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Resumen

En la actualidad, existen diversas plantas de tratamiento de aguas servidas, cuyos
residuos, los biosolidos, pueden ser usados como fertilizantes complementarios y/o
remediadores de suelos. Sin embargo, éstos pueden contener diversos tipos de
contaminantes como metales traza, compuestos organicos e inorganicos y compuestos de

origen farmacéuticos.

El organismo es capaz de metabolizar un porcentaje importante de los farmacos
ingeridos, mientras que el restante se excreta junto con los metabolitos resultantes de la
digestién del farmaco a las aguas. Este hecho, puede afectar al medio ambiente, debido
al fenbmeno de bioacumulacion y toxicidad del farmaco, convirtiéndolo en un

contaminante emergente.

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINES), son drogas ampliamente utilizadas por el
ser humano debido a sus efectos antiinflamatorios, analgésicos y antipiréticos, razén por

la cual su incidencia en el medio ambiente es cada vez mayor.

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de la incorporacién de biosélido sobre la

movilidad de antiinflamatorios no esteroidales en suelos de la Regién Metropolitana.

Se utilizaron dos suelos provenientes de la Regién Metropolitana (Linderos y Lonquén) y
un biosélido proveniente de una planta de tratamiento de aguas servidas de la misma

region.

La movilidad de antiinflamatorios en los suelos se estudié utilizando columnas de
lixiviacion divididas en secciones de 2 cm de alto cada una (seccion superior con biosélido
en dosis de 0 y 200 ton/ha y 0,5 mL de multiestandar de 2,4 mg/L (equivalente a 200
pg/kg de suelo), las 4 secciones siguientes se rellenan con suelo y la ultima seccion
rellena con arena de cuarzo). Las columnas fueron regadas diariamente con 3 mL de
CacCl, 0,5M para simular la fuerza iénica de la fase acuosa del suelo, se mantuvieron a
temperatura ambiente durante 15 dias. Al finalizar este periodo, las porciones de cada

seccion de la columna se sometieron a un procedimiento de extraccion secuencial asistida



por ultrasonido: 20 mL metanol, 10 mL metanol, 2 x 10 mL acetona, considerando un
tiempo de 5 min de ultrasonido en cada extraccion; los sobrenadantes se evaporaron
hasta 1mL y se diluyeron a 100 mL con agua milli Q, para luego someterlos a limpieza
mediante extraccion en fase sélida con cartridge OASIS HLB.

La presencia de antiinflamatorios en los extractos de cada seccién de la columna se
determin6é mediante HPLC con detector de arreglo de diodos, trabajando con una columna
C18 (5 pm; 250 mm x 4,6 mm), utilizando como fase mévil una mezcla de acetonitrilo con

fosfato diacido de potasio 50 mM a pH 4,2-4,5 a un flujo de 1 mL/min.

En las columnas de lixiviacibn con suelos sin enmienda de biosélido, fue posible la
determinacion de ketoprofeno, naproxeno e ibuprofeno, los que se encontraron en las

primeras fracciones del suelo.

La aplicacion de biosolido sobre los suelos increment6 el contenido de ibuprofeno en la
primera fraccién de las columnas, indicando que la aplicacion de biosolido favoreceria su

retencion en la capa superior.

Los microorganismos del suelo cumplen un rol importante sobre la degradacion de los

analitos, pues en suelos esterilizados, se aprecié una mayor recuperacion de éstos.



Summary

“Study of the effect the biosolids incorporation in the mobility of non-steroidal anti-

inflammatory in soils of the Region Metropolitana”

Currently, there are various wastewater treatment plants whose stabilized waste or
biosolids, can be used as fertilizers complementary and / or to improving soil. However,
they may contain different types of contaminants such as, trace metals, inorganic and

organic compounds as pharmaceutical derived compounds.

The organism is capable of metabolizing a large percentage of ingested drugs, while the
remainder is excreted with the metabolites resulting from the digestion of the drug to
water. This fact can affect the environment, due to bioaccumulation and drug toxicity,

making this an emerging contaminant.

Nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are drugs widely used by humans, due to
its anti-inflammatory, analgesic and antipyretic effects, which is why its impact on the

environment is growing.

The aim of this work was to study the effect of the biosolids incorporation on the NSAIDs

mobility from Regién Metropolitana soils.

Two soils from the Region Metropolitana (Linderos and Lonquén) and biosolids from a

wastewater treatment plants from the Region Metropolitana were used.

Antiinflammatory mobility in soil was studied using leaching columns divided into sections
of 2 cm high each (upper section with the biosolids in doses of 50, 100 and 200 ton/ha and
antiinflammatory solution of 200 mg/L, the following 4 sections are filled with soil and the
last section filled with quartz sand). The columns were watered daily with 3 mL of 0.5 M
CacCl, to simulate the ionic strength of the soil aqueous phase, kept at room temperature
for 15 days. After this period, the portions of each section of the column were subjected to
a sequential extraction procedure assisted by Ultrasound: 20 mL methanol, 10 mL
methanol, 2 x 10 mL acetone, 5 min of ultrasound between each extraction, the
supernatants evaporated to 1 mL and diluted to 100 mL with Milli Q water and then submit

them to cleanup by solid phase extraction with OASIS HLB Cartridge.



The presence of NSAIDS in each extracts from section of the column was determined by
HPLC with diode array detector, working with a C18 column (5 um, 250 mm x 4.6 mm)
using as mobile phase a mixture of acetonitrile with potassium dihydrogen phosphate 50
mM at pH 4.2 to 4.5 at a flow rate of 1 mL/min.

In the leaching columns with soils without biosolid amendment, it was possible the
determination of ketoprofen, naproxen and ibuprofen, which were found in the soil first

fraction.

The biosolid application on soils increased, the ibuprofen content, in the first fraction of the

column, indicating that the application of biosolids favored the retention in the top layer.

Soil microorganisms played an important role on the analytes degradation, since in the

absence of these (sterilized soil) was showing a greater recovery of these.
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1. Introduccion

Uno de los impactos medioambientales mas negativos que ha generado el crecimiento
explosivo de la Regién Metropolitana de Santiago en las Ultimas décadas, ha sido la
contaminacién de los cursos de aguas superficiales o subterrdneas por el vertimiento de
aguas servidas, las que contienen diversos contaminantes como metales traza,
contaminantes organicos, farmacos, etc. provenientes de descargas de efluentes

domeésticos e industriales.

El tratamiento de aguas servidas, ha ido tomando relevancia en el pais desde hace ya
casi 15 afios, pues es necesario alcanzar estandares de calidad de vida de paises
desarrollados, lo cual ha llevado a imponer normas medioambientales mas estrictas y en
este caso particular, sobre la descarga de aguas servidas en el mar o cursos de aguas
superficiales o subterraneas. Esto se puede ver reflejado en que en el aflo 1998 existian
s6lo 81 plantas de tratamientos de aguas residuales en Chile, con una cobertura del
16,7% de la poblacién, mientras que en el 2007 se incrementaron a 252 y con una
cobertura a nivel pais de 82,3%, todo esto, debido a las exigencias de la Norma de

Emisién de Residuos Liquidos y la Agenda Pais (Ramila, 2008).

El Plan de Saneamiento de las Aguas Servidas de la Regiébn Metropolitana tiene por
objeto descontaminar el 100% de las aguas generadas por los habitantes de la Cuenca de
Santiago. Este plan contempla 3 grandes plantas: El Trebal (2001), La Farfana (2003), las
gue actualmente estan en funcionamiento, y la futura planta Mapocho; ademas de 13

plantas en localidades periféricas en operacioén (Aguas Andinas, 2012).

La Planta de Tratamiento de Aguas Servidas "El Trebal" entr6 en operacién a fines del
afio 2001, tiene una capacidad de proceso de 4,4 m*/s, y su propdsito es tratar las aguas
servidas correspondientes a aproximadamente un 20% de la poblacion de la zona sur de
Santiago, permitiendo mejorar la calidad de vida, el entorno ambiental y la produccion
agricola de la zona. La Planta estd ubicada en la localidad de El Trebal, situada en el
sector norponiente de la comuna de Padre Hurtado, en la ribera norte del rio Mapocho. La
superficie del terreno es de 90,5 hectareas, limita al norte, oriente y poniente con una
cadena de cerros de mediana altura, en tanto por el sur limita con el rio Mapocho. El

monto de inversiéon en la Planta fue de 150 millones de ddlares. La zona cuyas aguas
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servidas son tratadas corresponde fundamentalmente a la zona sur y sur poniente de
Santiago, las que con anterioridad al afio 2002 descargaban sin ningun tipo de tratamiento
en los rios Maipo y Mapocho (Ramila, 2008).

En la actualidad, existen diversas Plantas de Tratamiento de Aguas Servidas, las que
generan como resultado del proceso de saneamiento de las aguas, dos productos
principales: aguas tratadas y lodos tratados bioldgicamente o “biosélido”. La operacion de
la Planta “El Trebal” se inicia con la entrada de agua, la cual se separa de los lodos los
cuales son centrifugados, obteniéndose un producto con una humedad cercana al 60%
pudiendo ser secados por métodos adicionales como secados solares y térmicos,
llevando a este “lodo” a un nivel de humedad de entre 5% y 40% (dependiendo de la
tecnologia que se use). Este proceso genera una gran cantidad de estos residuos

semisolidos, conocido como biosdlidos.

La Planta de Tratamiento “El Trebal”’ tiene la aprobacion ambiental para utilizar la
tecnologia de lodos activados convencionales con digestion anaerdbica de lodos. Como
resultado de este proceso de tratamiento de las aguas servidas se producen tres
subproductos: a) el agua tratada que, cumpliendo la normativa vigente, se descarga a los
cursos naturales de agua, b) los biosélidos, cuyo destino es la disposicién en lugares
autorizados o su reuso agricola y, c) biogas, con importante presencia de metano, del cual
cerca del 35% se reutiliza internamente y el resto se quema mediante antorchas,

convirtiéndolo en diéxido de carbono y agua. (Ramila, 2008).
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DE LODOS
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TRATAMIENTO PRIMARIO ke LINEA DE AGUA C - MATERIALES QUE
- ~  ENTRAN AL PROCESO
TRATAMIENTO SECUNDARIO ==y LINEA DE LODOS MATERIALES QUE SALEN
DE LODOS ACTIVADOS DEL PROCESO

Figura 1: Esquema convencional del Proceso de Tratamiento de Aguas Servidas

Como se esquematiza en la Figura 1, el agua pasa por un tratamiento preliminar que
incluye la remocién de sélidos gruesos y arenas mediante baterias de rejillas gruesas y
finas, y desarenadores aireados. En el tratamiento primario (sedimentacion primaria) el
afluente se hace circular a través de estanques de gran tamafio. En ellos, la velocidad del
flujo es reducida, de modo que los sélidos sedimentables alcanzan a depositarse sobre el
fondo, permaneciendo en suspension la fraccion mas fina. El agua proveniente del
tratamiento primario es conducida a un estanque de aireacion, en donde existen
microorganismos que utilizan como alimento la materia orgénica disuelta. El efluente del
estanque de aireacioén consiste de materia en suspension -compuesta de una gran
poblaciéon de microorganismos- y de un liquido con pocas sustancias organicas disueltas.
Esta mezcla es enviada a los sedimentadores secundarios, que separan el material

suspendido de la fase liquida, generando un lodo secundario. Parte del lodo secundario
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es recirculado al estanque de aireacion, con el fin de mantener alli una cantidad de
biomasa adecuada, el resto del lodo secundario es incorporado a la linea de lodos. El
efluente del sedimentador secundario contiene ain microorganismos, siendo posible que
algunos sean patdgenos. Por lo tanto, se agrega un desinfectante, que en el caso de la
Planta de Tratamiento “El Trebal’ es cloro gaseoso. Esta mezcla se realiza en los

Estanques de mezcla rapida y de contacto con cloro.

Los sélidos removidos en el tratamiento secundario se llevan a espesadores de banda por
gravedad, que los concentran a un 5% de materia solida. Luego los lodos son bombeados
a los digestores anaerdbicos, en donde se desarrollan bacterias en un ambiente sin
oxigeno disuelto (bacterias anaerébicas). Ellas consumen la materia organica y producen
metano y didxido de carbono. Una fraccion del metano producido es utilizada para
mantener la temperatura de los digestores a niveles de 35 °C; y la otra es quemada. La
humedad de los lodos digeridos (estabilizados) es reducida mediante centrifugacion de un
95% a un 75%, aproximadamente. Luego, son vertidas en canchas de secado (secado de

lodos al aire libre), que permiten obtener humedades del orden del 35%.

El disefio de la Planta permite el tratamiento fisico, biolégico y bacteriolégico del agua y
de los lodos producidos, de tal forma que el agua tratada queda apta para regar todo tipo

de cultivos.

Finalmente, los biosdélidos obtenidos en la planta, son residuos soélidos, semisélidos o
liquidos, ricos en materia organica, bacterias, minerales y compuestos quimicos, algunos
nocivos como el arsénico y el mercurio, y otros muy beneficiosos como el nitrégeno vy el
fésforo. Estos biosélidos, pueden ser nocivos para la salud por la presencia de residuos
guimicos, virus y bacterias, que pueden causar enfermedades; es por esto que los
biosolidos requieren de un manejo adecuado para prevenir eventuales impactos negativos
para la salud humana y para el medio ambiente. A su vez, debido a su alto contenido en
materia orgénica, pueden contribuir a mejorar las condiciones fisicas de los suelos
(Ramila, 2008).

Actualmente, los biosélidos en su mayoria, estdn siendo llevados principalmente a
monorellenos autorizados, lo cuales son usados de forma exclusiva para la disposicién

final de biosdlidos, o rellenos sanitarios en los cuales se codisponen los biosélidos con
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residuos solidos domiciliarios. Esto supone un problema ambiental a corto plazo, ya que
acorta la vida util de los rellenos sanitarios y la disposicién de éstos en monorellenos esta
limitada por la capacidad de éstos.

Para disminuir la acumulacién de biosélidos en los vertederos, éstos pueden ser usados
como fertilizantes complementarios y/o remediadores de suelos, pues poseen un alto
contenido de materia organica, los cuales pueden contribuir a mejorar las condiciones
fisicas de los suelos. El procedimiento consiste en incorporar los lodos al suelo, mediante
el uso de equipos adecuados, y asi utilizarlos como un abono para enriquecer el suelo de
forma tal que aumente la productividad agricola y forestal, entre otras. Sin embargo, al
incorporarlos al suelo, sus posibles contaminantes presentes pueden ser degradados o

absorbidos en las capas superficiales de los suelos, o lixiviados a aguas subterraneas.

Por mucho tiempo las investigaciones de contaminacién quimica por compuestos de
naturaleza organica se han centrado en un grupo de contaminantes de alta prioridad, es
decir sobre los contaminantes organicos persistentes (COPs), los que actualmente son
menos relevantes para paises del primer mundo, ya que las emisiones han disminuido
debido a politicas ambientales y a la eliminacién de las principales fuentes de
contaminacién. Junto con lo anterior, ha surgido otro grupo de contaminantes de interés
(contaminantes emergentes) que a pesar de estar presentes en concentraciones mas
bajas, podrian tener la capacidad de generar dafio debido a su continuo ingreso al medio
ambiente, dentro de los cuales se encuentran los compuestos de origen farmacéutico, que
ingresan en grandes cantidades al medio ambiente, producto del incremento en el

consumo tanto para uso humano, como para practicas veterinarias. (Jones y col, 2005).

Por otra parte, los compuestos farmacéuticos ingeridos, pueden ser transformados al
interior del organismo a uno o mas metabolitos y pueden ser excretados, ya sea como los
compuestos originales, como sus metabolitos o como una mezcla de éstos. (Perez y
Barcel6 2007). Tanto los farmacos como sus metabolitos al ser excretados, pueden
ingresar al medio acuatico y contaminar sedimentos y suelos. Pese a que la cantidad de
productos farmacéuticos y sus metabolitos que ingresan al medio ambiente es
probablemente baja, su continuo ingreso podria generar acumulaciones en un futuro no

muy lejano y provocar efectos adversos tanto en organismos acuéticos como terrestres.
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En general, se considera que entre los farmacos, los antibiéticos son los de mayor
importancia ya que pueden generar una resistencia potencial por parte de los
microorganismos (Erickson, 2002). Sin embargo, existen otros compuestos farmacéuticos,
especialmente los de caracter polar, como drogas antiinflamatorias acidas y reguladores
de lipidos que merecen especial atencion.

Cerca de 30 millones de personas en el mundo consumen diariamente Antiinflamatorios
No Esteroidales (AINEs), de los cuales el 40% aproximadamente son mayores de 60
afos. En Chile, estos farmacos se expenden sin recetas lo que estimula su abuso
(UNIVERSIA, 2009). Este elevado consumo se debe a sus acciones farmacologicas
caracteristicas, que son aliviar el dolor (accién analgésica), reducir la inflamacién (accion

antiinflamatoria) y reducir la fiebre (accién antipirética).

Los AINEs son un conjunto de farmacos analgésicos. Si bien, la mayoria de los
componentes de este grupo comparten las tres acciones que lo definen (analgésica,
antitérmica y antiinflamatoria), su eficacia relativa para cada una de ellas puede ser
diferente. Asimismo, su toxicidad puede coincidir con la del grupo o puede ser mas o
menos especifica, de ahi que su utilizacién clinica dependa tanto de su eficiencia como de

su toxicidad relativa.

Pese a sus diversos beneficios, los AINEs comparten una capacidad elevada de provocar
reacciones adversas de intensidad y gravedad diversa, como por ejemplo: irritacion
gastrica, problemas hemorragicos, erupciones cutaneas, mareos, cefalea, ansiedad,
vision borrosa, insuficiencia renal, etc., de las cuales no son conscientes generalmente los
consumidores, por lo tanto, su toxicidad aguda y cronica reviste interés y constituye un

motivo de preocupacion (Feria, 2005).

Su mecanismo de accién general consiste en inhibir la actividad de las ciclooxigenasas,
enzimas que convierten el acido araquidonico, que se encuentra en las membranas
celulares, en endoperdxidos ciclicos inestables, los cuales se transforman en
prostaglandinas y tromboxanos. Algunos de estos eicosanoides participan, en diverso
grado, en los mecanismos patégenos de la inflamacion, el dolor y la fiebre, por lo que la

inhibicion de su sintesis por los AINEs seria responsable de su actividad terapéutica.
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En la actualidad se dispone de numerosos farmacos que, aunque pertenecen a diferentes

familias quimicas, se agrupan bajo el término AINEs. Dentro de los mas usados en Chile

se encuentran los derivados del acido propiénico (ibuprofeno, naproxeno y ketoprofeno) y

un derivado del acido acético (diclofenaco) (Feria, 2005).

Tabla 1: Caracteristicas farmacocinéticas de los AINEs.

Farmacos Biodisponibilidad (%) | T (h) | Excrecion urinaria (%)
Acidos Propidnicos
Ibuprofeno >80 2-3 <1
Naproxeno 99 14 <1
Ketoprofeno 100 1,8 <1
Acidos Acéticos
Diclofenaco 54 1-2 <1

Biodisponibilidad: en el cuerpo una vez ingerido el farmaco, ty2: tiempo de vida media antes de ser

metabolizado, excrecion urinaria: Porcentaje eliminado a través de la orina (%).

¢ Antiinflamatorios derivados del 4cido propi6nico:

Son derivados del acido fenilpropidnico y, aunque sus estructuras quimicas sean

relativamente diferentes, forman un grupo bastante homogéneo por sus caracteristicas

farmacologicas. Tienen accién analgésica, antitérmica, antiinflamatoria y antiagregante

plaquetaria. Se absorben de forma bastante completa por via oral (99%). Su metabolismo

es intenso y variado, de forma que la excrecion renal de la forma libre es minima (en

general menor al 1%) (Feria, 2005).

COOCH

Figura 2: Estructura de Ibuprofeno. Acido (RS)-2-(4-isobutilfenil)propanoico
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Figura 3: Estructura de Naproxeno. Acido (S)-2-(6-metoxi-2-naftil)propanoico

O

© © COOH

Figura 4: Estructura de Ketoprofeno. Acido 2-(3-benzoilfenil)propanoico

e Derivados del acido acético:

Es un conjunto de farmacos que comparten diversos sistemas ciclicos (anillos inddlicos,
pirrélicos, fenilos o ranoinddlicos) que contienen moléculas de &cido acético. El
diclofenaco pertenece a la serie fenilacético y es de amplio uso en nuestro pais. Posee
actividad analgésica, antitérmica y antiinflamatoria potente; su eficacia es comparable a la

de los derivados del acido propiénico (Feria, 2005).

HOOC
Cl

Cl

Figura 5: Estructura de Diclofenaco. Acido 2-{2-[(2,6-diclorofenil)amino]fenil}acético

Antiinflamatorios en el Medio Ambiente

El organismo es capaz de metabolizar un porcentaje importante (99%) del antiinflamatorio
ingerido, mientras que el restante (<1%), se excreta a las aguas junto con los metabolitos
resultantes de la digestién del farmaco; estas aguas llegan a las Plantas de Tratamiento

de Aguas Servidas donde al final del tratamiento una pequefa fraccion de estos
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compuestos pueden quedar retenidos en los biosélidos y, por lo tanto, si son utilizados
como remediadores o fertilizantes en suelos agricolas, pueden afectar al medio ambiente,
debido al fendbmeno de bioacumulacion y toxicidad del farmaco en estos suelos,

convirtiéndolo en un contaminante emergente.

Figura 6: Principales reacciones de los contaminantes o compuestos en el perfil del suelo

El proceso de adsorcion de un compuesto se relaciona con una serie de fenbmenos que
pueden ocurrir a lo largo del perfil del suelo. El suelo es un material heterogéneo y
ademas presenta una fuerte interaccion con los sistemas bioldgicos, atmosféricos y
acuéaticos (Figura 6). Los AINEs entraran al suelo, se producird su adsorcion y ésta a su
vez influird en las posibilidades de degradacién tanto quimica como bioldgica, esta ultima
principalmente por accion de los microorganismos presentes. Por otra parte, su potencial
de lixiviar dependera del equilibrio existente en la interfase suelo-solucién del suelo; si
dicho potencial es elevado también lo serda la posibilidad de contaminar aguas

subterraneas, lo cual se puede evaluar a través de estudios de movilidad en suelos.

Los estudios de movilidad de un compuesto en un suelo deben tener en cuenta algunos
factores principales, como por ejemplo las propiedades fisicas del suelo, las que se
asocian principalmente con la susceptibilidad a la lixiviacién, éstas son el bajo contenido
de materia organica, humedad baja y una estructura relativamente arenosa. También es
importante el pH del suelo y la presencia de una flora microbiana activa que permita la
biotransformacion de los productos o su retencion en las capas superiores del suelo. Por

ualtimo, también influye en estos procesos la dosis del compuesto que se agregue al suelo.
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Por lo tanto, las dosis de biosdlidos incorporados a suelos agricolas, podria afectar la
movilidad de AINEs contenidas en el biosélido a lo largo del perfil del suelo, pudiendo

llegar a contaminar, eventualmente, las capas de aguas subterraneas.

El presente estudio evalia el comportamiento de AINEs de uso masivo en Chile
(naproxeno, ketoprofeno, ibuprofeno y diclofenaco) a través de Isotermas de Adsorcién
para conocer el tipo de interacciones que existe en la interfase suelo-solucion; ademas se
estudia el efecto de la incorporacién de biosélidos a suelos sobre la movilidad de AINES,

utilizando columnas de lixiviacién, en suelos sin esterilizar y esterilizados.
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2. Objetivos:

2.1. Objetivo General

Estudiar el efecto de la incorporacién de biosélido sobre la movilidad de Antiinflamatorios

no Esteroidales (AINES) en suelos de la Regién Metropolitana.

2.2.0bjetivos Especificos

Realizar caracterizacion quimica de los suelos Lonquén y Linderos y de un

Biosdlido.

Implementar metodologia para la determinacion de AINEs mediante cromatografia
Liquida de Alta Resolucion (HPLC), con arreglo de diodos (DAD).

Implementar una metodologia de extraccion de AINEs desde suelos y biosdlidos.

Determinar la capacidad de adsorcion de AINEs en los suelos en estudio.

Estudiar el efecto de la incorporacién de distintas dosis de biosélido sobre la

movilidad de AINEs en los suelos en estudio, a través de columnas de lixiviacion.

Estudiar el efecto de la incorporacion de biosélidos sobre la movilidad de AINEs en

suelos tratados con autoclave, a través de columnas de lixiviacion..

Analizar e interpretar los resultados.
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3. Materiales y métodos

3.1.Descripcion de muestras

3.1.1. Suelos
Las muestras fueron obtenidas de la capa superficial (0-20 cm) de suelos agricolas de la
Region Metropolitana, correspondientes a las series Linderos y Lonquén, las que se
almacenaron en bolsas plasticas para su transporte al laboratorio, donde fueron secadas
al aire, disgregadas, tamizadas (tamiz de 2 mm) y almacenadas en frascos de polietileno

de alta densidad a temperatura ambiente.

3.1.1.1. Linderos
La serie Linderos es del orden Inceptisol. Es un suelo de origen aluvial, moderadamente
profundo que descansa sobre un sustrato aluvial constituido por piedras de composicion
mixta, que ocupa entre el 75% y 95% del volumen del suelo, con material intersticial de
textura franco (8-28% de arcilla). Posee buena porosidad y arraigamiento en todo el perfil.
Es un suelo plano (0 a 1% de pendiente) con microrelieve ligero a moderado. La localidad
de Linderos esta situada en la comuna de Buin, en la provincia de Maipo (Centro de

Informacion de Recursos Naturales, 1996).

3.1.1.2. Lonquén
La serie Lonquén es del orden Mollisol. Suelos derivados de sedimentos aluviales
mezclados, moderadamente profundos, que se presentan ocupando terrazas aluviales
antiguas del rio Mapocho, en el sector de Talagante-Pefaflor; de color pardo oscuro, con
textura franco arenoso arcilloso (20-37% de arcilla) (Centro de Informacion de Recursos
Naturales, 1996).

3.1.2. Biosdlido
El biosdlido utilizado en este estudio pertenece a la planta de tratamiento de aguas
servidas “El Trebal” de la Regidon Metropolitana, el cual sigue un proceso que permite
concentrarlos y estabilizarlos, antes de su disposicion final. El muestreo se realiz el 7 de
mayo de 2008 y corresponde a la mezcla de biosélidos de los meses noviembre y
diciembre de 2007, el cual se identific6 como BET 2008.
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3.2.Caracterizacion de suelos y biosdlido

3.2.1. Determinacion de pH

Se realiza mediante determinacién potenciométrica preparando una solucién de 10 g de
suelo o biosélido y 25 mL de agua, se agita vigorosamente la solucién en agitador
mecanico reciproco y se deja reposar la solucion por al menos dos horas. Finalmente, se
mide el pH de la solucién sobrenadante directamente con un electrodo combinado
(Sadzawka, 2006).

3.2.2. Determinacion del contenido de Materia Organica (MO)

El método consiste en una oxidacién de la materia organica con una mezcla de dicromato
y acido sulftrico. Después de la reaccion se mide espectrofotométricamente el cromato
reducido. A 1 g de cada suelo o 0,2 g de biosélido se agregan 10 mL de solucién de
dicromato de sodio 0,5 M y 20 mL de H,SO, concentrado, luego de 30 minutos se
incorpora agua y se deja reposar durante toda una noche, para finalmente cuantificar el
cromato reducido en el sobrenadante a 600 nm, con un espectrofotémetro UV/vis
UNICAM, a partir de una curva de calibracion elaborada por una serie de soluciones de
sacarosa entre 0y 50 mg mL™.

El contenido de materia organica se determina multiplicando el porcentaje de carbono
organico (%) por un factor estimado de conversion de 1,724 (Sadzawka, 2006).

3.2.3. Determinacion de Capacidad de Intercambio Catiénico (CIC)

Se determina por el método de acetato de sodio a pH 8,2. Para lo cual, en tubos de
centrifuga de 50 mL se pesan 4 g de cada suelo y se afiaden 33 mL de NaOAc 1M, para
intercambiar los cationes del suelo por sodio. Se trata la muestra con otras tres porciones
de 33 mL de NaOAc 1M, a continuacion se lava la muestra con tres porciones de 33 mL

de etanol. En cada adicion se procede a agitar los tubos por 15 minutos en agitador
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mecanico de tipo reciproco, para luego centrifugar durante 15 minutos a 2500 rpm y cada
sobrenadante se desecha. Finalmente, para desplazar el sodio adsorbido por el suelo se
agregan tres porciones de 33 mL de NH,OAc 1M, pero esta vez se recogen los
sobrenadantes y se aforan a 100 mL para cuantificar el sodio desorbido por la solucién de
NH,OAc. La cuantificacion se realiza mediante espectrofotometria de emision atémica,
utilizando un Espectrofotémetro Perkin ElImer 1100B (Jackson, 1970).

3.2.4. Determinacion del contenido total de Cinc, Cobre, Plomo, Niquel, Cromo y

Cadmio

El contenido total de metales (cinc, cobre, plomo, niquel, cromo y cadmio), se determina

mediante EAA con llama, previa digestién acida del suelo en horno microondas.

Alrededor de 200 mg de suelo seco al aire (en triplicado) se transfieren a vasos para
microondas, para luego ser digeridos con una mezcla de 4,5 mL de HNO; 65% y 1,5 mL
de HCI 30% en horno microondas, Milestone mils 1200 mega, que cuenta con un panel de
control modelo 240 mega y un moédulo de extraccion de gases generados durante la
digestién, modelo EM-45/A. Se utiliza un programa para la digestién de tres etapas: 5min
a 250 W, 5mina 400 Wy 10 min a 500 W, luego se somete a 1 min de ventilacién y a 30
min de bafio en agua fria. Posteriormente, las muestras digeridas se trasladan a matraces
aforados de 10 mL con H,O milli-Q, y se filtran a través de papel filtro N°2. El contenido
total de los metales se cuantifica por espectrofotometria de absorcion atomica (EAA) con
llama utilizando un espectrofotémetro Perkin Elmer 1100B.

3.3.Cuantificacion de AINEs mediante cromatografia Liquida de Alta

Resolucion (HPLC) con detector de arreglo de diodos (DAD).

La identificacion y cuantificacion de AINEs se realizan usando Cromatografia Liquida de
Alta Resolucion con Detector de Arreglo de Diodos, trabajando con una columna C18 (5
pum; 250 mm x 4,6 mm), utilizando como fase movil una mezcla 50% v/v de acetonitrilo

con fosfato diacido de potasio 50 mM a pH 4,2-4,5.

27



La solucion de fosfato diacido de potasio se prepara pesando 6,0840 g de KH,PO, (PM=
136,08 g/mol) y llevandolo a 1000 mL con agua milli Q, posteriormente la solucién se filtra
en un equipo de filtracién al vacio provisto de un filtro de membrana estéril de 0,2 um.

Para la medicion se trabaja con los siguientes parametros: un flujo de 1 mL/min en razo6n
0,5/0,5 (acetonitrilo/fosfato diacido de potasio), una inyecciéon de 20 puL de muestra a un
rango de presién entre 1500-1800 psi, un tiempo de medicibn de 23 minutos para

estandares y 35 minutos para muestras reales (Adaptado de Santos, 2005).

La identificacién de los cuatro analitos se logra a través de los tiempos de retencién y los
espectros de absorcién correspondientes, medidos a distintas longitudes de ondas para

obtener un maximo de sensibilidad.

Para la cuantificacion se utiliza el area de la sefial de cada analito, obteniendo las
concentraciones en mg/L desde una curva de calibraciéon en un rango de 0,5 a 20 mg/L,
preparada a partir de un multiestandar de 500 mg/L que contiene los cuatro
antiinflamatorios en estudio (ketoprofeno, naproxeno, diclofenaco e ibuprofeno).

Se evalla el posible efecto de la matriz del suelo sobre la deteccién y cuantificacion en las
sefiales de los analitos que se obtienen mediante este método. Para esto, se prepara una
curva de calibracion multiestandar en el extracto de la matriz (curva matriz) y otra con el
multiestandar disuelto en solvente (agua). Para obtener la curva matriz, se realiza una
extraccion de cada suelo (sin antiinflamatorios) para posteriormente someterla a Clean-Up
(proceso descrito posteriormente en el punto 3.4.2.). Con el extracto resultante se procede
a preparar la curva con distintas dosis de antiinflamatorios en concentraciones que van

desde 0,5 a 15 mg/L. Ambas curvas se preparan a partir de un estandar de 500 mg/L.
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3.4.Metodologia de extraccion de AINEs desde suelos y biosélidos.

El proceso de extraccion consta de dos pasos; primero se realiza la extraccion de los
AINEs mediante una extraccion con solvente asistida por ultrasonido, luego, se realiza el

clean up de la solucion mediante extraccion en fase solida usando cartridge OASIS HLB.

3.4.1. Metodologia de Extraccidon con Solvente Asistida por Ultrasonido.
A tubos de centrifuga de vidrio de 50 mL, se agrega 4 g de suelo o biosélido para
posteriormente someterlo a un programa de extraccion por solvente asistida por

ultrasonido descrito en Tabla 2.

Tabla 2: Procedimiento de Extraccion por Solvente Asistida por Ultra Sonido

Solvente Ultrasonido (Alto) Centrifuga (2500 rpm)
20 mL Metanol 5 minutos 5 minutos
10 mL Metanol 5 minutos 5 minutos
10 mL Acetona 5 minutos 20 minutos
10 mL Acetona 5 minutos 20 minutos

Los sobrenadantes de cada etapa de la extraccién se recogen y se juntan para filtrarlos
con papel filtro N°2. Luego se evapora en evaporador rotatorio a 40°C hasta alcanzar un
volumen aproximado de 1 mL, se afora a 100 mL con agua milli Q (adaptacién de Ternes,
2005).

3.4.2. Metodologia Extraccion en Fase Sélida con Cartridge OASIS HLB (Clean

Up).
La solucién obtenida en el paso anterior (3.4.1.) se somete a extraccion en fase sélida con
cartridge OASIS HLB en un manifold a 15Pa (Santos, 2005).
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El procedimiento de extraccion utilizado contempla las siguientes etapas:

e Ambientar el cartridge:
- Pasar 3 mL de acetato de etilo por el cartridge
- Pasar 3 mL de metanol por el cartridge
- Pasar 3 mL de agua milli Q por el cartridge

e Pasar la muestra por el cartridge.

e Lavar el cartridge:
- Pasar 3 mL de una solucién metanol/agua (5/95 v/v) por el cartridge

- Pasar 3 mL de n-Hexano

e Extraccion del analito desde el cartridge:

- Pasar 3 alicuotas de 1 mL de acetato de etilo y recoger la solucién en un vial.

e Evaporar las soluciones de los viales con nitrégeno liquido hasta sequedad.

e Agregar a cada vial 0,5 mL de metanol.
Finalmente, la cantidad de antiinflamatorios extraida desde ambos suelos se determina

mediante HPLC — DAD bajo las condiciones descritas en el punto 3.3.

3.5.Determinacion de la capacidad de adsorcion de AINEs en los suelos

en estudio.

La capacidad de adsorcion se determina con un método de equilibrio en batch a

temperatura ambiente.

En tubos de centrifuga se equilibran 5 g de suelo, con distintas dosis de antiinflamatorios
(entre 0 y 500 mg/L), 25 mL de solucién de CaCl, 0,01M, para mantener constante la
fuerza ionica del medio, y 5 mg de NaN3;, para suprimir la actividad microbiana durante el
equilibrio. Los tubos se agitan vigorosamente en agitador mecanico reciproco durante 24

horas. Al término de este periodo se procede a centrifugar durante 20 minutos a 2500
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rpm, la parte acuosa se filtra con filtros de jeringa de 0,2 um y finalmente se somete a

clean up con cartridge OASIS HLB (Kunde,

La cuantificacion se realiza mediante HPLC de acuerdo a lo descrito en el punto 3.3.

3.6.Efecto de la incorporacion de distintas dosis de biosolido sobre la

2011).

movilidad de AINEs en los suelos en estudio.

Para los estudios de movilidad de antiinflamatorios se utilizan columnas de lixiviacién de

acrilico, de didmetro interno de 2,5 cm y con un largo de 12 cm. La columna estéa dividida

en seis secciones de 2 cm cada una; en la seccién superior se incorpora 6 g de suelo,
distintas dosis de biosélido (50, 100 y 200 ton/ha) y 0,5 mL de multiestandar de 2,4 mg/L

(equivalente a 200 pg/kg de suelo). A las cuatro secciones siguientes se le incorporan

11,5 g de suelo aproximadamente y a la seccion inferior se agrega cuarzo, como se

aprecia en la Figura 7.
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Figura 7: Montaje y relleno de columnas de lixiviacion
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Para montar las columnas primero se rellenan las secciones inferiores (Figura 7) y se
humedecen. Al cabo de 24 horas en una navecilla para pesar se mezcla el suelo junto con
la dosis determinada de biosdlido y los antiinflamatorios, y se rellena la seccion superior.
Las columnas se riegan diariamente con 3 mL de CacCl, 0,5M para simular la fuerza i6nica
de la fase acuosa del suelo y se mantienen a temperatura ambiente (Leiva, 2010).

Se estudia la movilidad por periodos de 15 dias. Al finalizar este periodo, cada seccion de
la columna se seca durante 2 dias a 25°C; posteriormente se extraen los analitos de
acuerdo a lo indicado en el punto 3.4. y se cuantifican por HPLC (punto 3.3.).

3.7.Efecto de la incorporacion de biosélidos sobre la movilidad de

AINEs en suelos tratados con autoclave.

Cada suelo, por separado, se somete a autoclave en una olla a alta presién sellada. El
primer dia se realiza 45 minutos de autoclave a una temperatura constante de 121°C (103
kPa), el segundo dia 30 minutos también a 121°C. Posteriormente los suelos se incuban a

25°C por al menos 24 horas antes de ser utilizados (Carter, 2007).
Para estudiar la movilidad de AINEs en los suelos y su cuantificaciéon, se procede de igual

forma que en el punto 3.6., con la diferencia que los suelos utilizados han sido

previamente tratados en autoclave.
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4. Resultados y Discusion.

4.1.Caracterizacion de suelos y biosdlido:

Los resultados de la caracterizacion quimica de los suelos y biosolido se resumen en la
Tabla 3:

Tabla 3: pH, Contenido Materia Organica y Capacidad de Intercambio Cationico en suelos Lonquén, Linderos y

Biosélido
Biosdlido Lonquén | Linderos
pH 6,95 7,56 7,73
MO (%) 15,16 2,85 2,72
CO (%)= 8,79
CIC (cmol'kg™) 89,13 31,15 18,45

Como se observa en la Tabla 3 vemos que el biosélido es levemente mas 4cido que
ambos suelos, ademas de su contenido de materia organica que es ampliamente superior
al de ambos suelos; lo anterior puede influir en los procesos de adsorcion de los
Antiinflamatorios en los suelos, asi como también en la retencion de éstos en las capas

superficiales del suelos debido al alto contenido de materia organica del biosadlido.

El Gréfico 1 muestra el contenido de total de metales en los dos suelos y en el biosélido.
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Grafico 1: Concentracion total de Cu, Zn, Ni, Pb, Cr y Cd en los suelos y Biosdlido (Anexo Tabla A1)
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Para los suelos (Lonquén y Linderos) se encontr6 que la abundancia de los metales
obedece el orden Zn>Cu>Ni>Pb>Cr>Cd. De acuerdo a la Normativa Chilena (DS004,
2009), ambos suelos cumplen con las concentraciones méaximas de metales que pueden
contener los suelos receptores previo a la aplicacion de lodos, por lo tanto, la tasa maxima

de aplicacion de lodos puede llegar a 90 ton/ha por afio (Base materia seca).

En el caso del biosdlido, el orden de abundancia de metales sigue el orden
Zn>Cu>Cr>Ni>Pb>Cd. Las concentraciones de metales cumplen con la Norma Chilena

(DS004, 2009), por lo tanto, el biosolido puede aplicarse en suelos receptores.

4.2.Cuantificacion de AINEs mediante cromatografia Liquida de Alta

Resolucion (HPLC).

La alta sensibilidad y selectividad hace que HPLC sea la mejor técnica analitica para
determinar fArmacos polares en muestras ambientales reales. Ademas, es un método que
no requiere derivatizacion de los analitos alcanzando Limites de Deteccion similares a los

obtenidos con Cromatografia Gaseosa (Gentili 2007).

Al aplicar la metodologia descrita en el punto 3.3. se logr6 la separacion de los cuatro
analitos en un tiempo inferior a 22 min. (Figura 8). Los analitos eluyeron en el siguiente

orden: Ketoprofeno, Naproxeno, Diclofenaco e ibuprofeno.
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Figura 8: Cromatograma obtenido trabajando con acetonitrilo: KH,PO, en proporcion 50:50 % (v/v), en condiciones
isocraticas con flujo 1 mL/min y deteccién UV: 220 nm.

34



Haciendo uso de estandares puros de cada analito y del software cromatografico fue

posible obtener los espectros de absorcién de cada compuesto (Figuras 9 a 12):
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Figura 9: Espectro de absorcion de estandar de 10 mg/L de Ketoprofeno.
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Figura 10: Espectro de absorcién de estandar de 10 mg/L de Naproxeno.
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Figura 12: Espectro de absorcion de estandar de 10 mg/L de Ibuprofeno.
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Los espectros de absorcién cumplen un rol fundamental al momento de identificar cada
analito, pues al trabajar con muestras reales los tiempos de retencion tienen pequefas
modificaciones dependiendo de la matriz con la que se trabaje. Por lo tanto, en primera
instancia se identifica cada analito usando como parametro su tiempo de retencidén
correspondiente y ésta informacion se compara con los espectros de absorcion

caracteristico para cada analito.

Pese a la exitosa separacion de los analitos (Figura 8) bajo las condiciones descritas en el
punto 3.3, al trabajar con muestras reales la determinacion de los compuestos se dificulta
un poco a 220 nm por los efectos de matriz, por lo tanto los analitos se determinan a
longitudes de ondas especificas para cada uno, como se describe en la Tabla 4, donde

presentan su mayor sensibilidad.

Tabla 4: Tiempo de Retencion y Longitudes de Ondas de los analitos en estudio

AINEs Tiempo de Retencién (min) | A (nm)
Ketoprofeno 8,2 194
Naproxeno 9,3 230
Diclofenaco 14,4 210
Ibuprofeno 19,8 194

Si bien, la técnica HPLC permite detectar analitos en el rango de los ug/L, con un detector
adecuado, los efectos de matriz es uno de los mayores impedimentos en su deteccion y
cuantificacion, situacion que podria ocurrir con matrices complejas como suelos y

biosélidos.

Los efectos de matriz pueden resultar en supresiébn o, con menos frecuencia, en el
aumento de las sefiales analiticas llevando a resultados erréneos. Estas irregularidades

pueden ser causadas por distintos fenémenos:

- Primero, los analitos pueden ser sorbidos por la materia organica presente en
la muestra, provocando que la concentracion de analito libre disuelto disminuya

y asi sea mas dificil detectarlo.
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- Segundo, los contaminantes en la matriz de la muestra pueden enmascarar la
sefial del analito, levantando la linea base del cromatograma y como
consecuencia el area bajo la curva cromatogréfica no se puede determinar con

exactitud.

La literatura cita posibles estrategias para reducir los efectos de la matriz, como por
ejemplo, adicién estandar, estandar interno o reducir la matriz de la muestra. La adicion
estandar es un método confiable pero consume mucho tiempo. Por otra parte el uso de un
estandar interno apropiado, con estructura similar o un estandar isotopico, no siempre

estan disponibles comercialmente 0 son muy costosos.

Por lo tanto, un método adecuado para conseguir maxima sensibilidad y reproducibilidad
de la sefial es reducir los componentes de la matriz previo al analisis con HPLC, aplicando

una extraccion selectiva de los analitos seguida de un clean-up (Gémez, 2006).

El cartridge OASIS HLB contiene un sorbente con macroporos gue consiste en un
copolimero Unico que logra un balance lipofilico-hidrofilico, compuesto por dos
mondmeros, divinilbenceno (lipofilico) y n-vinilpirrolidona (hidrofilico) (Figura 13). Su
particular composicion permite revertir la fase de la extraccibn mejorando la captura o
retencién de analitos polares. Ademas otorga mayor humectabilidad de la fase, lo que
mejora los rendimientos de la extraccion. (Chromatography Columns And Supplies

Catalog).

38



o

N-VINYLPYRROLIDONE DIVINYLBENZENE

HYDROPHILIC-LIPOPHILIC BALANCE

Specific Surface Area: 810 m2/g, Average Pore Diameter: 80 A
Total Pore Volume: 1.3 cm3/g, Average Particle Diameter: 30 um or 60 um

Figura 13: Composicion del Copolimero OASIS HLB

Para la extraccion de analitos de alta polaridad es frecuente el uso de solventes
poliméricos. Su elevada area superficial permite mayor retencion de analitos. En este
caso particular se utiliza el polimero HLB, que tiene la capacidad de extraer analitos
acidos desde muestras acuosas sin acidificar la muestra, también es capaz de extraer

analitos neutros en un amplio rango de polaridad y pH (Weigel, 2004).
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Grafico 2: Porcentaje de recuperacion de distintos farmacos con y sin ajuste de pH
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En estudios realizados por Gross y colaboradores (2006), encontraron que se obtiene
mejor porcentaje de recuperaciéon de Ibuprofeno sin ajuste de pH (Grafico 2); para
naproxeno vemos que se obtiene mayor porcentaje de recuperacion a pH acido, sin
embargo, a pH tan 4cido se corre el riesgo de extraer mas sustancias interferentes lo que
podria dificultar la deteccién de los analitos.

Por otra parte, las ventajas de la extraccion con sorbentes poliméricos a pH neutro son:

- Hay un manejo simple de la muestra pues no se necesita paso previo de
acidificacion.

- Permite una extraccién continua, especialmente cuando se trabaja con
grandes voliumenes de muestra.

- Disminuye el riesgo de acidificacién de la muestra por posible hidrélisis de

analitos que pudieran ser susceptibles a estas reacciones.

De acuerdo a estos antecedentes la extraccién de los analitos se realiza sin ajuste de pH.
Luego de acondicionar el cartridge, sin ajuste de pH, se procede a pasar la muestra (2-3
mL/min) para posteriormente lavar el cartridge con n-hexano. Se elige n-hexano para esta

etapa porque remueve los componentes lipofilicos de la matriz.

En estudios realizados por Santos y colaboradores (2005), utilizando acetona, acetato de
etilo y metanol como solventes para extraccion de analitos desde el cartridge, encontraron
una buena recuperacion para diclofenaco, ibuprofeno y naproxeno utilizando acetato de
etilo (Gréfico 3).
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Grafico 3: Porcentaje de Recuperacion con distintos solventes

Finalmente, de acuerdo al Gréfico 3, la elucion de los analitos desde el cartridge se realiza
con acetato de etilo pues tiene mejor porcentaje de recuperacion que otros solventes
(Santos, 2005).

Una vez seleccionada las condiciones para la separacion e identificacion cromatogréfica,

se evaluaron algunos parametros analiticos, como:

e Limite de deteccion y cuantificaciéon Instrumental: Ambos limites se
determinan trabajando en un rango pequefio de concentracion en una curva

usando metanol como solvente.
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Tabla 5: Limites de deteccion y cuantificacidon para Ketoprofeno, Naproxeno, Diclofenaco e Ibuprofeno en metanol.

Limite de Limite de
Compuesto | Rango mg/L Ecuacion Deteccion Cuantificacion
mg/L mg/L
Ketoprofeno 0,053-2 Y =52874,03X + 0,0158 0,0526
2360,78
Naproxeno 0,019-2 Y =227672,63X + 0,0058 0,0192
9682,97
Diclofenaco 0,078-2 Y = 82436,73X + 0,0233 0,0776
3286,42
Ibuprofeno 0,1182-2 Y =63133,14X — 0,0354 0,1182
15,56

e Recuperacion y repetibilidad en la determinacion de AINEs: Para validar la

metodologia de Extraccion en Fase Sdlida (SPE), utilizando Cartridges Oasis HLB,

se estudian las cantidades recuperadas para cada analito en soluciones acuosas

enriquecidas con 5 y 10 mg/L de cada antiinflamatorio, obteniéndose los

parametros analitos descritos en la Tablas 6y 7.

Tabla 6: Concentracidn y recuperacion de antiinflamatorios en estudios con metanol

Concentracion | Concentracion Obtenida | % recuperacion
(mg/L) (mg/L)
Ketoprofeno 5 5,05 100
10 9,60 96,0
Naproxeno 5 4,98 99,6
10 9,38 93,8
Diclofenaco 5 4,60 92,0
10 9,67 96,7
Ibuprofeno 5 4,60 92,0
10 8,51 85,1
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Los porcentajes de recuperacién para los diferentes AINEs fluctuaron entre un 85% y

100%, lo cual da cuenta de que el procedimiento realizado permite la recuperacion

cuantitativa de los analitos desde los cartridges utilizados.

Para la evaluacion de la repetibilidad de los resultados se realizaron soluciones acuosas

(en quintuplicado) enriquecidas con 5y 10 mg/L, en diferentes dias.

Tabla 7: Repetibilidad de antiinflamatorios en soluciones acuosas enmendadas con 5 y 10 mg/L de cada AINE.

Concentracion | Concentraciéon | Desviacion | Desviacién | Recuperacion
(mg/L) Promedio Estandar Estandar Promedio (%)
(mg/L) (mg/L) Relativa (%)

Ketoprofeno 5 4,5 0,3 5,8 90
10 10,2 1 13,2 102
Naproxeno 5 4.5 0,3 6,1 90
10 9,3 0,4 4,2 93
Diclofenaco 5 4,2 0,2 54 84
10 8,7 0,2 2,6 87
Ibuprofeno 5 4,1 0,2 3,8 81
10 8,6 0,8 9,2 86

De acuerdo a los resultados obtenidos podemos inferir que la repetibilidad de las

mediciones en 5 dias diferentes fue satisfactoria al presentar recuperaciones superiores a

un 81% y las desviaciones estandar relativas fueron inferiores al 10% en la mayoria de los

casos, lo cual demuestra que las mediciones son estables y reproducibles en el tiempo.

Para evaluar cémo influye la matriz en las sefiales obtenidas a partir de los

cromatogramas, se comparan las curvas de calibracion preparadas en el extracto de la

matriz y en agua (Gross, 2006).
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Grafico 4: Curva de calibracion estandar vs curva de calibraciéon en matriz de suelo Lonquén (A: Naproxeno, B:

Ketoprofeno, C: Diclofenaco, D: Ibuprofeno) (Anexo Tabla A2)
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Grafico 5: Curva de calibracion estandar vs curva de calibracidon en matriz de suelo Linderos (A: Naproxeno, B:

Ketoprofeno, C: Diclofenaco, D: Ibuprofeno) (Anexo Tabla A3)
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El Grafico 4 muestra que para el caso de Lonquén, las pendientes de ambas curvas, en
extracto de matriz y en solvente, son bastante similares para los cuatro antiinflamatorios
en estudio. Lo anterior indica que no se observan mayores efectos de la matriz sobre la

cuantificacion de los analitos en dicho suelo.

En el caso del suelo Linderos (Grafico 5) se observa que las pendientes de las curvas
hechas en el extracto de la matriz tienen pendientes mayores a las hechas en solvente,
esto significa que se estd midiendo mas analito del que realmente hay en las muestras,
por lo tanto, en este caso particular el efecto de matriz puede ser mayor, lo que nos lleva
a un aumento de la sefial analitica. Este efecto podria disminuir considerablemente

utilizando el método de calibraciéon con estandar.

Se compararon las curvas para decidir si las futuras cuantificaciones se realizarian
usando curvas estandar en extracto de matriz o en solvente. En el caso del suelo
Lonquén las diferencias entre ambas curvas son pequefias dentro del rango de
concentraciones en estudio, por lo tanto, en estudios posteriores los analitos se

cuantifican con curvas multiestandar en agua.

Para el caso del suelo Linderos, la diferencia entre ambas curvas es mayor, por lo tanto,
para medir en condiciones similares a las reales las mediciones posteriores para este

suelo se realizan en la curva estandar hecha en el extracto de matriz del suelo.

4.3.Extraccion de AINEs desde suelos y biosdlidos.

En estudios preliminares se aplica el método de extraccién con solvente asistida por
ultrasonido descrito en el punto 3.4.1 a muestras enriquecidas con distintas
concentraciones de antiinflamatorios en duplicado, para conocer los porcentajes de
recuperacion del método. Los porcentajes de recuperacion obtenidos se muestran en la
Tabla 8:
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Tabla 8: Recuperacion del método de Extraccidn por Solvente Asistida con Ultrasonido

Concentracion

Recuperacion

Recuperacion

Recuperacion

Recuperacion

de la muestra | Ketoprofeno Naproxeno Diclofenaco Ibuprobeno
(%) (%) (%) (%)
1,2 mg/l 83,9 67,5 91,5 92,6
2,0 mg/l 74,1 74,2 87,9 99

Los porcentajes de recuperacion obtenidos varian desde un 67% a un 99%, por lo tanto
se puede deducir que el método de extraccion utilizado nos permite tener buenos
resultados de antiinflamatorios extraidos desde las muestras de suelos.

4.4.Capacidad de adsorcion de AINEs en los suelos en estudio.

Los antiinflamatorios en estudio (Naproxeno, Ketoprofeno, Diclofenaco e Ibuprofeno)
tienen en comun el grupo funcional carboxilo (R-COOH) con propiedades &cidas y
capacidad para aceptar electrones lo que facilita las interacciones con grupos basicos
dando la posibilidad de formar enlaces iénicos o covalentes en funcién de su caracter

fuerte (no polarizable) o débil (polarizable).

Respecto a la naturaleza de la matriz del suelo, la reactividad de las superficies organicas
e inorganicas sera dependiente del nimero y tipo de grupos funcionales en las superficies
accesibles. Por ejemplo, en la materia organica encontraremos grupos acidos como es el
caso de los grupos carboxilicos, endlicos, OH fendlicos, quinonas, grupos sulfénicos;
grupos neutros como el OH alcohdlico, éteres, cetonas, aldehidos, ésteres; grupos
basicos como aminas y amidas. En los coloides minerales los grupos funcionales mas
importantes son los siloxanos presentes en los filosilicatos y los grupos hidroxilos

asociados con 6xidos metalicos.

Dependiendo de la fuerza de la interaccién adsorbato-adsorbente la adsorcién podré ser

guimica o fisica.

Cuando se representan los datos de adsorciébn a través de isotermas de adsorcion
(cantidad de adsorbato retenido por un soélido en funcién de la concentracion del

adsorbato en la fase que estd en equilibrio con el sélido), la forma de éstas sugiere
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informacién acerca de la interaccibn que se produce. En este caso particular, las

isotermas obtenidas se muestran en el Gréfico 6.
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Grafico 6: Isotermas de adsorcion de AINEs en suelo Linderos (Anexo Tabla A4)

Podemos observar que las isotermas de adsorcién para los cuatro antiinflamatorios son
del tipo L (Isoterma de Langmuir), lo que refleja una relativa alta afinidad entre el
adsorbato y el adsorbente, indicando que podria existir adsorcién quimica. Las pendientes
llegan a un valor constante porque disminuyen los sitios vacantes a mayor concentracion

de analito (adsorbato).

Ademas, se puede observar un limite de concentraciébn agregada para los cuatro
antiinflamatorios que corresponde a 200 mg/L, concentracion a la que se alcanza el
maximo de adsorcion, por lo tanto, para los estudios posteriores se agrega ésa cantidad

de antiinflamatorio a ambos suelos.

En general, pueden existir diferentes reacciones que produzcan esta adsorcion quimica
como por ejemplo disociacion de grupos funcionales de la materia organica del suelo,
protonacién sobre la superficie coloidal, disociacion de los grupos funcionales acidos de
los antiinflamatorios, etc. Estas reacciones dependen principalmente del pH del suelo, de
su carga, del contenido de materia organica y de la naturaleza del adsorbato (M. Baez,
2010).
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De acuerdo al Grafico 6, podemos observar que la adsorcién es evidentemente menor
para ketoprofeno e ibuprofeno, lo que sugiere que la matriz organica del suelo no juega un
rol importante en la adsorcion de estos dos farmacos, coincidiendo con datos encontrados
en la literatura (Lin, 2011).

El pH de la solucion de suelo tiene un caracter levemente bésico, lo que indica que los

grupos funcionales acidos se disocian para formar aniones:
R—COOH - R—-CO0~ +H?

En general, la forma anidnica se adsorbe poco sobre la materia organica de los suelos y
sobre los minerales de arcilla debido a la repulsion electrostatica generada por la carga

negativa de las particulas.

Tabla 9: pKa y peso molecular de los AINEs estudiados

Compuesto pKa Peso Molecular

Ketoprofeno 4,45 254,29
Naproxeno 4,15 230,27
Ibuprofeno 4,91 206,23
Diclofenaco 4,14 296,16

Cuando el pH aumenta las moléculas neutras se disocian y se produce repulsion por las
fuerzas electrostaticas del medio. Asi a mayor valor de pKa (Tabla 9), el &cido ser4 menos
disociable y por lo tanto, el compuesto ser& menos adsorbido, como ocurre en el caso del

Ibuprofeno y del Ketoprofeno.
Ademas de las reacciones que generan adsorcion quimica en el suelo se debe tomar en

cuenta los mecanismos de degradacion de estos farmacos producidos por distintos

factores.
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4.5.Estudio del efecto de la incorporacion de distintas dosis de

biosoélido sobre la movilidad de AINEs en suelos Linderos y

Lonquén.

A continuacion se presenta los datos de movilidad correspondiente al suelo Lonquén

(enriquecido con 1,2 pg de antiinflamatorios) con cero dosis de biosélido.

Tabla 10: Cantidad (ug) de AINEs en columna de lixiviacion (Lonquén, 0 (t/ha) biosélido)

Lonquén 0
Seccion Ketop (ug) | Naprox (ug) | Diclof (ug) | Ibuprof (ug)
1 0,47 0,36 0 0,26
2 0,18 0,21 0 0,09
3 0,06 0 0 0
4 0 0 0 0
5 0 0 0 0
Lonquén (0t/ha biosélido)
1.2 1 M Ketop
1 .
0,8 - H Naprox
]
= 0,6 - i Diclof
0,4 -
02 - M lbuprof
0 i T T 1
1 2 3 4 5
Seccién columna
Grafico 7: Movilidad de AINEs en columna de lixiviacion (Lonquén, 0 (t/ha) biosélido)
Tabla 11: Porcentaje de AINEs encontrado en la columna para el suelo Lonquén (0 (t/ha) de biosélido)
Lonquén 0
Ketop Naprox Diclof Ibuprof
% movil 59 48 0 29
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(enriquecido con 1,2 pg de antiinflamatorios) con dosis de 200 (t/ha) de biosélido.

Tabla 12: Cantidad (ug) de AINEs en columna de lixiviacién (Lonquén 200 (t/ha) biosélido)

Lonquén 200

A continuacién se presenta los datos de movilidad correspondiente al suelo Lonquén

Seccidn Ketop (ug) | Naprox (ug) | Diclof (ug) | Ibuprof (ug)
1 0,14 0,29 0 1,13
2 0,04 0,08 0 0,27
3 0 0 0 0
4 0 0 0 0
5 0 0 0 0
Lonquén (200 t/ha biosélido)
1,2 +
14 M Ketop
0,8 -
00 H Naprox
> 06 -
- kd Diclof
0,4 -
0,2 - H [buprof
0 i T 1
1 2 3 4 5

Seccion columna

Grafico 8: Movilidad de AINEs en columna de lixiviacion (Lonquén 200 (t/ha) biosélido)

Tabla 13: Porcentaje de AINEs encontrado en la columna para el suelo Lonquén (200 (t/ha) de biosélido)

Lonquén 200

% movil

Ketop
15

Naprox

31

Diclof

0

Ibuprof
117
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A continuacion se presenta los datos de movilidad correspondiente al suelo Linderos

(enriquecido con 1,2 pg de antiinflamatorios) con cero dosis de biosdlido.

Tabla 14: Cantidad (ug) de AINEs en columna de lixiviacién (Linderos o (t/ha) biosélido)

Linderos O
Seccion Ketop (ug) | Naprox (ug) | Diclof (ug) | Ibuprof (ug)
1 0 0,33 0 0,2
2 0 0 0 0,01
3 0 0 0 0
4 0 0 0 0
5 0 0 0 0

Linderos (0 t/ha biosélido)
1,2 +
1 .
0,8 -
® g - M Ketop
M Naprox
0,4 -
i Diclof
0,2 1 H lbuprof
0 .
1 2 3 4 5
Seccién Columna

Grafico 9: Movilidad de AINEs en columna de lixiviacion (Linderos 0 (t/ha) biosélido)

Tabla 15: Porcentaje de AINEs encontrado en la columna para el suelo Linderos (0 (t/ha) de biosélido)

Linderos O

Ketop Naprox Diclof Ibuprof
% movil 0 28 0 18
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A continuacion se presenta los datos de movilidad correspondiente al suelo Linderos

(enriquecido con 1,2 pg de antiinflamatorios) con dosis de 200 (t/ha) de biosélido.

Tabla 16: Cantidad (ug) de AINEs en columna de lixiviacién (Linderos 200 (t/ha) biosélido)

Linderos 200
Seccidn Ketop (ug) | Naprox (ug) | Diclof (ug) | Ibuprof (ug)
1 0 0,33 0,1 0,4
2 0 0 0 0
3 0 0 0 0
4 0 0 0 0
5 0 0 0 0

Linderos (200 t/ha biosélido)
1,2 +
1 .
H Ketop
0,8 -
H Naprox
® 06 .
i Diclof
04 1 H Ibuprof
0,2 -
0
1 2 3 4 5
Seccién Columna

Grafico 10: Movilidad de AINEs en columna de lixiviacién (Linderos 200 (t/ha) biosélido)

Tabla 17: Porcentaje de AINEs encontrado en la columna para el suelo Linderos (200 (t/ha) de biosélido)

Linderos 200

Ketop Naprox Diclof Ibuprof
% movil 0 28 8 33
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La adsorcién y degradacién son procesos que juegan un papel importante en distintos
procesos quimicos ambientales incluyendo la movilidad de AINEs en suelos. En general,
un compuesto quimico con fuerte adsorcion es habitualmente menos movil en el suelo y

tiene, por lo tanto, limitado potencial de lixiviacion.

El metabolismo microbiano es uno de los mas importantes procesos de degradacion en
suelos. Entre las enzimas que catalizan las reacciones de degradacion se encuentran las
dehalogenasas, las oxigenasas y las hidrolasas. Cada tipo de enzima se ha asociado con

determinadas clases quimicas de compuestos.

El oxigeno juega un papel importante en la degradacion de estas sustancias, ya que se
pueden incorporar al anillo aromatico ayudando a desestabilizarlo. Las enzimas
responsables de esto son las oxigenasas, ya sea monooxigenasas, que incorporan una

sola molécula de oxigeno, o dioxigenasas que incorporan dos.

Lo anterior se reafirma con el estudio de degradacion de Diclofenaco, Ibuprofeno y

Naproxeno siguiendo el modelo de Decaimiento Exponencial (C -kt ) realizado por

t=~Cye
Lin (2011):
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Grafico 11: Degradacion de AINEs en suelos incubados bajos distintas condiciones.
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En el Gréfico 11 (A) se puede apreciar que bajo condiciones aerébicas el tiempo de vida
media del diclofenaco, en el suelo franco arenoso arcilloso (BC), de igual textura que el
suelo Lonquén, disminuye rdpidamente en el rango de 4,8 a 29,6 dias; sin embargo bajo
condiciones anaerobicas, la mayor parte del diclofenaco permanece en los suelos luego
de 84 dias, sugiriendo una insignificante degradacién. Para el suelo franco (similar a
Linderos) bajo condiciones aerdbicas, esta disminucion es mas lenta, lo que indica que
existe mayor adsorcion en este tipo de suelos. Similarmente, el diclofenaco no muestra
una disminucion significativa en su concentracion en suelos esterilizado bajo condiciones
aer@bicas y, por lo tanto, se sugiere que los microorganismos juegan un rol importante en
su degradacion. Por lo tanto, los niveles medios de adsorcion de diclofenaco también se

pueden asociar a estos fendmenos de biodegradacion.

El ibuprofeno (Gréfico 11 (B)), bajo condiciones aerébicas, para ambos suelos, muestra
degradacion significativa y sus concentraciones disminuyen a medida que avanza el
tiempo, esta disminucién esta ligada a la formacion de residuos no extraibles; sin
embargo, bajo condiciones anaerodbicas la degradacion de este compuesto disminuye
considerablemente. En la literatura (Lin, 2006) se ha encontrado que el Ibuprofeno sufre
una transformacién microbiana oxidativa a metabolitos hidroxilados, en mayor medida, y a
metabolitos carboxilados, en menor medida, bajo condiciones aerébicas. Debido a esto,
se puede deducir que los bajos niveles de adsorcion de ibuprofeno se producen por efecto

de esta biodegradacion.

La disminucién en la concentracién de naproxeno (grafico 11 (C)) indica que existe
degradacion en condiciones aerébicas, sin embargo, esta disminuciéon es menor que los
otros dos compuestos graficados, lo que se puede atribuir entonces a que existe una
adsorcion mayor de naproxeno que de diclofenaco e lbuprofeno en ambos suelos como
se muestra en los estudios de adsorcion (Gréfico 6). Si se analiza la degradacién de
acuerdo a las texturas de los suelos, vemos que se logra una menor degradacion en suelo
franco que en suelo franco arenoso arcilloso. Este comportamiento es similar al del
diclofenaco, pero las velocidades de degradacion del naproxeno son mas lentas que las

del diclofenaco.

Las transformaciones debidas a la luz solar, fotodegradaciones, son una importante via de
degradacion para estos compuestos, especialmente en la superficie del suelo. Los
procesos mas importantes involucrados en la fotdlisis son las fotooxidaciones. También

estardn presentes fotoreducciones y fotohidrélisis. Las transformaciones inducidas por la
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luz solar estaran presentes en todos los compartimentos ambientales: aguas, atmésfera y
en la superficie de los suelos y de las plantas. En general las moléculas que absorben
energia luminosa a longitudes de onda superiores a 285 nm son susceptibles a la
fotodegradacién, ello debido a que las longitudes de onda menores son casi
completamente absorbidas por el ozono en la atmdésfera y por lo tanto no podran estar

involucradas en estos procesos.

ketoprofeno y naproxeno absorben a longitudes de onda sobre los 290 nm, por lo tanto

serén susceptibles a fotodegradacion.

En el estudio realizado por Lin (2005) se irradian distintos farmacos, entre ellos
naproxeno y ketoprofeno, con un fotosimulador con ldmparas de Xendn que abarcan
longitudes de ondas desde 290 nm a 700 nm, y con los estandares disueltos en agua
milli-Q. Los resultados muestran que al aplicar mayor irradiacion (765 W/m?) el
ketoprofeno es el compuesto mas reactivo, y su reactividad es tan alta que no se alcanza
a medir, el naproxeno alcanza un tiempo de vida media de 1.9 horas. A menor energia de
irradiacion (250 W/m?) el ketoprofeno se fotoliza en un tiempo de vida media de 2.5
minutos y el naproxeno en un tiempo de 2 a 5 horas. El ibuprofeno no absorbe a
longitudes de onda mayores a 290 nm y a las 22 horas de irradiacion la fotélisis medida

es 0, por lo tanto es muy estable frente a estas reacciones.

La rapida fotodegradacién del ketoprofeno se puede explicar por el hecho de que el grupo
carbonilo esta conjugado con dos anillos aroméaticos. Cuando el carbonilo esta altamente
conjugado la energia de la transicion T — 1* disminuye, resultando en un triple estado

muy reactivo (Lin 2005).

Estos resultados se pueden extrapolar y podemos decir que la fotodegradacion es
potencialmente significativa en los procesos de remocion para éstos compuestos, pero

siempre se debe tener en cuenta los efectos de la matriz con la que estamos trabajando.

La fotooxidacion es uno de las vias mas comunes debido a que moléculas de oxigeno en
estado basal se encuentran en abundancia en el ambiente y por accion de la luz solar se
produciran especies muy reactivas que conduciran a la oxidacion de moléculas (M. Béez,
2010).

Por lo tanto, al analizar los resultados y los estudios revisados, se puede deducir que la

baja adsorcion de Ibuprofeno se debe principalmente al fenébmeno de biodegradacion; la
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elevada adsorcién del naproxeno se puede deber principalmente a la retencién en los
sitios activos de ambos suelos; la baja adsorcidén de ketoprofeno se puede deber a su alta
fotodegradacion; y la adsorcion de diclofenaco se puede deber principalmente a la mezcla
de fendbmenos de biodegradacion en condiciones aerobicas y de retencién en suelos

francos.

De acuerdo a los datos obtenidos y los estudios revisados, se puede desprender en
primera instancia que al comparar los resultados de ambos suelos sin dosis de biosélido
(Tablas 10 y 14) existe una notoria disminucion en la cantidad de cada analito detectado
en la columna del suelo Linderos, siendo ésta nula para ketoprofeno y diclofenaco. La
mayor cantidad de analito en el suelo Lonquén se puede deber a que éste presenta mayor
contenido de arcilla, por lo tanto existiria una mayor superficie para la interaccién entre el

analito y las particulas del suelo.

En el suelo Lonquén sin dosis de biosélido (Grafico 7) se observa que para el
ketoprofeno existe una gran movilidad, detectdndose hasta la tercera seccion, esto
significa que hay poca degradacion de este compuesto. El naproxeno presenta movilidad
hasta la segunda seccion, pero en menor cantidad, por lo tanto, se puede deducir que
presenta mayor degradacion que el ketoprofeno. El Ibuprofeno también se detecta hasta
la segunda seccién lo que indica que la matriz del suelo Lonquén juega un rol
fundamental en su biodegradacion a metabolitos hidroxilados. No se detecta diclofenaco
en la columna, el cual, posiblemente pudo ser degrado por la poblacién microbiana o por

fotodegradacion, oxidaciones, etc.

La Tabla 11 muestra el balance de masa total correspondiente a la cantidad de
antiinflamatorio encontrado a lo largo de la columna para el suelo Lonquén sin dosis de
biosolido, obteniéndose la mayor adsorcion para el ketoprofeno, seguido de naproxeno e

ibuprofeno.

Los datos obtenidos, coinciden plenamente con los datos de la literatura (Gréfico 8) donde
se muestra que la biodegradacion, en suelos con similares caracteristicas, obedece el

siguiente orden: diclofenaco > ibuprofeno > naproxeno (Lin 2011).

En el suelo Linderos sin dosis de biosolido (Tabla 14 y Grafico 9) s6lo se aprecian los

compuestos naproxeno e ibuprofeno. El naproxeno presenta poca movilidad,
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detectdndose sélo en la primera seccién de la columna. El ibuprofeno se alcanza a
detectar hasta la segunda seccion de la columna pero en muy baja concentracion; la baja
deteccién se debe a los efectos de matriz y ademas su baja movilidad se debe
principalmente a que la mayor parte del ibuprofeno se biodegrada, alcanzado a lixiviar una

minima parte hasta la segunda seccion.

Para el diclofenaco y ketoprofeno no hubo deteccién en la columna, lo que se puede
deber principalmente a una rapida fotodegradacion para el ketoprofeno y a
biodegradacién del diclofenaco, gobernada principalmente por los componentes de la

matriz de este suelo.

La Tabla 15 muestra el balance de material correspondiente al suelo Linderos con cero
dosis de biosélido. Se observa para los compuestos detectados (ketoprofeno e

ilbuprofeno) una baja retencion en comparacion al suelo Lonquén.

Por lo tanto, se puede deducir que los procesos de adsorcion, degradacién y movilidad de
AINEs, en ausencia de biosélido, dependen principalmente de los componentes de cada

matriz estudiada.

La Tabla 12 y el Gréafico 8 muestran la movilidad en columnas de lixiviacion del suelo
Lonquén enriquecidas con biosélido (200 ton/ha). Se observa que tanto para ketoprofeno
como para naproxeno, al agregar una dosis significativa de biosdlido, las concentraciones
disminuyen en un 70.2% y 19,4% respectivamente en la primera seccién, mientras que en
la segunda seccién la disminucién alcanza 77,8% y 61,9%, respectivamente; sin embargo,
la movilidad de estos analitos a lo largo de la columna no tiene variacion. Por lo tanto, se
puede inferir que al agregar esta dosis de biosélido al suelo Lonquén solo se disminuye la
cantidad de analitos encontrados en cada seccion de la columna producto del contenido
de materia orgénica existente en el biosolido lo cual podria incrementar la actividad
microbiana del sistema, la que ayuda a la degradacion de estos compuestos. En el caso
del Ibuprofeno, vemos que su concentracion aumenta en las secciones 1y 2 al agregar la
dosis de biosoélido, aumento que se puede atribuir principalmente a la estructura de este
analito, ya que al presentar menor impedimento estérico que los demas compuestos

estudiados, lo que le permitiria fijarse a la materia organica del biosélido agregado.

Al incorporar los biosélidos al suelo Lonquén (Tabla 13) se aprecia una disminucion en la

retencion de ketoprofeno y de naproxeno, lo que indica principalmente que los
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microorganismos presentes en el biosolido contribuyen a la degradacién de estos
compuestos, en suelos tratados con biosoélidos. Por lo tanto, la aplicacion de biosolidos
permite la degradacién de estos compuestos antes que puedan lixiviar hacia las aguas

subterraneas.

Al agregar biosolido a las columnas del suelo Linderos (Tabla 16, Gréfico 10), vemos que
el ketoprofeno nuevamente no es detectado, por lo tanto se podria confirmar que su
proceso de degradacion estd gobernado exclusivamente por los procesos de
fotodegradacion y sus diferencias con el suelo Lonquén se puede deber principalmente a
la exposicion frente a las variadas condiciones de luz solar durante la realizacion de los
experimentos. El naproxeno mantiene su concentracion y el ibuprofeno aumenta su
concentracion. Este incremento puede indicar que al incorporar biosélido hay una mayor
retencién en la primera seccion de las columnas, lo cual es beneficioso, pues impide la
lixiviacion de estos compuestos hacia las aguas subterrdneas impidiendo asi su

contaminacion.

La Tabla 17 muestra los porcentajes de AINEs que quedaron retenidos en la primera
seccion de la columna al agregar una dosis significativa de biosélido al suelo Linderos. Al
comparar estos valores con los obtenidos en el experimento realizado sin dosis de
biosdlido (Tabla 15) vemos que hay un aumento considerable en la retencién de
Ibuprofeno, por lo tanto, para el suelo Linderos hay un efecto significativo sobre la

movilidad de los compuestos al incorporar una dosis de 200 (t/ha) de biosélidos.

59



4.6.Estudio del efecto de la incorporacion de biosélidos sobre la

movilidad de AINEs en suelos con autoclave.

A continuacién se presenta los datos de movilidad de los AINEs estudiados en suelo

Lonquén esterilizado (enriquecido con 1,2 pg de antiinflamatorios) sin dosis de biosélido.

Tabla 18: Cantidad (ug) de AINEs en columna de lixiviacién (Lonquén esterilizado, 0 (t/ha) biosélido)

Lonquén O
Seccion Ketop (ug) | Naprox (ug) | Diclof (ug) | Ibuprof (ug)
1 0,10 0 0 0,10
2 0,15 0 0 0,16
3 0,10 0 0 0,09
4 0 0 0 0,06
5 0 0 0 0

Lonquén (0 t/ha biosélido)

1,2 A
1 - M Ketop
0,8 - H Naprox
oo
> 06 - i Diclof
0,4 - H lbuprof
0,2 A
ol m M M = = - |

1 2 3 4 5

Seccidn columna

Grafico 12: Movilidad de AINEs en columnas de lixiviacién (Lonquén esterilizado, 0 (t/ha) biosélido)

Tabla 19: Porcentaje de AINEs encontrado en la columna para el suelo Lonquén esterilizado (0 (t/ha) de biosélido)

Lonquén 0

Ketop Naprox Diclof Ibuprof
% movil 29 0 0 34
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A continuacion se presentan los datos de movilidad para el suelo Lonquén esterilizado

(enriguecido con 1,2 pg de antiinflamatorios) con dosis de 200 (t/ha) de Biosélido.

Tabla 20: Cantidad (ug) de AINEs en columna de lixiviacién (Lonquén esterilizado, 200 (t/ha) biosélido)

Lonquén 200

Seccion Ketop (ug) | Naprox (ug) | Diclof (ug) | Ibuprof (ug)
1 0,11 0 0,06 0,13
2 0,13 0 0 0,08
3 0,09 0 0 0,05
4 0,06 0 0 0
5 0 0 0 0

Lonquén (200 t/ha biosélido)
1,2 -+
1 .
M Ketop
0,8 -
H Naprox
el 0,6
= 0 i Diclof
04 1 o Ibuprof
0,2 -
0 j_j_,_i_i_,_i_n_,_ﬁ , ,
1 2 3 4 5
Seccidén columna

Grafico 13: Movilidad de AINEs en columna de lixiviacidn (Lonquén esterilizado, 200 (t/ha) biosélido)

Tabla 21: Porcentaje de AINEs encontrado en la columna para el suelo Lonquén esterilizado (200 (t/ha) de biosélido)

Lonquén 200

Ketop Naprox Diclof Ibuprof
% movil 33 0 5 22
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A continuacion se presenta los datos de movilidad para el suelo Linderos (enriquecido con

1,2 pug de antiinflamatorios) esterilizado sin dosis de biosélido.

Tabla 22: Cantidad (ug) de AINEs en columna de lixiviacion (Linderos con autoclave, 0 (t/ha) biosélido)

Linderos O
Seccion Ketop (ug) | Naprox (ug) | Diclof (ug) | Ibuprof (ug)
1 0,28 0 0,12 0,14
2 0,29 0 0 0,19
3 0,23 0 0 0,14
4 0,17 0 0 0,05
5 0 0 0 0
Linderos (0 t/ha biosélido)
1,2 +
14 H Ketop
0,38 - M Naprox
oo
2. 016 7] .
= i Diclof
0,4 -
H lbuprof
0,2 -
0 i = T 1
1 2 3 4 5
Seccidén columna

Grafico 14: Movilidad de AINEs en columna de lixiviacion (Linderos con autoclave, 0 (t/ha) biosélido)

Tabla 23: Porcentaje de AINEs encontrado en la columna para el suelo Linderos esterilizado (0 (t/ha) de biosélido)

Linderos O

% movil

Ketop
81

Naprox

Diclof

10

Ibuprof
43

62



A continuacion se presenta los datos de movilidad del suelo esterilizado Linderos
(enriquecido con 1,2 ug de antiinflamatorios) con dosis de 200 (t/ha) de Biosélido.

Tabla 24: Cantidad (ug) de AINEs en columna de lixiviacién (Linderos con autoclave, 200 (t/ha) biosélido)

Linderos 200
Seccion Ketop (ug) | Naprox (ug) | Diclof (ug) | Ibuprof (ug)
1 0,09 0 0,1 0,40
2 0,08 0 0 0,31
3 0 0 0 0,2
4 0 0 0 0,04
5 0 0 0 0

Linderos (200 t/ha biosélido)

1,2 -

1 - H Ketop
0,8 - H Naprox

éo 0,6 1 i Diclof

0,4 - M lbuprof
02 - i

. N B |

1 2 3 4 5
Seccién columna

Grafico 15: Movilidad de AINEs en columna de lixiviacién (Linderos con autoclave, 200 (t/ha) biosélido)

Tabla 25: Porcentaje de AINEs encontrado lixiviado en la columna para el suelo Linderos esterilizado (200 (t/ha) de

biosélido)
Linderos 200
Ketop Naprox Diclof Ibuprof
% movil 14 0 8 79
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Se realiza estos estudios en suelos con autoclave para evaluar cémo influye la actividad

microbiana de los suelos en la movilidad de AINES.

El proceso de autoclave es usado con frecuencia para la investigacion de suelos
ecologicos. Su uso se basa en la inhibicion o remocion de los componentes que tienen
actividad biolégica del suelo. Se usan altas presiones y temperaturas para eliminar los
microorganismos del suelo y como resultado se obtiene una disminucion de la biomasa

microbiana y en los procesos metabolicos tales como el ciclo del nitrégeno o del fosforo.

Existen diferentes métodos para esterilizar suelos con el objetivo de inhibir la actividad
microbiana, los mas comunes incluyen: Autoclave, irradiacibn Gamma, fumigaciéon con
cloroformo, oxido de etileno o propileno, irradiacion UV y microondas. Estos métodos

comunmente alteran las propiedades fisicas y quimicas del suelo.

Una porcién considerable de Carbono extraible liberado por estos tratamientos pueden
originarse de la fraccién sin biomasa de la materia organica del suelo, es decir, de la
liberacion de acidos organicos solubles de la materia humica y de microorganismos

muertos (Razavi, 2007).

Debido al costo del equipamiento involucrado y al tiempo necesario para su aplicacion,
algunos métodos de esterilizacion son mas aptos que otros. En este caso, los suelos se

someten al método de autoclave, generando altas temperaturas y presiones.

En un estudio realizado por Topp (2008), se evalla la persistencia y mecanismos de
disipacién de naproxeno en suelos agricolas, asi como también el impacto e influencia
gue tiene agregar biosoélidos a suelos agricolas sobre la persistencia de naproxeno. El
estudio se realiza sobre suelos francos esterilizados que no han tenido contacto previo
con biosélidos, por lo tanto, no han sido expuestos a naproxeno ni tampoco a bacterias
degradadoras de éste. Se utiliza naproxeno con marcaje isotopico ([O-**CHs]naproxeno) y
se mide el porcentaje de mineralizacion de éste, es decir, la cantidad de **CO, producida
en rangos de tiempos determinados de incubacion. Para determinar si la degradacion de
naproxeno es resultado de los microorganismos presentes en el biosolido, se realizan

ensayos con suelos esterilizados y biosélidos con y sin esterilizar (Grafico 16).
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Grafico 16: Efecto de Biosélidos sobre la disipacion de Naproxeno en Suelo

El Grafico 16 muestra que la disipacion (mineralizaciéon) de naproxeno es nula en el suelo
esterilizado y en éste al incorporar biosélido esterilizado, y a su vez, aumenta
considerablemente al utilizar el biosoélido sin esterilizar. Se puede deducir entonces, que
los microorganismos presentes en el biosélido son de vital importancia en los procesos de

degradacion de los compuestos a estudiar.

Como se ilustra en la Tabla 18 y el Gréfico 12, para el suelo Lonquén vemos que en
general las cantidades disminuyen considerablemente luego de la esterilizacién del suelo
con respecto al suelo Lonquén sin autoclave (Tabla 10, Grafico 7); el ketoprofeno
disminuye su concentracion en un 79% en la seccién 1, el Ibuprofeno disminuye en un
62% Yy el naproxeno en un 100%. Al esterilizar el suelo, es probable que debido a las altas
presiones y temperaturas a las que se expone el suelo, se modifique la composicion de

éste dejando menos sitios disponibles que puedan retener a estos compuestos.
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Al agregar biosolido al suelo Lonquén esterilizado (Tabla 20 y Grafico 13), se puede
observar que tiende a aumentar la cantidad de ketoprofeno encontrada en las columnas,
aumento que podria deberse a la materia organica que contiene el biosélido, permitiendo

la fijacion o retencién de los analitos en las distintas secciones de la columna.

El aumento en la cantidad de analito (Tabla 13 y 21) se debe a que éstos se fijan en la
materia organica del biosélido, y a medida que se van llenando los sitios disponibles para
retener estos compuestos junto con la ayuda del riego a la columna, los compuestos

lixivian alcanzando mayor profundidad en la columna.

En el caso del suelo Linderos esterilizado sin dosis de biosélido (Tabla 22 y Gréafico 14) en
comparacion al suelo sin esterilizar (Tabla 13 y Grafico 9) vemos que existe un aumento

tanto en las cantidades detectadas como en la movilidad a través de la columna.

De acuerdo a la Tabla 23, podemos observar también que para el suelo Linderos
esterilizado sin dosis de biosélido la cantidad de analito retenido a lo largo de la columna
aumenta con respecto al mismo sistema sin esterilizar, debido a la eliminacion de la
actividad microbiana, lo que lleva a una menor degradacion de los analitos y por lo tanto a

una mayor deteccion de éstos.

Para el caso del suelo Linderos esterilizado con la dosis de biosélido correspondiente
(200 ton/ha) (Tabla 24 y Gréfico 15), se puede observar un leve aumento en la movilidad
de los analitos con respecto al mismo sistema sin esterilizar, este aumento se debe
principalmente a que en ausencia de la flora microbiana del suelo, hay menor degradacion

microbiana.

En este caso, la movilidad aumenta debido a un aumento en la cantidad retenida en la
columna (Tabla 25), como es el caso del ketoprofeno y del ibuprofeno. Ambos analitos no
tienen grandes niveles de adsorcién en Linderos pues se degradan con mayor facilidad,
por lo tanto es de esperar que en ausencia se la flora microbiana de este suelo, sus

niveles aumenten pues no existe poblacion microbiana que la pueda degradar.

Por lo tanto, al suprimir la actividad microbiana en el suelo Linderos, se deduce que ésta

cumple un rol fundamental en la degradacion de los analitos.
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5. Conclusiones

¢ La metodologia analitica implementada permitié la separacién de los cuatro
analitos en un tiempo inferior a 22 min. Los analitos eluyeron en el siguiente orden:

ketoprofeno, naproxeno, diclofenaco e ibuprofeno.

e Los porcentajes de recuperacion para los diferentes AINEs luego de aplicar el
procedimiento de extraccion en fase sélida, fluctuaron entre un 85% y 100%, lo
cual da cuenta de que el procedimiento realizado permite la recuperacion

cuantitativa de los analitos.

e El método implementado de extraccién utilizando acetona y metanol, presentd
buenos porcentajes de recuperacién de los analitos desde las matrices de suelo,
con valores que fluctuaron entre 67% y 99% para ketoprofeno, diclofenaco,

naproxeno e ibuprofeno.

e Los estudios de adsorcion fueron interpretados a través del modelo de Isoterma de
adsorcion de Langmuir, indicando la existencia de interacciones quimicas entre
suelo y antiinflamatorio. Los compuestos estudiados alcanzaron distintos niveles
de adsorcién, siendo el de mayor adsorcién el naproxeno y el de menor adsorcion
el ketoprofeno. Ademas, la concentracion limite obtenida en los estudios fue de
200 mg/L.

e En los estudios de movilidad de los antiinflamatorios en las columnas de lixiviacién
en los suelos sin enmienda de biosdlido, fue posible la determinacion de
ketoprofeno, naproxeno e ibuprofeno, los que se encontraron en las primeras
fracciones del suelo. No fue posible la determinacién de diclofenaco, lo cual se

puede atribuir a una rapida biodegradacion.

e La aplicacion de biosolido sobre los suelos incrementé el contenido de ibuprofeno
en la primera fraccidén de las columnas, mientras que disminuy6 en las siguientes
fracciones, indicando que la aplicacion de biosélido favoreceria su retencién en la
capa superior, lo cual ayudaria a disminuir una posible contaminacién, por parte de

esto compuesto, hacia las aguas subterraneas.
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En los estudios con suelos esterilizados aumenta la retencion de analitos en la
columna, por lo tanto, los microorganismos del suelo cumplen un rol importante
sobre la degradacién de los analitos, pues en ausencia de estos (suelo

esterilizado) se aprecia una mayor recuperacion de éstos.

Al incorporar biosélidos a los suelos esterilizados, se observé en forma general
gque la movilidad de los analitos tiende a aumentar; debido a esto se puede deducir
que su aplicacion en suelos sin la flora microbiana suficientemente apta para
degradar los analitos estudiados podria ser perjudicial, pues esto permitiria una

posible contaminacién de aguas subterraneas.
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7. Anexos

TABLA A 1: Contenido de metales traza en suelo Linderos, suelo Lonquén y en biosélido.

LINDEROS LONQUEN BIOSOLIDO
(mg/kg) Desv. Est. (mg/kg) Desv. Est. (mg/kg) Desv. Est.
Cu 150,360 0,585 80,920 1,731 629,751 17,770
Zn 245,667 5,222 147,554 2,913 1497,913 19,887
Ni 55,004 9,246 47,821 9,495 99,741 1,876
Pb 51,784 3,339 47,425 1,289 64,907 3,993
Cr 34,361 1,972 47,388 16,115 366,685 21,211
Cd 3,670 0,285 2,860 0,197 2,992 0,103

TABLA A 2: Curvas estandar en matriz (1) y en solvente (2) para los cuatro AINEs en el suelo
Lonquén (Los datos muestran la lectura de drea a distintas concentraciones de AINEs).

(1) CURVA MATRIZ (LONQUEN)

[1ppm | Ketoprofeno Naproxeno Diclofenaco Ibuprofeno
0,5 271186 591511 164355 443925
1 509566 922975 353451 871177
5 1052804 2046822 597213 1589439
10 1957183 4218067 1279768 3003988
15 2954368 6380761 1985142 4525210
(2) CURVA SOLVENTE (LONQUEN)

[1ppm | Ketoprofeno Naproxeno Diclofenaco Ibuprofeno
0,1 42923 160377 53872 64974
0,5 165214 355297 118500 264008

1 262032 540053 201281 392848
5 900555 1926643 674928 1470680
10 1614855 3644971 1322082 2573800
20 3245570 7598681 2450518 5117397
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TABLA A 3: Curvas estandar en matriz (1) y en solvente (2) para los cuatro AINEs en el suelo
Linderos (Los datos muestran la lectura de area a distintas concentraciones de AINEs.

(1) CURVA MATRIZ (LINDEROS)

[1ppm | Ketoprofeno Naproxeno Diclofenaco Ibuprofeno
0,5 699539 1139156 299632 793187
1 678723 1116611 257794 863964
5 1360736 2510241 725005 1834257
10 2288016 4546423 1377200 3340063
15 3403450 6930152 2127364 4990798
(2) CURVA SOLVENTE (LINDEROS)
[1ppm | Ketoprofeno Naproxeno Diclofenaco Ibuprofeno
0,5 25130 234067 50475 103900
2 320060 791185 219383 453306
8 1229010 3014379 803501 1800176
10 1586668 3736601 1060531 2093474
20 3085927 7149449 2047222 4319769
TABLA A 4: Concentracion de AINEs adsorbidos en suelo Linderos.
[ ]eq. AINEs | Ketoprofeno | Naproxeno | Diclofenaco | Ibuprofeno
(ppm) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
10 0,003 0,038 0,011 0,006
25 0,005 0,057 0,018 0,009
50 0,012 0,097 0,047 0,014
100 0,030 0,171 0,086 0,031
150 0,038 0,196 0,138 0,042
200 0,035 0,186 0,132 0,042
300 0,031 0,179 0,126 0,041
500 0,024 0,166 0,120 0,042
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