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RESUMEN

En la actualidad, existen diversas plantas de tratamiento de aguas servidas, cuyos
residuos, los biosodlidos, 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 farmaceéuticos.

Aunque el organismo es capaz de metabolizar un porcentaje importante de los
farmacos ingeridos, un porcentaje de estos se excreta junto con los metabolitos
resultantes de la digestion del farmaco a las aguas. Este hecho, puede afectar al medio
ambiente, debido al fendmeno de bioacumulacion y toxicidad del farmaco,

convirtiéndolo en un contaminante emergente.

El creciente uso de los antiinflamatorios no esteroidales (AINES), se debe 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 estudio es determinar el comportamiento de los AINEs (Naproxeno,
Ketoprofeno, Ibuprofeno y Diclofenaco), a través de la estimacion de la capacidad de
absorcion en plantas de trigo en sistema hidroponico, junto con determinar la

capacidad de adsorcion de los AINEs en distintos sistemas suelo-biosaélido.

El sistema hidropdnico de raiz flotante, consistié en una serie de recipientes plasticos,
sobre los cuales se colocaron placas de plumavit, donde se dispusieron las plantas,

gquedando de esta manera la raiz flotando en solucién nutritiva.

Ademads, se determind la capacidad de adsorcion en suelos por medio de isotermas de
adsorcion, para conocer el tipo de interaccidén que existe en la interfase suelo-solucion;
ademas se estudio el efecto sobre la adsorcion, de la incorporacién de biosélidos no

esterilizado y esterilizado sobre suelos sin esterilizar y esterilizado.



La presencia de antiinflamatorios en las muestras se determind mediante HPLC con
detector de arreglo de diodos, trabajando con una columna C18 (5 um; 250 mm x 4,6
mm), utilizando como fase movil una mezcla de acetonitrilo con fosfato diacido de

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

La baja absorcién de los antiinflamatorios no esteroidales (AINES), en plantas de trigo
encontradas en este estudio, se pueden deber principalmente a fenémenos de

fotodegradacion y degradacién enzimatica.

Todas las isotermas de adsorcién se ajustaron a la ecuacién de Freundlich y se
determind su coeficiente de particién o de reparto Kd, el cual nos indica la mayor o
menos capacidad de un compuesto quimico a ser adsorbido por la fraccién solida del
suelo. Dado que para el caso de estas isotermas de adsorcion, Kd (L/g) varia con la
concentracion inicial de AINEs agregada, su valor fue estimado calculando el promedio
de todos los puntos de cada isoterma, para asi tener una estimacion global del proceso

de adsorcién con todas las concentraciones usadas en el estudio.

En general, se determind que la adsorcion de Ibuprofeno fue menor en todos los
sistemas suelo-biosélidos en estudio, en comparacibn con los otros tres

antiinflamatorios no esteroidales (AINES).

Si bien, la degradacion microbiana tiene un papel fundamental en la degradacién de los
de los AINEs en estudio, existen otros tipos de degradaciones involucradas, como lo
son la degradacion oxidativa, fotodegradacion, entre otras. En este estudio, solo se
evaluo la degradacion microbiana, al esterilizar tanto el suelo como el biosoélido. A partir
de esto, se determind que para el caso del Diclofenaco y Ketoprofeno este tipo de
degradacién juega un rol importante, ya que al suprimir la actividad microbiana
esterilizando el suelo, la adsorcion de estos antiinflamatorios aumenté con la
incorporacién de biosélido estéril, en comparacion con el suelo sin esterilizar. En
cambio en el caso de Naproxeno e Ibuprofeno, se encontré6 que la adsorciéon no
aumento al inhibir la actividad microbiana, por ende se puede concluir que este tipo de

degradacién no es preponderante.



SUMMARY

“Absorption study of nonsteroidal anti-inflammatory in wheat plants and adsorption in
soils of the Region Metropolitana”

At the present time, there are several treatment plants wastewater whose residues,
biosolids, can be used as fertilizer complementary and / or remedial soil. However, they
may contain various types of pollutants such as trace metals, organic and inorganic

compounds and compounds of pharmaceutical origin.

Although the body can metabolize a significant percentage of ingested drugs, a
percentage of these are excreted with the metabolites resulting from digestion of the
drug into the water. This fact can affect the environment, due to bioaccumulation and

toxicity of the drug, making it an emerging contaminant.

The increasing use of nonsteroidal antiinflammatory drugs (NSAIDs), is due to its anti-

inflammatory, analgesic and antipyretic, so its impact on the environment is growing.

The objective of this study is to determine the behavior of NSAIDs (Naproxen,
Ketoprofen, Ibuprofen and Diclofenac), through the estimate of the absorption capacity
in wheat plants in hydroponic system, along with to determine the adsorption capacity

of NSAIDs in different soil-biosolid systems.

The floating root hydroponic system consisted of a series of plastic containers which
were placed on Styrofoam plates, where plants are arranged, being in this way the root

floating in nutrient solution.

In addition, we investigated the adsorption capacity in soils through adsorption
isotherms, to know the type of interaction that exists in the soil-solution interface; also
studied the effect on the adsorption of the incorporation of non-sterile and sterile

biosolids on unsterilized and sterilized soils.
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The presence of anti-inflammatory in the samples was determined by HPLC with diode
array detector, working with a C18 column (5 um, 250 mm x 4.6 mm), mobile phase
was 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.

The low absorption of nonsteroidal antiinflammatory drugs (NSAIDs), found in wheat
plants in this study may be due mainly to photodegradation phenomena and enzymatic

degradation.

All adsorption isotherms were fitted to the Freundlich equation and determined its
partition coefficient or distribution Kd, which indicates the greater or lesser capacity of a
chemical compound to be adsorbed by the solid fraction of the soil. As in the case of
these adsorption isotherms, Kd (L / g) varied with the initial concentration of NSAIDs
added, its value was estimated by averaging all points of each isotherm, thereby having
an overall estimation of the process of adsorption at all concentrations used in the
study.

In general, it was found that adsorption of ibuprofen was lower in all systems studied
soil-biosolids, compared with the three other non-steroidal antiinflammatory drugs
(NSAIDs).

Although microbial degradation plays a fundamental role in the degradation of NSAIDs
under study, other types of degradation involved, such as oxidative degradation,
photodegradation, among others. In this study only evaluated the microbial degradation,
to sterilize both soil and biosolids. Based on this, we determined that for the case of
Diclofenac and Ketoprofen this type of degradation plays an important role, that by
removing microbial activity sterilizing the soil, the adsorption of these inflammatory
increased with the addition of sterile biosolids, compared with non-sterile soil. In
contrast, in the case of naproxen and ibuprofen was found that the adsorption do not
increased when was inhibited microbial activity, hence can be concluded that this type

of degradation is not predominant
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1. INTRODUCCION

1.1. Antiinflamatorios no esteroidales (AINES).

1.1.1. Antecedentes generales.

En la actualidad, el creciente uso de farmacos tanto en humanos como en animales se
esta convirtiendo en un nuevo problema medioambiental y, por ello, ha ido en aumento
el interés en tener informacion sobre su presencia en el medio ambiente y sus posibles
efectos adversos en humanos y en los sistemas ecolégicos (Daughton y col., 1999;
Halling-Sorensen y col., 1998; Heberer, 2002).

La cantidad de productos farmacéuticos en el medio ambiente depende de la cantidad
de droga fabricada, la frecuencia de dosificacion y la eficiencia de excrecién. Por otra
parte, los compuestos farmacéuticos ingeridos, pueden ser transformados al interior del
organismo a uno o0 mas metabolitos y pueden ser excretados, ya sea como los
compuestos originales, como sus metabolitos 0 como una mezcla de éstos. (Gomez y
col., 2006). Tanto los farmacos como sus metabolitos al ser excretados, pueden entrar
en el sistema de alcantarillado a través de la orina y las heces descargadas. En las
plantas de tratamiento de aguas residuales, donde los residuos farmacéuticos no son
totalmente eliminados y, por tanto, son vertidas en las aguas receptoras, contaminando
sedimentos y suelos (Stumpf y col., 1999; Golet, y col., 2001; Ternes y col., 1999;
Ternes, 1998).

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 acuaticos como terrestres.

Algunos de los productos farmacéuticos mas representativos en las plantas de

tratamiento de aguas residuales son: antibidticos, antiinflamatorios no esteroidales



(AINES), reguladores de lipidos, farmacos antiepilépticos y los medios de contraste

radiologico (Carballa y col., 2004).

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. 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 (UNIVERSIA, 2009). En Chile, el control sobre la venta de
antiinflamatorios no esteroidales (AINES) es escasa o nula. Ellos pueden ser adquiridos
libremente en farmacias y algunos de ellos incluso en las calles, lo que facilita el
acceso de las personas a estos productos y estimula su abuso (Riedemann y col.,
2001). Este elevado consumo se debe a sus acciones farmacoldgicas caracteristicas,
que son aliviar el dolor (accibn analgésica), reducir la inflamacién (accion

antiinflamatoria) y reducir la fiebre (accién antipirética).

Pese a sus diversos beneficios, los AINEs comparten una capacidad elevada de
provocar reacciones adversas de intensidad y gravedad diversa, como por ejemplo:
irritacion géstrica, 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 crénica reviste

interés y constituye un motivo de preocupacioén (Feria, 2005).

Su mecanismo de accidon general consiste en inhibir la actividad de las
ciclooxigenasas, enzimas que convierten el acido araquidonico, que se encuentra en
las membranas celulares, en endoperoxidos ciclicos inestables, los cuales se
transforman en prostaglandinas y tromboxanos. Algunos de estos eicosanoides
participan, en diverso grado, en los mecanismos patdgenos de la inflamacién, el dolor y
la fiebre, por lo que la inhibicion de su sintesis por los AINEs seria responsable de su

actividad terapéutica.



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 &cido propionico (ibuprofeno,

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

Tabla 1: Caracteristicas farmacocinéticas de los AINEs, segun Feria (2005)

Farmacos Biodisponibilidad Ty (h)
(%)
Acidos Propiénicos
Ibuprofeno >80 2-3
Naproxeno 99 14
Ketoprofeno 100 1,8

Acidos Acéticos
Diclofenaco 54 1-2

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

metabolizado.

1.1.2. Antiinflamatorios derivados del &cido Propidnico.

Son derivados del acido fenilpropidnico y, aunque sus estructuras quimicas sean
relativamente diferentes (Figuras 1-3), 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%)
(Tabla 1). 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).
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Figura 3: Estructura de Ketoprofeno.
Acido 2-(3-benzoailfenil)propanoico

1.1.3. Derivados del acido acético.

Es un conjunto de farmacos que comparten diversos sistemas ciclicos (anillos
inddlicos, pirrélicos, fenilos) que contienen moléculas de acido acético. El diclofenaco
pertenece a la serie fenilacético (Figura 4) 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 &cido propiénico (Feria, 2005).
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) Figura 4: Estructura de Diclofenaco
Acido 2-{2-[(2,6-diclorofenil)amino]fenil}acético.

1.1.4. Antiinflamatorios no esteroidales (AINESs) en el medio
ambiente.
Gran parte del antiinflamatorio ingerido es metabolizado por organismo(99%), mientras
que el restante (<1%), se excreta a las aguas junto con los metabolitos resultantes de
la digestion del farmaco; estas aguas llegan a las Plantas de Tratamiento de Aguas
Servidas donde al final del tratamiento una fracciébn de estos 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
fendmeno de bioacumulacién y toxicidad del farmaco en estos suelos, convirtiéndolo

en un contaminante emergente.

Por lo tanto si éstos llegan al suelo, pueden interactuar o degradarse en las diferentes

zonas de éste, estas interacciones se muestran en la figura 5.
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Figura 5: Principales procesos de interacciones y movilizacién de contaminantes en el
perfil del suelo

La absorcién de contaminantes se realiza a través de las plantas, dependiendo de
factores externos como la temperatura y el pH del suelo. Otros factores importantes
gue inciden en la penetracion del contaminante son su peso molecular e hidrofobicidad
que determinan que estas moléculas atraviesen las membranas celulares de la planta.
Después de cruzar la membrana, los contaminantes son distribuidos a través de toda la

planta.

El proceso de adsorcion de un producto quimico se ve afectado por mudltiples
comportamientos ambientales, incluyendo el movimiento, la captacion de la planta
(biodisponibilidad), las caracteristicas fisicas y quimicas del medio receptor (agua,
suelo, sedimento), entre otras. Los AINEs entraran al suelo, se producira su adsorcién
y ésta a su vez influird en las posibilidades de degradacion tanto quimica como
biolégica, esta ultima principalmente por accion de los microorganismos presentes. Por
otra parte, su potencial de lixiviar dependerd del equilibrio existente en la interfase
suelo-solucidn del suelo; si dicho potencial es elevado también lo serd la posibilidad de

contaminar aguas.



1.2. Isotermas de adsorcion.

Una manera de determinar la capacidad de adsorcién de un analito, es a través de la
realizacion de isotermas de adsorcion, que relacionan la cantidad de una especie
quimica que es adsorbida desde la solucién de suelo y la que se mantiene en ella
hasta alcanzar un estado de equilibrio a temperatura y presién constante. En general,
el estudio del comportamiento de la capacidad de adsorcién puede ser realizada
mediante la identificacion de la forma y curvatura de las isotermas de adsorcion y/o

mediante su formulacién matematica (Tan, 1998).

De acuerdo a su forma y curvatura, las isotermas de adsorcion pueden clasificarse
como isotermas tipo C, L, Hy S (Giles y col., 1974). La representacién grafica de los
distintos tipos de isotermas se puede observar en la figura 6, en donde Q es la
cantidad adsorbida por unidad de masa del sélido adsorbente y C es la concentracion
de equilibrio del adsorbato en la solucién, luego de la adsorcion.

(a) (b)
Q Q

Con plateau estricto

g

Sin plateau estricto

> C > C
(c) (d)
Q Q
&
Punto de inflexion
> C > C

Figura 6: Principales tipos de adsorcidén segun clasificacion de Giles y col. (1974). (a)
isoterma tipo C, (b) isoterma tipo L, (c) isoterma tipo H, (d) isoterma tipo S. Adaptado
de: Limousin y col. (2007).



La isoterma tipo C (figura 6a) es una curva en donde la relacion entre la concentracion
del compuesto remanente en la solucién y el adsorbido en el sélido es constante,
independiente de cuél sea la concentracion. Esta relaciobn es usualmente conocida
como “coeficiente de distribucion” (Kd) o como “coeficiente de particion” (Kf) (L/kg). La
isoterma tipo C usualmente es utilizada como una aproximacion (para un rango
limitado de concentracién o muy bajas concentraciones) mas que para una descripcion

exacta.

En la isoterma tipo L la relacién entre la concentracion del compuesto remanente en la
solucion y el adsorbido en el sélido decrece a medida que se incrementa la
concentracion de soluto, obteniéndose una curva céncava (figura 6b). Generalmente
este tipo de curva se puede presentar con o sin plateau estricto. La curva con plateau
estricto indica que el solido presenta una limitada capacidad de adsorcién, mientras
que en la curva sin plateau estricto la limitada capacidad de adsorcion no es tan

evidente.

La isoterma tipo H es el caso extremo de la isoterma tipo “L” y sugiere una fuerte
interaccion entre adsorbato y adsorbente. En general, en este tipo de curva se observa

una pendiente inicial muy elevada (figura 6c).

La isoterma tipo S presenta un punto de inflexién, generando una curva en forma
sigmoidea (figura 6d). Este tipo de isotermas sugiere que la interaccion adsorbato-
adsorbato es mas fuerte que la interaccion adsorbato-adsorbente. Esta condicion
favorece la adsorcion de moléculas en la superficie debido a fuertes enlaces con otras

moléculas adsorbidas.

Cabe destacar que este tipo de clasificacion segun la forma y curvatura obtenida para
las isotermas de adsorcidn, es una clasificacion fenomenoldgica basada en la
observacion pura, no revela los procesos que conducen a los distintos tipos de
isotermas y carece de cualquier formulismo matematico (Hinz, 2001). Es por esta razén

gue a lo largo del tiempo se han desarrollado diversos modelos mateméticos para el



tratamiento de los datos experimentales, siendo los mas utilizados los modelos

desarrollados por Langmuir (1918) y por Freundlich (1926).

1.2.1. Isoterma de Langmuir.

Esta isoterma asume que el sélido tiene una capacidad limitada de adsorcién, que las
moléculas son adsorbidas en sitios bien definidos, energéticamente equivalentes y que
distan uno de otro lo suficiente como para no permitir la interaccion entre las moléculas

adsorbidas en sitios adyacentes (Shukla y col., 2005; King y col., 2006).

La formula general de la isoterma de Langmuir viene dada por la ecuacion (1):

V'mKCe

g =———
1+ KCe

La forma lineal de la ecuacion de Langmuir puede ser escrita como (2):

C'e_ 1 +Ce
Cs KVm Vm

En donde Cs es la cantidad adsorbida por unidad de masa de adsorbente (mg/g), y Ce
es la concentracién de equilibrio del analito en la solucién luego de la adsorciéon (mg/L).
Por medio de la grafica de Ce/Cs versus Ce se obtiene el término K que representa la
constante de equilibrio (L/g) y el término Vm gque representa la cantidad maxima que
puede ser adsorbida (mg/g), este valor corresponde a la formaciéon de una monocapa

sobre la superficie del adsorbente.



1.2.2. Isoterma de Freundlich.

La isoterma de Freundlich puede ser descrita mediante la ecuacion (3)

Cs=KfCr

La forma lineal de la ecuacion de Freundlich puede ser escrita como (4):

logCs=logKf +nf logCe

En donde los términos Kf y n son constantes empiricas, relacionadas con la capacidad
de adsorcion maxima y la intensidad de adsorcién. Por medio de la grafica de log Cs

versus log Ce se obtienen los términos Kf y n.

1.3. Generacion de biosoélidos o lodos.

Los Biosolidos o lodos domésticos son compuestos organicos solidos, semisolidos o
liqguidos que se producen durante el proceso de tratamiento mecanico, biologico y/o
guimico de purificacion de las aguas servidas, previo a ser vertidas a los cauces

naturales (Marambio y col., 2003).

En Chile, existen diversas Plantas de Tratamiento de Aguas Servidas (PTAS) las que
generan como resultado de su tratamiento dos productos principales: aguas tratadas y
lodos tratados biolégicamente o “biosdlido”. Una de las principales es la Planta “El
Trebal”, la cual inicia el tratamiento con la entrada de agua, la que 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

residuos solidos, conocidos como biosoélidos.
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La Planta de Tratamiento “El Trebal” tiene la aprobaciéon 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) agua tratada que, cumpliendo la normativa vigente, se descarga a los
cursos naturales de agua, b) biosolidos, cuyo destino es la disposicion en lugares
autorizados 0 su uso agricolay, 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 y col., 2008).

Los biosdlidos obtenidos en la planta, son residuos sélidos, semisolidos 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 quimicos, virus y bacterias, que pueden causar enfermedades; es por esto
gue los biosdlidos requieren de un manejo adecuado para prevenir eventuales

impactos negativos para la salud humana y para el medio ambiente

Actualmente, los biosolidos en su mayoria, estan siendo llevados principalmente a
monorellenos autorizados, los cuales son usados de forma exclusiva para la
disposicién final de biosélidos, o rellenos sanitarios en los que se codisponen los
biosélidos con residuos sélidos 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 acumulaciéon de biosdlidos 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 (Ramila y col., 2008). 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
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contaminantes presentes pueden ser degradados o absorbidos en las capas

superficiales de los suelos, o lixiviados a aguas subterraneas.

1.4. Sistema hidropédnico.

El cultivo de plantas en un sistema hidroponico consiste en cultivar plantas sin
suelo. Para ello, se utiliza una combinacion precisa de diferentes sales minerales que
contienen todos los nutrientes que requieren las plantas para su desarrollo y que
habitualmente les entrega la suelo, disueltas en agua (solucién nutritiva), la cual se
aplica directamente a las raices de diferente forma, segin el método de cultivo

hidropdnico que se adopte.

Esta forma de cultivo se puede aplicar a cualquier tipo de plantas, ya sean para

consumo o decorativas y puede practicarse tanto en espacios abiertos como cerrados.

Existen muy diversos métodos de cultivos hidropénicos, pero todos se ajustan a un
principio esencial, que consiste en el cultivo de plantas sin suelo y sin materia organica
(Castafneda y col, 1997).

1.5. Trigo.

El trigo (Triticum sativum Lam = Triticum aestivum (L.) Thell) es un cereal de la familia
de las gramineas, una familia a la que pertenecen otros cereales tan importantes como

el arroz, maiz, avena, etc.

El trigo es una planta anual herbacea de hasta 1,2 m de altura. Los tallos son erectos y
presentan estructura de cafia, es decir estan huecos en su interior excepto en los
nudos. El crecimiento de los tallos no es apical sino que se produce por el estiramiento

de los tejidos situados por encima de los nudos (meristemo).
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1.6. Biodisponibilidad.

Las reacciones adversas que pueden provocar los AINEs en los consumidores, son:
irritacion géstrica, problemas hemorragicos, erupciones cutaneas, mareos, cefalea,
ansiedad, vision borrosa, insuficiencia renal, etc. De esta manera para que los AINEs
puedan ejercer su toxicidad aguda o cronica sobre un ser vivo, este debe estar

biodisponible

El concepto de biodisponibilidad, se encuentra intimamente relacionado con las
condiciones fisicoquimicas del ambiente que determinan la especiacion y por lo tanto la
concentracion de AINEs libre, por ende se debe determinar esta concentracion para
establecer la fraccion de un producto quimico accesible a un organismo para la
absorcion, la tasa a la cual una sustancia se absorbe en un sistema vivo, o una medida
de la posibilidad de producir un efecto toxico. A menudo, los cientificos ambientales
consideran la biodisponibilidad para representar la accesibilidad de una especie

quimica del suelo, para su asimilacion y posible toxicidad (Alexander, 1982).

El presente estudio evalia el comportamiento de AINEs de uso masivo en Chile
(naproxeno, ketoprofeno, ibuprofeno y diclofenaco), a través de la estimacion de la
capacidad de absorcién en plantas de trigo en sistema hidropdnico. También por medio
de isotermas de adsorcidn para conocer el tipo de adsorcion que existe en la interfase
suelo-solucion; ademas se estudia el efecto que tendra en la adsorcion la incorporacion
de biosdlidos no esterilizado y esterilizado a suelos en estas mismas condicionessin

esterilizar y esterilizado.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos generales.

Evaluar la capacidad de absorcién de antiinflamatorios no esteroidales en plantas de

trigo y de adsorcién en suelos de la Regidn Metropolitana tratados con biosélidos

2.2. Objetivos especificos.

e Determinar la absorcibn de AINEs (Ketoprofeno, Naproxeno, Diclofenaco e

Ibuprofeno) en plantas de trigo en condiciones hidropénicas.

e Realizar la caracterizacion quimica de suelo Linderos y biosélido

e Determinar la capacidad de adsorcion de AINEs en los suelos en estudio y en los

suelos tratados con biosolidos.

e Analizar e interpretar los resultados
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Descripcién de sistema hidroponico.
3.1.1. Solucion nutritiva.

La solucion nutritiva se preparé, a partir de una mezcla de soluciones de diferentes
sales y nutrientes, en la siguiente tabla, se muestra las concentraciones de los

diferentes componentes de la solucion:

Tabla 2: Concentracion de compuestos y nutrientes para la

solucién nutritiva, segun Garrido (2000)

Compuesto C Final (mM)
Ca(NO3z),*4H,0 1,27
NH4NO3 0,3
Mg (NO3),*6H,0 0,27
K,SO4 0,11
KNO; 0,33
NacCl 0,0586
Fe EDTA 0,018
Ko,HPO, 0,2
Micronutrientes
H3:BOs 0,0066
MnSQO, 0,0024
ZnS0O, 0,0006
CuSO, 0,0002
Na,MoO, 0,0001
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3.1.2 Germinacién plantas de trigo.

Las semillas de trigo se germinaron en una bandeja con arena, dicha arena se lavo con
una solucién de HNO3z; 1M por una hora, para eliminar el bicarbonato presente, luego se
enjuagd con agua destilada hasta pH neutro. Posteriormente, la arena se humedecié
con solucién nutritiva y se dispusieron las semillas, estas fueron regadas
periddicamente con solucién nutritiva durante 18 dias. Las semillas se mantuvieron en

incubadora a 25°C.

3.1.3. Montaje de sistema hidropdnico.

El sistema hidropdnico de raiz flotante, utilizado en este estudio, consistié en una serie
de recipientes plasticos forrados con nylon negro, sobre los cuales se colocaron placas
de plumavit, donde se dispusieron las plantas, quedando de esta manera la raiz
flotando en la solucion nutritiva. Se instalo iluminacién automética en un invernadero
con periodos de 14 horas de luz (dia) y 10 horas de oscuridad (noche), a temperatura

ambiente con una variacion de temperatura de +5°C.

Para cada recipiente se cortaron placas de plumavit, a las cuales se les efectlio
orificios, con ayuda de un tubo de acero. A cada circulo de plumavit, se les realiz6 un
corte a la mitad. Luego se tomaron con cuidado las plantas de trigo germinadas, para
asi evitar que la raiz se lastime y se rompa, dicha raiz se lavd con agua Mili-Q
(Millipore Corporation, USA), para extraer la arena remante. Posteriormente se colocé
cada planta en medio del circulo de plumavit. Los circulos se pusieron dentro de los
orificios hechos en las placas de plumavit y dispusieron sobre cada recipiente plastico.
Se instalé un sistema de burbujeo automatico con periodos de 24 horas, a temperatura

ambiente con una variacion de temperatura de +5°C (Castafieda y col., 1997).
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3.2. Estudio de absorcidon de AINEs en plantas de trigo.

Para la absorcion de AINEs se agregé 700 mL de solucion nutritiva en cada recipiente
con diferentes dosis de antiinflamatorios (0, 1, 10, 20, 40, 60 y 100ug/L), cada una en
duplicado. Las plantas estuvieron en un periodo de adaptacion de 14 dias en solucién
nutritiva sin dosis de AINESs, transcurrido este tiempo se cambio la solucién nutritiva y
se aplicaron las diferentes dosis de AINEs antes mencionadas, el tiempo de contacto
de las plantas con los AINEs fue de aproximadamente 7 dias. Transcurrido este
periodo las soluciones remanentes en los recipientes se recolectaron en envases

plasticos de 1000 mL, para su posterior tratamientony cuantificacion de AINEs.

Las plantas fueron sacadas de la solucion, lavadas y guardadas en sobres de papel
kraft, posteriormente se secaron en la estufa a 50 °C y finalmente se almacenaron en

una desecadora para su posterior analisis.

3.3. Tratamientos de las muestras.

Cada muestra se filtr6 con membrana estéril de 0,2 um utilizando sistema al vacio, las

que fueron almacenadas a 4°C hasta su analisis.

3.3.1. Extraccién en fase soélida con cartridge OASIS HLB de las

muestras.

Las soluciones se pasaron a través de los cartridges Oasis HLB, los cuales se
montaron en un equipo manifold conectado a vacio con adaptadores, mangueras y
provisto de manémetro con valvula de control independiente que regula el paso de la
muestra de eluciéon hacia el interior de la camara. Los cartridges debieron ser
previamente acondicionados para luego hacer pasar la muestra y eluir de acuerdo a los

siguientes pasos (Santos y col., 2005):
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e Activacién de la columna: se pasaron 3 porciones de 1 mL de Acetato de Etilo.

¢ Acondicionamiento de la columna: se pasaron 3 porciones de 1 mL de metanol,
seguido por 3 porciones de 1 mL de agua Milli-Q (Millipore Corporation, USA).

o Aplicacién de la muestra: se pasaron las muestras por cartridges con apoyo de
embudo de decantacién sostenido con soportes, a una velocidad de 1 mL/min.

e Lavado de la muestra: Luego de completado el paso de la muestra por el
cartridge, se procedi6 al lavado con 3 porciones de 1 mL metanol:agua milli Q
(en una proporcion de 5:95 % v/v), a continuacion 3 porciones de 1 mL de n-
Hexano.

e Elucion del analito: después se realiz6 la extraccion de los analitos desde el
cartridge con 3 alicuotas de 1 mL de acetato de etilo, los que se recibieron en
un vial ambar de 12 mL. Finalmente, se concentré con nitrdgeno gaseoso en un
equipo de evaporacion, concentrando hasta sequedad, y luego se reconstituy6

con 0,5 mL de metanol.

3.3.2. Filtrado del extracto final de muestra.

Para eliminar sélidos suspendidos en los extractos, se procedi6 a filtrar las muestras de
aguas a traves de filtro de membrana 0,45 um y se lavo exhaustivamente con metanol.
Luego de filtradas las muestras se evaporaron nuevamente con nitrdgeno gaseoso
hasta sequedad. Finalmente, el extracto de cada muestra se reconstituyo a 0,5 mL con

metanol.

3.4. Cuantificacion AINEs mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC).

Los extractos obtenidos de cada muestra se cuantificaron mediante HPLC con
detector de arreglo de diodos, utilizando una columna C18 (5 um; 250 mm x 4,6 mm),
en condiciones isocréaticas, usando como fase modvil, una mezcla de acetonitrilo y
KH,PO,4 50mM (pH 4,2-4,5), en una proporcién 50:50 % V/V.
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Para la preparacion la de solucion de fosfato 50 mM, se pesaron 6,8040 g de fosfato
diacido de potasio (KH,PO,), cuyo peso molecular es de 136,08 g/mol, en un vaso
precipitado de 50 mL previamente tarado en la balanza analitica precisa 125 A Quality.
Se disolvié el fosfato con agua Milli-Q (Millipore Corporation, USA), con una
conductividad de 18 MQ cm y se transfirid cuantitativamente a un matraz aforado de
1000 mL.

Luego se procedio a filtrar la solucién utilizando un equipo de filtracion al vacio provisto
de un filtro de membrana estéril de 0,2 ym, posteriormente fue almacenado en frasco
de vidrio de 1000 mL.

Para la medicién se trabajé con los siguientes parametros: flujo de 1 mL/min en razén
50: 50 % v/v (acetonitrilo/fosfato didcido de potasio), a un rango de presién entre 1500-
1800 psi, inyeccion de 20 pyL de muestra, tiempo de medicion de 25 minutos para

estandares y 30 minutos para muestras reales (Santos y col., 2005).

La identificacion de los cuatro analitos se logro a través de los tiempos de retencion y
los espectros de absorcién correspondientes, medidos a una longitud de onda de 220

nm.

Para la cuantificacion se utilizé el area de la sefial de cada analito, obteniendo las
concentraciones en mg/L desde una curva de calibracién en un rango de 0,5 a 10
mg/L, preparada a partir de un multiestandar de 500 mg/L que contiene los cuatro
antiinflamatorios en estudio (ketoprofeno, naproxeno, diclofenaco e ibuprofeno), la que

se mantuvo refrigerada a 4°C en oscuridad, para prevenir su posible descompaosicion.
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3.5. Método de extraccion de AINEs desde Plantas.

Se tomo entre 0,4-0,6 g de plantas de trigo (raiz + hoja) secay se llevd a un tubo de
centrifuga de vidrio, donde se agregaron 23 mL de una solucién de acetona /Ac.
acético (20/1 v/v). Posteriormente, se mezclé bien la muestra con el vortex y se llevé a

un bafo de ultrasonido por 30 minutos, luego se centrifug6 a 2500 rpm por 15 minutos.

A continuacion se retird el sobrenadante y se filtrg, llevandolo a un matraz de aforo de
100 mL. Se repitié el procedimiento anterior con el sedimento que quedd en el tubo de
centrifuga, pero con acetato de etilo, juntdndose los sobrenadantes en el mismo

matraz.

Luego se llevé la solucién a un balén y se coloco en el rotavapor a una temperatura de
40°C hasta que lleg6 casi a sequedad. Lo que quedd en el balén se traspasé al mismo
matraz de 100mL donde estaba y se lavo el balon con pequefias cantidades de
metanol que también se llevaron al matraz y se afor6 con agua milli-Q. La soluciéon se
sometié a extraccion en fase sélida con cartridge OASIS HLB en un Manifold a 15Pa

descritas en el punto 3.3.

Finalmente, la cantidad de antiinflamatorios extraida desde de las plantas se determin6

mediante HPLC — DAD bajo las condiciones descritas en el punto 3.4.

3.6. Descripcion y caracterizacion de muestras de suelo y biosoélido

3.6.1. Suelo Linderos

La muestra fue obtenida de la capa superficial (0-20 cm) de un suelo agricola de la
Region Metropolitana, correspondiente a la serie Linderos, la que se almacend en
bolsas plasticas para su transporte al laboratorio, donde fue secada al aire, disgregada
tamizada (tamiz de 2 mm) y almacenada en frascos de polietileno de alta densidad a

temperatura ambiente.
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Este suelo corresponde a la serie Linderos y pertenece al 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 Informacién de Recursos
Naturales, 1996).

3.6.2. Biosdlido.

El biosdlido utilizado en este estudio pertenece a una planta de tratamiento de aguas
servidas, el cual sigue un proceso que permite concentrarlos y estabilizarlos, antes de
su disposicion final. EI muestreo se realizo el 7 de mayo de 2008 y corresponde a la

mezcla de biosoélidos de los meses noviembre y diciembre de 2007.

3.6.3. pH.

Se determind potenciométricamente con un electrodo combinado en el sobrenadante
de una suspension de suelo — agua, en una relacion 1:2,5 (p/v).

Se peso 20 g de suelo o biosdlido y se agregd 20 mL de agua, se agité vigorosamente
la solucién en agitador mecénico reciproco y se dejé reposar la solucion por al menos
dos horas. Finalmente, se mide el pH de la solucién sobrenadante directamente con un

electrodo combinado (Sadzawka y col., 2006).
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3.6.4. Carbono orgénico y materia orgénica.

El contenido de materia organica de los suelos en estudio, se determind
espectrofotométricamente previa combustién himeda.

A 1 g de cada suelo o Biosolido se agregd 10 mL de solucién de dicromato de sodio
0,5 My 20 mL de H,SO,4 concentrado, luego de 30 min, se incorpord agua y se dejo
reposar durante toda una noche, para finalmente cuantificar el cromato reducido en el
sobrenadante a 600 nm, con un espectrofotdmetro UV/vis UNICAM, a partir de una
curva de calibracion elaborada por una serie de soluciones de sacarosa de entre 0 y
50 mg mL™.

El contenido de materia organica en el suelo se determiné multiplicando el % de
carbono organico por un factor estimado de conversion de 1,724 (Sadzawka y col.,
2006).

3.6.5. Capacidad de intercambio cationico (CIC).

Se determiné por el método de acetato de sodio a pH 8,2. Para lo cual, en tubos de
centrifuga de 50 mL se pesaron 4 g de cada suelo o Biosolido, se trataron con tres
porciones de 33 mL cada una de NaOAc 1M (para intercambiar los cationes del suelo
por sodio), luego se lavo con tres porciones de 33 mL de etanol y finalmente se
agregaron tres porciones de 33 mL de NH,OAc 1M (para desplazar el sodio adsorbido
por el suelo), entre cada adicién se procedié a una agitaciébn durante 15 minutos en
agitador mecanico reciproco, seguido de una centrifugacion durante 15 minutos a
2500rpm, el sodio desorbido por la solucion de NH4;OAc se cuantificé por
espectrofotometria de emisiéon atdmica, utilizando un espectrofotometro de adsorcién
atomica Perkin Elmer 1100 B.
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3.6.5. Contenido de metales pesados.

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

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

Alrededor de 200 mg de suelo o Biosoélido seco al aire (en triplicado) fueron
transferidos a vasos para microondas, para luego ser digeridos con una mezcla de 4
mL de HNOj3, 2 mL de H,O,y 4 mL de HF en horno microondas, Milestone mis 1200
mega, que cuenta con un panel de control modelo 240 mega y un moddulo de
extraccion de gases generados durante la digestion, modelo EM-45/A. Se utilizé un
programa para la digestion de tres etapas: 5min a 250 W, 5 min a 400 W y 10 min a
500 W. Posteriormente se trasvasijaron con agua Milli-Q a vasos de teflon para
eliminar los 4cidos por calentamiento en placa calefactora, llegando casi a sequedad,
finalmente con HCI 1M fueron traspasados a matraces volumétricos de 10 mL y
aforados con el mismo acido. Finalmente se filtraron a través de papel filtro N° 2. El
contenido total de los metales se cuantific6 por EAA con llama utilizando un

espectrofotdmetro Perkin Elmer 1100B.

3.7. Determinacion de la capacidad de adsorcion AINEs en los distintos

sistemas suelo-biosdlido.

La capacidad de adsorcion se determind con un método de equilibrio en batch a
temperatura ambiente.
Para esto se realizaron cuatro experimentos con suelo linderos y biosélido de la
siguiente manera:

e Suelo linderos

e Suelo linderos + biosélido (dosis 200 ton/ha)

e Suelo linderos estéril

e Suelo linderos + biosolido ambos estériles (dosis 200 ton/ha)
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Para los cuatro sistemas suelo-biosélido se siguio el mismo procedimiento, en tubos de
centrifuga se equilibran 5 g de suelo, con distintas dosis de antiinflamatorios (entre 0 y
500 mg/L), 25 mL de solucion de CaCl, 0,01M, para mantener constante la fuerza
i6nica del medio, y 5 mg de NaNj, para suprimir la actividad microbiana durante el
equilibrio. Los tubos se agitaron en un agitador mecénico reciproco durante 24 horas.
Al término de este periodo se procede a centrifugar durante 20 minutos a 2500 rpm, la
parte acuosa se filtra con filtros de 0,2um, la solucion obtenida en el paso anterior se
somete a extraccion en fase sélida con cartridge OASIS HLB en un manifold a 15Pa

descritas en el punto 3.3.( Liny col., 2011).

Finalmente, la cantidad de antiinflamatorios extraida desde de los suelos se determina

mediante HPLC — DAD bajo las condiciones descritas en el punto 3.4.

Existen diferentes métodos para esterilizar suelos con el objetivo de inhibir la actividad
microbiana, los mas comunes incluyen: Autoclave, irradiacion Gamma, fumigacion con
cloroformo, oxido de etileno o propileno, irradiacion UV y microondas. Estos métodos
comunmente alteran las propiedades fisicas y quimicas del suelo. En este estudio se
utilizé el método con cloroformo por su bajo costo y corto tiempo de empleabilidad. La
esterilizacion del suelo y biosolido, consistio en colocar el suelo o suelo con biosolido
en una capsula de petri dentro de una desecadora que en su parte inferior contenia
cloroformo, durante 7 dias. Finalmente, el suelo estéril y suelo con biosélido estéril se

almacenaron en una desecadora hasta su tratamiento.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Determinacion de antiinflamatorios no esteroidales (AINES).

Debido a su alta sensibilidad y selectividad, HPLC es una técnica analitica adecuada

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 logré la separacion de los cuatro

analitos en estudio en un tiempo inferior a 22 min. (Figura 7). Los analitos eluyeron en

el siguiente orden: Ketoprofeno, Naproxeno, Diclofenaco e lbuprofeno.
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Figura 7: Cromatograma de los estandares de AINEs: ketoprofeno, naproxeno,
diclofenaco e ibuprofeno con fase movil acetonitrilo y KH,PO, 50:50(v/v), en
condiciones isocraticas con flujo 1 mL/min y deteccion UV: 220 nm.
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Mediante el uso de estandares puros de cada antiinflamatorio No Esteroidal (AINES) y
asi como también del software cromatografico fue posible obtener los espectros de

absorcion de cada compuesto (Figuras 8 -11):
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Figura 8: Espectro de absorcion de estandar de 4 mg/L de Ketoprofeno.
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Figura 9: Espectro de absorcion de estdndar de 4 mg/L de Naproxeno.
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Figura 10: Espectro de absorcion de estandar de 4 mg/L de Diclofenaco.
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Figura 11: Espectro de absorcion de estandar de 10 mg/L de Ibuprofeno.
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Un papel fundamental cumplen los espectros de absorcion al momento de identificar
cada analito, ya que, con muestras reales los tiempos de retencion tienden a presentar
pequefas variaciones, dependiendo de su matriz con la que se trabaje. Por lo tanto, en
primera instancia se identificé cada analito usando como parametro su tiempo de
retencion establecido y ésta informacion se compard con los espectros de absorcion

caracteristico para cada analito.

Si bien, la técnica de HPLC permite detectar analitos en el rango de los mg/L a pg/L,
con un detector adecuado, la matriz es uno de los mayores impedimentos en la
deteccién y cuantificacion, situaciéon que podria ocurrir con matrices complejas como

suelos y plantas.

Los efectos de matriz pueden resultar en supresiébn o con menos frecuencia, en el
aumento de las sefiales analiticas llevando a resultados erroneos. Estas
irregularidades pueden ser causadas por distintos fendbmenos, como por ejemplo que
los analitos pudieran ser sorbidos por la materia organica presente en la muestra,
provocando que la concentracion de analito disuelto disminuya y asi sea mas dificil
detectarlo. Otro ejemplo, es que 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 cromatografica 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 adicién
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, una técnica adecuada para conseguir maxima sensibilidad y
reproducibilidad de la sefial analitica, es aplicando un método de extraccion selectiva
de los analitos seguida de un clean-up (Gomez y col., 2006), para asi reducir los

componentes de la matriz previo al analisis con HPLC.
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El cartridge OASIS HLB empleado en este estudio contiene un sorbente con
macroporos que consiste en un copolimero Unico que logra un balance lipofilico-
hidrofilico, compuesto por dos monémeros, divinilbenceno (lipofilico) y n-vinilpirrolidona
(hidrofilico) (Figura 12). Su particular composiciébn permite revertir la fase de la
extraccién 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).

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 12: Composicion del Copolimero OASIS HLB

Para la extraccion de analitos de alta polaridad es frecuente el uso de sorbentes
poliméricos. Su elevada &rea 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 y col., 2004).
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Figura 13: Estudio de recuperacion de distintos farmacos con y sin ajuste de pH,
segun Gross y col., (2006)

En estudios realizados por Gross y col., (2006), encontraron que se obtenia mejor
porcentaje de recuperacién de I|buprofeno sin ajuste de pH (Figura 13); para
Naproxeno vemos que se obtiene mayor porcentaje de recuperacién a pH &cido, sin
embargo, a pH muy &cido se corre el riesgo de extraer mas sustancias interferentes lo

gue podria dificultar la deteccion 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 extraccion 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 extraccion de los analitos se realiza sin ajuste de

pH.
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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 selecciono n-

hexano para esta etapa porque remueve los componentes lipofilicos de la matriz.

En estudios realizados por Santos y col., ( 2005), utilizando acetona, acetato de etilo y
metanol como solventes para la extraccién de analitos desde el cartridge, encontraron
una buena recuperacién para Diclofenaco, Ibuprofeno y Naproxeno utilizando acetato
de etilo (Figura 14).
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Figura 14: Recuperacion con distintos solventes, segin Santos y col., (2005)

Finalmente, de acuerdo a la Figura 14, la elucién de los analitos desde el cartridge se
realiza con acetato de etilo pues tiene mejor porcentaje de recuperacién que otros

solventes (Santos y col., 2005).
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4.2. Determinacion de la absorcion de AINEs en plantas de trigo.

Una vez extraidas las plantas desde los recipientes con solucion nutritiva, se determino

la cantidad de los distintos AINEs remanente en la solucién, los resultados se

presentan en la tabla 3:

Tabla 3: Antiinflamatorios no esteroidales (AINES) remanentes en la solucién nutritiva

Muestras ug/L Ketoprofeno Naproxeno Diclofenaco Ibuprofeno

(ug/L) (ug/L) (ug/L) (ug/L)
1 0,979 0,881 0,071 0,992
10 7,585 6,859 3,106 2,514
20 8,355 10,084 2,920 3,891
40 11,971 19,127 2,525 21,737
60 20,381 29,885 8,120 13,536
100 31,718 47,822 19,327 37,078

La cantidad de antiinflamatorios no esteroidales remante en la solucién nutritiva es

menor que la que se agreg6 en un principio, por lo tanto, se esperaria que en las

plantas analizadas se encuentren antiinflamatorios no esteroidales (AINEs), sin

embargo en ninguna de las muestras de las plantas de trigo analizadas se evidencio su

presencia (Figura 15-16)
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Figura 15: Cromatograma de muestra de plantas (10ug/L), fase mavil acetonitrilo y

KH,PO, 50:50 % (v/v), en condiciones isocraticas con flujo 1 mL/min y deteccion UV:

220 nm.
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Figura 16: Cromatograma de muestra de plantas (60ug/L), fase movil acetonitrilo y
KH,PO, 50:50 % (v/v), en condiciones isocraticas con flujo 1 mL/min y deteccién UV:
220 nm.

La baja capacidad de adsorcién de los antiinflamatorios por las plantas de trigo en el
sistema hidrépico se puede deber a posibles transformaciones debidas a la luz solar,
fotodegradaciones, ya que estas son una importante via de degradacion para estos
compuestos. Los procesos mas importantes involucrados en la fotdlisis son las

fotooxidaciones. También estardn presentes fotoreducciones y fotohidrélisis. Las
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transformaciones inducidas por la luz solar estaran presentes en todos los
compartimentos ambientales: aguas, atmdsfera 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 fotodegradacion, ello debido a que las
longitudes de onda menores son casi completamente absorbidas por el ozono en la
atmoésfera y por lo tanto no podran estar involucradas en estos procesos. Tanto
Ketoprofeno como Naproxeno absorben a longitudes de onda sobre los 290 nm, por lo

tanto seran susceptibles a fotodegradacion.

En un estudio previo realizado por Lin y col. (2011) se irradiaron distintos farmacos
disueltos en agua Milli-Q., entre ellos Naproxeno y Ketoprofeno, con un fotosimulador
con lamparas de Xendn que abarcan longitudes de ondas desde 290 nm a 700 nm. 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?) Ketoprofeno se fotoliza en un tiempo de vida media de 2.5
minutos y Naproxeno en un tiempo de 2 a 5 horas. El lbuprofeno 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 rpida fotodegradacion del Ketoprofeno se puede explicar por el hecho de que el
grupo carbonilo esta conjugado con dos anillos aromaticos. Cuando el carbonilo esta
altamente conjugado la energia de la transicién ™ — * disminuye, resultando en un

triple estado muy reactivo (Lin y col., 2011).

La fotooxidacion es uno de las vias mas comunes de degradacién, 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 conducirdn a la

oxidacion de moléculas (Baez y col., 2010).

El oxigeno también juega un papel importante en la degradacion de estas sustancias,

ya que se pueden incorporar al anillo aromatico ayudando a desestabilizarlo. Las
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enzimas responsables de ésto son las oxigenasas, ya sea monooxigenasas, que

incorporan una sola molécula de oxigeno, o dioxigenasas que incorporan dos.

Por lo tanto, al analizar los resultados y los estudios revisados, se puede deducir que la
baja absorcion de los antiinflamatorios no estereoidales (AINES) en las plantas de trigo,
se pueden deber principalmente a fendmenos de fotodegradacion y degradacién
enzimaticas, ya que tanto las muestras de aguas y plantas estuvieron expuestas a la
luz durante un periodo de tiempo prolongado, en la etapa de pretratamiento,
especialmente en la extraccion en fase solida con cartridge OASIS HLB, debido a que
el volumen de las muestras fue entre 500-600 mL, lo cual demor6 el proceso de trabajo

en los cartridges.

4.3. Caracterizaciéon de suelo y biosélido.

La caracterizacion del suelo y biosolido se llevo a cabo mediante la determinacién de:
pH, % materia organica y capacidad de intercambio catiénico. Los resultados se

presentan en la tabla 4:

Tabla 4: pH, Contenido Materia Organica y Capacidad de Intercambio Catiénico

en suelo Linderos y Biosélido

Linderos Biosolido
pH 7,70 6,91
MO % 2,29
CO (%) 1,33 8.79
CIC(cmol’kg™) 18,45 83,16

Se encontr6 que el biosdlido es levemente mas acido que el suelo Linderos, ademas
su contenido de materia organica es mas alto; lo anterior puede influir en los procesos
de adsorcién de los AINEs en los suelos, debido al alto contenido de materia organica

del biosdlido.
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En la Figura 17 se presentan los resultados del contenido de total de metales (Cu, Zn,

Ni, Pb, Cry Cd) en el suelo Linderos y en el biosélido.
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Figura 17: Concentracion total de Cu, Zn, Ni, Pb, Cry Cd en suelo Linderos y biosélido

Para el suelo 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),
cumple con las concentraciones maximas 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 seca).

En el caso del biosdlido, el orden de abundancia de metales sigue el orden
Zn>Cu>Cr>Ni>Pb>Cd. Las concentraciones de todos los metales analizados, se
encuentran bajo los valores maximos permitidos en la Norma Chilena (DS004, 2009)
para la aplicacion de biosélidos a suelos agricolas, por lo tanto, el biosélido puede

aplicarse en suelos receptores.
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4.5. Isotermas de adsorcion de los AINEs en el Suelo Linderos.

A continuacion en el Figura 18, se presentan las isotermas de adsorcién para cada uno
de los AINEs en estudio, en el suelo Linderos:
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Figura 18: Isoterma de adsorcién para cada AINEs en el suelo Linderos.

De acuerdo con la clasificacion de Giles y col. (1960), las isotermas de adsorcion para
cada AINEs en estudio en el suelo Linderos son de tipo S (curvatura convexa inicial)
aproximandose a una forma C (Figura 18). Estas isotermas indican una baja afinidad
del adsorbente por el adsorbato a bajas concentraciones de equilibrio y un aumento de

la adsorcion a concentraciones de equilibrio mas altas.

En general, pueden existir diferentes reacciones que produzcan esta adsorcion como
por ejemplo disociacion de grupos funcionales de la materia organica del suelo,
protonacion sobre la superficie coloidal, disociacion de los grupos funcionales acidos

de los antiinflamatorios, etc. Estas reacciones dependen principalmente del pH del
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suelo, de su carga, del contenido de materia organica y de la naturaleza del adsorbato
(Baez y col., 2001).

Para la obtencion de los pardmetros de Freundlich, se utilizé la forma lineal del modelo
de matematico.
Cs = KfCr

La forma lineal:

logCs = lagKf +nf logCe

Donde Cs (mg/g) es la cantidad de AINEs adsorbido y Ce (mg/L) es la concentracion
de equilibrio del AINEs en solucién, se calcularon las constantes de Freundlich Kf y nf.
Estas constantes son caracteristicas de la capacidad de adsorcion de los AINEs por los
suelos, en este caso Kf refleja la afinidad de adsorcion en suelos (Xu y col., 2009) y nf
representa la variaciéon de la adsorcion con la concentracion, dando cuenta de la

afinidad del compuesto por los sitios de intercambio.
Para obtener Kf se graficd, en todos los casos, el Log de la concentracién en equilibrio
del compuesto en fase acuosa (Log Ce) versus el Log de la concentracién del mismo

adsorbida por el suelo (Log Cs).

Para el caso del Diclofenaco, se obtuvo la isoterma de adsorcién en su forma lineal de

acuerdo al modelo de Freundlich (Figura 19), en el suelo Linderos.
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Figura 19: Ajuste al modelo matematico de Freundlich, para la isoterma de adsorciéon

de Diclofenaco

Del ajuste lineal de la ecuacion de Freundlich, fue posible obtener tanto la ecuacion

lineal como el coeficiente de correlacién

logCs = 10,6108 logCe — 1,0938

De la pendiente de la gréafica se obtuvo un valor de nf = 0,6108, mientras que del
intercepto Log Kf = (-1,0938), aplicando antilogaritmo se obtuvo el correspondiente
valor de Kf = 0,0806

Para la obtencion de los pardmetros de la ecuacién de Langmuir, se utilizo la forma
lineal del modelo matemético.
Ce 1 Ce
—_— — 4 —
Czs KVm  Vm
Donde;
Cs = Cantidad de AINEs adsorbida por gramos de suelo (mg/ g)
Ce = Concentracion del AINEs en el equilibrio (mg/L).
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Al graficar Ce versus Ce/Cs, se obtiene una linea recta cuya pendiente m = 1/Vmy el

intercepto n = 1/KVm.

Para el caso del Diclofenaco, se obtuvo la isoterma de adsorcién en su forma lineal de

acuerdo al modelo de Lagmuir (grafico 6), en el suelo Linderos.
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Figura 20: Ajuste al modelo matematico de Lagmuir, para la isoterma de adsorcion de

Diclofenaco

Del ajuste lineal de la ecuacion de Langmuir, fue posible obtener tanto la ecuacion

lineal como el coeficiente de correlacién

Ce .
— =0,4774 Ce + 25,041
s

De la pendiente de la grafica (m = 1/Vm = 0,4774) se obtuvo un valor de Vm = 2,0947,
mientras que del intercepto (n = 1/KVm = 26,041), fue posible obtener un valor de K =

0,0183

Los valores de coeficiente de correlacién para los diferentes analitos fluctuaron entre
0,78 - 0,93 para los ajustes a la isoterma de Freundlich y 0,0062-0,4499 para los

ajustes a la isoterma de Lagmuir (Tabla 5). A partir de estos resultados, se establece
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que las isotermas de adsorcion de los AINEs en estudio pueden ser descritas de mejor
manera con la ecuacion de Freundlich. Es por esto que para los siguientes estudios de
diferentes sistemas suelo-biosoélido, se ajustaron las isotermas al modelo matematico

de Freundlich.

El valor Kf derivado de la ecuacién de Freundlich, como se dijo anteriormente refleja la
afinidad de adsorcion en suelos, sin embargo, los pardmetros de Kf no se pueden
comparar entre muestras en las que los factores de no linealidad, n, son diferentes
(Chen y col.., 1999). Debido al hecho de que la mayoria de los valores de n derivados
de la ecuacidn de Freundlich no fueron cercanos a 1, lo que significaba la no linealidad
de las isotermas de adsorcion. Por esta razén para fines de comparacién se calculo el
coeficiente de particion o de reparto Kd, que representa la mayor o menos capacidad
de un compuesto quimico a ser adsorbido por la fraccion solida del suelo,
esencialmente los minerales arcillosos y la materia organica. Kd. corresponde al
cuociente entre la cantidad de AINEs adsorbido y su concentraciéon en la solucién de
equilibrio (Kd =Cs/Ce). Dado que para el caso de estas isotermas de adsorcion, Kd
(L/g) varia con la concentracion inicial de AINEs agregada, su valor fue estimado
calculando el promedio de todos los puntos de cada isoterma, para asi tener una
estimacién global del proceso de adsorcion con todas las concentraciones usadas en el

estudio.

Tabla 5: Parametros de Freundlich, Langmuir y Kd para la adsorcion de los AINEs en
suelo Linderos

Parametros Freundlich Parametros Langmuir
Kd Kf nf R? vm K R?
Lgh)  (mg™) (mg g?) (Lg?)
Ketoprofeno 0,0419 0,0579 0,7959 0,8310 2,9674 0,0128 0,0791
Naproxeno 0,0398 0,0337 0,9945 0,7867 -0.0008 -0,0035  0,0062
Diclofenaco 0,0422 0,0806 0,6108 0,9303 2,0947 0,0183  0,4499
Ibuprofeno  0,0200 0,0154 1,0371 0,8289 -2,6344 -0,0049 0,0516
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Otros autores encontraron que las isotermas de adsorcién de los AINEs en 4 tipos de
suelo agricolas también se ajustaban a la ecuacion de Freundlich (Xu y col., 2009). Los
valores de Kd (Tabla 5) obtenidos indican que ibuprofeno fue el menos adsorbido,

mientras que la adsorcion de Diclofenaco, Ketoprofeno y Naproxeno, en el suelo es
muy similar.

45, Isotermas de adsorcion de los AINEs en diferentes sistemas suelo-
biosélido.

Las isotermas de adsorciéon del Ketoprofeno en Suelo Linderos y en éste con los
distintos tratamientos se muestra en el Figura 21, mientras que los parametros de
ajuste de las isotermas de Freundlich, se presentan en la Tabla 6.
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Figura 21: Isoterma de adsorcién de Ketoprofeno en suelo Linderos, suelo Linderos

estéril, suelo Linderos con biosdlido y suelo Linderos con biosoélido estériles.
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Tabla 6: Parametros de Freundlich para la adsorcion de Ketoprofeno en suelo

Linderos, Suelo Linderos Estéril, Suelo Linderos con biosolido y Suelo Linderos con

biosolido Estériles.

Kf n R? Kd
(mg™*L" g% Lg?h
Suelo Linderos 0,0579 0,7959 0,8310 0,0419
Suelo Estéril 0,0684 0,7732 0,8637 0,0470
Suelo+ Biosoélido 0,0201 1,2101 0,9426 0,0366
Suelo+Bioso6lido Estériles 0,0669 0,8406 0,7633 0,0619

Las isotermas de adsorcién del Naproxeno en Suelo Linderos y en éste con los
distintos tratamientos, se presentan en el Figura 22, mientras que los parametros de

ajuste de las isotermas de Freundlich, se presentan en la Tabla 7.
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Figura 22: Isoterma de adsorcién de Naproxeno en suelo Linderos, suelo Linderos

estéril, suelo Linderos con biosélido y suelo Linderos con biosélido estériles.

43



Tabla 7: Pardmetros de Freundlich para la adsorcion de Naproxeno en suelo Linderos,

Suelo Linderos Estéril, Suelo Linderos con biosolido y Suelo Linderos con biosélido

Estériles.
Kf n R? Kd
(mg"*L"g? (Lg?
Suelo Linderos 0,0337 0,9945 0,7867 0,0398
Suelo estéril 0,0329 1,0596 0,8589 0,0429
Suelo+ Biosdlido 0,0066 1,5813 0,9172 0,0357
Suelo +Biosodlido Estériles 0,0082 1,5128 0,9428 0,0353

A continuacion (Figura 23) se muestran las isotermas de adsorcion del Diclofenaco en
Suelo Linderos y en éste con los distintos tratamientos, mientras que los parametros de

ajuste de las isotermas de Freundlich, se presentan en la Tabla 7.
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Figura 23: Isoterma de adsorcién de Diclofenaco en suelo Linderos, suelo Linderos

estéril, suelo Linderos con biosélido y suelo Linderos con Biosolido estériles.
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Tabla 8: Parametros de Freundlich para la adsorcion de Diclofenaco en suelo Linderos,

Suelo Linderos Estéril, Suelo Linderos con Biosélido y Suelo Linderos con Biosélido

Estériles.
Kf n R? Kd
(mg"*L" g% Lg?h
Suelo Linderos 0,0806 0,6108 0,9303 0,0422
Suelo estéril 0,0896 0,5805 0,8875 0,0471
Suelo+ Biosoélido 0,0734 0,7903 0,9816 0,0393
Suelo +Biosoélido Estériles 0,1079 0,6398 0,9916 0,0639

Las isotermas de adsorcion del Ibuprofeno en Suelo Linderos y en éste con los

distintos tratamientos, se presentan en el Figura 24, mientras que los parametros de

ajuste de Freundlich se muestran en la Tabla 9.
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Tabla 9: Parametros de Freundlich para la adsorcion de Ibuprofeno en suelo Linderos,

Suelo Linderos Estéril, Suelo Linderos con Biosélido y Suelo Linderos con Biosélido

Estériles.
Kf n R? Kd
(mg™L" g% Lg?h
Suelo Linderos 0,0154 1,0371 0,8289 0,0200
Suelo estéril 0,0083 1,2904 0,8923 0,0226
Suelo+ Biosdlido 0,0026 1,6091 0,9380 0,0190
Suelo +Biosdlido Esteriles 0,0033 1,5355 0,9695 0,0199

A partir de los resultados obtenidos se puede deducir que los procesos de degradacion
biologica (por microorganismos) juegan un papel importante en la adsorcion de los
antiinflamatorios en los diferentes sistemas en estudio. 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 especies quimicas
de compuestos.

Como se dijo anteriormente el oxigeno también juega un rol importante en la
degradacion de estas sustancias, ya que se pueden incorporar al anillo aroméatico

ayudando a desestabilizarlo.

De acuerdo a los datos obtenidos, al comparar los resultados en suelo Linderos sin
dosis de biosélido y con incorporacion de biosélido (Tabla 6, 7, 8 y 9) existe una
disminucion en la cantidad de cada analito adsorbido (Kd) en el suelo al agregar
biosdlido, lo que sugiere que la actividad microbiana tiene un rol importante en la
degradacion de los antiinflamatorios no estereoidales (AINEs) en el suelo. Por la tanto,
se evalud la inhibicion o remocién de los componentes que tienen actividad biol6gica
en el suelo, a través de estudios en suelo y suelo con biosolido esterilizados con

cloroformo, obteniéndose asi una disminucién de la actividad microbiana.

Al agregar biosolido estéril al suelo lindero esterilizado se puede observar que el valor
Kd (Tabla 5) para Ketoprofeno aumenta de 0,0470 a 0,0619 (L g™), lo que indica un
incremento de la cantidad adsorbida, este aumento se podria deber a la mayor

cantidad de sitios que ofrece la materia organica que contiene el biosoélido, permitiendo
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la fijacion o retencion de los analitos. Este efecto no se observa al agregar Biosélido al
suelo linderos, ambos no esterizados, (Tabla 6), esto se puede deber a que si bien se
aumentan los sitios disponibles para la adsorcién de Ketoprofeno, la degradacion

microbiana tiene un efecto mas significativo que dicha adsorcion.

En el caso del Naproxeno se aprecia que al comparar los valores de Kd (Tabla 7) la
adsorcion en el suelo Linderos esterilizado sin dosis de biosolido en comparacion al
suelo sin esterilizar es similar, este comportamiento se puede explicar por los estudios
de degradacion realizado por Lin (2011) de Diclofenaco, Ibuprofeno y Naproxeno

siguiendo el modelo de Decaimiento Exponencial (€, - ., .-:), en donde se determino

gue bajo condiciones aerbbicas el tiempo de vida media del Diclofenaco, Ibuprofeno y
Naproxeno para un suelo franco (similar a Linderos) fue de 29,6; 15,2 y 69,3 dias,
respectivamente. Aunque la disminucién en la concentracion de Naproxeno (Lin 2011),
indicaria que existe degradacion en condiciones aerébicas, esta disminucion es menor
que para los otros dos compuestos, por lo tanto la degradacion microbiana tendria un

efecto menor sobre la adsorcion.

En estudios de degradacion realizados por Lin y col. (2011), para el caso del
Diclofenaco no encontraron una disminucion significativa en la concentracion en suelos
esterilizados bajo condiciones aer6bicas y, por lo tanto, se sugiere que los
microorganismos juegan un rol importante en su degradacion. Este resultado obtenido
por Lin 2011, puede explicar el comportamiento del Diclofenaco observado (Tabla 8),
donde se aprecia que la adsorcién de éste en suelo estéril con Biosélido estéril es
mayor que en el suelo con Biosolido sin esterilizar, por lo tanto es de esperar que en
ausencia de la flora microbiana de este suelo, sus niveles de adsorcion aumenten pues

no existe poblacion microbiana que la pueda degradar.

Por otro lado, el Ibuprofeno en el mismo estudio (Lin y col.,, 2011) bajo condiciones
aerdbicas, muestra degradacién significativa y sus concentraciones disminuyen a
medida que avanza el tiempo, esta disminucion esta ligada a la formacion de residuos
no extraibles; sin embargo, bajo condiciones anaerdbicas la degradacion de este
compuesto disminuye considerablemente. En la literatura se ha encontrado (Lin y col.,

2006) que el lbuprofeno sufre una transformacion microbiana oxidativa a metabolitos
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hidroxilados, en mayor medida, y a metabolitos carboxilados, en menor medida, bajo
condiciones aerdbicas. Debido a esto, se puede deducir que los bajos niveles de
adsorcion de ibuprofeno al observar los valores de Kd (Tabla 9) se producen por efecto

de esta biodegradacion.

Si bien la degradacion microbiana tiene un papel fundamental sobre la degradacion de
los de los AINEs en estudio, existen otros tipos de degradaciones involucradas, como
lo son la oxidativa, fotodegradacién, entre otras. En este estudio solo se evalué el
efecto de la degradacion microbiana, al esterilizar tanto el suelo como el Biosélido. Se
observa, claramente en el caso del Diclofenaco y Ketoprofeno (Tabla 6 y 8) que este
tipo de degradacion juega un rol importante, ya que al suprimir la actividad microbiana
con la esterilizacion del suelo con Biosolido la adsorcion de estos antiinflamatorios
aumento, en comparacion con el suelo sin esterilizar. En cambio, en el caso de
Naproxeno e lIbuprofeno (Tabla 7 y 9) no se observa un aumento de la adsorcion al
inhibir la actividad microbiana, por ende se puede atribuir que este tipo de degradacion

no es preponderante.
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5. CONCLUSIONES

La metodologia aplicada permitié la separacién de los cuatro antiinflamatorios en
el siguiente orden: Ketoprofeno, Naproxeno, Diclofenaco e lbuprofeno, en un

tiempo inferior a 22 min.

En los estudios de biodisponibilidad disminuyé la cantidad de antiinflamatorios
remanentes en las soluciones nutritivas, sin embargo, no fue posible la
cuantificacién de éstos en las plantas de trigo, posiblemente por fenémenos de

degradacién ocurridos durante el proceso.

Las isotermas de adsorcion de los AINEs en estudio se ajustaron al modelo
matematico de Freundlich, al presentar valores de coeficiente de correlacion para

los diferentes analitos entre 0,78 - 0,99.

La incorporacién de biosélido sin esterilizar sobre el suelo Linderos sin esterilizar,
provoc6 una disminucion en la cantidad de cada analito adsorbido (Kd), lo que
sugiere que la actividad microbiana tiene un rol importante en la degradacién de

los antiinflamatorios no esteroidales en el suelo.

Para el caso de Diclofenaco y Ketoprofeno al suprimir la actividad microbiana con
esterilizacién del suelo y del biosdlido, la adsorcion de estos antiinflamatorios
aumentd con la incorporacién de biosélido, en comparacion con el suelo sin
esterilizar, este aumento se podria deber a la mayor cantidad de sitios que ofrece
la materia organica que contiene el biosélido, permitiendo la fijacién o retencién de

los analitos.

En el caso de Naproxeno e lbuprofeno al suprimir la actividad microbiana con

esterilizaciéon del suelo y del biosélido, la adsorcién de estos antiinflamatorios no
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incremento con la incorporacion de biosdlido, por ende se puede concluir que este

tipo de degradacion para estos analitos no es preponderante.
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7. ANEXOS

7.1. Curvas de calibracién

Tabla Al: Curva de calibracién muestras de acuosas

Concentracién Ketoprofeno Naproxeno Diclofenaco Ibuprofeno

ppm Area Area Area Area

0,5 20632 115624 46116 23931
1 39537 159348 62011 25312
2 82570 351628 156258 76295
4 197272 949913 328669 186040
6 280056 1269793 499086 242168
8 374211 1697983 598564 353413
10 437097 1822303 607820 388055

Tabla A2: Curva de calibracién muestras de suelo

Concentracion Ketoprofeno Naproxeno Diclofenaco Ibuprofeno

(ppm) Area Area Area Area
0,5 28040 115324 39500 24773
1 61148 252582 90121 48160
2 107672 458838 162562 96365
4 225258 965187 341064 199018
6 346929 1440022 504043 304679
8 490567 2122529 837392 498480
10 636612 2699490 937031 526160
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7.2. Contenido de metales trazas en suelo y biosdlido

Tabla A3: Contenido de metales traza en suelo Linderos y en biosélido

LINDEROS BIOSOLIDO
(mg/kg) Desv. Est. (mg/kg) Desv. Est.
Cu 150,360 1,731 629,751 17,770
Zn 245,667 2,913 1497,913 19,887
Ni 55,004 9,495 99,741 1,876
Pb 51,784 1,289 64,907 3,993
Cr 34,361 16,115 366,685 21,211

Cd 3,670 0,197 2,992 0,103




7.3. Cantidad de AINEs en equilibrio y adsorbidos en los distintos sistemas suelo-biosdlido.

7.3.1. Suelo Linderos

Tabla A4: Cantidad de AINEs en el equilibrio y adsorbido por suelo Linderos

Concentracion en el Equilibrio (mg/L) Concentraciéon Adsorbida (mg/g)

Ketoprofeno Naproxeno Diclofenaco Ibuprofeno Ketoprofeno Naproxeno Diclofenaco Ibuprofeno

0,875 1,551 0,560 2,487 0,046 0,042 0,047 0,038
1,433 2,118 0,913 4,111 0,118 0,114 0,120 0,104
9,616 12,171 7,185 18,576 0,202 0,189 0,214 0,157
22,507 22,407 21,657 34,679 0,387 0,388 0,392 0,327
26,815 23,097 35,610 39,003 0,616 0,635 0,572 0,555
34,263 29,913 43,457 47,843 0,829 0,850 0,783 0,761
38,137 28,412 79,730 52,056 1,309 1,358 1,101 1,240

29,095 23,696 82,572 47,179 2,355 2,382 2,087 2,264




7.3.4. Suelo Linderos esterilizado

Tabla A5: Cantidad de AINEs en el equilibrio y adsorbido por suelo Linderos esterilizado

Concentracion en el Equilibrio (mg/L)

Concentraciéon Adsorbida (mg/g)

Ketoprofeno Naproxeno Diclofenaco Ibuprofeno Ketoprofeno Naproxeno Diclofenaco

0,796 1,642 0,700 3,334
1,319 2,304 0,740 5,122
5,042 6,076 4,353 12,246
17,165 17,274 16,112 26,367
31,150 24,793 38,427 38,295
38,601 30,783 69,465 42,346
31,976 24,621 71,429 39,279
30,134 23,818 74,927 41,192

0,046 0,042 0,046
0,118 0,113 0,121
0,225 0,220 0,228
0,414 0,414 0,419
0,594 0,626 0,558
0,807 0,846 0,653
1,340 1,377 1,143
2,349 2,381 2,125

Ibuprofeno
0,033
0,099
0,189
0,368
0,559
0,788
1,304
2,294
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7.3.3. Suelo Linderos con biosoélido

Tabla A6: Cantidad de AINEs en el equilibrio y adsorbido por suelo Linderos con biosélido

Concentracion en el Equilibrio (mg/L)

Concentraciéon Adsorbida (mg/g)

Ketoprofeno Naproxeno Diclofenaco Ibuprofeno Ketoprofeno Naproxeno Diclofenaco

1,648 2,438 0,631 3,679
3,586 5,991 1,562 10,084
8,552 11,188 3,811 15,798
15,741 17,333 9,873 26,384
23,177 22,164 21,268 35,636
25,276 22,238 24,387 34,940
27,963 25,360 44,866 40,813
30,958 26,321 50,815 48,337

0,042 0,038 0,047
0,107 0,095 0,117
0,207 0,194 0,231
0,421 0,413 0,451
0,634 0,639 0,644
0,874 0,889 0,878
1,360 1,373 1,276
2,345 2,368 2,246

Ibuprofeno
0,032
0,075
0,171
0,368
0,572
0,825
1,296
2,258
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7.3.4. Suelo Linderos con biosoélido esterilizados

Tabla A7: Cantidad de AINES en el equilibrio y adsorbido por suelo Linderos con biosélido esterilizados

Concentracién en el Equilibrio (mg/L)

Concentracion Adsorbida (mg/qg)

Ketoprofeno Naproxeno Diclofenaco

1,522
3,103

1,151
13,082
21,783
23,678
31,257
30,374

2,439
4,864
10,974
16,293
21,119
21,949
28,271
28,221

0,333
0,902
3,314
9,734
18,666
28,925
52,189
78,669

Ibuprofeno Ketoprofeno Naproxeno Diclofenaco

3,823
8,288
15,575
22,552
31,433
40,228
50,838
49,458

0,042
0,109
0,244
0,435
0,641
0,882
1,344
2,348

0,038
0,101
0,195
0,419
0,644
0,890
1,359
2,359

0,048
0,120
0,233
0,451
0,657
0,855
1,239
2,107

Ibuprofeno
0,031
0,084
0,172
0,387
0,593
0,799
1,246
2,253
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