplicacion dependen de la composicion del biosélido y suelo, y de la

incubacion del sustrato previo a los ensayos.
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Es por lo anterior que, para poder determinar la tasa de aplicacion
adecuada, se compararon las variaciones en el peso de las lombrices en

los dias 7 y 14 de ensayo (Figura 15).
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Figura 15.- Efecto de la tasa de aplicacion de biosolido en la variacion del peso de
lombrices.

Cada réplica (3) contiene 6 lombrices. S (suelo), S+B (suelo + biosélido). * indica
diferencia significativa con el resto de tratamientos para el tiempo respectivo de la
medicion (test de Tukey, p < 0,05).

Se observé que en el dia 7 del ensayo se produce una disminucion del
peso de las lombrices en los suelos tratados con 15 y 30 Mg/ha, la cual
fue revertida el dia 14 del ensayo. Pero esta disminucién y aumento en el
peso, no fue significativa en comparacién a las lombrices del suelo sin
tratar. Para la tasa de 45 Mg/ha se produjo un aumento en el peso para
ambas mediciones, pero que no son significativas respecto al control.
Finalmente, para la tasa de 60 Mg/ha se produjo una disminucion
significativa en el peso de las lombrices en ambos periodos de medicion

en comparacion con el resto de tratamientos, lo que puede deberse al
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efecto negativo del alto contenido de materia organica que aporta el
biosélido al suelo, ya que no solo hay disminucién de peso, sino que
también algunas lombrices mueren bajo esta condicion. Otros estudios
han mostrado un efecto similar en lombrices expuestas a BPA en
distintas concentraciones, en la que también se aprecié una disminucion
del peso de lombrices [Verdu et al., 2018].

Otro efecto encontrado, fue el cambio de pH del sustrato durante el
ensayo (Figura 16). A pesar de que se produce una disminucién
significativa de pH en los distintos tratamientos en el tiempo, éstos se
mantuvieron en el rango de pH adecuado para las lombrices (pH 4 — 8)
[Laverack, 1963], a excepcion de la de 90 Mg/ha, la cual alcanzé pH 8,1
a los siete dias, indicando que la condicion del suelo no fue la 6ptima
para las lombrices. Sin embargo, las lombrices fueron encontradas
muertas desde antes del dia 7, por lo que no se puede atribuir solamente

al efecto de cambio en el pH del sustrato.

De las tasas aplicadas, el valor maximo en la que no se produce un efecto
corresponde a la de 45 Mg/ha. Debido a que este valor es considerado
como punto de partida para la LCsp, Se debe asegurar que la tasa no
produzca un efecto considerable, por lo que se escoge la de 30 Mg/ha
para los ensayos de toxicidad. Esto Gltimo por ser una tasa en que la
variacion del crecimiento de las lombrices no fue significativa y porque

de acuerdo al Decreto 4 correspondiente al Reglamento para el Manejo
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de lodos [Decreto 4, 28 de Octubre de 2009], la tasa maxima de
aplicacion para suelos degradados es de 90 Mg/ha, la que corresponde a
la tasa en que las lombrices mueren. Por otro lado, la tasa de aplicacion
méaxima para suelos degradados es de 30 Mg/ha, siendo esta la mejor

opcidn para continuar con el estudio.

Variacion de pH del sustrato

107 Bl pH Dia 0
1 pH Dia7
8- .....‘....‘....‘.‘....1—.1
] pH Dia 14
T ° - ™ m al ‘-"'
o
4 - o ° P o L q o ool o ol o «
2-
0= T T T T T T
=) N AN S
Q’\‘Q \‘(\’b' Q’\K\(b \s(\ Q’\K\(b
"JQ 0® <o® QQ Q®
<& e e N Q<
@ @ 2 2 2
S = S =) =]

Figura 16.- Efecto de la tasa de aplicacién de biosolido en el pH del sustrato.

Cada réplica (3) contiene 6 lombrices. S (suelo), S+B (suelo + biosolido). La linea azul y
rojo determinan los limites maximo y minimo, respectivamente, de pH adecuados para el
sustrato que habitan las lombrices.

5.3.- Efectos de BPA, EE2 y TCS en lombrices (E. fetida) presentes
en el biosélido aplicado al suelo

Ninguna de las lombrices utilizadas en los distintos tratamientos murid
durante el periodo de ensayo, lo que indica que el BPA, EE2y TCSy los
solventes utilizados, no son letales en las concentraciones utilizadas.
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Los resultados de la medicion de pH del sustrato para cada condicion
muestran que, a pesar de que disminuye en el transcurso del ensayo, estos

se encuentran en el rango optimo para las lombrices (Figura 17).
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Figura 17.-Variacion de pH en sustrato duran?e ensayo de biotoxicidad.
Cada réplica (3) contiene 6 lombrices. S (suelo), S+B (suelo + biosélido [30 Mg/ha]), B*
(biosdlido enriquecido con compuesto correspondiente). BPA [52mg/kg], TCS [40mg/kg],
EE2 [0,6mg/kg]. La linea azul y rojo determinan los limites maximo y minimo,
respectivamente, de pH adecuados para el sustrato que habitan las lombrices.

Es importante destacar que para el tratamiento con adicion de TCS, no se
produce una variacion significativa en el pH a lo largo del ensayo (test de
Tukey, p > 0,05), mientras que en el tratamiento con suelo (S) no se
aprecian diferencias entre los dias 0 y 7, y con adicién de acetona no se

aprecian diferencias entre los dias 7 y 14.
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En cuanto a la variacion en el peso de las lombrices, no se registran
diferencias significativas entre los tratamientos al séptimo dia del ensayo
(Tabla Suplementaria 2, Figura 18). Sin embargo, a los catorce dias se
obtienen diferentes resultados entre los tratamientos. La adicion de BPA
en el biosélido, causd el mayor aumento en el peso de las lombrices,
siendo este del 93,7%. En un estudio similar se utilizaron distintas
concentraciones de BPA (1, 10, 100, 1000 y 2000 mg/kg), observandose
una disminucién del peso, con el incremento de la concentracion en el
mismo periodo [Verdu et al., 2018]. Estas diferencias entre los resultados
se pueden deber a las distintas preparaciones para cada ensayo, ya que
este grupo utilizé un suelo artificial como base para el sustrato, y como
enmienda utilizaron un estiércol enriquecido con BPA en solucion de
etanol/agua, por lo que las diferencias entre el contenido de materia
organica y la fraccion biodisponible de BPA son determinantes en el

resultado.

A pesar de que la adicion de BPA mostrd el mayor aumento en el peso,
esta diferencia no fue significativa. En cuanto a la adiciéon de TCS, ésta
no alcanzd a ser significativa en el aumento de peso de las lombrices,
pero fue la de mayor variabilidad. Esto puede estar relacionado al estado
de maduracion de las lombrices. Las lombrices seleccionadas fueron
aquellas que no poseian su clitelo completamente desarrollado y cuyo
peso se encontraba entre los 300 mg. El problema fue que, como cada

individuo es Unico, algunas lombrices pueden estar méas cercanas a su
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edad de madurez o aln continuar en una etapa juvenil. Esto Gltimo es
importante, ya que se ha visto que el TCS posee efectos distintos que

dependen del estado de desarrollo de la lombriz [Amorim et al., 2010].
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Figura 18.-Variacion en el peso de lombrices.

Cada réplica (3) contiene 6 lombrices. S (suelo), S+B (suelo + biosélido [30 Mg/ha]), B*
(biosolido enriquecido con compuesto correspondiente). BPA [52mg/kg], TCS [40mg/Kkg],
EE2 [0.6mg/kg]. * indica diferencia significativa con S+B, S+B*BPA y S+B*TCS (test de
Tukey, p <0.05).

Los resultados del tratamiento con adicion de EE2 mostraron un efecto
negativo en el aumento de peso de las lombrices, ya que éstas mantienen
un peso similar en comparacion al dia 7, el cual resulto ser significativo
al compararlo con el blanco de suelo tratado con biosélido. No hay

informacién respecto de los efectos que pueda causar el EE2 en
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lombrices, ya que se ha visto que este no se acumula, a diferencia del
17p-estradiol (E2) [Markman et al., 2007].

Finalmente, la adicion de los solventes al biosélido se realizo con el fin
de verificar que ellos no fueran los causantes de los efectos que pudiesen
mostrar los disruptores, o que los fuesen a enmascarar. La adicion de
metanol no mostro una alteracion en el peso de las lombrices en
comparacion con el control de suelo tratado con biosolido. Sin embargo,
la adiciéon de acetona mostro un efecto similar al del EE2, en el que el
aumento de peso no es significativo entre el dia 7 y 14. Este resultado fue
importante, ya que puede estar afectando el resultado obtenido para BPA
y TCS, por lo que se deberia realizar este ensayo con otro solvente en el
que se pueda preparar el BPA 'y TCS y no provoque algun efecto sobre
las lombrices. No hay estudios que muestren efectos de la acetona en
lombrices, asi como también no estd catalogada dentro de la lista de
posibles disruptores endocrinos de la USEPA, por lo que se debe tener en

vista y consideracién su uso como solvente.

5.4.- Bioacumulacién de BPA, TCS y EE2 en lombrices
La Figura 19 muestra los tiempos de retencién obtenidos del
cromatograma correspondiente al multiestandar utilizado para identificar

y cuantificar los analitos en las muestras de lombriz.
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Figura 19.-Cromatograma GC correspondiente a solucion multiestandar de TCS, EE2 y
BPA. En verde: cromatograma completo de la solucién (TIC). En rojo: i6n identificador de
TCS (m/z = 347) y t, = 18,91 min. En azul: i6n identificador de EE2 (m/z = 440) y t, = 24,39
min. En amarillo, ién identificador de BPA (m/z = 358) y t; = 19,63 min.

Debido a la cantidad de condiciones y réplicas utilizadas, se prepararon
dos curvas de calibracién con el fin de verificar la sensibilidad del equipo
de GC durante el andlisis de las muestras. Como estas curvas presentaron
diferencias en las sefales obtenidas, se procedio a comparar las
pendientes de las respectivas curvas, lo cual mostro que no hay diferencia
significativa entre ellas. Sin embargo, el analisis sugiere utilizar un
promedio de ambas curvas de calibracion, con el fin de no sobreestimar o

subestimar los valores de concentracion al interpolar las muestras. De
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este modo se obtienen las curvas de calibracion para TCS (Figura
suplementaria 1), BPA (Figura suplementaria 2), y EE2 (Figura

suplementaria 3).

Posterior al andlisis por GC de las muestras de lombriz, se procedié a
calcular la concentracion estimada de cada analito por peso seco de
lombriz para cada tratamiento (Tabla Suplementaria 3). En ninguno de
los tratamientos se logré detectar EE2 en las muestras de lombriz
(Figuras suplementarias 4-10). Esto se puede deber a que las lombrices
no son capaces de acumular el EE2 debido a su metabolismo o la baja
concentracion de éste en los tratamientos, o porque las lombrices son
capaces de degradar el EE2, impidiendo asi que pueda ser detectado.

Tanto el BPA como el TCS se pudieron encontrar en lombrices, pero el

factor de acumulacion dependio del tratamiento seguido.

5.4.1.- Bioacumulacion de BPA

En cuanto a BPA, las mayores concentraciones se encontraron en los
tratamientos con biosdlido y con biosélido enriquecido con BPA, siendo
ambas similares (Figura 20). Por otro lado, al tratar con biosolido
enriguecido con TCS y con metanol se obtienen concentraciones menores
a las obtenidas en el control y en la de suelo tratado con biosolido
enriquecido con BPA, Al comparar estos resultados con los de otros
investigadores se sugiere que, tal como se menciono anteriormente, la

variacion en la composicion del sustrato otorga resultados diferentes, por
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lo que cada estudio cobra relevancia por si solo. Estudios han mostrado
que el BPA, bajo condiciones especificas para un sustrato (Suelo + 3%
biosolido, incubado por 8 semanas), se pudo encontrar en lombrices a
una concentracion de 1700 ng/g [Kinney et al., 2008 y 2012]. También se
determind su factor de bioacumulacion para cada sustrato, considerando
la concentracién tedrica presente en cada mezcla. Los resultados
presentados en la Tabla 9 muestran que la bioacumulacion de BPA fue
mayor a bajas concentraciones, coincidiendo con el control de suelo
tratado con biosolido (BAF = 3,1). Esto coincide con resultados
expuestos por otro estudio [Kinney et al., 2012], donde no fue detectado
BPA en la mezcla de suelo y biosolido incubados por 8 semanas, pero si

se obtuvo un BAF para BPA de 104, validando asi su acumulacion.

Tabla 9.- Factor de bioacumulacién de BPA 'y TCS en lombrices.

Factor de
bioacumulacion (BAF)
Tratamientos BPA TCS
S n.e. n.d.
S+B 31 4,0
S+B*BPA 0,6 22,6
S+B*TCS 1,0 4,6
S+B*EE2 1,7 7,8
S+B*Metanol 15 3,6
S+B*Acetona 2,6 7,5

Tratamientos: S (suelo), S+B (suelo + biosolido [30 Mg/ha]), B* (biosolido enriquecido con
compuesto correspondiente): BPA [52mg/kg], TCS [40mg/kg], EE2 [0.6mg/kg]. n.e.: no
encontrado. n.d.: no determinado.
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Figura 20.-Concentracién de BPA en lombrices tras ensayo de toxicidad.

S (suelo), S+B (suelo + biosélido [30 Mg/ha]), B* (biosolido enriquecido con compuesto
correspondiente), BE (blanco de elucion). BPA [52mg/kg], TCS [40mg/kg], EE2 [0,6mg/kg].
* indica diferencia significativa con S+B vy S+B*BPA (test de Sidak, p < 0,05).

Es interesante mencionar que con el tratamiento con acetona, el BPA se
acumulé de forma similar al control (BAF = 2,6), pero el efecto

encontrado en el peso fue negativo.

5.4.2.- Bioacumulacion de TCS

El TCS presentd un patron distinto al del BPA, en donde las mayores
concentraciones fueron encontradas en los tratamientos con BPA 'y TCS,
mientras que el resto de tratamientos fueron similares al control (Tabla

Suplementaria 3, Figura 21).
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Figura 21.-Concentracion de TCS en lombrices tras ensayo de toxicidad.

S (suelo), S+B (suelo + biosélido [30 Mg/ha]), B* (biosolido enriquecido con compuesto
correspondiente), BE (blanco de elucion). BPA [52mg/kg], TCS [40mg/kg], EE2 [0,6mg/Kg].
* indica diferencia sianificativa con el resto de tratamientos (test de Tukey, p < 0,05).

Se ha detectado una concentracion basal de TCS presente en las
lombrices con suelo sin tratar, lo cual sugiere una posible contaminacion
en este tratamiento. Sin embargo, no es suficiente para provocar alguna
alteracion en el resultado, ya que no se ve un efecto en la concentracién
de BPA similar al del suelo tratado con TCS. Esto permitiria inferir que
el TCS desfavorece la acumulacion de BPA, mientras que el BPA

favorece la acumulacién de TCS (Tabla 9).

Otros ensayos han mostrado la presencia de TCS [Kinney et al., 2008 y
2012; Macherius et al., 2014] en lombrices, con valores entre los 15,7 a
los 4200 ng/g, mostrando asi que los resultados encontrados en este
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trabajo, se encuentran en dicho rango de concentracién. Por otro lado, los
BAF encontrados en este trabajo son comparables con los mostrados en
dichas publicaciones (BAF = 2,7 — 43), indicando de este modo que el
TCS se bioacumula en las lombrices en todos los tratamientos del

ensayo.

6.- Conclusion

Los resultados encontrados muestran la capacidad fitotdxica que posee el
BPA en la germinacién de semillas de lechuga, asociado aparentemente a
la inhibicion de la promocion de la elongacion en el desarrollo del
embridn de la planta, mientras que el TCS y EE2 no mostraron efectos
negativos ni positivos en dicho proceso. Por otro lado, se encontré que
EE2 y la acetona, usada como solvente, muestran un efecto negativo en
el peso de las lombrices, impidiendo que este suba; mientras que BPA y
TCS, a pesar de aumentar el peso, no logré ser significativo. Sin
embargo, la determinacion de la bioacumulacién de estos compuestos en
lombrices, por si sola, no determina toxicidad, ya que aunque no se
detecte un DE, éste puede estar provocando igualmente un efecto. Con
estos resultados, se puede aceptar la hipdtesis de que la toxicidad de DE
se puede determinar a través de los bioensayos de germinacion y
desarrollo de plantulas de lechuga y bioensayos con lombrices, siendo
éste ultimo complementado con la determinacién de la bioacumulacion

de dichos DE en lombrices.
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6.1.- Perspectivas a futuro

Ya que se ha tomado mas consciencia respecto a los efectos de los
disruptores endocrinos en plantas e invertebrados terrestres, tal como
ocurre con la germinacion de semillas y las lombrices, han surgido
nuevas investigaciones en cuanto a la seleccion de nuevos
biomarcadores, siendo algunos de ellos asociados a efectos a nivel
morfologico [Ferrara et al., 2006], genético [Novo et al.,, 2018],
metabolico [McKelvie et al., 2011; Zhang et al., 2006] y reproductivo
[Oumi et al., 1996]. Es por ello que la resolucion de esta investigacion
asegura que los ensayos realizados pueden ser utilizados para determinar

la capacidad de otros compuestos en generar efectos toxicos.
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8.- Anexos

8.1.- Figuras
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Figura Suplementaria 1.- Curva de calibracion de TCS para anélisis GC. =
indica las concentraciones utilizadas para la construccion de la curva (1, 5, 10,
25, 50, 100, 250 y 500 pg/L). El area obtenida para cada analito fue normalizada
por PCB (razén TCS/PCB) para los iones 347 y 290 m/z, respectivamente.
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Concentraciéon BPA
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Figura Suplementaria 2.- Curva de calibracion de BPA para analisis GC. =
indica las concentraciones utilizadas para la construccién de la curva (1, 5, 10,
25, 50, 100, 250 y 500 pg/L). El area obtenida para cada analito fue normalizada
por PCB (razén BPA/PCB) para los iones 358 y 290 m/z, respectivamente.
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Figura Suplementaria 3.- Curva de calibracién de EE2 para analisis GC.

= indica las concentraciones utilizadas para la construccion de la curva (1, 5, 10,
25, 50, 100, 250 y 500 pg/L). El area obtenida para cada analito fue normalizada
por PCB (razén EE2/PCB) para los iones 425y 292 m/z, respectivamente.
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Figura Suplementaria 4.-Cromatograma GC correspondiente a Lombrices en sustrato
(Suelo). En rojo: cromatograma completo de la solucién (TIC). En verde: ion identificador de
TCS (m/z = 347) y t, = 18.87 min. En azul: i6n identificador de EE2 (m/z = 440) y t, = 24.39
min. En amarillo, i6n identificador de BPA (m/z = 358) y t, = 19.63 min.
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Figura Suplementaria 5.-Cromatograma GC correspondiente a Lombrices en sustrato
(Suelo + Biosélido). En rojo: cromatograma completo de la solucién (TIC). En verde: i6n
identificador de TCS (m/z = 347) y t, = 18.89 min. En azul: ion identificador de EE2 (m/z =
440) y t, = 24.39 min. En amarillo, i6n identificador de BPA (m/z = 358) y t; = 19.65 min.
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Figura Suplementaria 6.-Cromatograma GC correspondiente a Lombrices en sustrato
(Suelo + Bios6lido*BPA). En rojo: cromatograma completo de la solucion (TIC). En verde:
i6n identificador de TCS (m/z = 347) y t, = 18.87 min. En azul: i6n identificador de EE2 (m/z
= 440) y t; = 24.39 min. En amarillo, i6n identificador de BPA (m/z = 358) y t, = 19.63 min.
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Figura Suplementaria 7.-Cromatograma GC correspondiente a Lombrices en sustrato
(Suelo + Biosélido*TCS). En rojo: cromatograma completo de la solucién (TIC). En verde:
ién identificador de TCS (m/z = 347) y t, = 18.87 min. En azul: i6n identificador de EE2 (m/z
= 440) y t, = 24.39 min. En amarillo, i6n identificador de BPA (m/z = 358) y t, = 19.63 min.
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Figura Suplementaria 8.-Cromatograma GC correspondiente a Lombrices en sustrato
(Suelo + Bios6lido*EE?2). En rojo: cromatograma completo de la solucién (TIC). En verde:
i6n identificador de TCS (m/z = 347) y t, = 18.87 min. En azul: i6n identificador de EE2 (m/z
=440) y t, = 24.39 min. En amarillo, ion identificador de BPA (m/z = 358) y t; = 19.63 min.
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Figura Suplementaria 9.-Cromatograma GC correspondiente a Lombrices en sustrato
(Suelo + Biosélido*Acetona). En rojo: cromatograma completo de la solucion (TIC). En
verde: i6n identificador de TCS (m/z = 347) y t, = 18.87 min. En azul: i6n identificador de
EE2 (m/z = 440) y t, = 24.39 min. En amarillo, i6n identificador de BPA (m/z = 358) y t; =
19.63 min.
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Figura Suplementaria 10.-Cromatograma GC correspondiente a Lombrices en sustrato
(Suelo + Biosolido*metanol). En rojo: cromatograma completo de la solucién (TIC). En
verde: idn identificador de TCS (m/z = 347) y t, = 18.87 min. En azul: i6n identificador de
EE2 (m/z = 440) y t; = 24.39 min. En amarillo, i6n identificador de BPA (m/z = 358) y t; =
19.63 min.
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Figura Suplementaria 11.-Cromatograma GC correspondiente a Blanco de Elucién. En
rojo: cromatograma completo de la solucién (TIC). En verde: ion identificador de TCS (m/z
= 347) y t, = 18.87 min. En azul: ion identificador de EE2 (m/z = 440) y t, = 24.39 min. En
amarillo, i6n identificador de BPA (m/z = 358) y t; = 19.63 min.
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Figura Suplementaria 12.-Cromatograma GC correspondiente a Estandar interno
(PCB). En verde: cromatograma completo de la solucién (TIC). En rojo: i6n cuantificador de
PCB (m/z = 292) y en azul: i6n identificador de PCB (m/z = 290), t, = 20.19 min.
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8.2.- Tablas

Tabla Suplementaria 1.- Longitud promedio de radiculas e hipocotilo y promedio de
semillas que germinan.

Tratamiento Longitud de Longitud de Cantidad de semillas
raices (mm) | hipocotilo (mm) gue germinan

Agua Destilada 369 31+5 5+1
Suelo Chicauma 28+9 30+9 4+1
Suelo + Bios6lido [90Mg/ha] 31+11 28+ 8 71
Suelo + Biosolido [90Mg/ha] 28+7 24+ 6 3+2

* BPA [52mg/kg]

Suelo + Biosolido [90Mg/ha] 32+11 26+ 6 61

* EE2 [0.6mg/kg]

Suelo + Biosolido [90Mg/ha] 27+9 27+10 7+1

* TCS [40 mg/kg]

Suelo + Biosolido [90Mg/ha] 36 + 11 27+6 60

* Acetona

Suelo + Biosolido [90Mg/ha] 31+8 25+6 60

* Metanol

Tabla Suplementaria 2.- Variacion del peso de lombrices en los distintos tratamientos

Tratamiento Variacién peso dia 7 (%) | Variacion peso dia 14 (%)

Suelo Chicauma 30,9+6,3 60,2 + 11,7
Suelo + Biosolido [30Mg/ha] 41,1+£98 80,9+134
Suelo + Biosolido [30Mg/ha] 56,8 +2,3 93,7+5,9
* BPA [52mg/kg]

Suelo + Biosélido [30Mg/ha] 42,3+10,9 74,7+ 26,4
* TCS [40mg/kg]

Suelo + Biosolido [30Mg/ha] 30,9+0,8 355+23
* EE2 [0,6mg/kg]

Suelo + Biosoélido [30Mg/ha] 28,7+5,8 40,9 +12,3
* Acetona

Suelo + Biosélido [30Mg/ha] 42,6 +4,3 56,9 £ 14,7
* Metanol
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Tabla Suplementaria 3.- Concentracion (ng/g) de BPA'y TCS en lombrices y sustrato.

Concentracion en Lombrices

Concentracion en sustrato

(ng/g) peso seco (ng/g)

Tratamientos BPA TCS BPA TCS

S n.e. 583+75 n.e. n.e.

S+B 552+117 543+44 176,49+0,02 135,76+0,02
S+B*BPA 557+111 30741364 882,4+0,2 135,75+0,03
S+B*TCS 176+63 3108+312 176,48+0,01 678,78+0,04
S+B*EE2 297+93 1064+114 176,48+0,02 135,76+0,02
S+B*Metanol 263+148 493+91 176,506+0,004 135,774+0,003
S+B*Acetona 463+79 1015+269 176,506+0,006 135,774+0,005

Tratamientos: S (suelo), S+B (suelo + biosélido [30 Mg/ha]), B* (biosélido enriquecido con
compuesto correspondiente): BPA [52mg/kg], TCS [40mg/kg], EE2 [0.6mg/kg]. n.e.: no

encontrado.
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