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RES[]MEN

La recuperación de un suelo para uso agronómico se ha acentuado en las últimas

décadas debido ala alta demanda alimenticia que busca solventar la producción agrícola.

Dependiendo del uso y de las condiciones climáticas, un suelo puede ver amenazada su

resiliencia y su capacidad depurativa, lo que a largo plazo puede derivar en la alteración

de sus componentes fisicoquímicos ybiológicos dejándolo en calidad de suelo degradado.

Para revertir esta condición, se han implementado tecnologlas que incluyen fertilizafltes y

abonos que le entregan los nutrientes y minerales al suelo que son necesarios para las

plantas.

En e1 contexto de generar soluciones viables y sustentables, el SAG permite el uso

de lodos estabilizados para la recuperación de suelos agrícolas.

Tanto los efluentes como los biosólidos de las plantas de tratamiento de aguas

servidas, transportan una serie de contaminantes que provienen de actividades antrópicas.

A estos contaminantes se les conoce como contaminantes emergentes, y hasta ahora no

ha¡ sido considerados en las normativas. Miefltras tanto, su estudio busca evalua¡ el nivel

de riesgo y peligrosidad que representan para el ser humano y el medio ambiente.

Los contaminantes emergentes pueden circular en distintos ecosistemas,

incorporiíndose a cadenas tróficas en medios terestres y acuáticos. En algunos seres vivos

ha quedado de manifiesto e1 efecto que genetan algunos contaminantes en su sistema

endocrino, es por ello que se les conoce con el nombre de Compuestos Disruptores

Endocrinos (CDE).

Las hormonas estrogénicas revisten un potencial peligro de disrupción endocrina,

debido a su álgida actividad biológica. En este trabajo se priorizó el estudio de las

horrnonas estrogénicas: estrona (El), l7p-estradiol (E2) y de l7c-etinilestradiol (BE2),

cuyo objetivo principal fue evaluar la presencia y biodisponibilidad de cada una de ellas

en suelos cultivados con plantas de trigo, y comparar los resultados con un método

biosimulador con ciclodextrina.
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Mediante extracción asistida por ultrasonido (US), etapa de limpieza con

extracción en fase sólida (SPE) y determinación por cromatografía de gases acoplado a

espectrometría de masas (GCA4S), se encontró 150,10 + 6,40 pgkg-t de EE2 en el

biosólido de una planta de tratamiento.

Para evaluar el eventual riesgo que conlleva el uso de enmiendas orgiánicas para la

restauración de suelos, se montó un bioensayo con plantas de trigo simulando condiciones

naturales de riego y climatización. Los suelos fueron tratados con biosólido en razón de

90 Mgha 1, y además se incluyeron suelos tratados con biosólido enriquecido con 10

mgkgl de 1as hormonas El, E2yEE2.

Tras analizar las plantas, fue posible conocer la biodisponibilidad de cada hormona

en el suelo. Se pudo constatar una alta tasa de degradación de El, ya que no se encontró

ni en las raíces ni enlapute área. Las otras dos hormonas, mostraron un comportamiento

distinto para cada suelo. Se encontraron factores de bioconcentración (FBC) de 0,01 para

E2 y de 0,54 paraBB2 en el suelo Lo Prado, tratado con biosólido enriquecido, mientras

que el suelo Chicauma, tratado con biosó1ido enriquecido, presentó FBC de 0,15 y 0,7

paraB2 yEE2,respectivamente. En e1 suelo tratado con biosólido natural solo se encontró

EE2 en las raíces de 1as plantas cultivadas en ambos suelos.

Para validar el método biosimulador con ciclodextrina, fue necesario correlacionar

los valores obtenidos en la extracción de hormonas con hidroxipropil-B-ciclodextrina

(HPDC) con los de la fracción biodisponible en plantas de trigo mediante un test de

correlación lineal simple. Los resultados fueron comparables, ya que se encontraxon

patámetros estadísticos admisibles, p-value < 0,05 y r : 0,99. Por 1o tanto, se validó la

metodología con respecto a los bioensayos de plantas de trigo. Además, se encontró que

la presencia de hormonas no influye mayormente sobre la actividad microbiana en los

suelos. Esto se demostró mediante de la determinación de COz, N-NO:- y N-NH¿+.
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St]MARY

The soil restoration for agricultural use has increased in recent decades due to high

food demand, which agricultural production seeks to solve. Depending on use and climatic

conditions, a soil's resilience and purification capacity can be threatened, which could

lead to a long-term alteration of its physico-chemical and biological components leaving

it in the condition of degraded soil. Technologies have been implemented in order to

reverse this condition, including fertilizers and manure that deliver nutrients and minerals

necessary lor plants to the soil.

In the context of creating viable and sustainable solutions, SAG allows the use of

stabilized sludge fo¡ soil restoration for agricultural use.

Both effluents and biosolids from wastewater treatment plants carry a number of

pollutants from human activities. These pollutants are known as emerging contaminants,

which haven't been considered in the regulations. Meanwhile, their study aims to assess

the level ofrisk and danger posed to humans and the environment.

Emerging contaminants can circulate in different ecosystems, incorporating

themselves to food chains in terrestrial a:rd aquatic environments. In some living

organisms, it has been revealed the effect generated by some pollutants in their endocrine

system, which is why they are known as Endocrine Disrupting Compounds (EDC).

Estrogenic hormones are of potential danger of endocrine disruption, because of

its outstanding biological activity. The study of estrogenic hormones are prioritized in this

research: estrone (E1), 17p-estadiol (E2) and l7o-ethinylestradiol (EE2), whose main

objective was to evaluate t}re presence and bioavailability of each one in soils cultivated

with wheat plants and to compare the results with a cyclodextrin biosimulator method.

Through ultrasound assisted extraction (US), solid phase extraction (SPE) and gas

chromatography coupled to mass spectrometry determination (GC/MS), 150.10 + 6.40

¡rgk91 of EE2 were found in biosolid from a treatment plaÍt.
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To assess the potential risk associated with the use oforganic amendments for soil

restoration, a bioassay with wheat plants was mounted simulating natural conditions of

irrigation and air conditioning. Soils were treated with 90 Mg ofbiosolid per hectare. Soils

treated with biosolids, spiked with 10 mgkgr of the E1, E2 a¡d EE2 hormones, were also

included.

After analyzing the plants, it was possible to know the bioavailability of each

hormone in the soil. It was found a high degradation rate ofEl, due to its absence in both

roots and upper pa¡t. The others two hormones showed a different behavior in each soil.

Bioconcentration factor (BCF) of 0.01 for E2 and 0.54 for EE2 were found on the soil Lo

Prado, treated with spiked biosolid, while the soil Chicauma, treated with spiked biosolid,

presented BCF 0.15 and 0.7 respectively. In soil treated with natural biosolid, EE2 was

only found in roots.

In order to validate the cyclodextrin biosimulatot method, it was necessary to

correlate the values obtained in the extraction of hormones with p-hydroxypropyl-

cyclodextrin (IIPCD) with the bioavailable fraction in wheat plants, using a simple linear

correlation test. The results were comparable with admissible statistical parameters, p-

value < 0.05 and r : 0.99. Therefore, the methodology was validated with respect to wheat

plants bioassays. In addition, it was found that the presence of hormones don't influence

the mic¡obia.l activity in the soi1. This was demonstrated by the determination of COz, N-

NO¡. and N-NI{+*.
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INTRODUCCIÓN

1.I Antecedentes Generales.

1.1.1 Tratamiento de aguas servidas.

El manejo sustentable de los recursos naturales implica descontaminar, teutilizar

y recuperar desechos de distintos procesos que pudiesen ser útiles en a1gún rirea de

producción. No obstante, la calidad de estos desechos debe ser estudiada previamente al

uso que se le quiera dar. Así por ejemplo las aguas residuales al ser tratadas, pueden ser

utilizadas como agua de riego (Criterios de calidad de aguas o efluentes tratados para uso

en riego, SAG, 2005).

En la Región Metropolitana existe un total de 30 plantas de tratamiento de aguas

servidas @TAS), entre ellas figuran: El Trebal, La Farfana, San José de Maipo, Talagante,

Valdivia de Paine (pertenecientes a la empresa Aguas Andinas S.A.), Los Trapenses

(Aguas Manquehue S.A.), Lomas de Lo Aguirre (EMAPAL S.A.), Las Higueras

(SEMBCORP Aguas Lampa S.A.), entre otras (http://www.siss.cV577lw3-article-

5059.htm1). Con todas las plantas operativas, es posible tener una cobertura de cerca del

100% del tratamiento de las aguas servidas ptovenientes de la cuenca Santiaguina. En el

ultimo tiempo, el proyecto Mapocho Urbano Limpio y el Plan de Saneamiento de las

Aguas Servidas de la Región Metropolitana ha buscado reducir el impacto que genera el

vertimiento de efluentes en cuerpos de agua como ríos o lagos, lo que no ha estado exento

de extemalidades como 1a generación de 290 mil toneladas de lodo por cada año (Aguas

Andinas, 2013).

1.1.2 Tratamiento de lodos y obtención de biosélidos.

La operación de plantas de tratamiento de aguas servidas, parte con la entrada de

agua cruda a wñ etapa de pretratamiento que consiste en la separación de los sólidos

mediante el cribado por tamices de distinto tamaño. Posteriormente, los sólidos más

pequeños se separan por sedimentación en el tratamiento primario, que conlleva a la

formación de lodos primarios que pasan directo al tratamiento de lodos' El agua



fecuperada del tratamiento primario ingresa a un tratamiento secundario o tratamiento

biológico en el cual se vuelven a separar los sólidos que constituyen los lodos secundarios,

los que son llevados junto con los primmios a la línea de tratamiento de lodos pam ser

tamizados y espesados graütacionalmette. La mezcla es bombeada hacia reactores

anaeróbicos para su estabilización biológica, procesos destinados a mitigar el potencial de

atracción de vectores sanitarios y agentes patógenos. Luego, 1os lodos digeridos son

deshidratados mediante centrifugación, cuyo resultado son los biosólidos.

Una vez que los sólidos vo1áti1es se reducen en un 3 87o como mínimo, se habla de

lodos estabilizados (D.S N'004/2009).

1.1.3 Legislación en gestión de los biosólidos.

Surge aquí una problemática medioambiental con un evidente riesgo de

contaminación dada la creciente acumulación de biosólido en las plantas de tratamiento.

Sumado a ello, las empresas deben gestionar sus residuos en base a lo que establece el

A¡tículo 12" del D.S N'004: "Sólo se permitirá el almacenamiento en la planta de

tratamieflto de aguas servidas de lodos estabilizados en cantidades inferiores a 40

toneladas y por un plazo mríximo de siete días".

Una solución viable pam este problema ha sido la aplicación de biosólido a suelos

degradados. Se antiende por suelo degradado a aquel que, por exceso de acidez y de sales,

niveles de erosión, deterioro de la cubierta vegetal o que, por presentar otras limitaciones

fisicas, quÍmicas o estructu¡ales, no puede ser utilizado de modo sustentable en la

producción agricola. Para dec¡etar esta condición y revertirla, es preciso conocer e1

contenido de metales como As, Cd, Zrt-, Crt, Hg, Ni, Pb y Se, pH, conductividad eléctrica,

materia orgránica, entre otros paxiámetros, tanto del biosólido como del suelo receptor (D.S

N.004/2009).

2



Tabla l. Concentraciones máximas de metales pesados en suelo receptor y biosólido.

Concentración máxima en mgkg-l suelo (en Concentración

Metales 
base materia seca) máxima en mgkg{

Macrozona norte Macrozona sur biosólido para

pH > 6,5 pH 16,5 pH > 5 suelos degradados
:tt)

Arsénico 20 12,5 20 40

Cadmio2l,25240
Cobre 150 100 75 1200

Mercurio 1,5 1 1 20

Níquel 112 50 30 420

Plomo 75 50 50 400

Selenio434100
Zinc 1.75 120 175 2800

tiil

Para aquellos suelos que cumplen con los requisitos de la Tabla l, la tasa mráxima

de aplicación de biosólido permitida es de 90 Tonha 1 por año (base materia seca). En

aquellos suelos que excedan los límites establecidos para metales pesados, y que no hayan

sido receptores de lodo previamente, se les permitirá una tasa miáxima de aplicación de 30

Tonha 1 por año (D.S N'004/2009).

La aplicación de biosólido a suelos degradados surge en respuesta a la necesidad

de recuperación de suelos para uso agrícola, que busca solventar la demanda de alimentos

de una población que crece considerablemente cada año. Teniendo en cuenta el aporte de

nutrientes, nitrógeno y fósforo a un suelo desprovisto de materia orgrínica, es tma medida

que podría traer ventajas económicas y fomentar e1 desarrollo de la producción agrícola.

En este contexto, cobra relevancia estudiar el contenido de contaminantes en los lodos y

comprender cómo interactuan con el suelo, si existe o no transferencia de ellos a los seres

vivos y que tan peligrosos son para la salud humana.

.'



1.1.4 Contaminantes Emergentes y su efecto en la salud.

Hoy en día, el uso masivo e indiscriminado de productos qulmicos en alimentos,

medicamentos, productos de aseo, y otros, han dejado su huella en el medio ambiente.

Particularmente en biosólidos, estiércol y en aguas residuales, se han encontrado una serie

de contaminantes cuyo efecto no se ha esclarecido de1 todo y por ende no existe normativa

al respecto. Ellos se agrupan en la categoría de contaminantes emergentes (Proser &

Sibley,20l4).

Los contaminantes emergentes son compuestos de distinto origen y nafi)taleza

química cuya presencia en el medio ambiente, o sus posibles consecuencias, han pasado

en $an parte inadver¡idas. Esto se debe a que su efecto en el medio ambiente ha tard¿do

en quedar en evidencia, lo que sugiere que una acumulación de estos contami¡antes, a 1o

largo del tiempo, puede ser un riesgo para el ecosistema (Gi1 y cnl.,20L2).

Dentro de esta categoría de contaminantes, estrán contemplados compuestos

orgánicos cuyo origen es principalmente antropogénico, ya que provienen de productos

farmacéuticos y de cuidado personal (PPCPs), donde se incluyen antibióticos,

antiinflamatorios, agentes antimicrobianos, hormonas sintéticas y biogénicas,

medicamentos veterinarios, enffe otros. Compuestos como hidrocarburo§ aromáticos

policíclicos (PAH$, bifenilospoliclorados (PCBs), dioxinas y furanos (PCDD/F),

compuestos orgiínicos volátiles (VOCs) compuestos halogenados alifáticos, fenoles,

hormonas sexuales esteroideas, son considerados contaminantes emergentes y su

peligrosidad, hoy en día, es objeto de estudio en multiples ramas de la ciencia

(Kamjanapiboonwong y col., 201 1).

Aunque las concentraciones ambientales de contaminantes emergentes son, por 1o

general, a nivel de trazas (ngL1 a mgLl), esto puede ser suficiente para inducir

alteraciones en algunos seres üvos (Azzotu & Ballesteros, 2012). El efecto y la
persistencia de estos contaminantes, dependen de múltiples factores, como su naturaleza

química, concentración y de la mañz en que se encuentran (suelo, agua, afnósfera o

matriz biológica) (Epstein, 2003).
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Si bien hasta el momento, no se han informado efectos agudos a la salud humana

por alguno de estos contaminantes incorporados a través de relaciones tróficas, gran parte

de ellos han llegado a entorpecer el normal funcionamiento del sistema endocrino en

algunos organismos a 10 largo de su vida. Es por esta razón, quLe se les ha dado la

clasificación de Compuestos Disruptores Endocrinos (CDEs) (Silva y col., 2012).

La comunidad científica ha impulsado diversas investigaciones al respecto,

atribuyéndole importancia de carácter público por los efectos colaterales que ya son

perceptibles en el medio ambiente. Una definición precisa de disruptor endocrino fue

propuesta por la Comunidad Europea:

"Un disruptor endocrino es una sustancia exógena que causa efectos adversos en

la salud de un organismo intacto, o su progenie, por consiguiente, cambios en las

funciones endocrinas" (Flores, 2010).

1.1.4.1 Hormonas esteroidales estrogénicas.

Las hormonas esteroideas son un grupo de compuestos biológicamente activo, que

se sintetizan a partir del colesterol. Los esteroides naturales son secretados por la corteza

suprarrenal, testículos, ovario y la placenta en humanos y animales, e incluyen

progestágenos, glucocorticoides, mineralocorticoides, andrógenos y los estrógenos (17B-

estradiol, estrona y estriol). También esti¡ las hormonas esteroideas sintéticas tales como

17o-etinilestradiol (EE2) y mestranol (MeEE2), utilizados como anticonceptivos (Guang-

Guo y col., 2002)

En los seres humanos y en los ariimales mamíferos, los estrógenos se someten a

diversas transformaciones principalmente en e1 hígado. Ellos se oxidan con frecuencia,

por ejemplo, el l7p-estradiol (82) se oxida nipidamente a estrona (E1), que se puede

convertir adicionalmente en estriol (83), que es el principal producto de exüeción (figura

l). Muchos otros metabolitos polares como el 16-hidroxi-estrona, l6-cetoestrona o 16-

epiestriol pueden estar presente en 1a orina y heces (Guang-Guo y col., 2002).
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Figura 1. Estructura molecular del estriol (E3), principal producto de excreción en

animales.

Los estrógenos que se encuentran en mayor concentración en los residuos de

plantas de tratamiento son: la estrona (E1; 3 -hydroxy- 13 -methyl-

6,7 ,8,9,11,12,13,14,15,16- decahydrocyclopenta[a]phenantbren- 17-ona), el l7B-estradiol

(E2; (l7B)-estra-1, 3, ( 1 O)-trieno-3, I 7-dio1) y el 17o-etinilestradiol (EE2; 17-etinil-l3-

metil-7, 8, 9, 11, 12, 14, 15, 76-octahtdro-6H-ciclopenta[a]fenantreno-3,17-dio1)' Todos

ellos se destacan por un alto potencial de disrupción endocrina (Lucas & Jones, 2006)'

Figura 2: Estructura molecular de 17c-etinilestradiol (EE2), l7B-estradiol (E2) y
estrona (E1).

Como se puede observar en la figwa 2,las hormonas esteroideas tienen un anillo

de ciclopentano-o-perhidrofenantreno en común. El se diferencia de E2 por un grupo

cetona en lugar de un hidroxilo y EE2 se diferencia de E2 por presentar un grupo etinil en

el mismo carbono que sostiene un grupo hid¡oxilo.

EE2 E1E2
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Tabla 2. Propiedades fisicoquímicas de las hormonas estrogénicas'

Hormona

Masa

molar

(gmol1)

Solubilidad

en agua a

20"C (mglr)

Log

IG*
PK'

Presión de vapor

(mm de Hg)

Estrona (El)

17p-estradiol

(82)

17 u-etinil

estradiol (EE2)

270,40

272,40

296,40

13,00

13,00

4,80

t0,20

t0,27

70,24

2,30* 10-10

2,30* 10-10

4,50*10-11

3,43

3,94

4,t5

En base a la información que se presenta en la Tabla2, es posible sostener que las

hormonas presentan una baja solubilidad en agua, siendo EE2 menos soluble que El y

que E2, esto puede explicarse por e1 grupo etinil, que dificulta la formación de puentes de

hidrógeno con el grupo OH reduciendo significativamente su solubilidad. Por su parte el

IG* reafirma 1o dicho anteriormente, puesto que EE2 es el que presenta el valor m¿ás alto

de coeficiente de partición octanol-agua, aludiendo a su caticter lipofílico.

El anillo aromático que poseen estas moléculas, les confiere cierto grado de acidez

que se ve reflejado en un valor de pK" relativamente bajo.

Por otra parte, la presión de vapor tan baja para estas moléculas, hace alusión a su

baja volatilidad. Esto explica que las hormonas, en el medio ambiente, no constituyan un

problema a nivel atmosférico, puesto que solo se encuentran en aguas y suelos.

1.1.5 Impacto ambiental de estrógenos presentes en cuerpo§ de agua.

Diversos estudios han dejado en eüdancia que las hormonas estrogénicas circulan

desde los efluentes de las plantas de tratamientos a cuerpos de agua donde habitan distintas

especies susceptibles a sufrir algún tipo de daño.

Se ha demostrado que la exposición de machos de truchas a estrógenos,

provenientes de efluentes de plantas de tratamiurto, condujo a la producción de
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vitelogenina, una proteína de la yema de huevo característica de hembras, 1o que derivó

en la feminización de los machos e inhibición de su capacidad reproductiva. Hansen y col.

(1998), corroboraron esta hipótesis media¡te 1a inducción de vitelogenina por inyección

de l7B-estradiol (10 pgl--1) o simulando 1a exposición in situ por descarga de efluentes

durante un año. La vitelogenina, en este caso, corresponde al biomarcador de daños

endocrinos, que eventualmente explicaría la sobrepoblación de hembras de truchas en las

vías navegables de Berlín. Por su parte, Purdom y col. (1994), examinaron la misma

proteína en truchas arcoíris, atribuyendo la alta presencia de truchas hermafroditas a una

sobrexposición de l7o-etinilestradiol, donde los efectos se manifestaron a

concentraciones de I ngl--r (Hansen y col., 1998; Purdom y col., t994).

El potencial disruptor endocrino de EE2 se ha reportado en diversos estudios con

invertebrados acuáticos. El test de toxicidad cróníca Q.5 días de exposición) llevado a

cabo en Daphnia magna pot Goto y Hiromi (2003), determinó que una concentración

superior a 100 ngl-r de EE2 redujo e¡w75oá el número de crías. Gross y col. (2001),

observaron anormalidades en el desarrollo sexual del anfipodo Gammaruspulex

captumdo en iáreas próximas a plantas de tratamiento de aguas residuales en Inglaterra,

atribuidos principalmente al hallazgo de hormonas estrogénicas y otros xenobióticos que

obstruyen recq)tores responsables de la muda en los machos. Otros ensayos de

ecotoxicidad desarrollados por Segner y col. (2003), eüdenciaron disturbios y retrasos en

la eclosión de los huevos de caracoles de agua dul ce, Limnea stagnaás, a concentraciones

de 0,5-10 ¡¡gl--r de EE2. El mismo autor investigó el efecto de esta hormona y de

xenoestrógenos como bifenol A (BPA) y octilfenol (OP) en peces cebra, obteniendo como

resultados anomalías en el desarrollo de las gónadas y en los niveles de vitelogenina.

Por otro lado, en algunos estudios se ha encontrado que la alfalfa regada con aguas

residuales, que contenían hormonas esteroideas, presentó una elevada concentración de

fitoestrógenos (Guang-Guo y c o1.,2002).

Las consecuencias en la vida silvestre y para la salud humana se proyectan a largo

plazo, ocasionando principalmente problemas rqrroductivos en las distintas especies

(Guang-Guo y c ol., 2002).



1.1.6 Estrógenos en suelos agrícolas.

Las hormonas estrogénicas, al ser compuestos lipofilicos, tienden a abandonar las

aguas de los efluentes y adherirse al biosólido, a suelos o sedimentos mediante

interacciones con la materia orgránica, permaneciendo ocluidas hasta sufrir afgun tipo de

degradación microbiana o fotolític4 mineralización, absorción por las plantas, lixiviación

ala napa freática o transportarse por escoffentía (Lucas, 2006). De todos estos posibles

escenarios cobra relevancia la sorción de estos compuestos en 1a fase sólida del suelo, ya

que podría generar un efecto amortiguador de daños en medios acuáticos, o un eventual

riesgo si se habla de suelos cultivables (Kamjanapiboonwon y col.,2010).

Azzorsz y Ballesteros (2011), encontraton una serie de contaminantes asociados a

PPCPs y hormonas en suelos de uso agrícola en Andalucía, España. El análisis de las

muestras entregó los siguientes resultados: 51 + 3 ngkg-1 de El, 90 + 6 ngk g'r deE2 y 350

+ 20 ngkgt de EE2. Este hallazgo resulta decidor si se relaciona¡ las propiedades químicas

de los compuestos con las concentraciones reportadas, ya que en sedimentos de ríos y

biosólido, el patrón fue el mismo, siendo EE2 la que se encontraba en mayor

concentración. Esto puede deberse a que es r¡na molécula sintética, 1o que explica que sea

menos susceptible a transformaciones químicas, sumado a su baja solubilidad en agua, lo

que promueve su permanencia en matrices con abundante materia orgiánica.

Actualmente, en Chile, los anticonceptivos orales (ACO), constituyen un método

de control de natalidad alt¿me¡te eficaz. Su uso se ha masificado de tal manera que en el

año 2014 se posicionaron como la clase terapéutica con mayor porcentaje de ventas con

,¡n 6,2Yo. En el año siguiente, la tendencia fue similar con un porcentaje de ventas de un

6,4Yo (El mercado de medicamentos en Chile, División de Estudios, Ministerio de Salud,

2013). Esto entregaría una visión general acerca de la dinrámica de las hormonas sintéticas

y su deposición final en los biosólidos de las plantas de tratamiento'
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1.1.6.1 Degradación de estrógenos en suelos.

Las reacciones químicas que sufren las hormonas en el biosólido y en el suelo, han

sido el principal objetivo de diversos estudios. En experimentos con lodos activados,

práctica:nente la totalidad de E2 fue oxidado a El en condiciones anaeróbicas, mientras

que en condiciones aeróbicas entre el 70 y 80% de E2 fue mineralizado a COz dentro de

24 horus, en tanto la mineral izactón deEE2 firc 25 a 75 veces menor. En e1 mismo estudio,

se encontró que la vida media del l7p-estradiol en sedimentos de agua dulce puede variar

de 5 a l0 días, mientas que en el suelo se reduce a 1 día, siendo El el principal producto

de degradación. En muestras de agua de ríos de Inglaterra ha quedado demostrada la

actividad de microorganismos en la transfotmación de E2 en El, éste último con una vida

media de entre 0,2 a 9 días incubado a20oC. En experimentos aeróbicos y anaeróbicos,

EE2 experimentó una mayor resistencia a la actiüdad microbiana que las otras dos

hormonas, y su vida media en el suelo fue de 7,7 días, expuesto a 4 oC, mientras que a 30

oC fue de 3 días (Guang-Guo y col.,2002).

1.2 Antecedentes Específicos.

1.2.1 Técnicas cromatográficas para detectar estrógenos en matrices ¿mbientales.

El estudio de la presencia de estos compuestos en efluentes, biosólidos y suelos,

requiere de técnicas analíticas que permitan su determinación en concentraciones muy

bajas. La determinación de contaminantes en el medio ambiente, usualmente, es llevada a

cabo mediante cromatografía gaseosa acoplada a espectrometría de masas (GC/MS),

cromatografia líquida de alta resolución (IIPLC), o cromatografía líquida de ultra-alta

resolución «JHPLC). Cualquiera de estos sistemas ofrece la separación de los

componentes de una mezcla, a través de una columna cromatográfca.
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1.2.1.1 Cromatografía de gases acoplado a espectrometría de masas (GC/MS).

La cromatografia gaseosa utiliza columnas capilares y una fase móvil gaseosa que

debe ser un gas inerte He, Ar, Nz, Hz, de tal manera que hansporte los analitos a 1o largo

de la columna sin interactuar químicamente con ellos. E1 detector de masas mrás simple,

para cromatografia de gases, es el de trampa de iones (ITD). En este instrumento los iones

se generan por impacto de electrones @[) o por ionizacíón química a pafir de la muestra

elüda y luego se mantienen en un campo de radiofrecuencia. Los iones atrapados son

llevados a una zona de almacenamiento, donde su libe¡ación está sujeta a un barrido en

función de 1a relación masa/carga (m/z) (Skoog y col., 2001). El detector cuadrupolo o

filtro de masas opera con un principio similar, donde los iones de dife¡entes masas (m/z)

se separan con la ayuda de un campo eléctrico aplicado, en un espacio confnado por

cuatro barras metálicas paralelas, a las cuales se les aplican las corrientes directas (DC) y

altema (radiofrecuencia, RF) (Stashenko y Martínez,2010).

La determinación analítica de hormonas mediante GCIMS, integra la

óenvaización de los compuestos de baja volatilidad. La derivatización consiste en

trarsfoÍnaf la estructura molecular del a¡alito en ofa que sea volátil y termoestable, 1o

que favorece la sensibilidad, separación cromatográfica y simetría de la señal. Para este

propósito, se utilizan agentes sililantes, como N-meti1-N-trimetilsilil-trifluoroacetamida

(MSTFA), bis-trimetilsilil-trifluoroacetamida (BSTFA) o N-tert-butil-dimetilsilil-N

metiltrifluoroapetamida (MTBSTF A) (Zhary & Zuo, 2005).

1,2.1,2 Extracción de compuestos orgánicos desde la matriz.

El estudio de contaminantes emergentes, ha sido un desafio para la comunidad

científica, puesto que se debe ahondar en las interacciones fisicoquímicas de la molécula

con matrices naturales y cómo disolver esa interacción para obtener un buen rendimiento

de extracción, sin peg'udicar la integridad de la molécula. Para ello, existen diversos

métodos: extracción sólidoJíquido (SLE), extracción acelerada de disolventes (ASE),

extracción asistida por ultrasonido (us), extracción con líquido presurizado (PLE), disco

rotatorio (RDSE), extracción asistida por microondas (MAE), entre otras (Wu y col.,

2015). Cada uno de ellos, debe su aplicación al tipo de analito y de mattiz.

11



1.2.1.3 Eliminación de Interferentes ("clean up").

Posterior a 1a extracción, resulta necesario añadir un paso de eliminación de

interferentes, como por ejemplo la extracción en fase sólida (SPE) o "clean up", cuya fase

adsorbente retiene los analitos $acias a un acondicionamiento previo que activa la

superficie de contacto, permitiendo así, una elusión más específica de los compuestos, 1o

que favorece su lectura en equipos de alta sensibilidad como GCA{S.

Para compuestos de polaridad intermedia o que presenten en su estructura grupos

polares y apolares, es conveniente utilizar Catridge Oasis HLB, como método de "c1ean

up". Éste consiste en una fase sorbente compuesta por un copolímero que contiene un

grupo N-vinylpyrrolidona, que posee un carácter hidrofilico, que retiene la parte polar del

analito, y un grupo divinilbenceno, el que tiende a retener la parte hidrofóbica o apolar del

compuesto. Esta interacción es frácil de disociar con el solvente adecuado, siendo una

buena alternativa de limpieza para extractos. En 1a literatura se han informado buenos

porcentajes de recuperación para contamina¡tes emergentes, 1o que contribuye a su

cuantiñcación en pequeñas concentraciones (Ngoc & col, 2013; Shaogan, 2007).

HYDROPHIUC.UPOPHII.IC BAIANCE

Sp6<if¡. Surf@6 Aroo: AIO m2ls, Awros€ Po6 Diomeler: 80 A
Torol Pore Volume: ¡ .3 clns/s, Av.rcso Poriicl. Diomoior: 30 pm or ó0 Im

f igura 3: Estructura química de la fase sorbente Oasis HLB.
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1.2.2 Biodisponibilidad de contaminantes en suelos agrícolas enmendados con
biosólidos.

La finalidad que tiene este tipo de estudios es evaluar la probabilidad de riesgo de

contaminación por la aplicación de biosó1ido en suelos de uso agrícola. Al examinar la

presencia y destino de los contaminantes, es posible determinar si constituye o no un

peligro para actividades agrícolas. En este ámbito, es preciso diagrrosticar 1a calidad de

los alimentos que crecen en suelos restaurados y constatar en qué concentración un

determinado compuesto, o sus productos de degradación, son un riesgo para la salud

humana. Cuando un determinado contaminante es encontrado en el tejido de un

organismo, se dice que está biodisponible y es probable que pueda ocasionar daños.

La biodisponibilidad de un compuesto o elemento, corresponde a la fracción de

ellos que es absorbida y asimitada por un receptor biológico. Para determinar con

exactitud la biodisponibilidad de un contaminante, es usual desarrollar bioensayos

específicos para cada especie y en distintas dosis de exposición. De este modo, es posible

observar un rango de tolerancia y así evita¡ la bioacumulación de sustancias peligrosas en

los seres vivos.

Como ya se mencionó, las hormonas en contacto con el suelo, pueden sufrir

diversas transformaciones abióticas y bióticas, las que van a repercutir directamente en su

capacidad para incorporarse a un sistema üvo. Si al momento de realizar siembras en un

suelo previamente enmendado con biosólido, presenta concentraciones traza de hormonas,

es importante conocer qué fracción de ellas sería absorbida por las raíces de las plantas.

Cabe mencionar, que para que exista absorción, las hormonas deben formar parte de rm¿

solución en el suelo que fluye a través de las raíces. En este proceso la solubilidad de los

compuestos es fimdamental, ya que la absorción de ellos por parte de las plantas, compite

con la adsorción de los mismos en la superficie activa de la arcilla y en la materia orgránica

del suelo. La mejor forma de probar esta din¿ímica es con bioensayos de plantas cultivadas

en suelos restaurados con biosólido, que simulen condiciones naturales de riego y

climatización.

láoE c/¿\
/,.-YY ' 

';

g-rrot
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1.2.2.1 Uso de ciclodextrinas como Biosimuladores para estudios de
biodisponibilidad.

Para prescindir de los bioensayos, que muchas veces resultan costosos y tardan

mucho tiempo, es que se busca validar un método biosimulador que correlacione 1os

valores de concentración encontrados en una planta con el que entrega la nueva

metodología. Un compuesto adecuado para estos análisis es la ciclodextrina.

Las ciclodextrinas comprenden una familia de oligosacáridos cíclicos obtenidos

del almidón por degradación enzimitica. Son ampliamente utilizadas en la industria

química y alimentaria. Las más conocidas son o-ciclodextrina, B-ciclodextrina y y-

ciclodextrina, las que se diferencian principalmente por el diiímetro de la concavidad

hidrofóbica y el número de unidades de glucopiranosa que la constituyen, siendo seis para

la o-CD, siete para la B-CD y ocho para la y-CD. En consecuencia, se ha demostrado que

la B-CD es la que ofrece mayor estabilidad y rigidez estructural, dado que los grupos OH

de los ca¡bonos 2 y 3 (hidroxilos secundarios) tienden a formar puentes de hidrógeno

intramoleculares con las unidades de glucosa adyacentes. Debido a esto, su configuración

no se ve afectada en la formación de complejos. Mientras la a-CD, es recomendada para

formar complejos de inclusión con halógenos, alcoholes y moléculas orgánicas alifáticas

de baja masa molar, la B-CD es la más idónea para la extracción de heterociclos,

fenantrenos, esteroides y en general de moléculas con mayor masa molar (Del Valle,

2003). Por su parte la y-CD no ha dado mejores resultados que la B-CD en 1a formación

de complejos, debido a que las moléculas huésped al interior del macrociclo se desordenan

üda las fuerzas repulsivas que generan las ocho unidades de glucopiranosa de y-CD. Es

por esto, que más de ocho unidades monoméricas han sido descartadas para objetivos de

extracción ya que se agsdizan las interacciones repulsivas e impedimentos estéricos

(Contreras,200l).
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Figura 4: Representación de una ciclodextrina.

En 1a figura 4, es posible observar que los -OH secundarios apuntan hacia afuera

en el borde más grande; los CHzOH se dirigen hacia afuera en tomo al borde menor, por

1o que su polimerización deriva er formar una concavidad con centro hidrofóbico.

stTto
HloRoFósrco

(cAvrDAD)

Puentes de ox¡génos
glucosid¡cos

Hial.orilos

stTto
H¡oRoFiLrco
(EXTERTOR)

Hidror¡los

Figura 5: Representación de una ciclodextrina, indica¡do las regiones hidrofóbicas
(cavidad) e hidrofílica (exterior).

Como se aprecia en la estructura de la figura 5, el sustrato queda encapsulado en

el interior del macrociclo, proceso que se conoce con el nombre de encapsulamiento

molecular, y a la molécula en su interior se le denomina huésped. Dicho complejo de

inclusión, ve favorecida su formación justamente por la presencia de agua, que impulsa a

las moléculas apolares a entrar en la cavidad de la ciclodextrina. En esta concavidad no se

forman ni rompen enlaces covalentes, las interacciones anfitrión-huésped son

intermoleculares, como: fuerzas de Van der Waals, entre la naturaleza hidrofóbica de las

moléculas huésped y la cavidad lipofilica de la ciclodextrina; puentes de hidrógeno, entre

los grupos funcionales polares de las moléculas huésped y los grupos hidroxilo de la
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ciclodextrina; fuerzas de dispersión de London e interacción dipolo-diopolo (Contreras,

2001). La fierua de atracción molecular y cohesión del maoociclo, dependen de su

tamaño, polaridad e impedimento estérico de la molécula huésped, como también del tipo

de ciclodextrina involucrada (Del Valle, 2003).

Al hablar de formación de complejos, se infiere que es un proceso reversible

descrito por una constante de equilibrio, conocida como constante de asociación (Ka)' La

adición de solventes orgráaicos como alcohol o éter reduce considerablemente el valor de

K4 debido a 1a disminución de la polaridad del medio (Contreras, 2001).

Entre los tipos de B-CD, la hidroxipropil B-ciclodetrina QIPCD) sugiere un modelo

biosimulador paxa cont¿minantes orgiánicos en el suelo. Su rapidez y eficiencia en la

formación de complejos puede relacionarse con la transferencia de estos compuestos a la

solución del suelo, lo que los convierte en biodisponible para las plantas. En la literatura

se ha encontrado que para este tipo de análisis, HPCD ha mostrado mejores resultados que

otros agentes tensioactivos iónicos y no iónicos, mientras que 1a carboximetil- p-

ciclodextrina (pCMCD) ofrece un comportamiento parecido al de HPDC, por 1o que se

sugiere como altemativa (Crampon y col, 2016).

Los parámetros de optimización para esta técnica, incluyen el tiempo de contacto,

el tipo de ciclodextrina, la concentración de la solución y, por ultimo, e1 solvente de

extracción con e1 que se busca disociar la interacción hidrofóbica del macrociclo con la

molécula huésped (Wong & Bidlema:r, 2010).

1.2.3 Propuesta del Seminario

En e1 presente trabajo se buscan establecer métodos analíticos reproducibles para

la determinación de hormonas estrogénicas en suelos restaurados con biosólido. Con el1o,

esclarecer la probabilidad de riesgo de contaminación de los cultivos en suelos de uso

agrícola.
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1.3 Hipótesis

La aplicación de biosólido a un suelo, eventualmente podria incorporar estrógenos

como El, E2 y BE2. La concentración biodisponible de las hormonas encontrada en las

plantas puede ser correlacionada con un método biosimulador de extracción con

ciclodextrina.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo General

Determinar la presencia y biodisponibilidad de 1as hormonas eshogénicas El, E2

y EE2 en suelos tratados con biosólido, por medio de bioensayo con plantas de trigo

(Titicum aestivun) y extracción con ciclodextrina (HPCD).

1.4.2 Objetivos Específicos

- Caracteizar fisicoquímicamente el suelo, proveniente de dos series de la Región

Metropolitana, y el biosólido que se aplicará al suelo.

- Determinar la concentración de 1as hormonas El, E2 y EE2 en el biosólido

mediante una extracción asistida por ultrasonido y una posterior cuantificación de

los analitos por GC/MS.

- Determinar la concentración biodisponible deEl, E2yEE2 en suelos enmendados

con biosólido a través de un bioensayo con plantas de trigo.

- Estimar la concentración biodisponible mediante un método químico de extracción

de las hormonas con ciclodextrina, validando la metodología por comparación con

los resultados del bioensayo.

- Evaluar la influencia de 1as hofinonas estrogénicas en la actiüdad microbiana del

suelo.
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II, MATERIALES Y MÉTODOS

2.1 Reactivos

- Acetato de etilo, aÉetorra, metanol, hexano, diclorometano y acetonitrilo grado

HPLC, Merck (Darmstadt, Germany).

- Ácldo sulfurico (97%), ácido nítrico (657o), ácido clorhídrico (37%) Merck

(Darmstadt, Germany).

- Dicromato de Sodio (Bioslab, Chile).

- Hiclróxido de Sodio, Merck p.a.

- Agua ultrapura (Milli Q).

- Agente denvaiizanle, N-Metil-N-(trimetilsilil)-trifluoroacet¿mida (MSTFA)

Signa Aldrich §ilwaukee, Wi, USA).

- Piridina, Merck.p.a.

- Nitrógeno exha puo<99,995%;o, Lnde (Santiago, Chile).

- Hidroxipropil-p-ciclodextrina QIPCD), Sigma Aldrich (Milwaukee, WI, USA).

- Ácido Bórico Merck p.a

- Ácido glucónico Merck p.a

- Hidróxido de litio monohidratado (LiOH*HzO), Merck p.a

- Mezcla calalítica Devarda's a1loy Merck

2.2 Estándares

- l7o-etinilestradiol gg%, Sigma Aldrich §ilwaukee, Wi, USA).

- Estrona 99%, Sigma Alclrich §ilwaukee, Wi, USA).

- 17B-estradiol 99%, Sigma Aldrich §ilwaukee' Wi, USA).

- Estrona Cl3, Estrándar sunogate de Estrona (3,4-13C2 El) 90%, Cambridge

Isotope Laboratories, Inc. (USA).

- PCB 99%, Sipta Aldrich §ilwaukee, Wi, USA).

- Est¿índar de nitrato §Or-) 1000 mgL1, Merck
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- Estindar de amonio §H+) 1000 mgLr, Titrisol, Merck

- Est¡á¡dar de cloruro de sodio §aCl) 1000 mglr, Merck

- Estándar de sacarosa S.A 1390

- Estríndar multielemento de metales 1000 mgLl, Merck

2.3 M¿teriales

- Filtros Millipore 0,20 Fm de Membrana de Nylon

- Jeringas hipodérmicas BD Plastipak de l0 mL

- Jeringas de Inyección HAMILTON de 10, 50, 100 y 1000 ¡tL.

- Carhrchos OASIS HLB Waters de 3 cc

- Tubos de vidrio de 50 mL

- Viales ámbar de 2, 10 y 20 mL

- Matraces de aforo de 2, 5, 10, 50 y 100 mL

- Matraces Erlenmeyer

- Tubos de centrlfuga

- Portañltro de MILLEX-HV

- Membrana de PVDF de 0,45 pm de Poro

- Tubos eppendorf

2.4 Semillas

- Trigo (Triticum aestivum)

2.5 Instrumentos y Equipos

- Balanza analítica Swiss Quality 125 A

- Balarua dig¡tal Adam AQT-2600

- Balalza ganataria PJ precisa junior 5000

- pH metro WTW pmx 3000

- Conductivímetro WTW LF 539

- Centrífuga varifuge 3.0, HeraeusSepatech
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- Ultrasonido, Power Sonic 410

- Plancha calefactora Gerhardt

- Agitador Mec¡ánico HEIDOLPH promax 2022

- Agitador Orbital NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC classic C-24

- Espectrofotómetro UV-Visible, Unicam UV/Vis spectrometer

- Espectrómetro Perkin Elmer 1 1008

- Hidrómetro ASTM 152 H

- Termómetro BRAND

- Horno microondas Milestone mls 1200 Mega

- Incubadora V\[R
- Estufa WTC Binder

- Manifold para SPE SUPELCO visipred

- Rotavapor Heidolf HB Digital

- Liofilizador Bench Top Pro

- HPLC Pump Waters 1515

- Destilador Arquimed modelo UDK 127

- Digestor Arquimed DK 6

2.6 Cromatógrafo GC/IVIS.

El cromatógrafo de gases es un Thermo Fisher modelo Focus con detector de

espectrómetro de masas con analizador cuadrupolo, ISQ e inyector SSL. El modo de

ionización es por impacto electrónico (EI), como gas portador se utilizó helio de 99,999

%o de prreza con un flujo de I ml,mirrr y columna capilar marca Restek RTX-5MS 30 m,

0,32 mm ID, 0,25 df (um), con un máximo de temperatura a 350 "C.

El programa de temperaturas utilizado en el homo, se inicia en 75 oC por I minuto,

luego alcanza los 150"C a una razón de 20 oCmirrl manteniéndose por 5 min, y finalmente

llega a una temperatura de 300 "C con una rampa de 10 oCmin 1, manteniéndose por 10

minutos con un "solvent delay'' de 7 min. La temperatura del inyector utilizada fue de 280

oC en modalidad "splitless," la línea de transferencia a250 oC,la fuente de ionización a

200 'C, y el flujo de1 gas portador de 1 mlmin-l.
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2.7 Caracterizacién Iisicoquímica de los Suelos y del Biosólido.

Se utilizaron dos suelos de la zona central de Chile pertenecientes a la serie

Chicauma(6321,9 Km de latitudUTMy320,8 I(m de longitudUTM)yLoPrado (6268,2

Km de latitud UTM y 329,1 Km de longitud UTM). Para su recolección se apartó con una

pala el nivel superficial y restos orgránicos, y se obtuvieron muestras de 0 a 20 cm de

profundidad, las que fueron secadas al aire y tamizadas a un tamaño de 2 mm.

La muestra de biosólido se recolectó de una de las plantas de tratamientos de aguas

servidas de la Región Metropolitana (Iunio, 2015), luego se secó al aire y se tamizó a2

mm.

Tanto los suelos, como e1 biosólido, fueron caracterizados fisica y químicamente

a través de: pH, contenido de carbono orgánico, conductividad eléctrica, capacidad de

intercambio catiónico, contenido de metales pesados, y solamente al suelo se le determinó

la textura.

2.7.1 Determinacién de pH.

Se preparó una suspensión de suelo o de biosólido, previamente tamizado (2 mm),

con agua en la proporción 1:2,5. La suspensión se agitó vigorosamente durante 5 minutos

en agitador recíproco y se dejó reposar por dos horas. La medición del pH se realizó por

potenciometría con un electrodo combinado de vidrio-calomelano, preüamente calibrado

(Sadzawka 2006).

2.7 .2 Determitación de conductiüdad eléctrica.

La muestra de suelo o de biosólido, se mezcló con agua destilada en una relación

l:5, en un frasco plástico. Se agito por 30 minutos en agitador recíproco, se filtró con

papel filtro No2 y se colectó el filtrado en un vaso plástico para la medición en el

conductiümetro. Se corrigió la conductividad a 25 'C (Sadzawk4 2007).
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2.7.3 Determinación de Capacidad de Intercambio Catiónico (CIC).

La determinación de la CIC se 1levó a cabo mediante una satffación de1 suelo o

biosólido con una solución de acetato de sodio 1 M.

En un tubo de centrífuga se agregó 4 g de suelo junto con 33 mL de una solución

de acetato de sodio 1 M a pH 8,2. Se agitó el tubo durante 5 minutos en rm agitador

meciánico recíproco. Se centrifugó 15 minutos y se descartó el sobrenadante. Se trató la

muestra con otras tres porciones más de 33 mL de acetato de sodio 1 M. A continuación,

se ag¡egó 33 mL de etanol repitiendo el procedimiento anterior. Por último, se agregaron

3 porciones de 33 mL de acetato de amonio y se colectó el sobrenadante en un matraz de

aforo de 100 mL. E1 extracto se diluyó 50 veces al igual que los blancos.

Se elaboró una curva de calibración desde 1 mgLl a2O mg);t de cloruro de sodio,

a partir de un está¡dar de 1000 mgLl. Se midió el sodio presente en el extracto por

Espectroscopía de Emisión Atómica (EEA), a 589 nm (M.L Jackson, 1970).

2.7.4 Determinación de Carbono Orgánico (CO),

Se pesó entre I y 2 g de suelo en triplicado, (si es biosólido la cantidad de muestra

no debe superar los 0,1 g) y se colocaron en matraces Erlenmeyer. Se incluyeron dos

blancos y seis matraces con 1 mL de una serie de estiindares de carbono orgánico (CO) a

partir de sacarosa (0 a 50 mg de CO/mL). A cadamafraz se 1e agregó 10 mL de solución

de dicromato de sodio §azCrzOz) 0,5 M y20 mL de ácido sulfurico (HzSOa) concentrado.

Luego se dejó reposar sobre una plarcha aislante bajo campana durante 30 minutos.

Terminado el tiempo de reposo, se agregó 70 mL de agua Milli-Q y se dej ó reposar durante

la noche. Una alícuota del sobren adante de cadamatraz fue vertida a una cubeta y se midió

e1 dicromato reducido en el espectrofotómetro UV-Vis a 600 nm (Sadzawka, 2006). La

lectu¡a obtenida fue utilizada para obtener el oáCO en función de la siguiente formula:
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o/oCO:
(a-b)xL,L6

10xs xfll

Donde:

%;oCO; porcentaje de carbono orgánico.

a, mg de CO en la muestra.

b, mg de CO en el blanco.

s, masa de suelo (g).

fh, factor de humedad.

1,16; factor de relación con el método de titulación (Walkey y Black).

Lamaluia orgánica se calculó según 1a siguiente fórmula:

Materia orgéntica (o/o) : 1,724 x o/oCO

Donde:

1,724; factor de conversión.

2.7.5 Determin¿ción de metales pesados.

Alrededor de 200 mg de muestra de suelo o de biosólido fue sometida a una

pseudo-digestión con agua regia (ISO I 1466). Se incluyeron dos blancos y a cada muestra

se agregaron 6 mL de una mezcla concentrada de HCI y HNO: l:3 (v/v), utilizando un

horno microondas, Milestone mls 1200 Mega. El programa de digestión se dividió en tres

etapas: 5 min a 250 W, 5 min a 400 W y 10 min a 500 W, luego se sometió a un minuto

de ventilación y 30 minutos de reposo en un baño de agua fría. Las muestras digeridas, se

transfirieron a matraces de l0 mL, se aforaron con agua Milli-Q y se filharon con papel

filtro N'2. Pa¡a determinar la concentración de los metales: Cu, Zn, Pb, Ni, Cr y Cd por

espectroscopía de absorción atómica (EAA) con llama (FAAS), se elaboró una curva de

calibración a partir de un est¡ándar multielemento (Me.cD de 1000 mgL1, con los puntos:

1 ; 1,5 ; 2; 2,5 ; 4; 5 ; 7 ; 9 ; y l0 mgl;1 (Contreras, 2009).
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2.7 .6 Defcrminación de la Textura de los suelos.

La determinaoión de textura de 1os suelos, se realizó a través de1 método del

hidrómetro (Bouyoucos) que consistió en pesar 50 gramos de suelo en un frasco plástico

de I L, luego se agregó 700 mL de agua destilada y 20 mL de solución de hexametafosfato

de sodio al 10%. Se dejó agitando la solución por 15 minutos en el agitador meciánico y

se trasvasijó a una probeta de 1 L y se en¡asó con agua destilada. Se tapó la probeta con

parafilm y se agitó manualmente por un minuto. Se dejó en reposo por 4 minutos y se

midió la temperatura y la lectura del hidrómetro. Se volvió a medir la temperatura y la

lectura del hidrómetro luego de dos horas (Sadzawka, 2007).

Pma conocer la texfura de los suelos Chicauma y Lo Prado, fue necesario obtener

la lectura corregida (H"), a través de la siguiente expresión:

Hrc: Ht + [(Tl'F - 67'F) x 0'2]

Donde:

H1c, coresponde a la lectura corregida del hidrómetro a los 4 minutos.

H1, corresponde a la lectura del hidrómetro a los 4 minutos'

Tr, corresponde a la temperatura en 'F registrada a los 4 minutos.

Hzc = Hz+ [(fr'F - 67'F) x 0'2]

Donde:

IIz", corresponde a la lectura conegida del hidrómetro luego de dos horas.

H2, corresponde a 1a lectura del hidrómetro luego de dos horas.

Tz, corresponde a la temperatura en oF registrada luego de dos horas.

Para conocer los porcentajes de Arena, Arcilla y Limo, se utilizaron las siguientes

fórmulas:

o/oArena - 100 - (Ht"x2)

o/oArcilla = Hzcx2

o/olimo:100 - ¡o¡o¡r"¿¡ra * o/oArena)
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Luego fue posible encontra¡ la textura del suelo en el Triríngulo de texturas.

figura 6: Triringulo de texturas para clasificación de suelos.

2.7.7 Determinación de Nitrógeno total mediante digestién Kjeldalh.

Se pesó 1 g de suelo o biosólido, previamente larnizado (2 mm). Se agregó

alrededor de I g de mezcla catalítica Devarda y 8 mL de ácido sulfurico concentrado en

los tubos de digestión. Los tubos se colocaron en el digestor y se programó la digestión a

420 "C por 90 minutos. Se incluyeron 2 blancos. Se esperó que los tubos llegatan a

temper¿tura ambiente y se agregó 40 mL de NaOH 25%, luego la mezcla se destiló por 7

minutos. En un matraz de 150 mL, se agregó 25 mL de ¡ácido bórico-indicador y se colocó

bajo el extremo del condensador. Se tituló el contenido del matraz con HCI 0,01 M hasta

el üraje de verde a púrpura (Sadzawka, 2006).

25



El contenido total de nitrógeno se calcu1ó según la siguiente fórmula:

(a-b)
N(o/o)--xMx1,4xfh

Donde:

N(%), porcentaje de nitrógeno.

a, mL de HCI gastados en la muestra.

b, mL de HCl gastados en el blanco.

m, molaridad del HCl.

fh, factor de humedad.

s, peso del suelo (g).

1,4; factor de corrección por peso atómico del nitrógeno.

2.8 Análisis químico.

2.8.1 Identificación de estrógenos mediante GCA{S.

Se realizó rm barrido completo (modalidad full scan) de masas en un rango de 50-

5 50 nrlz para los analitos E 1 , E2, EE2 , (3,4)t3C2El y PCB. Luego se realizó un monitoreo

selectivo de iones (SIM), donde se seleccionaron dos iones representativos y de alla

abundancia para cada uno de los compuestos. El ion de mayor abundancia se utilizó para

cuantificar (target ion) y el segundo para la confirmación inequívoca del analito (qualifier

ion). La confirmación del analito se realizó de acuerdo a la razon de la abundancia de

ambos iones en la muestra, la cual debe corresponder al mismo valor que se ha

determinado en un est¡ándar (+ 20%\, de 1o contrario no se puede confirmar la presencia

del a¡alito en la muestra. PCB, corresponde al estándar intemo que corrigió la inyección,

y el isótopo de estrona ((3,4)l3CzE1), corresponde al estándar "surrogate" que corrigió las

perdidas experimentales en la extracción.

Para cada determinación, se realizó trrla curva de calibración a partir de un

multiestándar de 100mgr.-r de9l,E2 y EE2. La curva de calibración fue desde 5 ¡rgl- 
1 a

1000 ¡rgl,-t.
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2.9 Tratzmiento de muestras para la determinación de I¿s hormonas El, E2 y

EE2.

Se dispuso 0,25 gde suelo o biosólido en un tubo de vidrio cónico. Se enriqueció

la muestra con 200 trgg 1 de estándar "surrogate" (3,4)t3CzE1. Los compuestos fueron

extraídos tes veces con 5 mL de acetato de etilo asistido con ultrasonido por 15 minutos

y luego se centrifugó por 15 minutos a 2500 rpm. Los extractos se recolectaron en viales

ár¡bar de 20 mL y fueron llevados a sequedad bajo una corriente suave de gas nitrógeno

a una temperatura de 50 'C. A continuación, se redisolvieron en 5 ml de metanol y 5 ml

de agua Milli-Q completando así 10 mL de solución (Ying & Kookan4 2007; Cafiarero,

2014). Las muestras se guardaron refrigeradas hasta su cuantificación.

2.9.1 Purificacién de los extractos ('clean up").

Para eliminar compuestos que puedan interferir o disminuir la sensibilidad de los

analitos, fue necesario optimizar una metodología de SPE.

Los cartuchos Oasis HLB se acondicionaron con 3 mL de metanol, 3 mL de

acetona, 3 mL de diclorometa¡o y 3 mL de hexano. Luego, el extracto (que puede ser de

suelo, biosólido o planta) fue cargado en el cartucho, y se lavó dos veces con 2 mL de

hexano y dos veces más con 2 mL de agua Milli-Q. Los compuestos fueron eluidos con

tres porciones de 3 mL de metanoVacetona 50:50 (v/v). Posteriormente, se llevó a

sequedad por corriente de nitrógeno a una tempetatura de 50 oC, y fue reconstituido en 1

mL de acetato de etilo (Chu & M etcalfe,2007; Canlarcro,20l4).

2.9.2 Der»¡alinación de los extractos.

Las muestras antes de ser analizadas por GC/IMS, fueron derivatizadas. Para ello

se transfirió 100 pL del extracto a un vial rímbar de 2 mL y se evaporó con gas nitrógeno

a una temperatua de 50 oC. Luego se le agregó 50 pL de reactivo derivatizante MSTFA

y 50 uL de piridina. Esto se llevó a una temperatura de 80 'C por 30 minutos, se enfrió a

temperatura ambiente y finalmente se inyectaron 2 ¡L et el GC/MS (Azzora &

Ballesteros, 2010; Zbang & Znq 2005; Cantarero,20l4).
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2.10 Determinación de la biodisponibilidad de las hormonas estrogénicas

mediante bioensayo con plantas de trigo.

2.10.1 Enriquecimiento del biosélido con El, E2 y EE2.

El biosólido fue omiquecido con el equivalente a 10 mgkgl de los compuestos El,

E2 y EB2,los cuales fueron agregados con un exceso de acetona a un balón de 250 mL.

La mezcla de biosólido-hormonas fue agitada durante 24 horas en rotavapor. El balón se

cubrió con papel de aluminio para evitar la fotodegradación de los compuestos (figura 7).

Luego, el biosólido se traspasó a una cápsula y se dejó secar en oscuridad bajo campara.

figura 7: Incorporación de las hormonas al biosólido por homogenüación en rotavapor.

2.10.2 Determinación de la fracción biodisponible de hormonas estrogénicas con

plantas de trigo como bioindicador.

Se incorporó biosólido a los suelos en una proporción de 90 Mgha-r (ver en Anexo,

Tablas 13, 14 y 15). Para cada suelo se realizó un triplicado de suelo-biosólido, suelo-

biosólido enriquecido y además se agregaron controles sin biosólido. Pma lograr una

mejor interacción del suelo con el biosólido, las mezclas se dejaron en bolsas plásticas por

un periodo de estabilización de una semana en condiciones de humedad de campo y a

25"C.
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Se utilizaron macetas plásticas de 500 cc de capacidad. En el fondo de ellas se

dispuso una malla plástica y luego se agregó cuarzo para evitar pérdidas de muestra. Se

sembraron 10 g (alrededor de 100 semillas) de semillas de úgo (Triticum aestivum) en

aproximadamente 500 g de suelo tratado con biosólido, como se muestra en la figura 8.

Figura 8: Bioensayos de plantas de rigo.

El cultivo estuvo dwante 28 días bajo ciclos de luz arftftcial de l4l10 horas

(día/noche), con control diario de humedad por peso, regado con agua destilada a170%o de

la capacidad de campo del suelo y a temperatura ambiente con una variación no superior

a 5"C. Después del periodo de crecimiento, como aparece en la ñgura 9, se sacaron las

plántulas de trigo y fueron lavadas con agua desionizada. Se separaron en dos fracciones

correspondientes ala ruíz y a1a par1.;e aaea,las cuales fueron liofilizadas para trabajar en

base a peso seco. Luego de registrar su peso, se trituraron para extraer los analitos como

se describió en el punto 2.9.

Figura 9: Plántulas de trigo tras 28 días de ser sembradas.
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2.11 Estimación de la fracción biodisponible de hormonas, usando un método

biosimulador de extracción con soluciótr de ciclodextrina.

La estimación de la fracción biodisponible deEl,E2 y EE2 se realizó a favés de

una extracción simple con hidroxipropil-B-ciclodextrina (I{PCD). El método se realizó

con 1 g de muestra (cada suelo con urla dosis de 90 Mgha-l de biosólido o biosólido

enriquecido con hormonas, además de ur control para cada suelo), la que fue llevada a un

tubo de centrífuga de 15 mL. Se agregó l0 mL de solución de 50 mM de HPCD y se agitó

por 2 horas, luego se centrifugó por 30 minutos a 2500 rpm, se decantó y se filtró con un

filtro de ñbra de vidrio con I ¡rm de tamaño de poro. Posteriormente, se agregó 10 mL de

metanol a la solución, la cual fue dopada con 200 nggl de esüíndar "surro gate" (3,4)13C2

E1. La mezcla metanol-HPCD se sonicó por t hora y se dejó en reposo por 24 horas. Los

analitos se extrajeron tres veces con 10 mL de una solución de acetato de

etilo/dicloromentano 50:50 (v/v) mediante agitación con vórtex. El extracto se evaporó

con una corriente de nitrógeno a una temperatura de 50 oC, y se reconstituyó en 1 mL de

acetato de etilo (F. Wong & T. F. Bidleman, 2010). La determinación de los compuestos

fue a través de GC,MS.

2.12 Estudio de la actividad microbiana.

2.12.1 Determinación de COzpor titulación con HCl.

La determinación de la actividad microbiana, se realizó colocando 25 g de muestra

(suelo-biosólido 90 Mgha 1) en frascos de vidrio de un litro. En el interior del frasco de

vidrio, se dejó un vaso precipitado con agua destilada para mantener la humedad, y otro

vaso precipitado con 10 mL de hidróxido de sodio (NaOID I M. Los frascos se cerraron

herméticamente y se incubaron a 25 oc durante cu¿tro semafas. La coltcentración de

dióxido de carbono (COz) se determinó tih¡lando el NaOH con ácido clorhídrico (HCl)

0,5 M luego de 24 horas de incubación, 14 días y una última medición a los 28 días

(Anderson John P.E. 1982).
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2.12.2 Determinacién de nitrato §Os) y amonio §Hn+) por cromatografía iónica.

Se preparó una pasta de saturación en frascos pLásticos de boca ancha, para lo cual

se pesó 10 g de suelo, tratado con biosólido, y se le agregó 3,5 mL de agua desionizada y

se mezcló con una espátula hasta formar una pasta semisólida. A cada fiasco se le

agregaron 3 gotas de cloroformo pma inhibir la actividad microbiana. Luego se taparon

los frascos y se dejaron refrigerados por 24 horas. Al día siguiente, se trasvasijó la pasta a

tubos de centrífuga y se centrifugó 30 minutos a 3500 rpm. Posteriormente, se filtró el

extracto a través de un portafiltro de MILLEX-HV con membrana de PVDF de 0,45 pm

y 13 mm de di¿ímetro, y se vació a tubos Eppendorf de 1 mL.

Las curvas de calibración se prepararon con estándares de 1000 mgl--l de nitrato y

amonio (Merck) en las concentraciones: 10, 20,40,60,80 y 100 mgL1.

La determinación de amonio se llevó a cabo por cromatografia líquida de

intercambio iónico (IE-HPLC). Para desarrollar este análisis, se preparó la fase móvi1 de

cationes. Se pesó 0,0296 g de EDTA y se disolvió en agua desionizada, posteriormente se

trasvasijó a in matrz de 1 L. Se agregí 200 pL de HNO:, se aforó a I L y se filtró a

través de una membrana de 0,45 pm. La fase móvil, se almacenó en una botella de vidrio

ámbar a temperatura ambiente. Las condiciones experimentales de1 IIPLC fueron las

siguientes:

- Volumen de inyección: 50 ¡rL

- F1üo fase móvil: lmlmin I

- Rango de sensibilidad: 0,001

- Conductividad de fase móvil: 950-1200 pScm-l

- Columna: Resina de Cationes IC-Pck Cation M,/D C-8 (+) Polar

- Detector: Conductividad (Waters 1515)

- Bomba: Isoclática (Waters 15 15)

- Desgasificador: Waters inJine Desgasser AI
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Una vez programado el equipo, se procedió a rcaliza¡ las inyecciones

correspondientes a las soluciones estiíndar de la curva de calibración, y finaknente las

muestras. Las señales se identificaron por comparación de tiempos de retención (tn), con

las soluciones estrándar §úñez, 2011).

Para la determinación de nitrato por cromatografia líquida de intercambio iónico

(IE-IIPLC), se preparó la fase móül con aniones. El concentrado de aniones se preparó

pesando 34 g de ácido bórico y se trasvasijó a v\ matr:az de 500 mL, se agregaron 23,5

mL de ácido glucónico; 8,6 g de hidróxido de litio monohidratado (LiOHxHzO),250 fnI-

de glicerina y se aforó a 500 mL con agua desionizada. Se almacenó en envases de vidrio

iámbar a temperatura ambiente. Se tomó 28 mL de concentrado de aniones, se agregó 120

mL de acetonitrilo grado HPLC y se aforó a I L con agua milli-Q. Se filtró a través de r¡na

membrana de 0,45 pm y se almacenó en botellas rimbar a temperatura ambiente §úñez,

2011).

Las condiciones experimentales del HPLC fueron las siguientes:

- Volumen de inyección: 50 ¡"lL

- Flujo fase móvil: 1,2 mlmin-r

- Rango de sensibilidad: 0,001

- Conductividad de fase móvil: 500-1000 pScm-r

- Columna: Resina de Aniones IC-Pck Anion HC

- Detector: Conductividad (Waters 15 15)

- Bomba: Isocrática (Waters 1515)

- Desgasificador: Waters in-line Desgasser AF

a DE r-¡.v ',+..

Jr*i;r6;n ":É 
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III. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

3.1 Cartcterización física y química de los suelos y del biosólido.

En la Tabla 3, se muestran 1as propiedades fisicoquímicas de los suelos y del

biosólido que fueron utilizados como medio de cultivo para bioensayos con plantas de

trigo. Ambos suelos tienen un pH moderad¿mente rácido, conductiüdad propia de un suelo

no salino y una textufa característica de suelos con poca materia olgiáfica. El suelo Lo

Prado presenta un mayor porcentaje de materia orgánica que el suelo Chicauma, sin

embargo, ambos se agupan en la categoría de suelos con bajo contenido de materia

orgránica (menor a 6%). Es importarte notar la transferencia de mateda orgánica y

nitrógeno del biosólido a los suelo. Como se muestra en la Tabla 3, el biosólido contiene

el doble de nitrógeno total (%) que los suelos y más de 10 veces el contenido de carbono

orgrínico total (%). En üsta de ello, se podría sostener que el biosólido otorgaña

condiciones más favorables para uso agrícola.

Tabla 3. Caracteización fisicoquímica de 1os suelos y del biosólido*

Sustrato
suelo suelo 

Biosélido
Lo Prado Chicauma

pH
Conductividad a 25 "C (dSm-1)

Carbono orgánico (7o)

Materia orgánica (7o)

Nitrógeno total (%)
Capacidad de intercambio c¿tiónico

(cmolkg{)
Factor de humedad

Densidad aparente (g-L-t)
Capacidad de Campo (%)

Textura

desviaciones estándar relativa no superaron el 5olo.

5,76

0,10

2,79

4,81

0,33

18,9

1,01

1,20

24

Arenosa

franca

6,44

0,10

t,93
3,33
n ?5

8,72

4,43

43,0t

0,52

t2,5 47,8

r,01 1,12

t,22
8,7

Arenosa

JJ



EnlaTabla 4, se muestra e1 contenido de metales pesados presentes en los suelos

y en e1 biosólido. En 1o que respecta al D.S N"004 , artíanlos 22o ,23o y 24" ambos suelos,

y el biosólido, están dentro de las concentraciones milximas de metales permitidas para la

restauración de suelos degradados, con una tasa de aplicación de 90 Mg de biosólido por

hectárea de suelo.

Tabla 4. Metales pesados en los suelos y en el biosólido.

Metal (mgkg{) Suelo Lo Prado Suelo Chicauma Biosólido

Cu

Zn

Pb

Ni

Cr

Cd

90,4J,3,7

93,4+4,0

29,8+0,8

60,0+2,4

40,1+0,8

n.d*

130+4

111+8

20,9+0,6

33,5+0,2

35,5a0,5

n.d

652j.17

t546+48

45,1+1,7

85,0+3,9

243+7,0

2,68+0,06

(*) n.d, no detectado

Los metales ttaza son necesarios para los seres üvos en concentraciones muy

bajas. Su abundancia en los suelos es variable, y depende de las características

geoquímicas y morfológicas de cada suelo. El contenido de los metales que hay en un

suelo no permite conocer su origen (Criterios de Calidad de Suelo Agrícola, SAG, 2005).

En suelos como Chicauma y Lo Prado, que son parte del perímetro urbano de la

Región Metropolitana, su composición no se ha visto afectada por algún üpo de actividad

antrópica de alto impacto como la minería, refinerías u otra industria pesada. Por ende, se

presr¡me que el contenido de metales es de origen natural (aunque no se descarta que

ciertos metales se depositen en el suelo por emisiones atrnosféricas de origen antrópico),

con iireas en que abundan metales como Cobre y Zinc, muy característico de Chile

(Criterios de Calidad de Suelo Agrícola, SAG, 2005).

Los biosólidos, en general, se caracterizan por ser una fuente importante de metales

pesados, debido a que acumulan los desechos de diversas actividades antropogénicas.
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De los metales que se muestran en IaTabla 4, el que reviste un mayor peligro, por

la facilidad con la que se absorbe por las plant¿s, es el Cadmio. Este metal se encuentra

en muy bajas concentraciones en los suelos, no debería exceder los 0,5 mg/kg en suelos

libres de contaminación. No obstante, en biosólidos se permite un aporte muy limitado de

este meta.l, dado el riesgo que conlleva su bioacumulación en 1as tramas tróficas (Criterios

de Calidad de Suelo Agrícola, SAG, 2005).

Con respecto a si el biosólido aumenta la disponibilidad de metales pesados en el

suelo receptor, üversos estudios har demostrado lo contrario, debido a que el alto

contenido de carbono orgránico del biosólido mantiene inmovilizado a gran parte de los

metales (Contreras, 2009). Lo que a su vez es respaldado por un estudio preliminar

desarrollado por el SAG para la elaboración del Protocolo de Aplicación de Residuos

Sólidos al Suelo, (2008).

3.2 Optimización de Ia metodología de extracción de las hormonas E1, E2 y EE2.

La metodología de extracción en fase sólid4 fue optimizada para obtener mejores

porcentajes de recuperación. El resultado del acondicionamiento de la fase adsorbente del

cartucho Oasis HLB, permitió rma óptima retención de los compuestos. La fase sorbente

Oasis HLB es un relleno de fase inversa con balance hidrofilicoJipofilico. La fase se

activó al impregnarla primero con solventes polares, como metanol y acetor,a, y luego con

solventes apolares como diclorometano y hexano. La superficie de contacto se volvió

apolar para que fuera más ¿fin con compuestos lipofilicos como las hormonas

estrogénicas.

La fase estacionaria del cartucho Oasis HLB, al tener un carácter anfipático, retiene

a los analitos en su parte apolar por su extremo hidrofóbico gracias a un grupo de

divinilbenceno que mantiene interacciones del tipo z con los anillos conjugados del

compuesto aromático, y por su extrerno hidrofflico de copolímero de N-viny1-pyrrolidona

que interactúa con 1os grupos hidroxilo de las hormonas (Weigel y col, 2004).

En la Tabla 5 se muestrar los resultados de la limpieza de la muestra a través del

cartucho Oasis HLB.
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Tabla 5. Porcentajes de recuperación de las hormonas estrogénicas en la etapa de

limpieza de los exhactos (n:3).

Variación en la

metodología

Recuperación

Dr(%)

Recuperación Recuperación

E2(%) EE2(%)

Sin lavar la

muestra

Lavado con

hexano

Lavado con

hexano y agua

53,2+1,0

92,4+1,9

94,7+:0,8

83,6+2,3

88,4+2,3

99,3i0,6

62,4t0,9

92,3+2,0

96,7tt,3

La optimización de la técnica consistió en que una vez cargada la muestra en el

carfucho, se lavó con hexano y luego con agua, puesto que los compuestos de interés no

eluyen con ninguno de esos solventes, pero si lo hacen otros compuestos que pueden

interferir con 1a señal de las hormonas, si tienen tiempos de retención cercanos. Como se

muestra en la Tabla 5, dicho procedimiento se validó con sob¡e el 90% de recuperación.

En la Tabla 6, se muestra cómo la polaridad relativa de estos compuestos hace que

eluyan eficazmente con la mezcla de metanol/acetona 1 :1 (v/v), con una recuperación por

sobre el 90%. Por otro lado, una elusión con acetato de etilo no mostró buenos resultados,

por lo que es un buen solvente para la extracción desde la matriz, pero no desde la fase

so¡bente del cartucho Oasis HLB.

Tabla 6. Porcentaje de recuperación de las hormonas estrogénicas tras cambiar de

solvente en la elusión de la muestra (n:3).

Solvente de

elusión

Recuperación Recuperación

Et(%) E2(%\

Recuperación

EE2 (o/o)

Acetato de eüIo

MetanoUAcetona

1:1 (v/v)

37,6+0,7

98+ 1,3

42,3+1,2

89,7+0,3

39,9+1,0

93,5+1,'.l
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Finalmente, cada extracto se llevó a sequedad con una corriente de N2 a una

temperatura de 50 oC, y se reconstituyó en 1 mL de acetato de etilo, y no en metanol como

sugieren los autores Chu y Metcalfe, (2007), pues como las hormonas se debieron

derivatizar, y el derivatizante reacciona con el OH del metanol, se produciría tm consumo

innecesario de1 agente deivattzante (Corrotea, 2013).

3.3 Optimización de la derivatización de las hormonas El, E2 y EE2.

La deivattzación es un paso previo al análisis cromatográfico en GC,MS,

indispensable para compuestos cuya constante de Henry es muy baja. En el caso de las

hormonas, la contante de Henry para El es 3,8*10-10, paraB2 es 3,64* Í0'11 y 7,94*lO-\2

atm*m3lmol paru EE2. Estos valores tan bajos, denotan una baja volatilidad de los

compuestos, lo que dificulta su análisis por cromatografia gaseosa.

Para compuestos como EE2 y E2, qle contienen más de un grupo flrncional OH

deivafizable, se requiere obtener un solo producto enla deivatización para así lograr un

m¡íximo de sensibilidad, especificidad y precisión, es por esto que la selección de1 método

de derivatización fue de gran importancia.

La piridina es un compuesto de uso común enla deñvattzación. Como solvente

aprótico y base de Lewis, puede activar los grupos hidroxilo, mediante un ataque

nucleofilico para poder obtener un solo producto doblemente sililado, pese a los

impedimentos estéricos. Solventes como hexano y acefato de etilo no fueron capaces de

impedir la formación de los subproductos Mono-TMS-EE2 y TMS-E1 en la derivatización

de EE2, pues al ser solventes orgiínicos neutros, no facilitan la formación del intermediario

necesario para dejar disponible los grupos OH de las hormonas estro génicas (Zhan & Zrto,

2005).

En la figura 10, se muestra:r los productos obtenidos en la derivatización

incompleta de EE2: el TMS-EI, que proüenen de la formación de estrona, ya que la

hormona EE2 puede perder su grupo etinil dando paso a la formación del producto de

derivatización de E1; y el Mono-TMS-EE2, que proviene de la derivatización del grupo

OH de EE2 con menor impedimento estérico.
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Figura 10: Subproductos de la derivatización de EE2 con MSTFA.

CH¡

I

H.C- Si- i\o
CH:

di.TMS.EE2

Figura 11: Di-TMS-EE2. Producto único en la derivatización con MSTFA y pridina 1:1

(v/v).

En la figura 11, se muestra el producto esperado de la deivatización de EE2' Por

10 tanto, la piridina actua como catalizador de la reacción y junto con el reactivo MSTFA,

en razón 1:1 (v/v), facilitó la derivatización de EE2 que condujo a la generación de un

único producto completamente sililado, e1 di-TMS-EE2.

En la figura 12, se muestra la señal de EE2 denvalizada con MSTFA y piridina'

Su tiempo de retención f,¡e de 24,75 minutos, y al comparar con la misma hormona

denyalizada solo con MSTFA (figura 13), se observó que la intensidad de la señal

disminuyó considerablemente, 1o que entorpecerla su cuantificación en matriz.

38



Figura 12: Señal cromatográfica deEE2, derivatizada con MSTFA/piridina (1:1).

Figura 13: Señal cromatográftca de EE2, derivatizada con MSTFA.
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Para las hormon as El y 82, no se encontró variación en la señal cromatográÍtca

respecto a la derivatización con piridina (ver en Anexo las figuras 25, 26,27 y 28), por lo

que pafa e1 ¿nálisis simultáneo de las tres hormonas se utilizó la metodología propuesta

por los autores Zhang y Zno, (2005) que precisa piridin4 en la misma proporción que el

reactivo derivatizante MSTFA.

La temperatura óptima para que ocurra la reacción de derivatización completa de

las hormonas fue de 80 oC, por rm periodo de 30 minutos (Cantarero, 2014). De este modo,

se logró apreciar una señal para cada una de ellas, las que a su vez fueron corroboradas

por la librería NIST, como se muestra en las figuras 14, 15 y 16.

Figura 14: Trimetilsililestrona TMS El. Figura 15: (bi) Trimetilsililestradiol TMS E2.

lreFlib , Tnmeilrrlsih4eslff n* im:inl¡bl E¡![rimEthflitiiEstrdd]'3]
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{mánib} 1+Noi¡re!'r¡ 1,3.5i10}tiffi -201[rÉ, 3,17¡isltimetlr&¡ rhxy} (17o}

Figura 16: (bi) Trimetilsilil etinil estradiol TMS EE2.

EnlaTabla7 , se dan a conocer los pariímetros cromatográficos que permitieron el

reconocimiento de las hormonas El,E2 y EE2. Además de los estándares interno (PCB)

y "surrogate" de El. El tiempo de retención de las tres hormonas es relativamente

parecido. Sin embargo, la técnica analítica de cromatografia de gases acoplado a

espectrometría de masas, ofrece una separación altamente efrcaz y selectiva, puesto que

la fragnr.entación de la molécula da origen a dos iones característicos, el primario que

cuantifica al analito y el secundario que corrobora su identidad.

Tabla 7. Tiempos de retención y masas de los iones correspondientes a los compuestos

sililados.

Analitos
Tiempo de

Retención (min)

Ion de

cuantificación
mlz

Ion de

identificación
mlz

E1
(3,4)13C2 E1

E2
EE2
PCB

23,s6

23,56

23,86
1Á. 1<

19,89

342

344
285

425

292

257

259
416
440

290
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3.4 Determinación del contenido de hormonas en el biosólido.

A continuación, en la Tabla 8, se dan a conocer los pariímehos analíticos obtenidos

del instrumento de análisis cromatográfico GCA{S. El coeficiente de variación entrega

información acerca de la precisión del método, por 1o que la metodologia de extracción

de hormonas desde matrices naturales, se validó en función del resultado de su

repetibilidad. Para todos los parrámetros que se muestran en la Tabla 8, EE2 es e1 analito

que presentó mejores resultados, 1o que puede atribuirse a su estabilidad molecular o a su

baja susceptibilidad al efecto matriz, que en ocasiones disminuye la sensibilidad.

Tabla 8. Límite de detección y cuantificación del instrumento y coeficiente de vmiación
del método.

Parámetro analítico 8,2E1 FE,2

Límite de detección (pglr)
Límite de cuantificación (pgl,-l)

Coeficiente de variacién (7oCV)

6,09

20,30

10,12

4,07

t3,57

13,11

3,90

13,00

\1)

En el biosólido de la planta de tratamiento de aguas servidas (Junio, 2015), no se

encontraron hormonas estrogénicas naturales, El y 82, solo se encontró EE2, en una

concentración de 150,10 + 6,4 pgkgt.

3.5 Determinación de la fracción biodisponible de las hormonas E1, E2 y EE2

mediante un bioensayo con plantas de trigo.

La biodisponibilidad de los compuestos que existen en el suelo, está asociada a las

características del suelo, de la planta y a las condiciones climáticas (humedad relatla,

cantidad de agua, luz solar, etc). Simulando 1as condiciones idóneas en que crecen los

culüvos de trigo, fue posible rastrear la asimilación de las hormonas por la planta.

Los resultados graficados en la figura 17, sugieren que gran parte de las hormonas

contenidas en el suelo tratado con biosólido serían degradadas a 1o largo del tiempo,

siendo EE2 la más persistente en comparación con las hormonas naturales.
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Para contemplar la dinámica de las tres hormonas, fue necesario enriquecer el

biosólido con esüíndares deBl,Ez y EE2, parall¡trego incorporarlo como enmienda a los

suelos. De este modo, se estudió el destino y persistencia de cada una de ellas, a través de

un cultivo de plantas de trigo.

F.aiz
Parte Aérea

§ 0,20
6

f o,rs

i
o0

H o.to

E1 E2 EE2

Chicauma

E1 E2 EE2

Lo Prado

Figura 17: Concentración de hormonas encontradas en las raíces y parte aérea de las

plantas de trigo cultivadas en suelos tratados con biosólido emiquecido con hormonas.

En 1a figura 17, se observa que las hormonas estrogénicas se concentraron

mayoritariamente en la rah de las plantas, 1o que pudo deberse al carácter lipofilico de los

compuestos y también a la baja concentración de hormonas que había en el suelo.

En el suelo Lo Prado, que po§ee más materia orgánica que el suelo Chicauma, se

encontró rma concentración de hormonas en las plantas menof que en el suelo Chicauma.

Esto hace pensar, que la materia orgrínica tiene una función amortiguadora de
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contaminantes org¿á¡icos, de tal manera que 1os retiene impidiendo el transporte de ellos

hacia la planta (Stumpe & Marschner, 2010).

En esta misma línea investigativa, se ha encontrado que distintos suelos tratados

con diferentes tipos de enmienda reaccionan de manera similar respecto a la sorción de

estrógenos. En efecto, el contenido de carbono orgrínico presente en el suelo (COS)

estimula 1a sorción de compuestos orgánicos, 1o cual contribuye alar»rrineralización de los

mismos (Stumpe & Marschner, 2010).

Estudios similares hechos por Stumpe y Marschner (2010), muestran valores de

Kd, (coeficiente de distribución suelo/solución suelo), más altos para estrógenos en suelos

tratados con biosólidos. Esto se explica dado que la hidrofobicidad de estos compuestos

los confinarla a 1a fase orgánica del suelo, siendo El 1a hormona que presenta 1os valores

de Kd más altos (45-145 mlgt), lo que además favorece su degradación, seguido de EE2

(40-96 ml-g't) y por último E2 (20-80 ml-g-1).

Valores altos de Kd y de Koc, guardan estrecha relación con 1os resultados

obtenidos en los bioensayos con plantas de trigo. En efecto, la hormona que tiende a

peÍnanecer más retenida en el suelo, El, no fue detectada en el análisis de plantas

mediante GCATIS. Mientras que las hormonas E2 y EE2 pudieron ser detectadas en las

plantas cultivadas en suelos tratados con biosólido enriquecido, por 1o que, para estos

efectos, son consideradas biodisponibles.

Distintos autores han estudiado la conversión oxidativa de E2 en El en condiciones

aeróbicas y anaeróbicas en lodos activados, lo que sugiere una acumulación de E1 que,

sin embargo, no se encontró biodisponible para las plantas de trigo.

El pH del suelo también es un factor influyente en el comportamiento de las

hormonas. El pIG deBl,E2yEE2 es 10,20; 10,27 y 10,24 respectivamente, y al ser ambos

suelos de pH moderadamente ácido, las hormonas se encontrarían an su forma protonada

(neutra), 1o que dificultaría aún más el transporte de ellas en solución acuosa.
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El factor de bioconcentración, se calculó mediante la expresión 1, para conocer

qué fracción de las hormonas es asimilada por la planta.

Concentrací1n en el tejid.o d.e la plattta (pSkS-')
(1)FBC = Concentraciín en el suelo (¡tgkg-a)

Tabla 9. Factor de bioconcenhación de las plantas cultivadas en suelos tratados con

biosólido natural y enriquecido con hormonas El,E2yEE2.

Matriz trttada FBC E1 FBC E2 F'BC EE2

Raiz en suelo Chicauma B

Raíz en suelo Chicauma B-E

Raiz en suelo Lo Prado B -

Raíz en suelo Lo Prado B-E

P.A en suelo Chicauma B-E

P.A en suelo Lo Prado B-E

- 0,72

- 0,15 0,70

- 0,54

0,54

0,03

0,02

- 0,01

- 0,01

P.A, parte aérea; n.d, no detectado.

En Tabla 9, se muestra el factor de bioconcentración calculado para las plantas de

trigo cultivadas en el suelo Lo Prado y chicauma tratado con biosólido. Estos valores

evidencian el transporte de las hormonas desde el suelo a las raíces. El porcentaje más alto

de bioconcentración se manifiesta en el suelo Chicauma tratado con biosólido natural, con

wt 72%o de la concentración inicial de EE2 en las raíces de trigo, 1o que no se diferencia

mayormente del obtenido con biosólido enriquecido (707o), por 1o que la concentración

de hormonas no parece alterar el factor de bioconcentración.

En la parte aérea de las plantas cultivadas en ei suelo tratado con biosólido natural,

la concentración de las hormonas estuvo bajo el límite de detección, mientras que en los

suelos tratados con biosóüdo enriquecido, se observó una considerable baja del factor de

bioconcentración de EE2 en la parte aérea respecto a la raíces.

Por otro lado, cabe señalar que el coeficiente de partición octanol-agua (Log K"*),

hace alusión a la preferencia que tienen las hormonas por la fase orgiinica de cualquier

matriz, 1o que explicaría la baj a transferencia a I a pafie aérea de las plantas '
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3.5 Determinación de la fracción biodisponible de las hormonas Elo E2 y EE2

mediante un método biosimulador con ciclodextrin¿.

La hittroxipropil-p-ciclodextrina (IPCD), fue utilizada como biosimulador dado

que su estructura macroclclica es czpaz de formar complejos que atrapan muy

eficientemente un sustrato hidrofióbico. Su uso se ha masificado para estos fines, ya que

permite la solubilización de sustancias hidrofóbicas en solventes polares como el agua,

que es el miís abundante en la naturaleza (Contreras, 2001).

Para optimizat lametodología propuesta por F. Wong (2010), fue necesario probar

los solventes de extracción. En la Tabla 10, se registrmon los porcentajes de recuperación

con distintas mezclas de solventes, donde la que mostró mejor resultado fue diclorometano

y acetafo de etilo en la proporción 1 : I (v/v) con cerca de un I 00% de recuperación.

Tabla 10. Resultado de la optimización de solvente de extracción de las hormonas

estrogénicas (n=3).

Recuperación

deEE,2(oA)

Solvente de Recuperación Recuperación

extraccién de E1 (%) deE2 (o/.\

Hex/DCM 1:1 (v/v)

HeIAE 1:1 (v/v)

DCNÍAE 1:1 (v/v)

Hex/DCM, Hexaío/Diclorometano

Hex/AE, Hexano/Acet¿to de Etilo
DClvl/AE, Diclorometano/Acetato de Etilo

El pIG de IIPCD es de 12,20 debido a esto, en ambos suelos la macromolécula se

encontró protonada y su interacción con las hormonas sería del tipo hidrofóbica (van der

Waals) y puentes de hidrógeno (Contreras, 2001)'

Las figuras 18, 19 y 20 muestran los resultados de la extracción de hormonas con

ciclodextrina, comparado con el total de hormonas encontradas en la planta $aiz + parte

aaea).

0

47,6+7,4

99,0+2,1

0

32,0+1,0

99,8+2,0

U

52,8+1,7

100+2
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0,25

figura 18: Comparación del contenido de hormonas en plantas de trigo y el método

biosimulador de ciclodextrina HPCD en el suelo Chicauma ffatado con biosólido
enriquecido.

0,05

figura 19: Comparación del contenido de hormonas en plantas de trigo y el método

biosimulador de ciclodextrina IIPCD en el suelo Lo Prado tratado con biosólido
enriquecido.
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Lo Ptado Chicauma

Figura 20: Biodisponibilidad de EE2 en la plarta de trigo comparuda con la extracción

con ciclodextrina HPCD en los suelos tratado§ con biosólido natural'

Los resultados graficados en 1as figuras 18,19 y 20, muestr¿m que con el método

biosimulador de extracción con ciclodextrin¿ IIPCD, se replica la tendencia observada en

las plantas de trigo, siendo EE2, la hormona más persistente y la úrica encontrada en e1

biosólido natural (frgura 20). Para comprender la correlatividad que pudiese existir entre

los bioensayos y el método biomimético, fue necesario aplicarlo en los suelos tratados con

biosólido enriquecido, de modo que en las figuras 18 y 19, se advierte cierta similitud en

el comportamiento de la planta y el de HPCD, donde ambos presentarotr un orden de

concentración de analito extraíble de EE2>E2>87.

En la Tabla 11, se muestra que el suelo Chicauma tiene un factor de

bioconcentración mayor que el suelo Lo Prado. En consecuencia, la ciclodextrina también

se ve influenciada por el tipo de suelo y, por tanto, es lo que determinó su capacidad de

extracción.

Chicauma
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Tabla 11. Factor de bioconcentración del método biosimulador con ciclodextrina
(IPCD).

Matriz tratada FBC El FBC E2 FBC EE2

HPCD suelo Chicauma B 0,80

IIPCD suelo Chicauma B-E 0,68 0,68 0,82

HPCD suelo Lo Prado B - - 0,72

HPCD suelo Lo Prado B-E 0,68 0,69 0,77

Para validar esta metodología fue necesario correlacionar los valores obtenidos en

la extracción con HPCD y los registrados en el bioensayo con plantas de trigo. Para la

correlación solo se conside¡ó EE2, dado que es la hormona que proporcionó m¿ís valores

de concentración en los bioensayos.

En la Tabla 12, se ordenaron los promedios de cada extracción de EE2 en los

diferentes sustratos; luego se sometieron los valores a un test de correlación simple que

permitiese validar el método biosimulador de extracción con HPDC mediante parámetros

estadísticos.

Tabb 12. Correlación del método biosimulador con los resultados obtenidos en el

cultivo de plantas de trigo para EE2.

EE2 con HPCD EE2 en planta de
Suelo (pgkgl) trigo (pgkgi)

Lo Prado B 4,09 3,09

Chicauma B 4,76 4,26

Lo Prado B-E 317 231

Chicauma B-E 323 285

Ecuación de correlación:

HPCD = 0,043022 + 1,06236*Planta- Q)

p-value : 0,000

Coeficiente de correlación de Pearson (r) : 0,991
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El test de correlación simple, utilizando los valores de la Tabla 12, mostró una

línea de tendencia, descrita en la expresión 2, con parámetros estadísticos admisibles, p-

value < 0,05 y r : 0,99. Por lo tanto, es comparable el método de extracción de EE2 con

IIPCD, con la fracción biodisponible de EE2 en plantas de trigo. Esto permite validar la

metodología en las circunstancias que aquí se mencionaa.

3.6 Determinación de la biomasa de las plantas cultivadas en suelos tratados con

biosólido.

En este anáüsis se compararon los pesos de 1as plantas de trigo que c¡ecieron en

los suelos control, en los suelos tratados con biosólido natural y en aquellos tratados con

biosólido enriquecido con hormonas.

Pñte aerca

P,aiz

Chicaum¿ Chicauma B Chicauma B-E I-o Prado I¡PmdoB Lo Prado B-E

B-E, Biosólido enriquecido con l0 mgkgr de hormonas; B, Biosólido natural.

Figura 21: Biomasa de las plantas de trigo cultivadas en los suelos Chicauma y
Prado tratados con 90 Mgha-1 de biosólido.
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Analizando la figura 21, es posible inferir que el total de biomasa permaneció

relativamente constante en los distintos escenarios en que crecieron las plaatas. Vale decir,

no se encontraron resultados disímiles entre las plantas que c¡ecieron en los suelos sin

ningún tipo de abono, y las que crecieron en un suelo tr¿tado con biosólido natural o

enriquecido. Por lo tanto, es posible inferir que la planta de trigo no marffestó

susceptibilidad a la actividad estrogénica en términos de crecimiento.

3.8 Determinacién de la ¿ctividad microbiana.

La microbiota que habita en los suelos es estudiada en función de la degradación

de la materia orgánica existente y los atributos que esto conlleva. En este sentido, fue

relevante determinar la actividad microbiana, puesto que la ausencia o baja concentración

de las hormonas naturales El yE2, encontrada en las plantas, pudo ser consecuencia de

la degradación por parte de los microorganismos en el suelo.

La respiración de los seres vivos da cuenta de su actiüdad metabólica, donde

diversos compuestos son el sustrato de las reacciones bioquímicas. Tanto de la

degradación como de la mineralización de compuestos orgánicos se obtiene COz como

producto final, por e1lo su cuantificación sirve como referencia para conocer la actividad

microbiana del suelo.

Las frgura 22 y 23, muestran la influencia que ejercen las hormonas estrogenicas

sobre la actividad microbiana de cada suelo.
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Chicauma

Dia 28
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Día 1 Dia 14

B-E, Biosótido enriquecido con 10 mgkgr de hormonas; B, Biosólido nah¡ral.

Figura 221Actividad microbiana en el suelo Chicauma con y sin enriquecimiento de
hormonas.

En1afigra22, se observa una amplia diferencia entre el suelo Chicauma üatado

con biosólido natural y el mismo suelo tmtado con biosólido enriquecido, 1o que podría

deberse a que las hormonas constituyen un insumo atractivo para los microorganismos

cuyos productos de degradación son posteriormente mineralizados a COu. Adernás

presentó un claro aumento de la actividad con el avance de los días, 1o que guarda relación

con la reproducción de los microorganismos a 1o largo del tiempo, 1o que a su vez aumenta

la concentración de COz.

Como se muestra en la ftg:ora 23, el suelo Lo Prado tratado con biosólido natural,

presentó una mayor actividad microbiana que el suelo Chicauma en las mismas

condiciones. Esto puede deberse ¿ que naturalmente el suelo Lo Prado tiene un mayor

contenido de materia orgrínica que el suelo Chicauma.
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[--l Lo Prado B
Lo Prado B-E

Dia 14 Dia28

B-E, Biosólido enriquecido con 10 mgkgr de horrnonas; B, Biosóüdo natural'

Figura 23: Actiüdad microbiana en el suelo Lo Prado con y sin enriquecimiento de

hormonas.

Para el suelo Lo Prado, la figura 23 no muestra una diferencia tan clara entre el

suelo tratado con biosólido natural y el suelo tratado con biosólido enriquecido. Esto pudo

deberse a que la actividad fungica y bacteriana no se vio potenciada por la presencia de

hormonas en el biosólido, o bien la baja disponibilidad de las hormonas en este suelo,

impidió que éstas ejercieran alguna influencia sobre la actividad microbiana.

La actividad microbiológica del suelo, también puede e§timarse en función del

contenido de las especies predominantes del ciclo del nitrógeno.

El amonio (Wtt+) y el nitrato (NO:), dan cuenta del poder de degradación de la

materia orgiánica que tienen las bacterias a través de la generación de amonio

(amonificación) y de la conversión oxidativa de amonio a nitrato (nitrificación). Dada la

importancia que tiene el ciclo del nitrógeno en la fertilidad de ur suelo, fue necesario

analizar si se rrio afectado por la presencia de hormonas estrogénicas.
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B-E, Biosótido enriquecido con 10 mgkg 1 de hormonas; B, Biosótido natural.

Figtra 24:. Nitrato y Amonio en suelos tratados con y sin enriquecimiento de hormonas.

Los resultados de la determinación de nitrato y amonio por IE-HPLC, graficados

en la figura 24, muesfan que no hubo mayor diferencia entre el suelo tratado con biosólido

natural y enriquecido.

Sin embargo, un estudio de Flores (2010), acerca de la biodegradación de

hormonas estrogénicas, apunta a que sus transformaciones en el suelo estiin estrechamente

relacionadas con la actividad nitrificante, de tal manera que el amonio del suelo se

convierte en un insumo para las bacterias nitrificantes como los nitrosomonas y

nitrobacter, que son capaces de degradar El, E2yEE2, esta última fue considerada como

recalcitrante y principal contribuyente de la actividad estrogénica en el ambiente. En

efecto, se puede establecer una relación directa entre la actividad nitrificante y actividad

metabólica de las bacterias responsables del ciclo del nitrógeno, 1o que eventualmente

podrla dar paso a un cometabolismo de las hormonas estrogénicas en el suelo.

Chi B
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IV. CONCLUSIOIIES

- Las hormonas naturales El y E2 no fueron detectadas, por lo que se encontraron

bajo el límite de detección en el biosólido. Solo fue posible determinar EE2, en rma

concentración de 150,10 * 6,4 ttg*¡gt . De la metodología de extracción y

cuantificación se obtuvieron buenos pariimetros analíticos y porcentajes de

recuperación admisibles.

- En las plantas que crecieron en los suelos tratados con biosólido natural, se

encontró EE2 en 1as taíces y no en la parte aérea.

- Los suelos Chicauma y Lo Prado, mostraron diferencias en e1 estudio de

biodisponibilidad. El suelo Lo Prado, redujo la biodisponibilidad de 1as hormonas,

generando un efecto amortigu.ador para estos efectos. Ademris, el pH débilmente ¿ícido

de los suelos, sumado a la baja solubilidad de las hormonas, minimizó su transporte

desde la solución del suelo alaplanta.

- En 1os suelos tratados con biosólido emiquecido con E I , E2 y EE2, se observó una

dinámica distinta para cada hormona. E 1, no fue encontrada en ninguna parte del tejido

vegetal, 1o que se condice con su alto coeficiente de distribución (Kd) informado en la

literatura. En cambio, E2yEE2, fueron encontradas en las raíces, y sólo EE2 alcanzó

laparte aérea en concentraciones cercanas al límite de detección.

- Considerando 1o anterior, las hormonas fueron encontradas en concentraciones

cuantificables en la parte aérea solo en aquellas plantas que fueron cultivadas en suelos

tratados con biosólido enriquecido. Su biodisponibilidad se redujo a las raíces, y el

FBC de E2 fue más bajo que el de EE2.

- Con el objetivo de validar una metodología altemativa a los bioensayos con plantas

de trigo, se implementó una extracción de las hormonas desde los mismos suelos con

ciclodextrina como método biosimulador. Debido a que las hormonas El y E2 no

mostraron niveles significativos de biodisponibilidad, la extracción con ciclodextrina

solo pudo ser comparada p araBB2. El test de correlación simple, permitió validar la
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metodologla con parámetros estadísticos de menos de 0,05 para p-value y 0,99 para r,

los que avalaa que existe una relación significativamente estadística entre las dos

variables, confimándose 1a hipótesis planteada.

- El estudio de la actividad microbiana tuvo pff objetivo evidenciar algun tipo de

influencia que pudieran ejercer las hormonas sobre la degradación de la materia

orgánica. En el suelo Chicauma, se observó una tendencia clma del aumento de la

actividad microbiana en el suelo tratado con biosólido emiquecido, comparado con el

suelo tratado con biosólido nafural. No así en e1 suelo Lo Prado, donde no se

apreciaron diferencias sustanciales entre el suelo tratado con biosólido enriquecido y

el suelo tratado con biosólido natural.

- Para efectos de la incidencia que podríaa tener las hormonas sobre el ciclo del

nitrógeno, no hubo mayores diferencias entre e1 suelo tratado con biosólido natural y

e1 suelo tratado con biosólido enriquecido.
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VI. ANEXOS

Figura 25: Señal cromatográfica de E1 derivatizada con MSTFA-/piridina (1:1)

Figura 26: Señal cromatográfica de E1 derivatizada con MSTFA.
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Figura 27: Señal cromatográñca deB2 derivatizada con MSTFA/piridina (1:1)

Figura 28: Señal cromatográfica deB2 derivatizada con MSTFA.
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Tabl¿ 13. Cálculo para el hatamiento de suelo con biosólido en 90 Mgha-t

Densidad

aparente

(kg--')

Volumen

(m)

Peso

(kg)

Chicauma

Lo Prado

t220

1190

2000

2000

2440000

2380000

Tabla 14. Corrección mediante factor de humedad.

Suelo
Dosis Biosólido con Fh Suelo con Fh

Fh Suelo f,'h Bios
Bios (kg) (kg) (kc)

Chicauma

Lo Prado

1,01

1,01

1,12

t,t2

90000

90000

100800

100800

2464400

2403800

Tabla 15. Peso húmedo de suelo y biosólido utilizado en cada maceta para plantar trigo'

Peso suelo
Peso Bios (kg)

(kg)

Chicauma 0,0209

0,0214

Tabla 16. Biomasa de las plantas de trigo.

Lo Prado

0,505

0,50s

Suelo
P.A + Raíz

P.A (e) Raíz (g)-G)
Chicauma

Chicauma B

Chicauma B-E

Lo Prado

Lo Prado B

Lo Prado B-E

t,'17

1,7t

t,94

1,64

1,62

2,t8

t,74

1,40

1,1 1

t,70

1,38

t,34

3,51

3,11

3,05

3,34

3,00

3,52
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hormonas El, E2 yEE2.

Tabla 17. Concenkación de hormonas encontradas en plantas de trigo cultivadas en los

suelos tratados con 90 Mgha-l de biosólido natural y enriquecido con 10 mgkgl de

Suelo Chicauma B 5,95+0,1

Suelo Lo Prado

Suelo Lo Prado B-E 215+13 410+1

Ra2 en suelo Chicauma B 4,26r_0,18

Raíz en suelo Lo Prado

Raíz en suelo Lo Prado B-E

P.A en suelo Chicauma B

P.A en suelo Lo Prado

P.A en suelo Lo Prado B-E 9,40+0,5

66

Matriz tratada El (pgkgl) E2 (pgkg{) EE2 (pgkgr)

n.d

n.d

n.d n.d

47+3 274+17

n.d n.d

n.d 3,09t0,03

5+0,2 222t3

n.d n.d

n.d n.d



Tabla 18. Extracción deEl,E2 y EE2 con ciclodextrina (HPCD).

Matriz tratada El (¡rgkgr) E2 (pgkgr) EE2 (pgkgl)

Suelo Chicauma

Suelo Chicauma B

Suelo Chicauma B-E

Suelo Lo Prado

Suelo Lo Prado B

Suelo Lo Prado B-E

HPCD sueio Chicauma

HPCD suelo Chicauma B

HPCD suelo Chicauma B-E

HPCD suelo Lo Prado

HPCD suelo Lo Prado B

HPCD suelo Lo Prado B-E

n.d

n.d

295+1,0

n.d

n,d

215J.13

n.d

n.d

202+6,O

n.d

n.d

1,47+7,0

n.d

n.d

318r3,0

n.d

n.d

356+4,0

n.d

n.d

217+6,0

n.d

n.d

244+6,0

n.d

5,95+0,1

392+2,0

n.d

5,68+0,1

410+1,0

n.d

4,76+0,1

323+77

n.d

4,09+0,2

317+3,0

Tabla 19. Determinación de COz en los suelos Íatados con biosólido (mg de COz en

100 g de suelo).

Suelo Día 1 Dia14 Día 28

Chi B

Chi B-E

LPB

LP B-E

0,08+2* 10-3

0,1 1+4+ 10-3

0,40+3* 10r

0,40+3* 10r

0,13+6*10-3

0,50+2+ 10-3

0,32+3* 10-3

0,17+3+10-3

0,48+2*lO-3

0,86+5* 10r

0,61+4*10-3

0,70+6* 10r

Tabla 20. Determinación de amonio y nitrato en suelo§ tratados con biosólido.

Suelo Amonio (-gkg-') Nitrato (mgkgr)

365,23+20

348,81+12

641,64+11

710,88+26

Chi B

chi B-E

LPB

LP B-E

26trt2,2

280+0,'7

t94+6,2

243+13,7
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