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RESUMEN

Actualmente, en varios puntos estratégicos de Chile las aguas servidas son llevadas a
plantas de tratamiento donde la fase sélida es separada de la fase liquida para ser tratado
simultaneamente con el fin de estabilizarlos y eliminar compuestos nocivos para la salud. A
pesar de esto, algunos de los compuestos organicos no son posibles de eliminar y permanecen
en estos residuos o biosdlidos. Dado su alto contenido orgénico, nutrientes y otras
caracteristicas fisico-quimicas, los biosolidos provenientes de las plantas de tratamientos son
utilizados en los suelos como sustitutos de fertilizantes con el fin de mejorar su calidad
agricola, donde estos potenciales contaminantes pueden pasar hacia plantas entrando a la
cadena trofica. Ejemplo de ellos, son los productos farmacéuticos y de cuidado personal
(PPCPs), son compuestos organicos sintéticos, que no se encuentran en forma natural en el
medio ambiente. Son utilizados en la formulacion de antibioticos, antiinflamatorios, agentes

antimicrobianos, hormonas sintéticas y biogénicas, ademéas de medicamentos veterinarios.

Dentro de los PPCPs que entran en la planta de tratamiento de aguas residuales, se
encuentra como una fuente de importancia la hormona esteroidal 17a-etinilestradiol (EE2).
El riesgo medioambiental de este contaminante organico contenido en el biosélido aplicado
al suelo depende de los siguientes factores: su concentracion, su persistencia, su capacidad

para incorporarse a la cadena trofica, su labilidad, y su biotoxicidad.

De acuerdo a lo permitido por la normativa actual (D.S N°004/2009), los suelos
poseen las caracteristicas fisicoquimicas adecuadas para ser enmendados con biosolido en

una concentracion de 90 Mg ha.

El objetivo del presente estudio fue estudiar la adsorcidon, desorcion y degradacion de
17-a-Etinilestradiol, en suelos tratados con y sin biosélidos. El estudio de la adsorcion y
desorcion de este compuesto se evalud a través de la determinacion de las concentraciones
en equilibrio en la matriz suelo/solucién, realizando experimentos en batch, con soluciones
de EE2 en un rango de 0,25 — 8,0 mg L™ en CaCl; 0,01 M. Los resultados mostraron que se
daban tasas de desorcion entre 13,0 a 28,6 % comparado con lo que fue adsorbido en los
suelos, valores que disminuian en suelos enmendados con bios6lido. De manera mayoritaria,

los modelos de las isotermas de adsorcion se ajustaron al modelo de Freundlich, lo cual

X



permitié obtener Log Ko entre 2,97 y 3,79, lo que muestra que el compuesto tiende a
adsorberse en la parte hidrofoba de la materia organica del suelo, lo que influenciaria en su

retencion en los suelos.

El estudio de degradacion de EE2 realizado, se llevo a cabo a diferentes tiempos de
incubacion, con un enriquecimiento de una concentracion de EE2 de 10 mgL™ en las
muestras de suelo y suelo/biosolido, sometidos a una temperatura y humedad de campo
constante. Los resultados mostraron que en todos los casos el compuesto se degradaba entre

un 61,1 a 80,3 %, valores que aumentaban en suelos enmendados con biosdlido.
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SUMMARY

Currently, at several strategic points in Chile wastewater is taken to treatment plants
where the solid phase is separated from the liquid phase to be treated simultaneously in order
to stabilize them and eliminate harmful compounds for health. Despite this, some of the
organic compounds are not possible to eliminate and remain in these residues or biosolids.
Given its high organic content, nutrients and other physical and chemical characteristics,
biosolids from treatment plants are used in soils as fertilizer substitutes in order to improve
their agricultural quality, where these potential contaminants can pass to plants entering the
soil. the trophic chain. Examples of these are pharmaceutical and personal care products
(PPCPs), are synthetic organic compounds, which are not found naturally in the environment.
They are used in the formulation of antibiotics, anti-inflammatories, antimicrobial agents,

synthetic and biogenic hormones, as well as veterinary medicines.

Within the PPCPs that enter the wastewater treatment plant, the steroidal hormone
17a-ethinylestradiol (EE2) is found as a source of importance. The environmental risk of this
organic contaminant contained in the biosolid applied to the soil depends on the following
factors: its concentration, its persistence, its capacity to incorporate itself into the food chain,

its lability, and its biotoxicity.

According to what is allowed by the current regulations (D.S N ° 004/2009), the soils
have the appropriate physicochemical characteristics to be amended with biosolids at a

concentration of 90 Mg ha.

The aim of the present study was to study the adsorption, desorption and degradation
of 17-a-Ethinylestradiol in soils treated with and without biosolids. The study of the
adsorption and desorption of this compound was evaluated through the determination of
equilibrium concentrations in the soil / solution matrix, performing batch experiments, with
EE2 solutions in a range of 0.25 - 8.0 mg L-1 in CaCl2 0.01 M. The results showed that
desorption rates were given between 13.0 to 28.6% compared to what was adsorbed in the
soils, values that decreased in soils amended with biosolids. In a majority way, the models
of the adsorption isotherms were adjusted to the Freundlich model, which allowed to obtain

Log Ko between 2.97 and 3.79, which shows that the compound tends to adsorb in the
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hydrophobic part of the organic matter of the soil, which would influence its retention in

soils.

The EE2 degradation study carried out was carried out at different incubation times,
with an enrichment of an EE2 concentration of 10 mgL™ in the soil and soil/biosolids
samples, subjected to a constant temperature and humidity field. The results showed that in
all cases the compound degraded between 61.1 to 80.3%, values that increased in soils

amended with biosolids.
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l. INTRODUCCION

1.1.  Antecedentes generales

En Chile, el tratamiento de las aguas servidas se ha incrementado sustancialmente en
los ultimos afios, alcanzando un nivel de cobertura cercano al 99,8% respecto a las aguas
servidas recolectadas de la poblacion urbana nacional. Esta condicion ha posibilitado la

descontaminacion paulatina de los cursos de aguas maritimos y continentales del pais.

Dentro de un marco legal a nivel pais, la superintendencia de servicios sanitarios
(SISS), es el organismo que vela para que las plantas de tratamiento de aguas servidas
(PTAS) cumplan con un estandar de calidad que permita que la disposicion de las aguas
servidas tratadas a los cuerpos receptores, se efectle de acuerdo a la normativa vigente. Esta
accion se realiza a través de la fiscalizacion sobre el autocontrol, la realizacion de controles

directos e inspecciones en terreno (SISS, 2017).

Hoy en dia, existen 290 sistemas de tratamiento de aguas servidas operando y
autorizados por el SISS, los que atienden a mas de 11 millones y medio de habitantes en todo
el pais. La tecnologia de tratamiento predominante corresponde a sistemas de lodos
activados, con casi un 60% de la cantidad total de plantas de tratamiento de aguas servidas
(SISS, 2017).

Es de amplio conocimiento, que el tratamiento de las aguas servidas trae consigo la
generacion de biosélidos, los cuales pueden ser utilizados como fertilizantes y/o
remediadores de los suelos y también como materia prima para la generacion de biogas.
Aungue el plan de saneamiento de aguas servidas mejora significativamente la calidad del
agua, no todos los contaminantes son capaces de ser eliminados completamente en el
tratamiento y son descargados al medioambiente a través de los biosélidos. Por este motivo,
la acumulacion de estos puede ser nociva para la salud humana y para el medio ambiente,

por la presencia de contaminantes, virus y bacterias en ellos. Debido a lo anterior, se requiere



tener un manejo adecuado de estos residuos mediante la consideracion de dos opciones
diferentes: la disposicion en rellenos sanitarios e incineracion o el uso como fertilizante y en

la remediacion de suelos como segunda alternativa (USEPA, 1999).

Se considera que los productos farmacéuticos y de cuidado personal (PPCPs) son
contaminantes organicos que incluyen antibidticos, antiinflamatorios, agentes
antimicrobianos, hormonas sintéticas y biogénicas, ademas de medicamentos veterinarios
(Karnjanapiboonwong et al., 2011). Estos productos son utilizados por las personas por
razones cosmeéticas, por motivos de salud o empleados por la agroindustria para aumentar el
crecimiento o la salud del ganado. Los PPCPs han sido detectados en aguas superficiales,
aguas subterrdneas, en biosolidos, asi como también en suelos agricolas luego de la
aplicacion de biosolidos (Tamtam et al., 2008; Fick et al., 2009; McClellan et al., 2010; Wu
et al., 2009). La remocidén de los PPCPs durante el tratamiento de aguas residuales no es
completa, credndose de esta forma un camino de ingreso de estos compuestos al
medioambiente terrestre por la aplicacion de biosolidos a los suelos (McClellan et al., 2010).
Este grupo de compuestos no estan normados y constituyen un conjunto de compuestos

llamados “contaminantes emergentes”.

1.2. Biosoélidos y su generacion en las plantas de tratamiento

En las plantas de tratamiento de aguas servidas se separan desechos liquidos de
solidos, pasando por distintos tratamientos fisicoquimicos. En el caso particular de los
desechos solidos, las etapas de tratamiento son muy reducidas, (1) espesamiento de los
solidos, (2) digestion anaerdbica y/o aerdbica y (3) centrifugado, posteriormente los desechos
también denominados lodos son llevados a rellenos sanitarios, empleados como enmienda
agricola, o bien como fuente de biocombustible (Mahamud et al., 1996). La generacion de
biosélidos en las plantas de tratamiento de aguas de la Region Metropolitana llega a 290 mil
toneladas por afio. Los lodos estabilizados o biosolidos, al ser destinados como un recurso
agricola y forestal en la recuperacion de suelo, conlleva una forma de reciclaje del residuo,
evitando su disposicion en rellenos sanitarios o en vertederos especificos. Las aplicaciones

de los biosolidos y las caracteristicas que deben tener estan reguladas por la United States



Environment Protection Agency (USEPA). En Chile, esta tarea corresponde a la
superintendencia de servicios sanitarios SISS, que fiscaliza que los biosélidos cumplan con
los estandares de calidad que exige la normativa vigente, de acuerdo al Decreto N°4 del
Ministerio del Interior. Este reglamento regula el manejo de lodos estabilizados o biosolidos
y sus caracteristicas finales, sin embargo, los compuestos disruptores endocrinos (EDCs) no

se encuentran regulados en nuestro pais.

El riesgo medioambiental de los contaminantes organicos contenidos en el biosolido
aplicado al suelo depende de los siguientes factores: su concentracién, su persistencia, su
capacidad para incorporarse a la cadena tréfica, su labilidad, y su biotoxicidad (Epstein,
2003). Dentro de los PPCPs que entran en la planta de tratamiento de aguas residuales, se

encuentra como una fuente de importancia la hormona esteroidal 17a-etinilestradiol.

1.3.  Antecedentes especificos del 17a-etinilestradiol

El 17a-etinilestradiol (EE2), esquematizado en la Figura 1, es un estrogeno derivado
del estradiol (E2) (hormona esteroide sexual femenina), el cual fue el primer analogo del
estrogeno sintetizado. Una manera de evitar la oxidacion de Estradiol a Estrona (E1) es
bloguear la funcién alcohdlica en C17 con un sustituyente apropiado, como el etinil, dando
lugar a la EE2. Es uno de los medicamentos mas utilizados en el mundo, ya que se utiliza en
formulas para producir anticonceptivos. El estradiol se absorbe bien por via oral, pero es
rapidamente inactivado por el higado mediante oxidacion del hidroxilo, en cambio en el EE2
la sustitucion del carbono 17 con un grupo etinil le otorga a este estrdgeno gran resistencia a
la degradacion del higado. La actividad de la EE2 es 2,46 veces mas fuerte que la E2 (Pillon
A., 2005).

Este estrogeno sintético es un ingrediente activo de los anticonceptivos orales y
suplementos hormonales, ademas se utiliza generalmente en el tratamiento de los sintomas
de la menopausia en reemplazo del E2. En la naturaleza, junto con otros estrdgenos, el EE2
se excreta en la orina de las mujeres y animales hembras, llegando a las plantas de tratamiento
de agua residuales, rios y arroyos (Karnjanapiboonwong., 2010; Ternes et al., 1999a). Se ha

encontrado que EE2 es capaz de inducir cambios relevantes en el sistema hormonal de
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animales acuaticos a concentraciones de ng L' como, por ejemplo, alterando la
determinacion de sexo, retrasando la madurez sexual o disminuyendo la aparicion de
caracteristicas sexuales secundarias (Aris, 2011). En la figura 1, se muestra la estructura

quimica del EE2.

HO

Figura 1. Estructura molecular del 17a-Etinilestradiol (EE2).

Considerando que la particion de los estrogenos, tanto naturales como sintéticos, entre
la fase sélida y acuosa es critica para la prediccion de su destino y transporte en los sistemas
medioambientales, es probable que la adsorcion sea un factor significante en la reduccion de
su concentracion en la fase acuosa, ya que los estrégenos son compuestos organicos
hidrofobicos de baja volatilidad. Por tal razén, el EE2 tiene una fuerte tendencia a ser
adsorbido por los suelos y su movilidad en estos seria minima (Karnjanapiboonwon et al.,
2010). Otros estudios han demostrado que los estrogenos tienden a ser adsorbidos
rapidamente en suelos o sedimentos, limitando potencialmente su movilidad y transporte
desde los suelos a los ecosistemas acuaticos donde parecen causar mas dafio (Hildebrand et
al., 2006). A continuacion, en la tabla 1, se presentan algunas propiedades fisicoquimicas del
EE2:



Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de la hormona estrogénica EE2

Propiedad 17a-etinilestradiol (EE2)
Masa molecular ® [g mol™] 296,4
pKa P 10,40
Log Kow° 3,67
Solubilidad en agua ® [mg L] 4,80
Presion de vapor # [mmHg] 4,5-10"
Constante de Henry 2 [atm m3 mol] 7,9-10%

a: (Kuster M, 2004), b: (Adeel M, 2016)

En la figura 2, se esquematiza la dindmica degradativa de la hormona EE2. En varios
estudios, se ha mostrado una gran y rapida sorcion de estrogenos en suelos tal como una
rapida degradacion del estradiol (E2) a estrona (E1) y de la estrona (E1) a estriol (E3). La
degradacion de E2 por oxidacion es de gran importancia ambiental, ya que la E1 es dos a tres
veces menos potente que la E2 como disruptor endocrino. La persistencia de E1 podria ser
incrementada por su lenta degradacion a bajas temperaturas o por los bajos niveles de
oxigeno que acompafian la aplicacion de enmiendas (Prater J., 2015). Las tasas de
degradacion de los isomeros 17a y 17p-estradiol en suelos aerdbicos son las mismas y el
metabolito de producto principal de ambos isdmeros es la E1, siendo el principal mecanismo
la oxidacion de la E2 (Mashtare M., 2013). Por otra parte, la reduccion de E1 a E2 se puede
producir sin la presencia de oxigeno. Por lo tanto, puede ocurrir un ciclo completo de
degradacion de E1 a E2 y viceversa. La degradacién de E2 a E1 puede ocurrir en horizontes
superficiales del suelo, y la situacion contraria podria ocurrir en horizontes mas profundos y
acuiferos donde se esperan condiciones reductoras (Jurgens M., 2004), donde la materia
organica es un buen reductor, ya que se oxida, libera energia para microorganismos y se
origina CO», también procesos como la desnitrificacion, desulfuricacion y la formacion de
Fe*?2 y Mn*? ocurririan en condiciones reductoras. Al aumentar las condiciones anaerobicas

la reduccion en el suelo sigue la siguiente secuencia: O2 — NOs”— Mn** —Fe™® — S042 — COy,



donde un componente empezara a reducirse cuando todas las formas oxidadas con mayores
potenciales de oxidacion se hayan reducido.
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Figura 2. Vias de interconversion de estrogenos naturales y sintéticos (Adeel M, 2016).

Las degradaciones de E1 a E2 y viceversa son importantes ya que sugieren un riesgo
ambiental que no necesariamente disminuye cuando entran en contacto con el suelo, por otro

lado, existe un potencial para el transporte de largo alcance debido a una mayor persistencia
de los estrogenos en condiciones anaerobicas.



1.4.  Parametros de calidad de los suelos agricolas

Para realizar una evaluacion de la calidad agricola de un suelo se debe realizar un
andlisis fisico y quimico de esté, el cual se podra emplear como enmienda organica
dependiendo del tipo de degradacion que tenga y del tipo de agricultura que se desee
desarrollar en él. Dentro de estos parametros se encuentra el pH, fundamental para determinar

el grado de acidez o alcalinidad del suelo, el cual se aprecia en la tabla 2.

Tabla 2. Criterios de evaluacion de un suelo con respecto a su pH (NOM-021-RECNAT-
2000)

Categoria Valor de pH
Fuertemente acido <5,0
Moderadamente &cido 51-65
Neutro 6,6 -7,3
Medianamente alcalino 74-85
Fuertemente alcalino >8,5

Otro punto importante es la materia organica, debido a que es la fuente de energia en
el suelo para plantas. Dentro de la determinacion analitica de la materia organica, se
consideran los residuos vegetales y animales en diferentes estados de descomposicidn, tejidos
y células de organismos que viven en el suelo, incluso compuestos organicos tdxicos de
origen antropogénico. En la tabla 3, se muestra la clasificacion por categorias de los

porcentajes de materia organica presente en suelos no volcéanicos.



Tabla 3. Clasificacion de suelos en base a su contenido de materia organica (MO%) en

suelos no volcanicos (NOM-021-RECNAT-2000)

Categoria Materia organica (%)
Muy bajo <0,5
Bajo 0,6-15
Medio 16-35
Alto 3,6 -6,0
Muy alto >6,0

De la misma forma que el carbono, el nitrdgeno es una de las biomoléculas
fundamentales en la dinamica del suelo. Su contenido varia de acuerdo a las caracteristicas
biogeoquimicas del suelo. En los microorganismos, la carencia de nitrogeno afecta su
crecimiento, por lo que la poblacién microbiana no tendra un desarrollo 6ptimo. En contraste,
demasiado nitrogeno permite el crecimiento microbiano répido y acelera la descomposicion.
En ese sentido, la presencia de nitrogeno es determinante en la fertilidad del suelo y la mejora

su estructura (Moreno, 1978). A continuacién, en la tabla 4, se presenta la clasificacion de

los suelos dependiendo de su contenido de nitrégeno total.

Tabla 4. Criterios para clasificar un suelo con base en su contenido de nitrégeno total

(NOM-021-RECNAT-2000)

Categoria Nitrogeno en el suelo (%)
Extremadamente pobre < 0,032
Pobre 0,032 - 0,063
Medianamente pobre 0,064 — 0,095
Medio 0,096 - 0,126
Medianamente rico 0,127 - 0,158
Rico 0,159 - 0,221
Extremadamente rico > 0,221

Por otro lado, la capacidad de intercambio cationico (CIC) se refiere a la capacidad

del suelo para retener o intercambiar cationes, siendo influenciada por el contenido de




materia organica y textura del suelo. Por esta razon su valor es una referencia directa con la
fertilidad propia del suelo, de acuerdo a su valor analitico se puede estimar si posee una muy
alta 0 muy baja fertilidad. En la tabla 5, se muestra la clasificacion de la fertilidad de los

suelos, de acuerdo a la capacidad de intercambio cationico.

Tabla 5. Clasificacion de la fertilidad de suelos de acuerdo a la CIC (NOM-021-
RECNAT-2000)

Fertilidad CIC [cmol kg]
Muy alta >40
Alta 25-40
Media 16 - 24
Baja 5-15
Muy baja <5

Existen otros parametros como la textura del suelo, que permite determinar el tamafio
de particulas a través del porcentaje de arena, limo y arcilla, informacion util para relacionar
la interaccion que tendran con los contaminantes orgénicos. Por otro lado, el contenido de
metales pesados entrega informacidon indispensable para poder decidir la factibilidad de las

enmiendas con biosolido proveniente de plantas de tratamiento de aguas residuales.

1.5.  Legislacion actual para la aplicacion de biosélido en suelo de uso agricola

En nuestro pais, de acuerdo al marco regulatorio indicado en el Decreto N°4 del
Ministerio del Interior, publicado el afio 2009 sobre el manejo de residuos, se detalla el
reglamento para el manejo de lodos en las plantas de tratamientos de aguas servidas. Si bien
la ley sefiala las caracteristicas fisico-quimicas que deben poseer los lodos estabilizados para
ser aplicados a suelos agricolas, como pH y concentracion maxima de metales pesados, no
regula otro tipo de agentes dafiinos para la salud como los disruptores endocrinos abordados
en este estudio. Este decreto regula la taza de incorporacion de biosolidos a suelos degradados
en 90 Ton ha? por afio para suelos que cumplan con los requisitos establecidos de

concentraciones maximas de metales pesados, que aparecen en la tabla 6.



Tabla 6. Concentracion maxima de metales pesados que debe poseer el suelo receptor de
biosélido de acuerdo a la legislacién actual

Concentracion maxima en mg kg suelo (en base materia seca)
Metales Macrozona norte Macrozona sur
pH > 6,5 pH<6,5 pH >5
Arsénico 20 12,5 20
Cadmio 2 1,25 2
Cobre 150 100 75
Mercurio 1,5 1 1
Niquel 112 50 30
Plomo 75 50 50
Selenio 4 3 4
Zinc 175 120 175

De acuerdo al articulo N°23 (D.S N°004/2009), aquellos suelos que posean una mayor
concentracion de metales pesados que los indicados en la tabla anterior, y sin haber sido
receptores de lodo anteriormente, se permitira s6lo una aplicacion de una tasa maxima de 30

Ton ha.

1.6. Validacién del método analitico

Como definicion, la validacion de un método analitico se refiere al establecimiento
de una base de datos experimentales, los cuales certifican la calidad de un método analitico
teniendo en cuenta el objetivo al que se esta enfocando. Por lo tanto, es de suma importancia

definir los objetivos iniciales y de esta forma optimizar los ensayos.

1.6.1. Exactitud

Este término se define como la cercania de un resultado a un valor verdadero. Aqui
se evallan los resultados experimentales en una validacion comparativa con un resultado
obtenido en un analisis de un material referencial, expresados a través de un porcentaje de

recuperacion. Esto se expresa en la ecuacion 1:

R (%) = [Creal / Tesrica] x 100 [Ecuacion 1]
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1.6.2. Linealidad

Corresponde a la proporcionalidad entre la concentracion del analito y la respuesta
del método dentro de un intervalo de concentraciones de un analito, en donde el método
analitico es fiable. Para el diagnostico de la linealidad se realiza una curva de calibracién con

alicuotas provenientes de soluciones estandares.
1.6.3. Precision

En general esta expresion se define en términos de repetitividad y reproducibilidad.
La primera corresponde a la variabilidad esperada en un analisis realizado por el mismo
analista utilizando el mismo equipo. La segunda se refiere a la variabilidad de un analisis

realizado por diferentes analistas en distintos laboratorios.

La repetitividad depende de la concentracién del analito, por lo que las mediciones se
deben realizar a diferentes concentraciones. Se evalla en términos del coeficiente de

variacion, el cual se determina con la ecuacion 2:

CV (%) = o x 100 [Ecuacion 2]
X

En la cual:
6 = Desviacion estandar.
x = Promedio de las concentraciones encontradas.
1.6.4. Limite de deteccion (LD)

Este factor indica la minima concentracion del analito que se puede detectar
confiablemente. Este valor se puede determinar de manera experimental, de acuerdo a la
ecuacion 3 (Requerimientos sobre validacion de métodos en el marco de la acreditacion de

laboratorios segun la norma ISO 17025, INTI):

LD = 3Ssw [Ecuacion 3]
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Donde:

Ssta = Desviacion estandar de las concentraciones del estdndar medido. Corresponde a un

blanco.
1.6.5. Limite de cuantificacion (LC)

Esta expresion corresponde a la concentracion de analito que se puede determinar con
un nivel aceptable de precision y exactitud. Se determina con la ecuacion 4:

LC = 10Sstd [Ecuacion 4]

Los pardmetros utilizados en esta ecuacién son los mismos mencionados en la

ecuacion anterior (ec. 3).

1.7.  Isotermas de adsorcién en un sistema solido-liquido

Asociando la forma de recubrimiento y la formacion de capas sobre la fase sélida por
parte de estos contaminantes organicos, encontramos distintas formas de isotermas de

adsorcion definidas por un comportamiento particular.

Las isotermas de adsorcion describen la relacion de actividad o equilibrio entre un
soluto cualquiera en la solucion y el adsorbente (matriz del medio poroso) bajo unas
condiciones fisicoquimicas determinadas. De acuerdo con la forma de la curva de adsorcion,

se puede estimar el proceso de adsorcion, lo cual se muestra en la figura 3.
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Figura 3. Representacion de los tipos generales de isotermas de adsorcién de
solutos en el medio poroso (modificado de Marzal, 1992).

El proceso de adsorcién de los solutos organicos e inorganicos se describe mediante
4 tipos o clases fundamentales de isotermas: S, L, H'y C (Giles et al., 1960; Sposito, 1984,
1994; Sparks, 1995; Jenne, 1998) y diferentes subgrupos. Esta clasificacion de las isotermas
de adsorcion en 4 grupos fundamentales se basa en la forma inicial de la pendiente de las
mismas, mientras que los distintos subgrupos se basan en las posibles formas de la parte
superior de la curva (meseta) que describe la isoterma de cada soluto. En la figura 4, se
recogen las principales formas de las isotermas que se han reportado en la literatura cientifica
consultada. En este caso nos centraremos en las que son mas comunes en la dindmica de

adsorcion del EE2.
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Figura 4. Clasificacion de las isotermas y representacion de los diferentes subgrupos de
isoterma de adsorcion (adaptado de Giles et al., 1960).

Las isotermas de tipo C: son las isotermas lineales, donde se mantienen en equilibrio
la masa del soluto en la solucién acuosa y la masa de soluto adsorbida en la matriz sélida, sin
que se pueda especificar los mecanismos de adsorcion entre el soluto y el adsorbente (Sparks,
1995). La existencia de una isoterma lineal es indicativa de que los sitios de adsorcion
permanecen constantes, o sea que a medida que se adsorbe el soluto mas sitios de adsorcion

se van creando. Esta isoterma es también indicativo de que el soluto puede entrar a regiones
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inaccesibles para el solvente. Giles et al., (1960), plantea que el soluto entra mas facil a la
matriz solida que el solvente. Segun este autor normalmente este tipo de isoterma se mantiene
constante hasta un determinado valor de concentracién en que la curva cambia bruscamente
de pendiente y adquiere en su parte superior una meseta completamente horizontal (figura
4). Existen determinadas condiciones en el medio poroso que favorecen la existencia de

isotermas de tipo C:

a) Existencia de moléculas muy flexibles en el medio poroso debido a diferentes
grados de cristalizacion de los minerales que lo forman (presencia de minerales amorfos,
materia organica, etc.).

b) Mayor afinidad del soluto con el sustrato que con el solvente.

c) Gran poder de penetracion del soluto en la matriz debido a sus caracteristicas
fisicoquimicas.

d) La existencia de determinadas condiciones en la estructura cristalina de los sélidos

que permitan su adsorcion.

Isoterma tipo L: los medios con este tipo de isotermas son indicativos de una gran
afinidad entre el soluto y el adsorbente para bajas concentraciones, lo cual va decreciendo en
la medida que aumenta la concentracion. Estas isotermas se caracterizan por una disminucion
de la pendiente en la medida que se incrementa la concentracién del soluto en la solucién,
debido a una disminucién de los sitios de adsorcion y termina convirtiéndose en una meseta
plana al adsorbente ser cubierto completamente por el soluto. El valor de la masa adsorbida
para esta meseta se le considera como la maxima capacidad de adsorcion del medio poroso
que adsorber este soluto. En este caso se obtiene que Cw/Co =1 (Cw es la concentracién en
el agua al final del proceso de adsorcion y Co es la concentracion inicial en la solucién), o
sea saturacion de los sitios de adsorcion (figura 4). Estas isotermas en compuestos organicos
se ha comprobado que las moléculas se disponen de forma plana en la superficie de las

particulas sélidas y que ocasionalmente pueden estar en formas verticales (Giles et al., 1960).

Isoterma tipo H: es un caso particular de la isoterma tipo L. Este tipo de isoterma es
indicativo de una alta afinidad entre el soluto y el adsorbente. Para bajas concentraciones la

masa de soluto en la solucion es completa e instantaneamente adsorbida. La parte inicial de
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la curva que describe esta isoterma es inicialmente vertical pues el soluto de la solucién es
completamente adsorbido (Giles et al., 1960). En este caso, la masa de soluto adsorbida por
la matriz sélida es muy grande, normalmente se necesita una gran concentracion de soluto en
la solucion que esta en contacto con el medio poroso para poder saturar los sitios de
adsorcion. En algunos casos puede tener lugar la formacion de complejos y precipitacion del

soluto en forma de otros minerales (Sparks, 1995) (figura 4).

Isoterma tipo S: este tipo de isotermas es indicativo de que a bajas concentraciones
del soluto en la solucion acuosa existe poca afinidad entre el soluto y el adsorbente. Esta
afinidad se incrementa en la medida que aumenta la concentracién de soluto en la solucion,
hasta un cierto valor de concentracién donde se produce una saturacion de los sitios de

adsorcion (figura 4). Este tipo de isoterma es caracteristico para determinadas condiciones:

a) Cuando las moléculas del soluto son monofuncionales.

b) La existencia de una atraccion intermolecular moderada, lo que causa la formacion
de paquetes en forma regular en la superficie del sélido que realiza la adsorcion.

c¢) Encontrarse una situacion de fuerte competencia por los sitios de adsorcion entre
las moléculas del soluto y las del solvente u de otra especie. Este tipo de curva es
caracteristico de compuestos organicos (Rodriguez, 2009).

1.8. Modelacion de las isotermas de adsorciéon

Los detalles del equilibrio y del proceso de adsorcién, son generalmente conocidos
como isotermas de adsorcion. Estos factores describen el comportamiento de la interaccién
entre adsorbato-adsorbente y proveen informacion sobre la capacidad del adsorbente

estudiado.

Para este fin, el modelo de Freundlich es una ecuacion empirica que no asume
homogeneidad en la energia de los sitios en la superficie y sin limite en la carga maxima de
adsorcion, y muestra una consistencia de una distribucion exponencial de centros activos

caracteristicos de una superficie heterogénea, representada en la ecuacion 5.
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Cs = Kf Ce!/M [Ecuacion 5]

Al linealizar la ecuacion se obtiene:

Log (Cs) = Log (Ks) + 1/n Log (Ce) [Ecuacion 6]

Los parametros K (mgL mgkg™)*™ y n caracterizan la capacidad y la intensidad de
adsorcion, respectivamente; hipotéticamente Kr alcanza el valor de Cs cuando la Ce se
aproxima a la unidad y asi puede ser considerado como un indicador de la intensidad de
adsorcion.

1.9. Parametros de adsorcion

La cantidad adsorbida de una determinada especie depende no s6lo de la composicion
del suelo sino también de la especie quimica de la que se trata y de su concentracion en la

solucioén.

Un parametro importante en los estudios de adsorcion es el coeficiente de distribucion
o de reparto “Kq”. Esto se debe a que da cuenta de la relacion y afinidad entre el absorbato
y el absorbente. Aquello se evidencia comparando la concentracion de un compuesto

quimico absorbido en mg kg y a la concentracion que queda disuelta en solucién en mg L
1

Ka=Cs [Ecuacién 7]
Ce

Estos contaminantes son facilmente adsorbidos en la materia organica de los
sedimentos. El coeficiente de distribucion de estos compuestos quimicos esta relacionado
con el coeficiente de distribucion entre el carbono orgéanico y el agua, definido como “Koc”.

El coeficiente de distribucion real para el suelo se obtiene con la siguiente expresion:
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Koc = Kg = K¢ X 100 [Ecuacion 8]
foc CO%

Donde:

CO%, es el porcentaje de carbono organico.

foc, es la fraccion de carbono organico presente.

Por estos motivos, se estudiara la capacidad de adsorcion y desorcion del 17a-
Etinilestradiol en suelos seleccionados a través del método de porciones en batch.
Adicionalmente, se realizard un estudio de la degradacién de esta hormona esteroidal por
medio de un método a humedad de campo y temperatura de incubacién constante con
variacion del tiempo de incubacion, como un factor preponderante. Esto nos ayudara a
comprender el comportamiento de este compuesto quimico en suelos de la region
Metropolitana, lo que puede servir como complemento a la regulacion de su uso como abono

a nivel agricola.
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1. HIPOTESIS

Se plantea como hipotesis, que la adsorcion de 17a-Etinilestradiol en el suelo

aumentara con la aplicacion de biosolido y por lo tanto influiria en su degradacion.

1. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

Estudiar la adsorcién, desorcion y degradacion de 17-o-Etinilestradiol, en suelos

tratados con y sin biosoélidos.

3.2.  Objetivos Especificos
1. Caracterizar fisica y quimicamente las muestras de suelo y el biosélido
2. Evaluar la capacidad de adsorcion y desorcion del 17-o-Etinilestradiol en suelos, a
través de la determinacion de las concentraciones en equilibrio en la matriz

suelo/solucion.

3. Cuantificar la concentraciéon de EE2 en equilibrio, mediante cromatografia Liquida

de alto rendimiento acoplada a un detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD).

4. Determinar las variables analiticas del método de HPLC-DAD.

5. Ajustar los estudios de adsorcién en los suelos con el modelo de Freundlich.

6. Evaluar el comportamiento de degradacion del 17-a-Etinilestradiol en funcion de la

dependencia del tiempo y composicion suelo/biosolido.

7. Analizar e interpretar los resultados obtenidos.
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V.

4.1.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Acetona grado HPLC, Merck (Darmstadt, Germany).
Acetona para analisis, Merck (Darmstadt, Germany).
Acetato de Amonio, Merck (Darmstadt, Germany).
Acetato de Sodio, Merck (Darmstadt, Germany).
Acido Bérico, Merck (Darmstadt, Germany).

Acido Clorhidrico (37%), Merck (Darmstadt, Germany).
Acido Nitrico (65%), Merck (Darmstadt, Germany).
Acido Sulftrico (97%), Merck (Darmstadt, Germany).
Agua ultrapura (grado Milli-Q).

Cloruro de Calcio dihidratado para analisis, Merck (Darmstadt, Germany).

Cloruro de Sodio para analisis, Merck (Darmstadt, Germany).
Cloruro de Potasio para andlisis, Merck (Darmstadt, Germany).

Dicromato de sodio, Merck (Darmstadt, Germany).
Etanol para analisis, Merck (Darmstadt, Germany).
Hexametafosfato de sodio, Sigma Aldrich (Milwaukee, Wi, USA).
Hidroxido de sodio, Merck (Darmstadt, Germany).

Metanol grado HPLC, Merck (Darmstadt, Germany).
Metanol para analisis, Merck (Darmstadt, Germany).
Nitrogeno extrapuro > 99,995%, Linde (Santiago, Chile).

Sacarosa, Merck (Darmstadt, Germany).
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4.2.

4.3.

Estandares

17a-etinilestradiol > 98% de pureza, Sigma Aldrich (Milwaukee, Wi, USA).

Materiales

Filtros Millipore millex - GN de 0,20 um de diametro de poro, con membrana de

Nylon.

Filtros Millipore millex - GV de 0,22 y 0,45 um de diametro de poro, con membrana

de PVDF.

Filtros millipore S-Pak, de diametro de poro 0,22 um, diametro superficial de 47 mm,

color blanco y superficie cuadriculada.

Jeringas de inyeccion de vidrio Hamilton de 10 y 50 pL.

Jeringas plasticas desechables de 10 mL con aguja, Nipro Syringe.
Matraces de aforo de 1, 2, 5, 10, 50, 100, 200, 250 y 1000 mL.
Matraces Erlenmeyer de 250 y 500 mL.

Micropipetas de 10 - 100; 20 - 100; 100 - 1000 y 1000 — 5000 pL.
Morteros de porcelana.

Papel filtro N°2.

Pipetas aforadas clase A de 2,5, 10 y 15 mL.

Pipetas graduadas de 5y 10 mL.

Pipetas Pasteur Hirshman.

Probetas de vidrio de 50, 500, 1000 y 2000 mL.

Propipetas.

Tamiz metélico de 2 mm.

Tubos de centrifuga de polipropileno de 50 mL con tapa rosca.

Tubos de vidrio de fondo redondo de 50 mL.
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4.4.

Vasos de precipitado de plastico de 250 mL.
Vasos de precipitado de vidrio de 50, 100, 200, 250, 500 y 1000 mL.
Viales ambar con tapa rosca de 12, 30 y 50 mL.

Viales &mbar con tapa rosca y septa de 2 mL.

Instrumentos y equipos

Agitador Mecéanico Heidolph promax 2022.

Agitador Orbital New Brunswick Scientic classic C-24.
Balanza analitica Precisa 125A, Swiss Quality.

Balanza digital Adam AQT-2600.

Balanza granataria PJ precisa junior 5000.

Bafio de ultrasonido Power Sonic 410.

Centrifuga Verifuge 3.0 Heraeus Sepatech.
Espectrofotometro UV-Visible, Unicam UV/Vis spectrometer.
Espectrometro de Absorcion Atomica Perkin EImer 1100B.
Estufa WTC Binder.

Evaporador con bafo térmico “Turbo Vap® Iv”, Biotage.
Hidrometro ASTM 152 H.

Horno microondas Milestone mls 1200 Mega.

Incubadora VWR.

Manifold Supelco modelo Visiprep 24 DL.

pH metro WTW pmx 3000.

Vortex Sci Logex MX-S.
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e Sistema de purificacion de agua Simplicity®, Merck Millipore.

e TermOmetro Brand.

4.5.  Analisis de EE2 y equipo de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Considerando el contaminante organico, la matriz y las condiciones del estudio se
establecio que se necesitaba una técnica de calidad analitica, que sea sensible, selectiva, que
detecte y cuantifique confiablemente las concentraciones de este analito, evitando un

tratamiento amplio de las muestras.

Por esto, para la determinacion de EE2 se utilizé un cromatégrafo HPLC Waters con
bomba binaria Waters 1525 y un detector de arreglo de diodos Waters modelo 2998. Ademas,
el sistema incluia un desgasificador en linea AF. Junto con lo anterior se empled una columna
cromatogréfica Waters modelo Atlantis con una fase estacionaria en base a C18, con un
diametro de poro de 5 um y 4,6 x 250 mm de diametro y largo de la columna,

respectivamente. Para la adquisicion de los datos se utilizo el software Empower Pro.

4.6.  Seleccion y preparacion de muestras

4.6.1. Suelosy biosolido.

El biosélido empleado en este estudio proviene del Centro de Gestion Integral de
Biosolido “El Rutal”, ubicado en la comuna de Til-Til, en la Region Metropolitana. Se
obtuvieron alrededor de 3 Kg de muestra con poca humedad. Se liofilizaron 20 g de biosélido,

los cuales fueron molidos y guardados a -4°C.

Los suelos corresponden a tres zonas ubicadas en la parte sureste de la Region
Metropolitana (Figura 5). Los tres suelos fueron elegidos debido a que son candidatos a ser
enmendados con biosélido. Los suelos fueron muestreados en el mes de mayo, época de
mediados de otofio y son del orden Mollisol (Tabla 7). Se tamizaron a un tamafio de particula

< 2mm y se conservaron en recipientes plasticos a temperatura ambiente.
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Tabla 7. Ubicacion y clasificacion de los suelos muestreados en la Region Metropolitana

Ubicacion Serie Orden
Codigua (C) Codigua (CDG) Mollisol
Ostolazas (O) Pudahuel (PUD) Mollisol
Pomaire (P) San Diego (SDG) Mollisol
(s} &Y
Lampa
Curacavi Facultad de

fe) Ciencias Quimic4
68 )

Maipu
3  70)

(s}

OP Puente Alto sS4

Nio
fo e
{ 78} 5

Melipfiia 2] 3
G Buin

(66) S

San Pedro

San Francisco
de Mostazal

Figura 5. Mapa con las zonas de muestreo de suelos agricolas, donde C, O y P representan
a Codigua, Ostolazas y Pomaire, respectivamente.

4.6.2. Preparacion de las soluciones stock de 17a-etinilestradiol

Para los estudios de tiempos de equilibrio y adsorcion-desorcion, se prepararon
soluciones stock de estandares de EE2 en concentraciones de 200 y 4000 mg L. En ambos
casos se prepararon en metanol como medio de solucion. A partir de estas se prepararon las
soluciones diluidas de acuerdo al objetivo de cada experiencia y la curva de calibrado. Por
otro lado, para el estudio de degradacion, se prepar6 una solucion stock estandar de EE2 en

una concentracion de 500 mg L%, En este caso se prepar6 en acetona como medio de solucion.
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4.7.  Caracterizacion fisicoquimica de suelos y biosolido

4.7.1. Determinacion del pH

La medicion del pH se realizé por potenciometria con un electrodo combinado de
vidrio-calomelano. Se procedi6 pesando 10 g de muestra en un vaso precipitado de 100 mL
y se le incorpord 25 mL de agua ultra pura, se agito a 400 rpm, en agitador orbital durante 5
min. Posteriormente, se dejo reposar la muestra durante 2 horas, procediendo a leer el pH en

el sobrenadante después de 1 minuto de estabilizada la lectura (Sadzawka, 2006).

4.7.2. Determinacion de la conductividad

La medicion se realiz6 en un conductivimetro. Para esto la muestra de suelo se mezclo
con agua en una razén 1:5 en un frasco plastico. Luego, se agitd durante 30 minutos en un
agitador reciproco y se filtro con papel filtro N°2, el filtrado se recolect6 en un vaso plastico
y se determind la conductividad, esta medicion se corrigio a 25°C (Sadzawka, 2006).

Previo a la medicion de las muestras fue necesario calcular la constante de celda del
conductivimetro (K), la cual es necesaria para corregir las mediciones hechas, esta no debia
diferir en mas de un 5% del valor dado por el fabricante, para asi poder obtener resultados
consistentes. Para esto, fue necesario hacer tres soluciones de KCI en concentraciones de 0,1-

0,02 y 0,01 M y medir su conductividad. Para obtener el valor de K se utilizé la ecuacion 9:
K = CEelCEm [Ecuacion 9]
Donde:
K = Constante de celda.

CEe = CE especifica de una de las soluciones de KCL en dS m™.

CEm = CE medida de la misma solucion de KCl en dS m™,
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4.7.3. Determinacién del contenido de carbono organico (CO) y materia organica
(MO)

Para la determinacion de carbono orgénico se procedio pesando 1,5 g de cada suelo y
0,2 g de biosolido (en triplicado), y llevandolo a matraces Erlenmeyer. Se incluyeron
muestras control y seis matraces con 1 mL de una serie de estandares de sacarosa (0 a 50 mg
de sacarosa por mL). A cada matraz se agregé 10 mL de solucion de dicromato de sodio
(Na2Cr207) 0,5 My 20 mL de &cido sulfurico (H2SO4) concentrado. Luego se dejo reposar
sobre una plancha aislante bajo campana durante 30 minutos. Terminado el tiempo de reposo,
se agregd 70 mL de agua Milli-Q y se dejo reposar durante la noche. Una alicuota del
sobrenadante de cada matraz fue vertida a una cubeta y se midio el dicromato reducido en el
espectrofotometro UV-Vis a 600 nm (Sadzawka, 2006).

La lectura obtenida fue utilizada para obtener el %CO en funcion de la siguiente

férmula:

%CO = ((a-b) x 1,16) / (S x 10) x fh [Ecuacion 10]
Donde:

%CO = Porcentaje de carbono organico.
a=mg de CO en la muestra.

b = mg de CO en el blanco.

s = masa de suelo (g).

fh = Factor de humedad.

La materia organica se calculo para los suelos, segun la siguiente formula:

Materia orgénica (%) = 1,74 x %CO [Ecuacion 11]
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4.7.4. Determinacion de la textura de los suelos

La determinacion de textura de los suelos, se realizd a través del método del
hidrémetro (Bouyoucos) que consistio en pesar 50 gramos de cada suelo en un frasco plastico
de 1 L, luego se agreg6 700 mL de agua destilada y 20 mL de solucion de hexametafosfato
de sodio (o Polifosfato de sodio) al 10%. Se dejé agitando la solucién por 15 minutos en el
agitador mecanico, luego se trasvasijo a una probeta de 1 L y se enrasé con agua destilada.
Se tapo la probeta con parafilm y se agité manualmente por un minuto. Se dejo en reposo por
4 minutos y se midid la temperatura y la lectura del hidrometro. Se volvié a medir la
temperatura y la lectura del hidrémetro luego de dos horas. Finalmente, se tom6 como
herramienta un triangulo textural para expresar estas lecturas en porcentajes de arena, arcilla

y limo presentes en cada suelo (Sadzawka, 2007).

Para conocer la textura de los suelos Ostolazas, Codigua y Pomaire, fue necesario

obtener la lectura corregida (Hc), a través de la siguiente expresion:
H1C = H1+ [(T1°F — 67°F) x 0,2] [Ecuacion 12]
Donde:

Hic = Corresponde a la lectura corregida del hidrometro a los 4 minutos.
H1 = Corresponde a la lectura del hidrometro a los 4 minutos.

T1 = Corresponde a la temperatura en °F registrada a los 4 minutos.
H>C = Ho+ [(T2°F — 67°F) x 0,2] [Ecuacion 13]
Donde:

Hc = Corresponde a la lectura corregida del hidrometro luego de dos horas.
H> = Corresponde a la lectura del hidrometro luego de dos horas.

T, = Corresponde a la temperatura en °F registrada luego de dos horas.
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Para conocer los porcentajes de Arena, Arcilla 'y Limo, se utilizaron las siguientes

formulas:
%Arena = 100 — (Hic % 2) [Ecuacion 14]
%Arcilla = Hxc % 2 [Ecuacion 15]
%Limo = 100 — (%Arcilla + %Arena) [Ecuacion 16]

Luego, empleando los porcentajes calculados fue posible encontrar la textura de cada

suelo en el tridngulo de texturas (Figura 6).

[\
wwr*m o

Arena %

Figura 6. Diagrama de texturas para clasificacion de suelos.
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4.7.5. Determinacién de capacidad de intercambio cationico (CIC)

La determinacion de la CIC se llevo a cabo mediante una saturacion del suelo con una
solucidn de acetato de sodio 1 M. En un tubo de centrifuga se agrego 4 g de suelo junto con
33 mL de una solucion de acetato de sodio 1 M a pH 8,2. Se agité el tubo durante 5 minutos
en un agitador mecanico reciproco. Se centrifugdé 15 minutos y se descarto el sobrenadante.
Se tratd la muestra con otras tres porciones mas de 33 mL de acetato de sodio 1 M. A
continuacidn, se agregé 33 mL de etanol repitiendo el procedimiento anterior. Por ultimo, se
agregaron 3 porciones de 33 mL de acetato de amonio 1 M y se colecté el sobrenadante en
un matraz de aforo de 100 mL. El extracto se diluy6 50 veces al igual que los blancos. Se
elabord una curva de calibracion desde 1 a 20 mg L™ de cloruro de sodio, a partir de un
estandar de 1000 mg L. Se midi6 el sodio presente en el extracto por Espectroscopia de
Emision Atémica (EEA), a 589 nm (Sadzawka, 2006).

Para calcular la concentracion de Na se utilizo la siguiente ecuacion:
N(cmolkg) = (a — b) x 0,435 [Ecuacion 17]
Donde:

a=mg L™ de Na en el filtrado de la muestra diluida.

b =mg L promedio de Na en los blancos diluidos.

4.7.6. Determinacién de nitrogeno total

La determinacién de nitrgeno total en los suelos y en el biosélido consistio en
agregar en un tubo de digestién 1 g de muestra aproximadamente y 1 g de catalizador
devarda. Posteriormente, se agregaron 8 mL de &cido sulfurico concentrado. La muestra fue
digerida durante 90 minutos a 420 °C, se dejo enfriar a temperatura ambiente. Luego se
realizd la etapa de destilacion de la muestra con NaOH al 25% p/v. El destilado se arrastrd
con 25 mL de acido bdrico con los indicadores incorporados. La muestra fue titulada con
acido clorhidrico 0,1 M (Sadzawka, 2006).
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La determinacion de nitrégeno total se realiz6 aplicando la siguiente formula:
Np(%) = = x M X 1,4 X fh [Ecuaci6n 18]

Donde:

a = Volumen (mL) de HCI gastados en la muestra.
b = Volumen (mL) de HCI gastados en el blanco.
M = Concentracion (M) del HCI.

s = Masa (g) de la muestra secada al aire.

fh = Factor de correccién por humedad.

4.7.7. Determinacién de metales pesados

Alrededor de 200 mg de muestra de suelo y de biosolido fue sometida a una pseudo-
digestion con agua regia. Se incluyeron dos blancos y a cada muestra se agregaron 6 mL de
una mezcla concentrada de HCl y HNOs 1:3 (v/v), utilizando un horno microondas,
Milestone mls 1200 Mega. El programa de digestion se dividio en tres etapas: 5 min a 250
W, 5 min a 400 W y 10 min a 500 W, luego se sometié a un minuto de ventilacion y 30
minutos de reposo en un bafio de agua fria. Las muestras digeridas, se transfirieron a matraces
de 10 mL, se aforaron con agua Milli-Q y se filtraron con papel filtro N°2. Para determinar
la concentracion de los metales: Cu, Zn, Pb, Ni, Cr y Cd se empled espectroscopia de
absorcion atémica con llama (FAAS), se elabor6 una curva de calibracion entre 1y 10 mg L
! a partir de un estandar multielemento (Merck) de 1000 mg L. Los resultados fueron

corregidos por el factor de humedad en la muestra (Contreras, 2009).

4.7.8. Determinacion del factor de humedad

El procedimiento para medir la humedad fue tomar 100 g de muestra, de acuerdo al
protocolo de la NCh 1515 Of 79, esa cantidad corresponde segun la balanza analitica que se
utiliza que es de precision de 0,01 g. La muestra himeda se pesé en un recipiente y luego se
dejo6 por 24 horas en una estufa a 110° + 5°C, trascurrido dicho tiempo se pes6 el recipiente

con la muestra seca. Para calcular la humedad se utilizé la ecuacién 19:
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Fh=((Mh— Ms) x 100) / (Ms — Mr) [Ecuacion 19]

Donde:

Fh = Factor de humedad.

Mh = Peso recipiente mas lectura de suelo humedo (g).
Ms = Peso recipiente mas lectura de suelo seco (Q).

Mr = Peso recipiente (g).

4.7.9. Determinacion de la densidad aparente

Empleando una probeta de 50 mL se agregd suelo hasta llegar al nivel de 50 mL
(aplicando dos golpes verticales antes de aforar a los 50 mL), posteriormente se pesé la
cantidad de suelo agregado a la probeta. La determinacion de la densidad aparente fue

calculada con la siguiente formula:

masa de suelo .,
daparente = —— [Ecuacién 20]

4.8. Estudio de adsorcion y desorcion del 17a-Etinilestradiol en los suelos y mezclas
suelo-biosdlido

4.8.1. Determinacién del tiempo de equilibrio

Los estudios de adsorcion fueron realizados mediante experimentos en batch. Se
procedio a pesar 0,5 g de suelo en tubos de vidrio de fondo redondo, al cual se le agregaron
15 mL de solucién de concentracion 0,5; 2,0 y 5,0 mg L™ de EE2 diluida en CaCl, 0,01 M.
Posteriormente, se agitaron durante 60 min en un agitador orbital, seguido de una
centrifugacion durante 15 min a 2000 rpm. Finalmente, se recolectaron los sobrenadantes
para determinar en forma indirecta la concentracion adsorbida del EE2. El procedimiento se
repitié variando el tiempo de agitacion a 4, 6, 8,12y 24 h.
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4.8.2. Estudio de adsorcion de EE2

Los estudios de adsorcion fueron realizados mediante experimentos en batch. Para
ello se prepararon soluciones de trabajo de EE2 en un rango de 0,5 a 8,0 mg L diluidas en
CaCl, 0,01 M.

Luego se pesaron las muestras de suelo y mezclas suelo/biosélido y se colocaron en
tubos de vidrio de fondo redondo de 50 mL y se agregaron las diferentes soluciones de EE2
en una relacion muestra/solucion de 1:30 (0,5 g de muestra y 15 mL de solucion), por
triplicado. También se incluy6 una muestra control para asegurar que no exista adsorcion de
los compuestos en el tubo o pérdida por degradacion. Las suspensiones se colocaron en un
agitador orbital a 150 rpm durante 24 h y posteriormente fueron centrifugadas a 2000 rpm
por 15 min. Finalmente, se separaron y filtraron los sobrenadantes con filtros Millipore 0,22
um con membrana de PDVF y se cuantifico el EE2 remanente mediante HPLC-DAD

(Karnjanapiboonwong and Morse, 2010).

4.8.3. Estudio de desorcion de EE2

Para determinar la desorcién de la hormona esteroidal EE2 se utiliz6 algunos de los
puntos del estudio de adsorcion, correspondientes a las concentraciones de 0,5; 2,0 y 5,0 mg
L de EE2, por triplicado. A cada tubo de vidrio se agregdé 5 mL de CaCl; 0,01M. Las
suspensiones fueron equilibradas en un agitador orbital a 150 rpm por 24 h y luego se
centrifugaron a 2000 rpm durante 15 min. Finalmente, se colectaron y filtraron los
sobrenadantes con filtros Millipore 0,22 um con membrana de PDVF para determinar la
concentracion desorbida de EE2 mediante HPLC-DAD. (Karnjanapiboonwong and Morse,
2010).

4.8.4. Determinacién de las constantes Kr, Kd y Koc de EE2

Los resultados del estudio de adsorcién fueron interpretados a través del modelo
matematico de Freundlich. De esa forma fueron obtenidas las isotermas de adsorciéon. Para

determinar la constante de Freundlich se utilizo la siguiente ecuacion:
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S =K, CY™" [Ecuacion 21]

Donde S es la concentracion del compuesto en el adsorbente (suelo) en mg kg™, K es
la constante de Freundlich, C es la concentracion del compuesto en la solucion de equilibrio
enmg Lty 1/n es una medida de la no linealidad. Cuando 1/n = 1, la isoterma se convierte

en una ecuacion lineal.
S =K;C [Ecuacion 22]
Donde, Kg es el coeficiente de particion (mL mg™?).

Para el célculo del coeficiente de particion (Kq), se aplico el modelo lineal. Junto con
esto, se obtuvo el coeficiente de adsorcion de carbono organico Koc, a partir del coeficiente
de particion (Kq) determinado experimentalmente y el contenido de carbono organico de los
suelos (CO).

Kq

% carbono orgéanico

Ko =

x 100 [Ecuacion 23]

4.9.  Estudio del tiempo de degradacion de 17a-Etinilestradiol en suelos tratados con
y sin biosolidos

Para la determinacion de la degradacion del EE2 en el suelo, se cuantifico a diferentes
tiempos la concentracion de EE2 en las muestras de suelo y suelo/biosélido, incubados a una
temperatura y humedad de campo constante.

El estudio de degradacién se llevo a cabo en los suelos seleccionados, con y sin la
adicion de biosolido. Las muestras se incubaron a 25°C durante un periodo maximo de 20
dias, en condiciones de humedad de campo. Se extrajeron periodicamente alicuotas de las

muestras para ser analizadas.
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4.9.1. Incubacion de las muestras de suelos con y sin biosélido

Se pesaron 10 g de cada suelo y cada mezcla de suelo con biosolido con una dosis de
90 Mg ha, todo por duplicado. Las muestras se colocaron en tubos de vidrio de fondo
redondo, se les adiciond 10 mL de una solucion de EE2 de 10 mg L™ en acetona HPLC y se
agitaron durante 15 hrs a 180 rpm. Transcurrido este tiempo, se evaporo el exceso de acetona,
se homogenizé y se dispuso la mezcla en un vaso de precipitado de 50 mL previamente
pesado. Posteriormente, se incubaron las muestras a 25°C, manteniendo condiciones de
humedad de campo y se fueron extrayendo porciones de muestras por duplicado (equivalente
a 0,5 g cada una), a tiempo 0, 3, 6, 12, 24, 48 120, 240, 360 y 480 hrs

4.9.2 Extraccion de las muestras de suelos con y sin biosélido

Para la determinacion de la concentracion de EE2, se realizd una extraccion de los
0,5 g de cada muestra con 2 mL de acetona HPLC en tubos de centrifuga, se sénico por 15
min, se centrifug6 a 3500 rpm durante 10 min, se separaron los sobrenadantes en viales &mbar
y se repitio la extraccién con acetona en las mismas condiciones. Luego se juntaron los
sobrenadantes, se sellaron y colocaron las muestras en el congelador hasta su posterior

analisis.

Para realizar el analisis, se evaporé la acetona en una placa calefactora a 35 °C con
una corriente de N2 en una atmosfera inerte. Finalmente, las muestras se reconstituyeron con
1 mL de metanol HPLC, se filtraron con filtros Millipore 0,20 um con membrana de Nylon
y se analizaron por HPLC-DAD (Xuan Ry col, 2008).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Caracterizacion fisica y quimica de suelos y biosoélido

En la Tabla 8, se presentan las caracteristicas fisicas y quimicas de los suelos y del
biosélido empleado en el estudio. De acuerdo a los criterios de evaluacion de suelos (NOM-
021-REC-NAT-2000), los suelos serian medianamente alcalinos y el biosélido se encontraria

en un rango cercano a la neutralidad.

Respecto a la conductividad eléctrica se observaron diferencias entre los suelos. Los
valores mas bajos se encontraron en los suelos Codigua y Pomaire, con una conductividad
eléctrica de 0,07 y 0,11 dS m, respectivamente. Los valores mas altos se encontraron en el

caso del suelo Ostolazas con un valor de 0,19 dS m™.

En cuanto al contenido de materia organica, se puede precisar que tanto el suelo
Ostolazas como el suelo Pomaire presentaron valores mas altos que el suelo Codigua. Por
otra parte, el biosolido “El Rutal” presentd mayor valor de contenido de materia organica
que las muestras de suelos. Dentro de este estudio, el carbono orgéanico es un parametro
esencial de evaluar, ya que estaria directamente relacionado con los procesos de adsorcion y
degradacion del EE2.

En cuanto a la textura de los suelos, los suelos Ostolazas y Pomaire se clasificarian
como franco arenosos Yy el suelo Codigua, es de tipo arenoso. Respecto de la capacidad de
intercambio (CIC) y N total, el suelo Ostolazas presentd los valores mas altos de ambos

parametros que los suelos Codigua y Pomaire.
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Tabla 8. Caracteristicas fisicoquimicas de los suelos y biosélido empleados en el estudio

Parimetro Suelo Suelo Suelo Biosolido
Codigua Ostolazas Pomaire “El Rutal”
pH 8,09+0,03 | 760+0,04 | 7,74+0,04 | 7,25+0,03
Conductividad Eléctrica (dSm™) | 0,07+0,01 | 0,19+0,02 | 0,11+0,01 | -------
Carbono Organico (%CO) 045+0,01 | 205001 | 1,13+0,02 | 259+0,4
Materia Organica (%) 0,79+0,01 | 357+£0,01 | 1,97+0,04 |  ----—---
Densidad Aparente (g mL™) 1,36 117 123 |
Arena (%) 88,2 70,2 642 | T
Arcilla (%) 58 13,8 178 | T
Limo (%) 6 16 18 |
oo | RS | e |
Nitrégeno total (%) 0,10 0.28 0.12 3.33
Capacidad de intercambio
cationico “CIC” (cmol kg') 159+1 2792 20,32 75+2
Factor de Humedad 1,008 1,024 1,210 1,104
Capacidad de Campo (%) 7,60 17,20 1095 | --—---

Los suelos seleccionados cuentan con las caracteristicas fisicas y quimicas generales
adecuadas para ser empleados en la agricultura, debido a que cumplen con el articulo N°23
del Decreto N°4 de la normativa vigente sobre manejo y aplicacion de lodos provenientes de
las plantas de tratamiento de aguas servidas del afio 2009. Por otro lado, como se observa en
la tabla 9, en cuanto al contenido maximo de metales pesados exigidos para la aplicacion de
biosélido, el biosolido cumple con todos los puntos del articulo N°24 relacionado con la

concentracion maxima de metales pesados que debe poseer para este tipo de suelos.
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Tabla 9. Concentracion de metales pesados en los suelos y en el biosélido

Metal (mg kg?) | Suelo Codigua | Suelo Ostolazas | Suelo Pomaire Biosolido “El

Rutal”

Cu 40+1 505 50+1 7631

Ni 334 56+1 71+1 63+7

Zn 84+4 126 £ 7 931 1714 + 13

Pb 21+1 16 +1 14+3 61+7

Cr 94+9 130+ 4 78 £ 13 482+ 3

Cd n.d* n.d n.d n.d

(*) n.d, no detectado

Evaluando el cumplimiento del articulo N°24 del Decreto N°4 de la normativa vigente
sobre manejo y aplicacion de lodos provenientes de las plantas de tratamiento de aguas
servidas del afio 2009, se observa que todos los suelos presentan niveles adecuados de
metales pesados. Segun la norma se permitira una aplicacion de biosoélidos con una tasa

maxima de 90 Ton ha™.

5.2. Relacién de las propiedades fisicoquimicas del EE2 con el pH de los diferentes
suelos y el biosolido utilizados en el estudio

Es importante asociar los rangos de pH con las caracteristicas propias del EE2, ya que
esté define el grado de disociacién del compuesto en un medio. La literatura indica que el
pKa del EE2 tiene un valor de 10,4. Tomando en cuenta la teoria de Henderson Hasselbach
y la de equilibrio quimico (Harris D. C, 1982), se puede definir una estrecha relacion entre
la fuerza de disociacion de un acido o de su base conjugada y el valor pKa. Por lo tanto,
como el valor de pKa es alto, el compuesto en solucidn tendera a comportarse como un acido
debil. Ello indica que existira una mayor concentracion de la especie protonada y estara
débilmente disociada en solucidn. Por lo anterior, se puede establecer que de acuerdo con el
valor de pKa del EE2 y el pH de los suelos, éste se encontraria en solucion principalmente
en su forma no ionizada. Lo anterior se potenciaria con la escasa solubilidad de este

compuesto en agua, por lo que el compuesto estaria mayoritariamente adsorbido en la
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materia organica del suelo a través de interacciones hidrofobicas (Lima y Col., 2012). En
general, la velocidad de adsorcién depende de la velocidad de difusion y del grado de
disociacion de la especie. Por lo tanto, estos son procesos que varian dependiendo del pH

del medio en el que ocurre el proceso (Gonzales V., 2012).

5.3.  Andlisis e identificacion mediante HPLC — DAD

Después de realizar un estudio previo al andlisis y optimizar el método, se pudo
establecer las condiciones del analisis. Se trabajé en condiciones isocraticas de 70% de

acetonitrilo y 30% de agua mili-Q a un flujo de 1 mL min™.

Para la deteccion del analito, se establecid que la longitud de onda mas apropiada para
su identificacion fue 210 nm. Luego de aplicar estas condiciones experimentales se
obtuvieron cromatogramas, encontrando que el tiempo de retencion del compuesto estaba en
un rango aproximado de 4,7 - 5,0 min. Tomando en cuenta la elucién de la matriz de la

muestra, se fijo una corrida de muestra total de 7 min.

Para la elaboracion de los estandares y el tratamiento de las muestras, se establecio
que se debia trabajar con curva de calibracion con matriz para obtener resultados mas fiables.
En la figura 7 se muestra un cromatograma tipico de EE2, en las condiciones mencionadas

anteriormente.
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Figura 7. Cromatograma de EE2 obtenido por HPLC -DAD.
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5.4. Validacién del método analitico

Como se menciono, en el estudio se trabajé con curvas de calibracion en matriz. Esto
se basa en que al comparar las curvas en solvente y las con matriz, nos dan diferencias
apreciables entre sus pendientes. Las pendientes de las curvas en solvente tienen valores
mayores que en las curvas con matriz, donde se observan variaciones de 20,97; 24,29y 23,15
% en los suelos Codigua, Ostolazas y Pomaire sin biosolido, respectivamente. Junto con lo
anterior, en las pendientes de las curvas en los suelos Codigua, Ostolazas y Pomaire con
biosdlido, se observan fluctuaciones de 22,13; 25,62 y 24,45 %, respectivamente. Estos

resultados explican un efecto al considerar el aporte de la matriz.

En las figuras 8 y 9, se muestran las curvas de calibracion de EE2 en matriz para cada

suelo del estudio, ya sea con y sin la adicion de biosolido
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Figura 8. Curvas de calibracion de EE2 en matriz de los diferentes suelos del estudio.
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Figura 9. Curvas de calibracion de EE2 en matriz de los diferentes suelos del estudio con
la adicion de biosélido.

Para la determinacién de la linealidad del método analitico se procedio a realizar una

curva de calibracion para EE2 con el efecto de matriz de cada suelo con y sin la presencia

de biosolido. Se obtuvo la ecuacion de la recta, el rango de concentracion lineal y sus

correspondientes correlaciones se muestran en la tabla 10:

Tabla 10. Datos de las ecuaciones de la recta para las curvas de calibracion del EE2

Coeficiente
. Rango Lineal de
Matriz Ec. de la Recta (rgg L) Correlacion
(R?)
EE2 + Suelo Codigua Y =10697X + 4587 4 0,25-8,0 0,996
EE2 + Suelo Ostolazas Y =11851X + 2613,5 0,25-8,0 0,998
EE2 + Suelo Pomaire Y =10546X + 3543,3 0,25-8,0 0,998
EE2 + Suelo Codigua + Biosolido | Y =11144X + 44527 0,25-8,0 0,996
EE2 + Suelo Ostolazas + Biosélido | Y =11072X + 2930,5 0,25-8,0 0,999
EE2 + Suelo Pomaire + Biosolido | Y =10993X + 3371,6 0,25-8,0 0,999
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Al observar los datos del coeficiente de correlacion para cada caso, es posible inferir
que en el rango estudiado el método es lineal, debido a que estos tienen un valor cercano a la
unidad.

Para la obtencién del coeficiente de variacion del analito a distintas concentraciones
se aplico la ecuacion 2. Para esto, se selecciond una concentracion de EE2 baja, media y alta,
que estuvieran dentro del rango lineal de la curva de calibracion y se analizaron segun la

metodologia por quintuplicado. Los resultados se presentan en la tabla 11.

Tabla 11. Repeticion en la medicién del EE2

Concentracion | Concentracion Obtenida en las mediciones (mg L™?)
Matriz de EE2 (mg L)
Registro | Registro | Registro | Registro | Registro
I Il Il v V
EE2 + Suelo 0,25 0,264 0,245 0,262 0,248 0,255
Codigua 4,0 3,964 4,015 3,970 4,014 3,992
8,0 8,030 7,960 7,968 8,022 7,995
EE2 + Suelo 0,25 0,267 0,243 0,247 0,263 0,255
Ostolazas 4,0 3,974 4,033 3,980 4,028 4,004
8,0 7,991 8,074 8,004 8,062 8,033
EE2 + Suelo 0,25 0,266 0,244 0,247 0,263 0,255
Pomaire 4,0 4,012 4,067 4,017 4,063 4,040
8,0 7,979 8,056 7,989 8,045 8,017
EE2 + Suelo 0,25 0,246 0,268 0,250 0,264 0,257
Codigua + 4,0 4,065 3,999 4,010 4,054 4,032
Biosdlido 8,0 7,940 8,025 7,956 8,010 7,983
EE2 + Suelo 0,25 0,244 0,270 0,247 0,266 0,257
Ostolazas + 4,0 4,006 4,090 4,024 4,072 4,048
Biosolido 8,0 7935 | 8039 | 7958 | 8016 | 7,987
EE2 + Suelo 0,25 0,267 0,243 0,247 0,263 0,255
Pomaire + 4,0 4,000 4,073 4,014 4,060 4,037
Biosolido 8,0 7951 | 8045 | 7,970 | 8026 | 7,998
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Tabla 12. Precision en la medicién del EE2

Matriz Concentracion de xy DS dq las Cgefjgiente de
EE2 (mg L?) concentraciones Variacion (CV %)
obtenidas

0,25 0,26 + 0,01 2,91

E%ogisl‘j:'o 4,0 3,99 + 0,02 0,54
8,0 8,00 + 0,03 0,35

EE2 + Suelo 0,25 0,26 £ 0,01 3,63
Ostolazas 4,0 4,00 + 0,02 0,60
8,0 8,03+ 0,03 0,40

0,25 0,26 + 0,01 3,36

EEPZO;;‘;SO 4,0 4,04 +0,02 0,57
8,0 8,02 + 0,03 0,38

EE2 + Suelo 0,25 0,26 + 0,01 3,25
Codigua + 4,0 4,03 + 0,03 0,62
Biosolido 8,0 7,98 + 0,03 0,40
EE2 + Suelo 0,25 0,26 + 0,01 3,91
Ostolazas + 4,0 4,05+ 0,03 0,75
Biosolido 8,0 7,99 + 0,04 0,47
EE2 + Suelo 0,25 0,26 + 0,01 3,61
Pomaire + 4,0 4,04 + 0,03 0,68
Biosolido 8,0 8,00 + 0,04 0,43

Para calcular la precision se obtuvo un promedio de mediciones realizadas en 5 dias
distintos. Posteriormente se calculd la desviacion estandar entre ellas y el CV%. De la tabla
12, se puede apreciar que los valores del coeficiente de variacion estan por debajo del 5%,
el cual es el limite permitido en la validacion. Por esta razén se puede sugerir que el método
para la determinacion de EE2 presentaria una precision aceptable. Cabe mencionar, que los
valores de los coeficientes de variacion mas altos, se registraron en las concentraciones mas

bajas, donde los errores son més significativos.

Para obtener los limites de deteccidn y de cuantificacion, se utiliz6 un estandar de
EE2 de concentracion fija de 0,25 mg L2, el cual fue inyectado 10 veces. Este criterio es
aceptable, ya que se encontraba en el limite de deteccion esperado y dentro del rango lineal
de concentracion. El célculo se realizé con las ecuaciones 3 y 4. Los resultados obtenidos se

muestran en la tabla 13.
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Tabla 13. Limites de Deteccion y Cuantificacion para la medicion de EE2

Matriz X de las concentraciones 1 1
de las repeticiones (mg L) DS | LD (mg L") | LC (mg L")
EE2 + Suelo 0,256 0,013 | 0,038 0,127
Codigua
EE2 + Suelo
Ostolazas 0,262 0,015 0,045 0,150
EE2 + Suelo 0,253 0014 | 0042 0,141
Pomaire
EE2 + Suelo
Codigua + 0,261 0,015 0,044 0,146
Biosélido
EE2 + Suelo
Ostolazas + 0,260 0,017 0,050 0,168
Biosélido
EE2 + Suelo
Pomaire + Biosolido 0,259 0,016 0,048 0,159

Como se observa en la Tabla 13, los valores de los limites de Deteccion (LD) para las
matrices evaluadas estan entre 0,038 y 0,050 mg L. Los limites de Cuantificacion (LC)
fluctuaban entre 0,127 y 0,168 mg L.

En las mediciones de los estandares en matriz, las lecturas de las concentraciones de
0,1 mg L eran poco fiables, ya que tendian a confundirse con el ruido instrumental y las
sefiales tenian poca calidad analitica. Por otro lado, las lecturas de las concentraciones de
0,25 mg L eran sefiales definidas y se podian diferenciar del ruido base. Esto tiene
coherencia con los resultados obtenidos en los LD y LC, debido a que los valores se

encuentran jUS'[O en este rango.
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Tabla 14. Porcentaje de recuperacion en la medicion del EE2

Matriz Concentracion de xy DS de_ las Porcen'ga}je de
EE2 (mg L?) concentraciones Recuperacion (R %)
obtenidas

0,25 0,26 + 0,01 102

Eizogigﬂg'o 4,0 3,99 + 0,02 100
8,0 8,00+ 0,03 100

EE2 + Suelo 0,25 0,26 £ 0,01 102
Ostolazas 4,0 4,00 £ 0,02 100
8,0 8,03+ 0,03 100

0,25 0,26 £ 0,01 102

EEPZO:; :i‘;ee'o 4,0 4,04 + 0,02 101
8,0 8,02 + 0,03 100

EE2 + Suelo 0,25 0,26 £ 0,01 103
Codigua + 4,0 4,03 +0,03 101
Biosolido 8,0 7,98 + 0,03 100
EE2 + Suelo 0,25 0,26 + 0,01 103
Ostolazas + 4,0 4,05+ 0,03 101
Biosolido 8,0 7,99 + 0,04 100
EE2 + Suelo 0,25 0,26 + 0,01 102
Pomaire + 4,0 4,04 +0,03 101
Biosolido 8,0 8,00 + 0,04 100

Al observar la tabla 14, los resultados de porcentajes de recuperacién obtenidos son

bastante aceptables, ya que estan en un rango cercano al 100%. Se ve, que independiente de

la concentracion empleada, el porcentaje de recuperacion es practicamente del 100%.

Teniendo en cuenta la metodologia aplicada al estudio y las concentraciones de EE2

con las cuales se trabajo, se llega a la conclusion que el método analitico es adecuado para

todos los suelos.
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5.5. Estudio de tiempos de equilibrio en la adsorcion de EE2 en diferentes suelos
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Figura 10. Tiempos de equilibrio en la adsorcion de EE2 a distintas concentraciones en el
suelo Codigua.
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Figura 11. Tiempos de equilibrio en la adsorcion de EE2 a distintas concentraciones en el
suelo Ostolazas.
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Figura 12. Tiempos de equilibrio en la adsorcion de EE2 a distintas concentraciones en el
suelo Pomaire.

Desde las Figuras 10 a la 12, se presentan los tiempos de equilibrio en la adsorcion
de EE2 en el suelo Codigua, Ostolazas y Pomaire, en una concentracion de 0,5; 2,0 y 5,0 mg
LL. En las gréaficas se puede observar, que todas las curvas el EE2 tiende a adsorberse en el
suelo rapidamente antes de la primera hora, llega a una concentracion limite y luego tiende a
un equilibrio. En todos los casos se aprecia que comienza a producirse una dinamica de
equilibrio entre las 15 y 20 hrs, pero se da un maximo de adsorcién a las 24 hrs. Esto
concuerda con otros estudios de adsorcion realizados para este compuesto

(Karnjanapiboonwong et al. 2010; Yu et al. 2013).

Si se comparan los tiempos de adsorcion en los tres suelos, se observa que en el suelo
Codigua es donde el analito se demora mas en llegar al equilibrio. Esto se puede relacionar
con el bajo contenido de materia organica que presenta, ya que el adsorbato tiende a
interaccionar con la fraccion organica del suelo y asi queda retenido. Junto con lo anterior,
se aprecia que la mayor adsorcion en las diferentes concentraciones de EE2 se da en el suelo

Ostolazas, el cual es el suelo que tiene un mayor contenido de materia organica.
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5.6. Estudio de adsorcion de EE2 en diferentes suelos con y sin la adicion de biosélido

150
125 H
r L
100 L
=) -
._,{ M
E 75 " -
50 ¥
W
25 .
. -
o L
a 1 2 3 4 5
Ce [mg/L]
—=— Curva de adsorcion suelo Codigua Curva de adsorcidn suelo Codigua + biosdlido "El Rutal”

Figura 13. Isotermas de adsorciéon de EE2 del suelo Codigua con y sin biosélido.

Si se toma en cuenta la referencia de las isotermas experimentales propuestas por
Giles et al. en 1960 (Rodriguez, 2009), se ve que para la adsorcion de EE2 en el suelo
Codigua con y sin biosélido, la isoterma tiene una forma lineal y se asocian a la isoterma de
clase C. Las isotermas de tipo C son indicativas de un mecanismo de particion mediante el
cual los iones 0 moléculas de adsorcidn, se distribuyen o se dividen entre la superficie y la
fase solucion sin ningun enlace especifico entre el adsorbente y el adsorbato (Sparks, 1995).
Para el caso del suelo con biosélido, el aporte de este Gltimo incrementa la adsorcién del EE2

en el suelo, al generar nuevos sitios activos de adsorcion.
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Figura 14. Isotermas de adsorcion de EE2 del suelo Ostolazas con y sin biosoélido.

La Figura 14 muestra que para la adsorcion de EE2 en el suelo Ostolazas con
biosélido, la isoterma tiene una forma lineal y corresponde a una de tipo C. En este caso, el
adsorbato se distribuye uniformemente en la superficie del suelo. En cambio, la del suelo sin
biosélido, se asocia a la isoterma de tipo S. Esta muestra que inicialmente existe una baja
afinidad entre el adsorbato y el suelo, lo cual va aumentando paulatinamente en la medida
que aumenta la concentracion ofrecida de EE2. La isoterma en forma de S, sugiere una
adsorcion cooperativa, que podria deberse a la asociacion entre las moléculas de EE2
adsorbidas agrupadas en filas o agrupaciones (Banat et al., 2000; Calace et al., 2002; Giles
etal., 1974; Hinz, 2001). Junto con esto se han elaborado estudios de modelacion que indican
que las moléculas de EE2 tienden a colocarse paralelas entre si, estabilizadas por las
interacciones hidrdofobas entre los grupos metinicos y las interacciones de apilamiento © — 7t
entre los anillos aromaticos de las dos moléculas, estabilizandose principalmente por

interacciones hidrofobas (Lima et al., 2011).
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Figura 15. Isotermas de adsorcion de EE2 del suelo Pomaire con y sin biosolido.

La Figura 15, muestra las isotermas de adsorcion de EE2 en el suelo Pomaire solo y
tratado con biosolido. En el caso de la adsorcion del suelo con biosélido, se observa que la
isoterma seria del tipo C, donde a medida que se adsorbe el soluto los sitios de adsorcion no
se alcanzan a saturar y existe un equilibrio entre la concentracion del compuesto y el suelo.
Por otro lado, en la adsorcion sin biosélido, esta isoterma se asocia con la de tipo L. En este
tipo de adsorcién se presenta un nimero fijo de sitios que son idénticos y los sitios solo
pueden contener una molécula. Por lo tanto, existe una alta afinidad entre las particulas del
suelo y el adsorbato, permitiendo Unicamente una cobertura de monocapa, lo que representa
la maxima adsorcion. La adsorcion es reversible y la energia de adsorcion es la misma para
todos los sitios e independiente de la cobertura de la superficie, es decir, la superficie es
homogénea y no hay interaccion entre las moléculas de adsorbato, por tanto, el adsorbato se
comporta de manera ideal (Sparks, 1995). Es probable que se produzcan uniones especificas
(quimisorcion) entre el adsorbato y el suelo, mediante puentes de hidrogeno o enlaces
covalentes, producto de la interaccion entre la funcion fenolica en C-3 y la funcion hidroxilo

en C-17 de las moleculas EE2, que pueden reaccionar con grupos funcionales carboxilicos
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de la materia organica del suelo (Lima et al., 2012; Cantarero, 2017). En general, se encontro
que, en este estudio la adicion de biosolido favoreceria la adsorcion de EE2 para los
diferentes suelos.

5.7.  Calculo de los parametros del modelo matematico lineal y la isoterma de
Freundlich para interpretacion de las isotermas de adsorcion de EE2

Tabla 15. Coeficientes de adsorcion del EE2 para los suelos y los mismos con la adicién
de biosolido

Ecuacion Freundlich Ecuacioén lineal
Matriz Kt 1/n r? Kq Log Koc r?
Suelo
) 24,71 0,963 0,978 24.39 3,734 0,994
Codigua
Suelo

Codiguacon | 3244 0,808 0,944 27,72 3,790 0,978
biosélido

Suelo

22,60 0,840 0,959 18,91 2,970 0,940
Ostolazas

Suelo

Ostolazas con 37,02 0,904 0,992 34,48 3,226 0,995
biosélido

Suelo

] 36,29 0,395 0,931 18,78 3,221 0,683
Pomaire

Suelo

Pomaire con | 4359 0,532 0,959 27,56 3,387 0,968
biosolido

La isoterma de Freundlich es un modelo que representa el proceso de adsorcion
mediante la formacidn de multicapas en superficies heterogeneas, considerando que los sitios
de adsorcion podrian estar ocupados primero por enlaces fuertes y que la fuerza del enlace

decrece al incrementar la ocupacion de sitios de adsorcion.

50



En la tabla 15, se resumen los coeficientes de correlacion obtenidos de las isotermas
de Freundlich, los cuales varian de 0,931 a 0,992. En ese sentido, en el caso del suelo Codigua
y Ostolazas con y sin biosolido, se obtuvo los mejores ajustes al modelo. En general, se
encontrd valores de 1/n menores a 1. En el caso del suelo Pomaire con y sin biosélido se
obtienen los valores més bajos. Obtener un valor de 1/n <1 implica que la intensidad y la
eficiencia de la adsorcion es baja en un sistema heterogéneo, como en este caso. Por otra
parte, se ha encontrado que la adsorcién de los compuestos no solo depende del pH y del
contenido de carbono organico de los suelos, sino que también del contenido de arcilla,
puesto que mientras mayor es la fraccion de arcillas en el suelo, mayor serd el nimero de
sitios de adsorcion (Chen et al., 2006). En este caso, es el suelo Pomaire el que presenta un
mayor porcentaje de arcilla que los otros dos suelos, lo cual estaria acorde con los resultados
de Ks obtenidos en este estudio, ya que es en el suelo Pomaire el que mostré la mayor
capacidad de adsorcion tanto en el suelo solo como en el tratado con biosélido. La adsorcién
de algunos compuestos organicos en suelos es generalmente dependiente del pH, debido a
que a un pH del suelo bajo y el pKa del compuesto, éstos se presentan en su forma neutra,
teniendo una fuerte tendencia a ser adsorbidos por la materia organica del suelo, en
comparacion a su forma disociada mas polar, pero debido a las estructuras de los PPCPs
(ibnicas o polares) no es facil predecir su comportamiento de adsorcion en los suelos (Xu et
al., 2009).

Los valores obtenidos en el estudio de adsorcidn fueron interpretados también a través
del calculo del coeficiente de distribucion. Se encontrd que este parametro vario dependiendo
del tipo de suelo y del contenido de materia organica. Si bien, el suelo Codigua es el que
posee menor contenido de materia organica, fue el suelo en que se obtuvo el mayor
coeficiente de distribucion (24,4) y cuando los suelos fueron tratados con biosélido, en todos
los suelos, el valor de Kq fue mas alto (en un rango de 27,6 a 34,5), por tanto, la materia
organica aportada por el biosélido es una superficie importante que incrementa la retencion
del EE2. Debido a la variabilidad generada por el efecto de la materia organica sobre la
isoterma de adsorcion en cada suelo se calcul6 el parametro Ko, que corrige el valor de la
constante de distribucion (Kg) con el contenido de carbono organico. Al respecto se encontro
que el valor del Koc aumentd para cada suelo al afiadir el biosélido, lo cual indica que la

adsorcion del EE2 se ve influenciada por el contenido de la materia organica presente (Julca
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0. A., 2006). El valor mas alto se encontrd en el suelo Codigua con biosolido (3,79), lo que
indicaria que la materia organica incrementaria la capacidad de adsorcion en este suelo,

comparado con el suelo Ostolazas y Pomaire.

Por otro lado, al observar los coeficientes de correlacion tanto para el modelo lineal
como en las isotermas de Freundlich, los valores mas altos en ambos casos se obtuvieron en
el suelo Ostolazas con biosdlido (0,992 y 0,995, respectivamente). Los valores mas bajos se
obtuvieron para el suelo Pomaire (0,931 y 0,683, respectivamente), lo que indica que el
proceso de adsorcion para este suelo no se ajusta al modelo lineal empleado. Este resultado

también indica que, entre los dos modelos, el modelo de Freundlich ajusté mejor los valores.

5.8.  Estudio de desorcién de EE2 en diferentes suelos con y sin la adicion de biosélido
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Enlas Figuras 16, 17 y 18, se presenta la adsorcion y desorcion de EE2 en las muestras
de suelo y suelo con biosoélido para un rango de concentraciones de EE2 ofrecida de 0,5a 8,0
mg L. Al observar los resultados para el suelo Codigua, se obtuvieron porcentajes de
desorcién entre 28,6 y 21,6 %, pero cuando este suelo fue tratado con biosolido; se obtuvieron
porcentajes de desorcion entre 28,0 a 15,1 %. En el caso del suelo Ostolazas, se obtuvieron
porcentajes de desorcién entre 27,1 a 20,7 % y en presencia de biosélido se obtuvieron
porcentajes de desorcion entre 27,2 a 13,0 %, en suelo Pomaire, se encontraron porcentajes
de desorcion entre 18,1 a 20,2 % y en presencia de biosolido, este suelo mostré porcentajes
de desorcion entre 22,0 a 15,7 %. Al analizar el estudio de desorcion, se observa que tanto
para los suelos Codigua, Ostolazas y Pomaire con y sin biosélido, las tasas de desorcion son
similares a la concentracién ofrecida de 0,5 mg/L. Sin embargo, en todos los suelos, al
producirse un aumento de la concentracion adsorbida, las tasas de desorcion disminuyeron
cuando los suelos fueron tratados biosélidos. Esto se deberia, a que al estar en presencia de
biosélido, el aporte de materia organica de éste, produciria uniones mas fuertes con el EE2.
Junto con esto, el suelo de mayor desorcion de EE2 fue el suelo Codigua sin y con biosélido.
Esto se puede explicar por el bajo contenido de materia organica (0,79) por tanto el
compuesto estaria débilmente unido en la superficie del suelo.

5.9. Estudio de degradacion de EE2 en los diferentes suelos con y sin la adicion de
biosolido

Las curvas de degradacidn de EE2 obtenidas en el estudio (Figuras 19 y 20), muestran
una réapida degradacién del compuesto, entre 0 y 120 hrs (0 a 5 dias). Luego de este periodo,
entre los 15 y 20 dias de iniciado el proceso, la degradacién del EE2 tiende a estabilizarse
paulatinamente. Al diferenciar entre los suelos con y sin biosolido, podria existir una

degradacion mas acentuada con la presencia del biosélido.
Las tasas de degradacion de EE2 mas altas, la presentan los suelos Ostolazas y
Pomaire, este ultimo con valores de 75,2 % y 80,3 % para el suelo y el enmendado con

biosélido respectivamente, mientras que Ostolazas presentd una degradacion de 67,1 % para
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el suelo y 70,2 % para el suelo tratado con biosoélido. El suelo Codigua fue el que presenté el
menor grado de degradacion de EE2 (61,1 %) y en presencia de biosolido 64,6 %. El
decaimiento de la concentracion del EE2, se pueden explicar por la degradacion de este
compuesto al estar en contacto con algunos agentes de la matriz del suelo. Se ha encontrado que
un factor importante podria ser la presencia del dioxido de manganeso (MnQz2), ya que es uno de
los agentes oxidantes mas fuertes que se puede encontrar en los suelos y oxida los esteroides a
través de la deshidrogenacion y la hidroxilacion (Hang B, 2015). Por otra parte, la degradacion
de EE2 aumenta en presencia de biosélido y con una mayor fraccion de arcillas en el suelo, lo
que se deberia a que el biosdlido aportaria una mayor cantidad de microrganismos y nutrientes,

provocando un incremento de la degradacion de este compuesto (Xuan Ry col, 2008).
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VI.

CONCLUSIONES

Para la metodologia de extraccion de EE2 empleada en las diferentes matrices de
suelo, se encontrd porcentajes de recuperacion cercanos del 100%, con valores de

coeficientes de variacion bajo el 5%.

Se encontraron limites de deteccion (LD) de EE2 para el método, en las distintas
matrices en rangos de 0,038 — 0, 050 y limites de cuantificacién (LC) de 0,127- 0,168

mg L respectivamente para los suelos con y sin biosolidos.

La linealidad del método, se establecié en un rango de 0,25 — 8 mg L™ para todos los
casos, en donde se obtuvieron coeficientes de correlacién de 0,996 a 0,999.

El tiempo de equilibrio para el proceso de adsorcion de EE2 fue de 24 horas.

En el estudio de adsorcion de EE2 en el suelo Codigua con y sin biosélido, present6
isotermas de adsorcion tipo C, en cambio el suelo Ostolazas tratado sin biosolido
presento una isoterma tipo S, similar al suelo Pomaire sin biosolido y cuando éste fue
tratado con biosolido fue interpretado mejor a través de una isoterma de adsorcion

tipo L.

Comparando el modelo de Freundlich y modelo el lineal para interpretar el estudio

de adsorcion de EE2, el primero ajusto mejor los datos obtenidos.

Se utiliz6 el modelo de Freundlich para interpretar el estudio de adsorcion de EE2
obteniéndose coeficientes de correlacién de 0,9 para la mayoria de los suelos, en el

caso del suelo Pomaire no se ajusto al modelo empleado.

En general la adsorcion de EE2 en los suelos incremento con la incorporacion de
biosélido, lo cual correlaciond con una menor desorcién de éste en los suelos tratados

con hiosoélidos

La desorciéon de EE2 fue menor en los suelos tratados con biosélidos.
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Se encontrd una rapida degradacion de EE2 en los primeros cinco dias, sobre todo en
aquellos suelos tratados con biosélidos. En general el orden de degradacién en los

suelos fue Pomaire >Ostolaza >Codigua.

Se estima que en la degradacion de EE2, la principal via es por biodegradacion por
parte de los microorganismos y en presencia de sustratos que se encuentran en la
materia orgénica del suelo. Las tasas de degradacion aumentaban con la adicion de

biosélido y en suelos con mayores porcentajes de arcilla.

Los resultados indican que la adsorcion de 17a-Etinilestradiol en el suelo aumento

con la aplicacion de biosoélido e influye positivamente en su degradacion.
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VIII. ANEXO

8.1.  Estudio de tiempos de equilibrio en la adsorcion de EE2 en diferentes suelos
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Figura 21. Curva de calibracion de EE2 para el suelo Codigua para un rango de
concentracion de 0,0 - 10,0 mg L.
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Figura 22. Curva de calibracion de EE2 para el suelo Ostolazas para un rango de
concentracion de 0,0 - 10,0 mg L.
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Figura 23. Curva de calibracion de EE2 para el suelo Pomaire para un rango de
concentracion de 0,0 - 10,0 mg L.

8.2.  Estudio de adsorcion y desorcion de EE2 en diferentes suelos

8.2.1. Estudio de adsorcion y desorcion de EE2 en el suelo Codigua
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Figura 24. Curva de calibracion de EE2 para el suelo Codigua para un rango de
concentracion de 0,0 - 8,0 mg L™



8.2.2. Estudio de adsorcion y desorcién de EE2 en el suelo Codigua con la adicion de
biosélido
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Figura 25. Curva de calibracion de EE2 para el suelo Codigua con la adicion de biosélido
para un rango de concentracion de 0,0 - 8,0 mg L.

8.2.3. Estudio de adsorcion y desorcion de EE2 en el suelo Ostolazas
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Figura 26. Curva de calibracion de EE2 para el suelo Ostolazas para un rango de
concentracion de 0,0 - 8,0 mg L™
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8.2.4. Estudio de adsorcion y desorcion de EE2 en el suelo Ostolazas con la adicion de
biosélido
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Figura 27. Curva de calibracion de EE2 para el suelo Ostolazas con la adicion de
biosélido para un rango de concentracion de 0,0 - 8,0 mg L™,

8.2.5. Estudio de adsorcion y desorcion de EE2 en el suelo Pomaire
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Figura 28. Curva de calibracion de EE2 para el suelo Pomaire para un rango de
concentracion de 0,0 - 8,0 mg L.
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8.2.6. Estudio de adsorcion y desorcién de EE2 en el suelo Pomaire con la adicion de

biosélido
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Figura 29. Curva de calibracion de EE2 para el suelo Pomaire con la adicion de biosélido

para un rango de concentracion de 0,0 - 8,0 mg L.

8.3.  Estudio de degradacion de EE2 en diferentes suelos

8.3.1. Estudio de degradacion de EE2 en el suelo Codigua con y sin biosélido
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Figura 30. Curva de calibracion de EE2 para el suelo Codigua para un rango de

concentracion de 0,0 - 14,0 mg L.
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8.3.2. Estudio de degradacion de EE2 en el suelo Ostolazas con y sin biosolido
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Figura 31. Curva de calibracion de EE2 para el suelo Ostolazas para un rango de
concentracion de 0,0 - 14,0 mg L.

8.3.3. Estudio de degradacion de EE2 en el suelo Pomaire con y sin biosélido
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Figura 32. Curva de calibracion de EE2 para el suelo Pomaire para un rango de
concentracion de 0,0 - 14,0 mg L.



