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RESUMEN

La recuperacion de un suelo para uso agrondmico se ha acentuado en las tltimas
décadas debido a la alta demanda alimenticia que busca solventar la produccion agricola.
Dependiendo del uso y de las condiciones climaticas, un suelo puede ver amenazada su
resiliencia y su capacidad depurativa, lo que a largo plazo puede derivar en la alteracion
de sus componentes fisicoquimicos y bioldgicos dejandolo en calidad de suelo degradado.
Para revertir esta condicion, se han implementado tecnologias que incluyen fertilizantes y
abonos que le entregan los nutrientes y minerales al suelo que son necesarios para las

plantas.

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

de lodos estabilizados para la recuperacion de suelos agricolas.

Tanto los efluentes como los biosdlidos de las plantas de tratamiento de aguas
servidas, transportan una serie de contaminantes que provienen de actividades antrépicas.
A estos contaminantes se les conoce como contaminantes emergentes, y hasta ahora no
han sido considerados en las normativas. Mientras tanto, su estudio busca evaluar el nivel

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

Los contaminantes emergentes pueden circular en distintos ecosistemas,
incorporandose a cadenas tréficas en medios terrestres y acuaticos. En algunos seres vivos
ha quedado de manifiesto el efecto que generan algunos contaminantes en su sistema
endocrino, es por ello que se les conoce con el nombre de Compuestos Disruptores

Endocrinos (CDE).

Las hormonas estrogénicas revisten un potencial peligro de disrupcién endocrina,
debido a su algida actividad biolégica. En este trabajo se priorizé el estudio de las
hormonas estrogénicas: estrona (E1), 17p-estradiol (E2) y de 17a-etinilestradiol (EE2),
cuyo objetivo principal fue evaluar la presencia y biodisponibilidad de cada una de ellas
en suelos cultivados con plantas de trigo, y comparar los resultados con un método

biosimulador con ciclodextrina.
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Mediante extraccion asistida por ultrasonido (US), etapa de limpieza con
extraccién en fase solida (SPE) y determinacion por cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas (GC/MS), se encontrd 150,10 + 6,40 ugkg' de EE2 en el

biosolido de una planta de tratamiento.

Para evaluar el eventual riesgo que conlleva el uso de enmiendas organicas para la
restauracion de suelos, se montd un bioensayo con plantas de trigo simulando condiciones
naturales de riego y climatizacion. Los suelos fueron tratados con biosélido en razén de
90 Mgha!, y ademas se incluyeron suelos tratados con biosélido enriquecido con 10

mgkg™! de las hormonas E1, E2 y EE2.

Tras analizar las plantas, fue posible conocer la biodisponibilidad de cada hormona
en el suelo. Se pudo constatar una alta tasa de degradacién de El, ya que no se encontrd
ni en las raices ni en la parte area. Las otras dos hormonas, mostraron un comportamiento
distinto para cada suelo. Se encontraron factores de bioconcentracién (FBC) de 0,01 para
E2 y de 0,54 para EE2 en el suelo Lo Prado, tratado con biosélido enriquecido, mientras
que el suelo Chicauma, tratado con biosdlido enriquecido, presenté FBC de 0,15 y 0,7
para E2 y EE2, respectivamente. En el suelo tratado con biosdlido natural solo se encontro

EE2 en las raices de las plantas cultivadas en ambos suelos.

Para validar el método biosimulador con ciclodextrina, fue necesario correlacionar
los valores obtenidos en la extraccion de hormonas con hidroxipropil-B-ciclodextrina
(HPDC) con los de la fraccion biodisponible en plantas de trigo mediante un test de
correlacion lineal simple. Los resultados fueron comparables, ya que se encontraron
parametros estadisticos admisibles, p-value < 0,05 y r = 0,99. Por lo tanto, se valido la
metodologia con respecto a los bioensayos de plantas de trigo. Ademas, se encontré que
la presencia de hormonas no influye mayormente sobre la actividad microbiana en los

suelos. Esto se demostré mediante de la determinacion de COz, N-NOs™ y N-NH;".
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SUMARY

The soil restoration for agricultural use has increased in recent decades due to high
food demand, which agricultural production seeks to solve. Depending on use and climatic
conditions, a soil’s resilience and purification capacity can be threatened, which could
lead to a long-term alteration of its physico-chemical and biological components leaving
it in the condition of degraded soil. Technologies have been implemented in order to
reverse this condition, including fertilizers and manure that deliver nutrients and minerals

necessary for plants to the soil.

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

stabilized sludge for soil restoration for agricultural use.

Both effluents and biosolids from wastewater treatment plants carry a number of
pollutants from human activities. These pollutants are known as emerging contaminants,
which haven’t been considered in the regulations. Meanwhile, their study aims to assess

the level of risk and danger posed to humans and the environment.

Emerging contaminants can circulate in different ecosystems, incorporating
themselves to food chains in terrestrial and aquatic environments. In some living
organisms, it has been revealed the effect generated by some pollutants in their endocrine

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

Estrogenic hormones are of potential danger of endocrine disruption, because of
its outstanding biological activity. The study of estrogenic hormones are prioritized in this
research: estrone (El), 17B-estradiol (E2) and 17a-ethinylestradiol (EE2), whose main
objective was to evaluate the presence and bioavailability of each one in soils cultivated

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

Through ultrasound assisted extraction (US), solid phase extraction (SPE) and gas
chromatography coupled to mass spectrometry determination (GC/MS), 150.10 + 6.40
ugkg™! of EE2 were found in biosolid from a treatment plant.

Xiv



To assess the potential risk associated with the use of organic amendments for soil
restoration, a bioassay with wheat plants was mounted simulating natural conditions of
irrigation and air conditioning. Soils were treated with 90 Mg of biosolid per hectare. Soils
treated with biosolids, spiked with 10 mgkg! of the E1, E2 and EE2 hormones, were also

included.

After analyzing the plants, it was possible to know the biocavailability of each
hormone in the soil. It was found a high degradation rate of E1, due to its absence in both
roots and upper part. The others two hormones showed a different behavior in each soil.
Bioconcentration factor (BCF) of 0.01 for E2 and 0.54 for EE2 were found on the soil Lo
Prado, treated with spiked biosolid, while the soil Chicauma, treated with spiked biosolid,
presented BCF 0.15 and 0.7 respectively. In soil treated with natural biosolid, EE2 was

only found in roots.

In order to validate the cyclodextrin biosimulator method, it was necessary to
correlate the values obtained in the extraction of hormones with B-hydroxypropyl-
cyclodextrin (HPCD) with the bioavailable fraction in wheat plants, using a simple linear
correlation test. The results were comparable with admissible statistical parameters, p-
value < 0.05 and r = 0.99. Therefore, the methodology was validated with respect to wheat
plants bioassays. In addition, it was found that the presence of hormones don’t influence
the microbial activity in the soil. This was demonstrated by the determination of CO2, N-
NOs™ and N-NH4".
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INTRODUCCION

1.1 Antecedentes Generales.

1.1.1 Tratamiento de aguas servidas.

El manejo sustentable de los recursos naturales implica descontaminar, reutilizar
y recuperar desechos de distintos procesos que pudiesen ser utiles en algin area de
produccion. No obstante, la calidad de estos desechos debe ser estudiada previamente al
uso que se le quiera dar. Asi por ejemplo las aguas residuales al ser tratadas, pueden ser
utilizadas como agua de riego (Criterios de calidad de aguas o efluentes tratados para uso

en riego, SAG, 2005).

En la Regién Metropolitana existe un total de 30 plantas de tratamiento de aguas
servidas (PTAS), entre ellas figuran: El Trebal, La Farfana, San Jos¢ de Maipo, Talagante,
Valdivia de Paine (pertenecientes a la empresa Aguas Andinas S.A.), Los Trapenses
(Aguas Manquehue S.A.), Lomas de Lo Aguirre (EMAPAL S.A)), Las Higueras
(SEMBCORP Aguas Lampa S.A.), entre otras (http://www.siss.cl/577/w3-article-
5059.html). Con todas las plantas operativas, es posible tener una cobertura de cerca del
100% del tratamiento de las aguas servidas provenientes de la cuenca Santiaguina. En el
Gltimo tiempo, el proyecto Mapocho Urbano Limpio y el Plan de Saneamiento de las
Aguas Servidas de la Regién Metropolitana ha buscado reducir el impacto que genera el
vertimiento de efluentes en cuerpos de agua como rios o lagos, lo que no ha estado exento

de externalidades como la generaciéon de 290 mil toneladas de lodo por cada afio (Aguas

Andinas, 2013).

1.1.2 Tratamiento de lodos y obtencion de biosélidos.

La operacién de plantas de tratamiento de aguas servidas, parte con la entrada de
agua cruda a una etapa de pretratamiento que consiste en la separacion de los sélidos
mediante el cribado por tamices de distinto tamafio. Posteriormente, los solidos mas
pequefios se separan por sedimentacién en el tratamiento primario, que conlleva a la

formacién de lodos primarios que pasan directo al tratamiento de lodos. El agua



recuperada del tratamiento primario ingresa a un tratamiento secundario o tratamiento
bioldgico en el cual se vuelven a separar los sélidos que constituyen los lodos secundarios,
los que son llevados junto con los primarios a la linea de tratamiento de lodos para ser
tamizados y espesados gravitacionalmente. L.a mezcla es bombeada hacia reactores
anaerobicos para su estabilizacion bioldgica, procesos destinados a mitigar el potencial de
atraccion de vectores sanitarios y agentes patdgenos. Luego, los lodos digeridos son

deshidratados mediante centrifugacion, cuyo resultado son los biosdlidos.

Una vez que los sdlidos volatiles se reducen en un 38% como minimo, se habla de

lodos estabilizados (D.S N°004/2009).

1.1.3 Legislacion en gestion de los biosélidos.

Surge aqui una problemética medioambiental con un evidente riesgo de
contaminacion dada la creciente acumulacion de biosoélido en las plantas de tratamiento.
Sumado a ello, las empresas deben gestionar sus residuos en base a lo que establece el
Articulo 12° del D.S N°004: “So6lo se permitird el almacenamiento en la planta de
tratamiento de aguas servidas de lodos estabilizados en cantidades inferiores a 40

toneladas y por un plazo maximo de siete dias”.

Una solucion viable para este problema ha sido la aplicacion de biosolido a suelos
degradados. Se entiende por suelo degradado a aquel que, por exceso de acidez y de sales,
niveles de erosion, deterioro de la cubierta vegetal o que, por presentar otras limitaciones
fisicas, quimicas o estructurales, no puede ser utilizado de modo sustentable en la
produccion agricola. Para decretar esta condicidén y revertirla, es preciso conocer el
contenido de metales como As, Cd, Zn, Cu, Hg, Ni, Pb y Se, pH, conductividad eléctrica,
materia organica, entre otros parametros, tanto del biosélido como del suelo receptor (D.S

N°004/2009).



Tabla 1. Concentraciones méaximas de metales pesados en suelo receptor y biosélido.

Concentracion

base materia seca) maxima en mgkg!

Metales
Macrozona norte Macrozona sur biosélido para
pH>6,5 pH< 6,5 pH>5 - suelos degradados
Arsénico 20 12,5 20 40
Cadmio 2 1,25 2 40
Cobre 150 100 75 1200
Mercurio 1,5 1 1 20
Niquel 112 50 30 420
Plomo 73 50 50 400
Selenio 4 3 4 100

Zinc 175 | 120 175 2800

Para aquellos suelos que cumplen con los requisitos de la Tabla 1, la tasa maxima
de aplicacién de biosélido permitida es de 90 Tonha! por afio (base materia seca). En
aquellos suelos que excedan los limites establecidos para metales pesados, y que no hayan

sido receptores de lodo previamente, se les permitird una tasa maxima de aplicacion de 30
Tonha™ por afio (D.S N°004/2009).

La aplicacién de biosélido a suelos degradados surge en respuesta a la necesidad
de recuperacion de suelos para uso agricola, que busca solventar la demanda de alimentos
de una poblacion que crece considerablemente cada afio. Teniendo en cuenta el aporte de
nutrientes, nitrégeno y fosforo a un suelo desprovisto de materia organica, es una medida
que podria traer ventajas econémicas y fomentar el desarrollo de la produccion agricola.
En este contexto, cobra relevancia estudiar el contenido de contaminantes en los lodos y
comprender como interactiian con el suelo, si existe o no transferencia de ellos a los seres

vivos y que tan peligrosos son para la salud humana.



1.1.4 Contaminantes Emergentes y su efecto en la salud.

Hoy en dia, el uso masivo e indiscriminado de productos quimicos en alimentos,
medicamentos, productos de aseo, y otros, han dejado su huella en el medio ambiente.
Particularmente en biosélidos, estiércol y en aguas residuales, se han encontrado una serie
de contaminantes cuyo efecto no se ha esclarecido del todo y por ende no existe normativa
al respecto. Ellos se agrupan en la categoria de contaminantes emergentes (Proser &
Sibley, 2014).

Los contaminantes emergentes son compuestos de distinto origen y naturaleza
quimica cuya presencia en el medio ambiente, o sus posibles consecuencias, han pasado
en gran parte inadvertidas. Esto se debe a que su efecto en el medio ambiente ha tardado
en quedar en evidencia, lo que sugiere que una acumulacién de estos contaminantes, a lo

largo del tiempo, puede ser un riesgo para el ecosistema (Gil y col., 2012).

Dentro de esta categoria de contaminantes, estdn contemplados compuestos
organicos cuyo origen es principalmente antropogénico, ya que provienen de productos
farmacéuticos y de cuidado personal (PPCPs), donde se incluyen antibidticos,
antiinflamatorios, agentes antimicrobianos, hormonas sintéticas y biogénicas,
medicamentos veterinarios, entre otros. Compuestos como hidrocarburos aromaticos
policiclicos (PAHSs), bifenilospoliclorados (PCBs), dioxinas y furanos (PCDD/F),
compuestos organicos volatiles (VOCs) compuestos halogenados alifaticos, fenoles,
hormonas sexuales esteroideas, son considerados contaminantes emergentes y su
peligrosidad, hoy en dia, es objeto de estudio en multiples ramas de la ciencia

(Karnjanapiboonwong y col., 2011).

Aunque las concentraciones ambientales de contaminantes emergentes son, por lo
general, a nivel de trazas (nglL’' a mgL™"), esto puede ser suficiente para inducir
alteraciones en algunos seres vivos (Azzouz & Ballesteros, 2012). El efecto y la
persistencia de estos contaminantes, dependen de multiples factores, como su naturaleza
quimica, concentracién y de la matriz en que se encuentran (suelo, agua, atmdsfera o

matriz biologica) (Epstein, 2003).



Si bien hasta el momento, no se han informado efectos agudos a la salud humana
por alguno de estos contaminantes incorporados a través de relaciones troficas, gran parte
de ellos han llegado a entorpecer el normal funcionamiento del sistema endocrino en
algunos organismos a lo largo de su vida. Es por esta razén, que se les ha dado la

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

La comunidad cientifica ha impulsado diversas investigaciones al respecto,
atribuyéndole importancia de cardcter publico por los efectos colaterales que ya son
perceptibles en el medio ambiente. Una definicién precisa de disruptor endocrino fue

propuesta por la Comunidad Europea:

“Un disruptor endocrino es una sustancia exdgena que causa efectos adversos en
la salud de un organismo intacto, o su progenie, por consiguiente, cambios en las

funciones endocrinas” (Flores, 2010).

1.1.4.1 Hormonas esteroidales estrogénicas.

Las hormonas esteroideas son un grupo de compuestos bioldgicamente activo, que
se sintetizan a partir del colesterol. Los esteroides naturales son secretados por la corteza
suprarrenal, testiculos, ovario y la placenta en humanos y animales, e incluyen
progestagenos, glucocorticoides, mineralocorticoides, andrégenos y los estrégenos (17p-
estradiol, estrona y estriol). También estdn las hormonas esteroideas sintéticas tales como
170-etinilestradiol (EE2) y mestranol (MeEE2), utilizados como anticonceptivos (Guang-
Guo y col., 2002)

En los seres humanos y en los animales mamiferos, los estrogenos se someten a
diversas transformaciones principalmente en el higado. Ellos se oxidan con frecuencia,
por ejemplo, el 17p-estradiol (E2) se oxida rapidamente a estrona (E1), que se puede
convertir adicionalmente en estriol (E3), que es el principal producto de excrecion (figura
1). Muchos otros metabolitos polares como el 16-hidroxi-estrona, 16-cetoestrona o 16-

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

Los estrégenos que se encuentran en mayor concentracién en los residuos de
plantas de tratamiento son: la  estrona (El;  3-hydroxy-13-methyl-
6,7,8,9,11,12,13,14,15,16- decahydrocyclopenta[a]phenanthren- 17-ona), el 17B-estradiol
(E2; (17p)-estra-1, 3, (10)-trieno-3,17-diol) y el 17a-etinilestradiol (EE2; 17-etinil-13-
metil-7, 8, 9, 11, 12, 14, 15, 16-octahidro-6H-ciclopenta[a]fenantreno-3,17-diol). Todos

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

EE2 E2 E1l

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

Como se puede observar en la figura 2, las hormonas esteroideas tienen un anillo
de ciclopentano-o-perhidrofenantreno en comun. El se diferencia de E2 por un grupo
cetona en lugar de un hidroxilo y EE2 se diferencia de E2 por presentar un grupo etinil en

el mismo carbono que sostiene un grupo hidroxilo.



Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de las hormonas estrogénicas.

Masa " Solubilidad
Log Presion de vapor
Hormona molar en agua a pKa
Kow (mm de Hg)
(gmol™) 20°C (mgL™1)
Estrona (E1) 270,40 3,43 13,00 10,20 2,30%10°1°
17p-estradiol
272,40 3,94 13,00 10,27 2,30%10°1°
(E2)
17 a-etinil
296,40 4,15 4,80 10,24 4,50%107"!

estradiol (EE2)

En base a la informacién que se presenta en la Tabla 2, es posible sostener que las
hormonas presentan una baja solubilidad en agua, siendo EE2 menos soluble que El y
que E2, esto puede explicarse por el grupo etinil, que dificulta la formacion de puentes de
hidrégeno con el grupo OH reduciendo significativamente su solubilidad. Por su parte el
Kow reafirma lo dicho anteriormente, puesto que EE2 es el que presenta el valor mas alto

de coeficiente de particién octanol-agua, aludiendo a su carécter lipofilico.

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

que se ve reflejado en un valor de pKarelativamente bajo.

Por otra parte, la presion de vapor tan baja para estas moléculas, hace alusion a su
baja volatilidad. Esto explica que las hormonas, en el medio ambiente, no constituyan un

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

1.1.5 Impacto ambiental de estrégenos presentes en cuerpos de agua.

Diversos estudios han dejado en evidencia que las hormonas estrogénicas circulan
desde los efluentes de las plantas de tratamientos a cuerpos de agua donde habitan distintas

especies susceptibles a suffir algin tipo de dafio.

Se ha demostrado que la exposicién de machos de truchas a estrogenos,

provenientes de efluentes de plantas de tratamiento, condujo a la produccién de



vitelogenina, una proteina de la yema de huevo caracteristica de hembras, lo que derivo
en la feminizacion de los machos e inhibicion de su capacidad reproductiva. Hansen y col.
(1998), corroboraron esta hipodtesis mediante la induccion de vitelogenina por inyeccion
de 17B-estradiol (10 pgL™) o simulando la exposicion in situ por descarga de efluentes
durante un afio. La vitelogenina, en este caso, corresponde al biomarcador de dafios
endocrinos, que eventualmente explicaria la sobrepoblacion de hembras de truchas en las
vias navegables de Berlin. Por su parte, Purdom y col. (1994), examinaron la misma
proteina en truchas arcoiris, atribuyendo la alta presencia de truchas hermafroditas a una
sobrexposicion de 17o-etinilestradiol, donde los efectos se manifestaron a

concentraciones de 1 ngL™! (Hansen y col., 1998; Purdom y col., 1994).

El potencial disruptor endocrino de EE2 se ha reportado en diversos estudios con
invertebrados acuaticos. El test de toxicidad cronica (25 dias de exposicion) llevado a
cabo en Daphnia magna por Goto y Hiromi (2003), determiné que una concentracion
superior a 100 ngL"! de EE2 redujo en un 75% el nimero de crias. Gross y col. (2001),
observaron anormalidades en el desarrollo sexual del anfipodo Gammaruspulex
capturado en dreas proximas a plantas de tratamiento de aguas residuales en Inglaterra,
atribuidos principalmente al hallazgo de hormonas estrogénicas y otros xenobidticos que
obstruyen receptores responsables de la muda en los machos. Otros ensayos de
ecotoxicidad desarrollados por Segner y col. (2003), evidenciaron disturbios y retrasos en
la eclosién de los huevos de caracoles de agua dulce, Limnea stagnalis, a concentraciones
de 0,5-10 pgL! de EE2. El mismo autor investigé el efecto de esta hormona y de
xenoestrogenos como bifenol A (BPA) y octilfenol (OP) en peces cebra, obteniendo como

resultados anomalias en el desarrollo de las génadas y en los niveles de vitelogenina.

Por otro lado, en algunos estudios se ha encontrado que la alfalfa regada con aguas
residuales, que contenian hormonas esteroideas, presentd una elevada concentracién de

fitoestrogenos (Guang-Guo y col., 2002).

Las consecuencias en la vida silvestre y para la salud humana se proyectan a largo
plazo, ocasionando principalmente problemas repreductivos en las distintas especies

(Guang-Guo y col., 2002).



1.1.6 Estrdogenos en suelos agricolas.

Las hormonas estrogénicas, al ser compuestos lipofilicos, tienden a abandonar las
aguas de los efluentes y adherirse al biosdlido, a suelos o sedimentos mediante
interacciones con la materia orgéanica, permaneciendo ocluidas hasta sufrir algin tipo de
degradacion microbiana o fotolitica, mineralizacion, absorcion por las plantas, lixiviacién
a la napa fredtica o transportarse por escorrentia (Lucas, 2006). De todos estos posibles
escenarios cobra relevancia la sorcion de estos compuestos en la fase sdlida del suelo, ya
que podria generar un efecto amortiguador de dafios en medios acudticos, o un eventual

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

Azzouz y Ballesteros (2011), encontraron una serie de contaminantes asociados a
PPCPs y hormonas en suelos de uso agricola en Andalucia, Espafia. El andlisis de las
muestras entregé los siguientes resultados: 51 + 3 ngkg™ de E1, 90 = 6 ngkg™' de E2 y 350
+20ngkg! de EE2. Este hallazgo resulta decidor si se relacionan las propiedades quimicas
de los compuestos con las concentraciones reportadas, ya que en sedimentos de rios y
biosélido, el patrén fue el mismo, siendo EE2 la que se encontraba en mayor
concentracién. Esto puede deberse a que es una molécula sintética, lo que explica que sea
menos susceptible a transformaciones quimicas, sumado a su baja solubilidad en agua, lo

que promueve su permanencia en matrices con abundante materia organica.

Actualmente, en Chile, los anticonceptivos orales (ACO), constituyen un método
de control de natalidad altamente eficaz. Su uso se ha masificado de tal manera que en el
afio 2014 se posicionaron como la clase terapéutica con mayor porcentaje de ventas con
un 6,2%. En el afio siguiente, la tendencia fue similar con un porcentaje de ventas de un
6,4% (Fl mercado de medicamentos en Chile, Division de Estudios, Ministerio de Salud,
2013). Esto entregarfa una visién general acerca de la dindmica de las hormonas sintéticas

y su deposicién final en los biosélidos de las plantas de tratamiento.



1.1.6.1 Degradacion de estrogenos en suelos.

Las reacciones quimicas que sufren las hormonas en el biosélido y en el suelo, han
sido el principal objetivo de diversos estudios. En experimentos con lodos activados,
practicamente la totalidad de E2 fue oxidado a E1 en condiciones anacrébicas, mientras
que en condiciones aerdbicas entre el 70 y 80% de E2 fue mineralizado a CO2 dentro de
24 horas, en tanto la mineralizacién de EE2 fue 25 a 75 veces menor. En el mismo estudio,
se encontrd que la vida media del 17B-estradiol en sedimentos de agua dulce puede variar
de 5 a 10 dias, mientras que en el suelo se reduce a 1 dia, siendo El el principal producto
de degradacion. En muestras de agua de rios de Inglaterra ha quedado demostrada la
actividad de microorganismos en la transformacién de E2 en E1, éste ultimo con una vida
media de entre 0,2 a 9 dias incubado a 20°C. En experimentos aerdbicos y anaerdbicos,
EE2 experimenté una mayor resistencia a la actividad microbiana que las otras dos
hormonas, y su vida media en el suelo fue de 7,7 dias, expuesto a 4 °C, mientras que a 30

°C fue de 3 dias (Guang-Guo y col., 2002).

1.2 Antecedentes Especificos.

1.2.1 Técnicas cromatogrificas para detectar estrégenos en matrices ambientales.

El estudio de la presencia de estos compuestos en efluentes, biosdlidos y suelos,
requiere de técnicas analiticas que permitan su determinacién en concentraciones muy
bajas. La determinacion de contaminantes en el medio ambiente, usualmente, es llevada a
cabo mediante cromatografia gascosa acoplada a espectrometria de masas (GC/MS),
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), o cromatografia liquida de ultra-alta
resolucién (UHPLC). Cualquiera de estos sistemas ofrece la separaciéon de los

componentes de una mezcla, a través de una columna cromatografica.
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1.2.1.1 Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (GC/MS).

La cromatografia gaseosa utiliza columnas capilares y una fase movil gaseosa que
debe ser un gas inerte He, Ar, N2, Hz, de tal manera que transporte los analitos a lo largo
de la columna sin interactuar quimicamente con ellos. El detector de masas més simple,
para cromatografia de gases, es el de trampa de iones (ITD). En este instrumento los iones
se generan por impacto de electrones (EI) o por ionizacién quimica a partir de la muestra
eluida y luego se mantienen en un campo de radiofrecuencia. Los iones atrapados son
llevados a una zona de almacenamiento, donde su liberacién estd sujeta a un barrido en
funcién de la relacién masa/carga (m/z) (Skoog y col., 2001). El detector cuadrupolo o
filtro de masas opera con un principio similar, donde los iones de diferentes masas (m/z)
se separan con la ayuda de un campo eléctrico aplicado, en un espacio confinado por
cuatro barras metalicas paralelas, a las cuales se les aplican las corrientes directas (DC) y

alterna (radiofrecuencia, RF) (Stashenko y Martinez, 2010).

La determinacién analitica de hormonas mediante GC/MS, integra la
derivatizacién de los compuestos de baja volatilidad. La derivatizacién consiste en
transformar la estructura molecular del analito en otra que sea volatil y termoestable, lo
que favorece la sensibilidad, separacién cromatogréfica y simetria de la sefial. Para este
propdsito, se utilizan agentes sililantes, como N-metil-N-trimetilsilil-trifluoroacetamida
(MSTFA), bis-trimetilsilil-trifluoroacetamida (BSTFA) o N-tert-butil-dimetilsilil-N
metiltrifluoroacetamida (MTBSTFA) (Zhang & Zuo, 2005).

1.2.1.2 Extraccién de compuestos organicos desde la matriz.

El estudio de contaminantes emergentes, ha sido un desafio para la comunidad
cientifica, puesto que se debe ahondar en las interacciones fisicoquimicas de la molécula
con matrices naturales y como disolver esa interaccién para obtener un buen rendimiento
de extraccidn, sin perjudicar la integridad de la molécula. Para ello, existen diversos
métodos: extraccidn sélido-liquido (SLE), extraccién acelerada de disolventes (ASE),
extraccion asistida por ultrasonido (US), extraccién con liquido presurizado (PLE), disco
rotatorio (RDSE), extraccién asistida por microondas (MAE), entre otras (Wu y col.,

2015). Cada uno de ellos, debe su aplicacion al tipo de analito y de matriz.
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1.2.1.3 Eliminacion de Interferentes (“clean up”).

Posterior a la extraccion, resulta necesario afiadir un paso de eliminacion de
interferentes, como por ejemplo la extraccion en fase sélida (SPE) o ““clean up”, cuya fase
adsorbente retiene los analitos gracias a un acondicionamiento previo que activa la
superficie de contacto, permitiendo asi, una elusion mas especifica de los compuestos, lo

que favorece su lectura en equipos de alta sensibilidad como GC/MS.

Para compuestos de polaridad intermedia o que presenten en su estructura grupos
polares y apolares, es conveniente utilizar Catridge Oasis HLB, como método de “clean
up”. Este consiste en una fase sorbente compuesta por un copolimero que contiene un
grupo N-vinylpyrrolidona, que posee un caracter hidrofilico, que retiene la parte polar del
analito, y un grupo divinilbenceno, el que tiende a retener la parte hidrofébica o apolar del
compuesto. Esta interaccion es facil de disociar con el solvente adecuado, siendo una
buena alternativa de limpieza para extractos. En la literatura se han informado buenos
porcentajes de recuperacion para contaminantes emergentes, lo que contribuye a su

cuantificacién en pequefias concentraciones (Ngoc & col, 2013; Shaogan, 2007).

DIVIMYLBENZENE

HYDROPHILIC-UPOPHILIC BALANCE

Specific Surface Area: 810 m2/g, Average Pore Diameter: 80 A
Total Pore Volume: 1.3 em3/g, Average Particle Diameter: 30 um or 60 pum

Figura 3: Estructura quimica de la fase sorbente Oasis HLB.
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1.2.2 Biodisponibilidad de contaminantes en suelos agricolas enmendados con
biosélidos.

La finalidad que tiene este tipo de estudios es evaluar la probabilidad de riesgo de
contaminacion por la aplicacién de biosdlido en suelos de uso agricola. Al examinar la
presencia y destino de los contaminantes, es posible determinar si constituye o no un
peligro para actividades agricolas. En este ambito, es preciso diagnosticar la calidad de
los alimentos que crecen en suelos restaurados y constatar en qué concentraciéon un
determinado compuesto, o sus productos de degradacién, son un riesgo para la salud
humana. Cuando un determinado contaminante es encontrado en el tejido de un

organismo, se dice que esta biodisponible y es probable que pueda ocasionar dafios.

La biodisponibilidad de un compuesto o elemento, corresponde a la fraccién de
ellos que es absorbida y asimilada por un receptor biolégico. Para determinar con
exactitud la biodisponibilidad de un contaminante, es usual desarrollar bioensayos
especificos para cada especie y en distintas dosis de exposicion. De este modo, es posible
observar un rango de tolerancia y asi evitar la bioacumulacién de sustancias peligrosas en

los seres vivos.

Como ya se menciond, las hormonas en contacto con el suelo, pueden sufrir
diversas transformaciones abidticas y bidticas, las que van a repercutir directamente en su
capacidad para incorporarse a un sistema vivo. Si al momento de realizar siembras en un
suelo previamente enmendado con biosélido, presenta concentraciones traza de hormonas,
es importante conocer qué fraccion de ellas seria absorbida por las raices de las plantas.
Cabe mencionar, que para que exista absorcion, las hormonas deben formar parte de una
solucion en el suelo que fluye a través de las raices. En este proceso la solubilidad de los
compuestos es fundamental, ya que la absorcion de ellos por parte de las plantas, compite
con la adsorcidn de los mismos en la superficie activa de la arcilla y en la materia organica
del suelo. La mejor forma de probar esta dindmica es con bioensayos de plantas cultivadas
en suelos restaurados con biosolido, que simulen condiciones naturales de riego y

climatizacion.
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1.2.2.1 Uso de ciclodextrinas como Biosimuladores para estudios de
biodisponibilidad.

Para prescindir de los bioensayos, que muchas veces resultan costosos y tardan
mucho tiempo, es que se busca validar un método biosimulador que correlacione los
valores de concentraciéon encontrados en una planta con el que entrega la nueva

metodologia. Un compuesto adecuado para estos analisis es la ciclodextrina.

Las ciclodextrinas comprenden una familia de oligosacaridos ciclicos obtenidos
del almidén por degradacion enzimatica. Son ampliamente utilizadas en la industria
quimica y alimentaria. Las mas conocidas son a-ciclodextrina, B-ciclodextrina y vy-
ciclodextrina, las que se diferencian principalmente por el didmetro de la concavidad
hidroftbica y el nimero de unidades de glucopiranosa que la constituyen, siendo seis para
la a-CD, siete para la B-CD y ocho para la y-CD. En consecuencia, se ha demostrado que
la B-CD es la que ofrece mayor estabilidad y rigidez estructural, dado que los grupos OH
de los carbonos 2 y 3 (hidroxilos secundarios) tienden a formar puentes de hidrégeno
intramoleculares con las unidades de glucosa adyacentes. Debido a esto, su configuracién
no se ve afectada en la formacién de complejos. Mientras la a-CD, es recomendada para
formar complejos de inclusién con halégenos, alcoholes y moléculas organicas alifaticas
de baja masa molar, la B-CD es la mas idénea para la extraccién de heterociclos,
fenantrenos, esteroides y en general de moléculas con mayor masa molar (Del Valle,
2003). Por su parte la y-CD no ha dado mejores resultados que la B-CD en la formacion
de complejos, debido a que las moléculas huésped al interior del macrociclo se desordenan
dada las fuerzas repulsivas que generan las ocho unidades de glucopiranosa de y-CD. Es
por esto, que mas de ocho unidades monoméricas han sido descartadas para objetivos de
extraccion ya que se agudizan las interacciones repulsivas e impedimentos estéricos

(Contreras, 2001).
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Figura 4: Representacion de una ciclodextrina.

En la figura 4, es posible observar que los “OH secundarios apuntan hacia afuera
en el borde mas grande; los —CH20H se dirigen hacia afuera en torno al borde menor, por

lo que su polimerizacion deriva en formar una concavidad con centro hidrofébico.

SITIO
HIDROFOBICO
(CAVIDAD)

Hidroxilos
Puentes de oxigenos secundarios

glucosidicos

SITIO
HIDROFILICO
(EXTERIOR)

T~ Hidroxilos
primarios

Figura 5: Representacion de una ciclodextrina, indicando las regiones hidrofébicas
(cavidad) e hidrofilica (exterior).

Como se aprecia en la estructura de la figura 5, el sustrato queda encapsulado en
el interior del macrociclo, proceso que se conoce con el nombre de encapsulamiento
molecular, y a la molécula en su interior se le denomina huésped. Dicho complejo de
inclusién, ve favorecida su formacion justamente por la presencia de agua, que impulsa a
las moléculas apolares a entrar en la cavidad de la ciclodextrina. En esta concavidad no se
forman ni rompen enlaces covalentes, las interacciones anfitrion-huésped son
intermoleculares, como: fuerzas de Van der Waals, entre la naturaleza hidrofobica de las
moléculas huésped y la cavidad lipofilica de la ciclodextrina; puentes de hidrogeno, entre

los grupos funcionales polares de las moléculas huésped y los grupos hidroxilo de la
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ciclodextrina; fuerzas de dispersion de London e interaccion dipolo-diopolo (Contreras,
2001). La fuerza de atraccién molecular y cohesién del macrociclo, dependen de su
tamafio, polaridad e impedimento estérico de la molécula huésped, como también del tipo

de ciclodextrina involucrada (Del Valle, 2003).

Al hablar de formacién de complejos, se infiere que es un proceso reversible
descrito por una constante de equilibrio, conocida como constante de asociacion (Ka). La
adicién de solventes organicos como alcohol o éter reduce considerablemente el valor de

Ka, debido a la disminucién de la polaridad del medio (Contreras, 2001).

Entre los tipos de B-CD, la hidroxipropil B-ciclodetrina (HPCD) sugiere un modelo
biosimulador para contaminantes organicos en el suelo. Su rapidez y eficiencia en la
formacién de complejos puede relacionarse con la transferencia de estos compuestos a la
solucién del suelo, lo que los convierte en biodisponible para las plantas. En la literatura
se ha encontrado que para este tipo de anélisis, HPCD ha mostrado mejores resultados que
otros agentes tensioactivos i6nicos y no idnicos, mientras que la carboximetil- B-
ciclodextrina (pCMCD) ofrece un comportamiento parecido al de HPDC, por lo que se

sugiere como alternativa (Crampon y col, 2016).

Los parametros de optimizacion para esta técnica, incluyen el tiempo de contacto,
el tipo de ciclodextrina, la concentracién de la solucién y, por tdltimo, el solvente de
extraccion con el que se busca disociar la interaccién hidrofébica del macrociclo con la

molécula huésped (Wong & Bidleman, 2010).

1.2.3 Propuesta del Seminario

En el presente trabajo se buscan establecer métodos analiticos reproducibles para
la determinacién de hormonas estrogénicas en suelos restaurados con biosdlido. Con ello,
esclarecer la probabilidad de riesgo de contaminacién de los cultivos en suelos de uso

agricola.
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1.3 Hipdtesis

La aplicacién de biosélido a un suelo, eventualmente podria incorporar estrégenos
como E1, E2 y EE2. La concentracién biodisponible de las hormonas encontrada en las
plantas puede ser correlacionada con un método biosimulador de extraccién con

ciclodextrina.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo General

Determinar la presencia y biodisponibilidad de las hormonas estrogénicas E1, E2
y EE2 en suelos tratados con biosélido, por medio de bioensayo con plantas de trigo

(Triticum aestivum) y extraccion con ciclodextrina (HPCD).

1.4.2 Objetivos Especificos

- Caracterizar fisicoquimicamente el suelo, proveniente de dos series de la Regién
Metropolitana, y el biosélido que se aplicara al suelo.

- Determinar la concentracién de las hormonas E1, E2 y EE2 en el biosélido
mediante una extraccion asistida por ultrasonido y una posterior cuantificacion de
los analitos por GC/MS.

- Determinar la concentracién biodisponible de E1, E2 y EE2 en suelos enmendados
con biosolido a través de un bioensayo con plantas de trigo.

- Bstimar la concentracidn biodisponible mediante un método quimico de extraccion
de las hormonas con ciclodextrina, validando la metodologia por comparacién con
los resultados del bioensayo.

- Evaluar la influencia de las hormonas estrogénicas en la actividad microbiana del

suelo.
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II. MATERIALES Y METODOS

2.1 Reactivos

- Acetato de etilo, acetona, metanol, hexano, diclorometano y acetonitrilo grado
HPLC, Merck (Darmstadt, Germany).

- Acido sulfarico (97%), acido nitrico (65%), 4cido clorhidrico (37%) Merck
(Darmstadt, Germany).

- Dicromato de Sodio (BiosLab, Chile).

- Hidréxido de Sodio, Merck p.a.

- Agua ultrapura (Milli Q).

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

- Piridina, Merck.p.a.

- Nitrégeno extra puro<99,995%, Linde (Santiago, Chile).

- Hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPCD), Sigma Aldrich (Milwaukee, W1, USA).

- Acido Bérico Merck p.a

- Acido glucénico Merck p.a

- Hidréxido de litio monohidratado (LIOH*H20), Merck p.a

- Mezcla catalitica Devarda’s alloy Merck

2.2 Estandares

- 17a-ectinilestradiol 99%, Sigma Aldrich (Nilwaukee, Wi, USA).

- Estrona 99%, Sigma Aldrich (Nilwaukee, Wi, USA).

- 17B-estradiol 99%, Sigma Aldrich (Nilwaukee, Wi, USA).

- Estrona C13, Estandar surrogate de Estrona (3,4-13C2 E1) 90%, Cambridge
Isotope Laboratories, Inc. (USA).

- PCB 99%, Sigma Aldrich (Nilwaukee, Wi, USA).

- Estandar de nitrato (NOs") 1000 mgL!, Merck
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- Estandar de amonio (NH4") 1000 mgL"', Titrisol, Merck
- Estandar de cloruro de sodio (NaCl) 1000 mgL™', Merck
- Estandar de sacarosa S.A 1390

- Estindar multiclemento de metales 1000 mgL™!, Merck
2.3 Materiales

- Filtros Millipore 0,20 pm de Membrana de Nylon
- Jeringas hipodérmicas BD Plastipak de 10 mL

- Jeringas de Inyeccién HAMILTON de 10, 50, 100 y 1000 pL.
- Cartuchos OASIS HLB Waters de 3 cc

- Tubos de vidrio de 50 mL

- Viales ambar de 2, 10 y 20 mL

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

- Matraces Erlenmeyer

- Tubos de centrifuga

- Portafiltro de MILLEX-HV

- Membrana de PVDF de 0,45 pm de poro

- Tubos eppendorf

2.4 Semillas
- Trigo (Triticum aestivum)
2.5 Instrumentos y Equipos

- Balanza analitica Swiss Quality 125 A

- Balanza digital Adam AQT-2600

- Balanza granataria PJ precisa junior 5000
- pH metro WTW pmx 3000

- Conductivimetro WTW LF 539

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

- Plancha calefactora Gerhardt

- Agtador Mecanico HEIDOLPH promax 2022

- Agitador Orbital NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC classic C-24
- Espectrofotémetro UV-Visible, Unicam UV/Vis spectrometer
- Espectrometro Perkin Elmer 1100B

- Hidrometro ASTM 152 H

- Termdémetro BRAND

- Horno microondas Milestone mls 1200 Mega

- Incubadora VWR

- Estufa WTC Binder

- Manifold para SPE SUPELCO visipred

- Rotavapor Heidolf HB Digital

- Liofilizador Bench Top Pro

- HPLC Pump Waters 1515

- Destilador Arquimed modelo UDK 127

- Digestor Arquimed DK 6

2.6 Cromatégrafo GC/MS.

El cromatdgrafo de gases es un Thermo Fisher modelo Focus con detector de
espectrometro de masas con analizador cuadrupolo, ISQ e inyector SSL. El modo de
ionizacién es por impacto electrénico (EI), como gas portador se utilizé helio de 99,999
% de pureza con un flujo de 1 mLmin™! y columna capilar marca Restek RTX-5MS 30 m,
0,32 mm ID, 0,25 df (um), con un maximo de temperatura a 350 °C.

El programa de temperaturas utilizado en el horno, se inicia en 75 °C por 1 minuto,
luego alcanza los 150°C a una raz6n de 20 °Cmin’! manteniéndose por 5 min, y finalmente
llega a una temperatura de 300 °C con una rampa de 10 °Cmin™, manteniéndose por 10
minutos con un “solvent delay” de 7 min. La temperatura del inyector utilizada fue de 280
°C en modalidad “splitless,” la linea de transferencia a 250 °C, la fuente de ionizacion a

200 °C, y el flujo del gas portador de 1 mLmin™.
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2.7 Caracterizaciéon fisicoquimica de los Suelos y del Biosdlido.

Se utilizaron dos suelos de la zona central de Chile pertenecientes a la serie
Chicauma (6321,9 Km de latitud UTM y 320,8 Km de longitud UTM) y Lo Prado (6268,2
Km de latitud UTM y 329,1 Km de longitud UTM). Para su recoleccion se aparté con una
pala el nivel superficial y restos organicos, y se obtuvieron muestras de 0 a 20 cm de
profundidad, las que fueron secadas al aire y tamizadas a un tamafio de 2 mm.

La muestra de biosolido se recolectd de una de las plantas de tratamientos de aguas
servidas de la Regién Metropolitana (Junio, 2015), luego se seco al aire y se tamizé a 2
mm.

Tanto los suelos, como el biosélido, fueron caracterizados fisica y quimicamente
a través de: pH, contenido de carbono organico, conductividad eléctrica, capacidad de
intercambio catidnico, contenido de metales pesados, y solamente al suelo se le determing

la textura.

2.7.1 Determinacién de pH.

Se prepar6 una suspension de suelo o de biosdlido, previamente tamizado (2 mm),
con agua en la proporcion 1:2,5. La suspension se agit6 vigorosamente durante 5 minutos
en agitador reciproco y se dejo reposar por dos horas. La medicion del pH se realizo por
potenciometria con un electrodo combinado de vidrio-calomelano, previamente calibrado

(Sadzawka, 2006).

2.7.2 Determinacion de conductividad eléctrica.

La muestra de suelo o de biosolido, se mezcld con agua destilada en una relacién
1:5, en un frasco plastico. Se agité por 30 minutos en agitador reciproco, se filtré con
papel filtro N°2 y se colectd el filtrado en un vaso pldstico para la medicién en el

conductivimetro. Se corrigié la conductividad a 25 °C (Sadzawka, 2007).
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2.7.3 Determinaciéon de Capacidad de Intercambio Catiénico (CIC).

La determinacion de la CIC se llevo a cabo mediante una saturacion del suelo o

biosdlido con una solucion de acetato de sodio 1 M.

En un tubo de centrifuga se agregd 4 g de suelo junto con 33 mL de una solucién
de acetato de sodio 1 M a pH 8,2. Se agité el tubo durante 5 minutos en un agitador
mecanico reciproco. Se centrifugé 15 minutos y se descarto el sobrenadante. Se traté la
muestra con otras tres porciones mas de 33 mL de acetato de sodio 1 M. A continuacidn,
se agrego 33 mL de etanol repitiendo el procedimiento anterior. Por wltimo, se agregaron
3 porciones de 33 mL de acetato de amonio y se colecto el sobrenadante en un matraz de

aforo de 100 mL. El extracto se diluyd 50 veces al igual que los blancos.

Se elaboré una curva de calibracion desde 1 mgL! a 20 mgL™! de cloruro de sodio,
a partir de un estandar de 1000 mgL”. Se midié el sodio presente en el extracto por

Espectroscopia de Emision Atémica (EEA), a 589 nm (M.L Jackson, 1970).

2.7.4 Determinacion de Carbono Organico (CO).

Se peso entre 1 y 2 g de suelo en triplicado, (si es biosolido la cantidad de muestra
no debe superar los 0,1 g) y se colocaron en matraces Erlenmeyer. Se incluyeron dos
blancos y seis matraces con 1 mL de una serie de estdndares de carbono organico (CO) a
partir de sacarosa (0 a 50 mg de CO/mL). A cada matraz se le agregé 10 mL de solucién
de dicromato de sodio (Na2Cr207) 0,5 M y 20 mL de 4cido sulfirico (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 dej6 reposar durante
lanoche. Una alicuota del sobrenadante de cada matraz fue vertida a una cubeta y se midi6
el dicromato reducido en el espectrofotémetro UV-Vis a 600 nm (Sadzawka, 2006). La

lectura obtenida fue utilizada para obtener el %CO en funcién de la siguiente férmula:
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(a—b)x 1,16
10X s

%C0 =

Donde:
%CO; porcentaje de carbono orgénico.
a, mg de CO en la muestra.
b, mg de CO en el blanco.
s, masa de suelo (g).
th, factor de humedad.
1,16; factor de relacién con el método de titulacién (Walkey y Black).

La materia organica se calculé segtn la siguiente férmula:
Materia organica (%) = 1,724 X %CO
Donde:
1,724; factor de conversion.

2.7.5 Determinacion de metales pesados.

Alrededor de 200 mg de muestra de suelo o de biosélido fue sometida a una
pseudo-digestién con agua regia (ISO 11466). Se incluyeron dos blancos y a cada muestra
se agregaron 6 mL de una mezcla concentrada de HCl y HNO; 1:3 (v/v), utilizando un
horno microondas, Milestone mls 1200 Mega. El programa de digestion se dividi6 en tres
etapas: 5 min 2 250 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 por
espectroscopia de absorcién atomica (EAA) con llama (FAAS), se elabord una curva de
calibracion a partir de un estandar multielemento (Merck) de 1000 mgL™, con los puntos:

1;1,5;2;2,5;4;5; 7;9; y 10 mgL™" (Contreras, 2009).
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2.7.6 Determinacion de 1a Textura de los suelos.

La determinacién de textura de los suelos, se realizd a través del método del
hidrometro (Bouyoucos) que consistié en pesar 50 gramos de suelo en un frasco plastico
de 1 L, luego se agregé 700 mL de agua destilada y 20 mL de solucién de hexametafosfato
de sodio al 10%. Se dejé agitando la solucién por 15 minutos en el agitador mecénico y
se trasvasijé a una probeta de 1 L y se enrasé con agua destilada. Se tap6 la probeta con
parafilm y se agité manualmente por un minuto. Se dejé en reposo por 4 minutos y se
midi6 la temperatura y la lectura del hidrémetro. Se volvié a medir la temperatura y la
lectura del hidrémetro luego de dos horas (Sadzawka, 2007).

Para conocer la textura de los suelos Chicauma y Lo Prado, fue necesario obtener

la lectura corregida (Hc), a través de la siguiente expresion:
H,; = H; + [(T,°F — 67°F) x 0,2]

Donde:
Hi., corresponde a la lectura corregida del hidrémetro a los 4 minutos.
H;, corresponde a la lectura del hidrémetro a los 4 minutos.

T}, corresponde a la temperatura en °F registrada a los 4 minutos.
H,. = H, + [(T,°F — 67°F) x 0,2]

Donde:
Haze, corresponde a la lectura corregida del hidrometro luego de dos horas.
Ha, corresponde a la lectura del hidrémetro luego de dos horas.
Ta, corresponde a la temperatura en °F registrada luego de dos horas.
Para conocer los porcentajes de Arena, Arcilla y Limo, se utilizaron las siguientes

férmulas:
%Arena = 100 — (Hy X 2)
%Arcilla = Hy X 2

%Limo = 100 — (%Arcilla + %Arena)
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Luego fue posible encontrar la textura del suelo en el Triangulo de texturas.

100

CLASES TEXTURALES o0 L

arcillo
Iimaso

franco arcilloso

franco arenoso

aren oso franco

100 a0 80 7 &0 50 40 30 20 10

%o arena

Figura 6: Tridngulo de texturas para clasificacién de suelos.

2.7.7 Determinacion de Nitrégeno total mediante digestion Kjeldalh.

Se pesé 1 g de suelo o biosdlido, previamente tamizado (2 mm). Se agregd
alrededor de 1 g de mezcla catalitica Devarda y 8 mL de 4cido sulfiirico concentrado en
los tubos de digestién. Los tubos se colocaron en el digestor y se programo la digestion a
420 °C por 90 minutos. Se incluyeron 2 blancos. Se esperd que los tubos llegaran a
temperatura ambiente y se agreg6 40 mL de NaOH 25%, luego la mezcla se destilo por 7
minutos. En un matraz de 150 mL, se agregd 25 mL de 4cido bérico-indicador y se coloco
bajo el extremo del condensador. Se tituld el contenido del matraz con HCI 0,01 M hasta
el viraje de verde a purpura (Sadzawka, 2006).
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El contenido total de nitrogeno se calculd segin la siguiente férmula:

N(%) =

(a;b)xMx 1,4 X fh
Donde:

N(%), porcentaje de nitrégeno.

a, mL de HCI gastados en la muestra.

b, mL de HCI gastados en el blanco.

m, molaridad del HCI.

fh, factor de humedad.

s, peso del suelo (g).

1,4; factor de correccidn por peso atdomico del nitrégeno.

2.8 Andlisis quimico.
2.8.1 Identificacion de estréogenos mediante GC/MS.

Se realizé un barrido completo (modalidad full scan) de masas en un rango de 50-
550 m/z para los analitos E1, E2, EE2, (3,4)">C2 E1 y PCB. Luego se realiz un monitoreo
selectivo de iones (SIM), donde se seleccionaron dos iones representativos y de alta
abundancia para cada uno de los compuestos. El ion de mayor abundancia se utilizo para
cuantificar (target ion) y el segundo para la confirmacién inequivoca del analito (qualifier
ion). La confirmacién del analito se realizé de acuerdo a la razén de la abundancia de
ambos iones en la muestra, la cual debe corresponder al mismo valor que se ha
determinado en un estandar (+ 20%), de lo contrario no se puede confirmar la presencia
del analito en la muestra. PCB, corresponde al estandar interno que corrigié la inyeccion,
y el is6topo de estrona ((3,4)'*C2 E1), corresponde al estdndar “surrogate” que corrigio las
pérdidas experimentales en la extraccion.

Para cada determinacion, se realizé una curva de calibracién a partir de un
multiestdndar de 100 mgL! de E1, E2 y EE2. La curva de calibracién fue desde 5 pglla
1000 pgL.
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2.9 Tratamiento de muestras para la determinacion de las hormonas E1, E2 y

EE2.

Se dispuso 0,25 g de suelo o biosdlido en un tubo de vidrio conico. Se enriquecio
la muestra con 200 ngg'! de estandar “surrogate” (3,4)1*C2 E1. Los compuestos fueron
extraidos tres veces con 5 mL de acetato de etilo asistido con ultrasonido por 15 minutos
y luego se centrifugé por 15 minutos a 2500 rpm. Los extractos se recolectaron en viales
ambar de 20 mL y fueron llevados a sequedad bajo una corriente suave de gas nitrégeno
a una temperatura de 50 °C. A continuacion, se redisolvieron en 5 ml de metanol y 5 ml
de agua Milli-Q completando asi 10 mL de solucién (Ying & Kookana, 2007; Cantarero,

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

2.9.1 Purificacion de los extractos (“clean up”).

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

analitos, fue necesario optimizar una metodologia de SPE.

Los cartuchos Oasis HLB se acondicionaron con 3 mL de metanol, 3 mL de
acetona, 3 mL de diclorometano y 3 mL de hexano. Luego, el extracto (que puede ser de
suelo, biosdlido o planta) fue cargado en el cartucho, y se lavé dos veces con 2 mL de
hexano y dos veces mds con 2 mL de agua Milli-Q. Los compuestos fueron eluidos con
tres porciones de 3 mL de metanol/acetona 50:50 (v/v). Posteriormente, se llevé a
sequedad por corriente de nitrégeno a una temperatura de 50 °C, y fue reconstituido en 1

mL de acetato de etilo (Chu & Metcalfe, 2007; Cantarero, 2014).

2.9.2 Derivatizacion de los extractos.

Las muestras antes de ser analizadas por GC/MS, fueron derivatizadas. Para ello
se transfirié 100 pL del extracto a un vial &mbar de 2 mL y se evaporo con gas nitrogeno
a una temperatura de 50 °C. Luego se le agregd 50 pL de reactivo derivatizante MSTFA
y 50 pL de piridina. Esto se 1lev6 a una temperatura de 80 °C por 30 minutos, se enfrié a
temperatura ambiente y finalmente se inyectaron 2 pL en el GC/MS (Azzouz &
Ballesteros, 2010; Zhang & Zuo, 2005; Cantarero, 2014).
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2.10 Determinaciéon de la biodisponibilidad de las hormonas estrogénicas

mediante bioensayo con plantas de trigo.
2.10.1 Enriquecimiento del biosolido con E1, E2 y EE2.

El biosélido fue enriquecido con el equivalente a 10 mgkg! de los compuestos El,
E2 y EE2, los cuales fueron agregados con un exceso de acetona a un balon de 250 mL.
La mezcla de biosdlido-hormonas fue agitada durante 24 horas en rotavapor. El balon se
cubrié con papel de aluminio para evitar la fotodegradacién de los compuestos (figura 7).

Luego, el biosélido se traspasé a una capsula y se dejo secar en oscuridad bajo campana.

Figura 7: Incorporacién de las hormonas al biosélido por homogenizacion en rotavapor.

2.10.2 Determinacién de la fraccion biodisponible de hormonas estrogénicas con

plantas de trigo como bioindicador.

Se incorpord biosélido a los suelos en una proporcién de 90 Mgha™ (ver en Anexo,
Tablas 13, 14 y 15). Para cada suelo se realizé un triplicado de suelo-biosélido, suelo-
biosélido enriquecido y ademds se agregaron controles sin biosélido. Para lograr una
mejor interaccién del suelo con el biosélido, las mezclas se dejaron en bolsas plasticas por

un periodo de estabilizacion de una semana en condiciones de humedad de campo y a
25°C.
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Se utilizaron macetas plasticas de 500 cc de capacidad. En el fondo de ellas se
dispuso una malla plastica y luego se agreg6 cuarzo para evitar pérdidas de muestra. Se
sembraron 10 g (alrededor de 100 semillas) de semillas de trigo (7riticum aestivum) en

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

Figura 8: Bioensayos de plantas de trigo.

El cultivo estuvo durante 28 dias bajo ciclos de luz artificial de 14/10 horas
(dia/noche), con control diario de humedad por peso, regado con agua destilada al 70% de
la capacidad de campo del suelo y a temperatura ambiente con una variacion no superior
a 5°C. Después del periodo de crecimiento, como aparece en la figura 9, se sacaron las
plantulas de trigo y fueron lavadas con agua desionizada. Se separaron en dos fracciones
correspondientes a la raiz y a la parte aérea, las cuales fueron liofilizadas para trabajar en
base a peso seco. Luego de registrar su peso, se trituraron para extraer los analitos como

se describio en el punto 2.9,

Figura 9: Plantulas de trigo tras 28 dias de ser sembradas.
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2.11 Estimacién de la fraccién biodisponible de hormonas, usando un método

biosimulador de extraccion con solucion de ciclodextrina.

La estimacidn de la fraccién biodisponible de E1, E2 y EE2 se realizd a través de
una extraccién simple con hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPCD). El método se realizo
con 1 g de muestra (cada suelo con una dosis de 90 Mgha™ de biosélido o biosélido
enriquecido con hormonas, ademas de un control para cada suelo), la que fue llevada a un
tubo de centrifuga de 15 mL. Se agregé 10 mL de solucién de 50 mM de HPCD y se agito
por 2 horas, luego se centrifugd por 30 minutos a 2500 rpm, se decant6 y se filtré con un
filtro de fibra de vidrio con 1 pm de tamafio de poro. Posteriormente, se agregé 10 mL de
metanol a la solucién, la cual fue dopada con 200 ngg™ de estandar “surrogate” (3,4)"*Cz
El. La mezcla metanol-HPCD se sonic6 por 1 hora y se dej6 en reposo por 24 horas. Los
analitos se extrajeron tres veces con 10 mL de una solucion de acetato de
etilo/dicloromentano 50:50 (v/v) mediante agitacién con vortex. El extracto se evaporo
con una corriente de nitrégeno a una temperatura de 50 °C, y se reconstituyd en 1 mL de
acetato de etilo (F. Wong & T. F. Bidleman, 2010). La determinacion de los compuestos
fue a través de GC/MS.

2.12 Estudio de la actividad microbiana.
2.12.1 Determinacién de CO: por titulacion con HCL

La determinacién de la actividad microbiana, se realizd colocando 25 g de muestra
(suelo-biosélido 90 Mgha™) en frascos de vidrio de un litro. En el interior del frasco de
vidrio, se dej6 un vaso precipitado con agua destilada para mantener la humedad, y otro
vaso precipitado con 10 mL de hidréxido de sodio (NaOH) 1 M. Los frascos se cerraron
herméticamente y se incubaron a 25 °C durante cuatro semanas. La concentracion de
di6xido de carbono (CO>) se determiné titulando el NaOH con 4cido clorhidrico (HCI)
0,5 M luego de 24 horas de incubacién, 14 dias y una tltima medici6n a los 28 dias

(Anderson John P.E. 1982).
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2.12.2 Determinacion de nitrato (NOs") y amonio (NH4") por cromatografia ionica.

Se prepar6 una pasta de saturacion en frascos plasticos de boca ancha, para lo cual
se pesé 10 g de suelo, tratado con biosolido, y se le agregd 3,5 mL de agua desionizada y
se mezcld con una espatula hasta formar una pasta semisolida. A cada frasco se le
agregaron 3 gotas de cloroformo para inhibir la actividad microbiana. Luego se taparon
los frascos y se dejaron refrigerados por 24 horas. Al dia siguiente, se trasvasijé la pasta a
tubos de centrifuga y se centrifugé 30 minutos a 3500 rpm. Posteriormente, se filtr6 el
extracto a través de un portafiltro de MILLEX-HV con membrana de PVDF de 0,45 um

y 13 mm de diametro, y se vacio a tubos Eppendorf de 1 mL.

Las curvas de calibracién se prepararon con estindares de 1000 mgL™ de nitrato y

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

La determinaciéon de amonio se llevé a cabo por cromatografia liquida de
intercambio idnico (IE-HPLC). Para desarrollar este analisis, se preparé la fase mévil de
cationes. Se peso 0,0296 g de EDTA vy se disolvié en agua desionizada, posteriormente se
trasvasijo a un matraz de 1 L. Se agregd 200 pl. de HNO3, se aford a 1 L y se filtré a
través de una membrana de 0,45 um. La fase mévil, se almacend en una botella de vidrio
ambar a temperatura ambiente. Las condiciones experimentales del HPLC fueron las

siguientes:

- Volumen de inyeccion: 50 pL

- Flujo fase mévil: ImLmin™

- Rango de sensibilidad: 0,001

- Conductividad de fase mévil: 950-1200 pScm'’!

- Columna: Resina de Cationes IC-Pck Cation M/D C-8 (+) Polar
- Detector: Conductividad (Waters 1515)

- Bomba: Isocratica (Waters 1515)

- Desgasificador: Waters in-line Desgasser AF
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Una vez programado el equipo, se procedié a realizar las inyecciones
correspondientes a las soluciones estandar de la curva de calibracién, y finalmente las
muestras. Las sefiales se identificaron por comparacion de tiempos de retencion (tg), con

las soluciones estandar (Nufiez, 2011).

Para la determinacion de nitrato por cromatografia liquida de intercambio i6nico
(IE-HPLC), se prepar6 la fase mévil con aniones. El concentrado de aniones se prepard
pesando 34 g de 4cido boérico y se trasvasijé a un matraz de 500 mL, se agregaron 23,5
mL de acido glucodnico; 8,6 g de hidréxide de litio monohidratade (LiOH*H20), 250 mL
de glicerina y se afor6 a S00 mL con agua desionizada. Se almacené en envases de vidrio
ambar a temperatura ambiente. Se tomd 28 mL de concentrado de aniones, se agrego6 120
mL de acetonitrilo grado HPLC y se aforé a 1 L con agua milli-Q. Se filtr6 a través de una
membrana de 0,45 pm y se almacend en botellas ambar a temperatura ambiente (Nufiez,

2011).

Las condiciones experimentales del HPLC fueron las siguientes:
- Volumen de inyeccion: 50 pL
- Flujo fase mévil: 1,2 mLmin’!
- Rango de sensibilidad: 0,001
- Conductividad de fase mévil: 500-1000 uSem™
- Columna: Resina de Aniones IC-Pck Anion HC
- Detector: Conductividad (Waters 1515)
- Bomba: Isocratica (Waters 1515)

- Desgasificador: Waters in-line Desgasser AF
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IIL. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracterizacion fisica y quimica de los suelos y del biosélido.

En la Tabla 3, se muestran las propiedades fisicoquimicas de los suelos y del
biosélido que fueron utilizados como medio de cultivo para bioensayos con plantas de
trigo. Ambos suelos tienen un pH moderadamente dcido, conductividad propia de un suelo
no salino y una textura caracteristica de suelos con poca materia orginica. El suelo Lo
Prado presenta un mayor porcentaje de materia orgénica que el suelo Chicauma, sin
embargo, ambos se agrupan en la categoria de suelos con bajo contenido de materia
orgénica (menor a 6%). Es importante notar la transferencia de materia organica y
nitrégeno del biosélido a los suelo. Como se muestra en la Tabla 3, el biosélido contiene
el doble de nitrégeno total (%) que los suelos y mas de 10 veces el contenido de carbono
orgénico total (%). En vista de ello, se podria sostener que el biosdlido otorgaria

condiciones mas favorables para uso agricola.

Tabla 3. Caracterizacién fisicoquimica de los suelos y del biosélido*.

Sustrato Ly uelo Biosélido

Lo Prado Chicauma

Conductividad a 25 °C (dSm™) 0,10 0,10 4.43
Carbono organico (%) 2,79 : 1,93 43,01
Materia organica (%) 4,81 3,33 -
Nitrogeno total (%) 0,33 0,25 0,52
Capacidad de intercambio catiénico 18,9 12,5 478
(cmolkg™)

Factor de humedad 1,01 1,01 1,12
Densidad aparente (gmL™") 1,20 1,22 -
Capacidad de Campo (%) 24 8,7 -
Textura ETengs Arenosa -

franca

*Tos valores de la Tabla 3, son resultados experimentales con un triplicado para cada experimento, y sus

desviaciones estAndar relativa no superaron el 5%.
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En la Tabla 4, se muestra el contenido de metales pesados presentes en los suelos
y en ¢l biosélido. En lo que respecta al D.S N°004, articulos 22°, 23° y 24° ambos suelos,
y el biosélido, estdn dentro de las concentraciones méaximas de metales permitidas para la
restauracién de suelos degradados, con una tasa de aplicacién de 90 Mg de biosolido por

hectarea de suelo.

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

Metal(mgkgl) " Suelo Lo Prado Suelo Chicauma Biosolido
Zn 93,4+4,0 111+8 1546+48
Pb 29,8+0,8 20,9+0,6 451 1 7/
Ni 60,0+2,4 33,502 85,043,9
Cr 40,14+0,8 35,5+0,5 243+7,0

Cd n.d* n.d 2,68+0,06

(*}n.d, no detectado

Los metales traza son necesarios para los seres vivos en concentraciones muy
bajas. Su abundancia en los suelos es variable, y depende de las caracteristicas
geoquimicas y morfolégicas de cada suelo. El contenido de los metales que hay en un

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

En suelos como Chicauma y Lo Prado, que son parte del perimetro urbano de la
Regién Metropolitana, su composicién no se ha visto afectada por algin tipo de actividad
antrépica de alto impacto como la minerfa, refinerias u otra industria pesada. Por ende, se
presume que el contenido de metales es de origen natural (aunque no se descarta que
ciertos metales se depositen en el suelo por emisiones atmosféricas de origen antrépico),
con areas en que abundan metales como Cobre y Zinc, muy caracteristico de Chile

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

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

pesados, debido a que acumulan los desechos de diversas actividades antropogénicas.
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De los metales que se muestran en la Tabla 4, el que reviste un mayor peligro, por
la facilidad con la que se absorbe por las plantas, es el Cadmio. Este metal se encuentra
en muy bajas concentraciones en los suelos, no deberia exceder los 0,5 mg/kg en suelos
libres de contaminacién. No obstante, en biosélidos se permite un aporte muy limitado de
este metal, dado el riesgo que conlleva su bioacumulacién en las tramas tréficas (Criterios

de Calidad de Suelo Agricola, SAG, 2005).

Con respecto a si el biosdlido aumenta la disponibilidad de metales pesados en el
suelo receptor, diversos estudios han demostrado lo contrario, debido a que el alto
contenido de carbono orgéanico del biosdlido mantiene inmovilizado a gran parte de los
metales (Contreras, 2009). Lo que a su vez es respaldado por un estudio preliminar
desarrollado por el SAG para la elaboracién del Protocolo de Aplicacion de Residuos
Sélidos al Suelo, (2008).

3.2 Optimizacion de la metodologia de extracciéon de las hormonas E1, E2 y EE2.

La metodologia de extraccion en fase solida, fue optimizada para obtener mejores
porcentajes de recuperacién. El resultado del acondicionamiento de la fase adsorbente del
cartucho Oasis HLB, permitié una 6ptima retencién de los compuestos. La fase sorbente
Oasis HLB es un relleno de fase inversa con balance hidrofilico-lipofilico. La fase se
activé al impregnarla primero con solventes polares, como metanol y acetona, y luego con
solventes apolares como diclorometano y hexano. La superficie de contacto se volvid
apolar para que fuera mas afin con compuestos lipofilicos como las hormonas

estrogénicas.

La fase estacionaria del cartucho Oasis HLB, al tener un caracter anfipatico, retiene
a los analitos en su parte apolar por su extremo hidrofébico gracias a un grupo de
divinilbenceno que mantiene interacciones del tipo @ con los anillos conjugados del
compuesto aromatico, y por su extremo hidrofilico de copolimero de N-vinyl-pyrrolidona

que interactia con los grupos hidroxilo de las hormonas (Weigel y col, 2004).

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

cartucho Oasis HLB.
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Tabla 5. Porcentajes de recuperacion de las hormonas estrogénicas en la etapa de
limpieza de los extractos (n=3).

Variacion enla Recuperacion = Recuperaciéon  Recuperaciéon

metodologia El (%) E2 (%) EE2 (%)

Sin lavar la

53,2410 83,6123 62,4+0,9
muestra
Lavado con

92,4+1,9 88,4+2.3 92,3+2,0
hexano
Lavado con

94,7+0,8 99,3+0,6 96,7+1,3

hexano y agua

La optimizacion de la técnica consistid en que una vez cargada la muestra en el
cartucho, se lavé con hexano y luego con agua, puesto que los compuestos de interés no
eluyen con ninguno de esos solventes, pero si lo hacen otros compuestos que pueden
interferir con la sefial de las hormonas, si tienen tiempos de retencidn cercanos. Como se

muestra en la Tabla 5, dicho procedimiento se validé con sobre el 90% de recuperacion.

En la Tabla 6, se muestra como la polaridad relativa de estos compuestos hace que
eluyan eficazmente con la mezcla de metanol/acetona 1:1 (v/v), con una recuperacion por
sobre el 90%. Por otro lado, una elusidn con acetato de etilo no mostré buenos resultados,
por lo que es un buen solvente para la extraccion desde la matriz, pero no desde la fase
sorbente del cartucho Oasis HLB.

Tabla 6. Porcentaje de recuperacion de las hormonas estrogénicas tras cambiar de
solvente en la elusion de la muestra (n=3).

Solvente de Recuperacion  Recuperaciéon  Recuperaciéon
elusion E1 (%) E2 (%) EE2 (%)
Acetatodeetilo  37,6+0,7 42312  39,9:1,0
Metanol/Acetona
8+1,3 89,7+0,3 93,5+1,7
1:1 (v/v)
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Finalmente, cada extracto se llevo a sequedad con una corriente de N2 a una
temperatura de 50 °C, y se reconstituy6 en 1 mL de acetato de etilo, y no en metanol como
sugieren los autores Chu y Metcalfe, (2007), pues como las hormonas se debieron
derivatizar, y el derivatizante reacciona con el OH del metanol, se produciria un consumo

innecesario del agente derivatizante (Corrotea, 2013).

3.3 Optimizacién de la derivatizacién de las hormonas E1, E2 y EE2.

La derivatizacion es un paso previo al andlisis cromatografico en GC/MS,
indispensable para compuestos cuya constante de Henry es muy baja. En el caso de las
hormonas, la contante de Henry para E1 es 3,8%107°, para E2 es 3,64*1071y 7,94*101
atm*m’/mol para EE2. Estos valores tan bajos, denotan una baja volatilidad de los

compuestos, lo que dificulta su analisis por cromatografia gaseosa.

Para compuestos como EE2 y E2, que contienen mas de un grupo funcional OH
derivatizable, se requiere obtener un solo producto en la derivatizacion para asi lograr un
maximo de sensibilidad, especificidad y precision, es por esto que la seleccion del método

de derivatizacién fue de gran importancia.

La piridina es un compuesto de uso comun en la derivatizacién. Como solvente
aprético y base de Lewis, puede activar los grupos hidroxilo, mediantc un ataque
nucleofilico para poder obtener un solo producto doblemente sililado, pese a los
impedimentos estéricos. Solventes como hexano y acetato de etilo no fueron capaces de
impedir la formacién de los subproductos Mono-TMS-EE2 y TMS-E1 en la derivatizacion
de EE2, pues al ser solventes organicos neutros, no facilitan la formacion del intermediario
necesario para dejar disponible los grupos OH de las hormonas estrogénicas (Zhan & Zuo,

2005).

En la figura 10, se muestran los productos obtenidos en la derivatizacion
incompleta de EE2: el TMS-E1, que provienen de la formacién de estrona, ya que la
hormona EE2 puede perder su grupo etinil dando paso a la formacion del producto de
derivatizacion de E1; y el Mono-TMS-EE2, que proviene de la derivatizacion del grupo

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

OSi{CHs)h

CHj .
di-TMS-EE2

Figura 11: Di-TMS-EE2. Producto unico en la derivatizacion con MSTFA y pridina 1:1
(v/v).

En la figura 11, se muestra el producto esperado de la derivatizacion de EE2. Por
lo tanto, la piridina actia como catalizador de la reaccion y junto con el reactivo MSTFA,
en razén 1:1 (v/v), facilit6 la derivatizacion de EE2 que condujo a la generacion de un

tinico producto completamente sililado, el di-TMS-EE2.

En la figura 12, se muestra la sefial de EE2 derivatizada con MSTFA vy piridina.
Su tiempo de retencién fue de 24,75 minutos, y al comparar con la misma hormona
derivatizada solo con MSTFA (figura 13), se observd que la intensidad de la sefial

disminuyé considerablemente, lo que entorpeceria su cuantificacién en matriz.
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Figura 13: Sefial cromatografica de EE2, derivatizada con MSTFA.
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Para las hormonas E1 y E2, no se encontré variacion en la sefial cromatografica

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

que para el anélisis simultineo de las tres hormonas se utilizé la metodologia propuesta

por los autores Zhang y Zuo, (2005) que precisa piridina, en la misma proporcion que el

reactivo derivatizante MSTFA.

La temperatura dptima para que ocurra la reaccién de derivatizacién completa de

las hormonas fue de 80 °C, por un periodo de 30 minutos (Cantarero, 2014). De este modo,

se logré apreciar una sefial para cada una de ellas, las que a su vez fueron corroboradas

por la libreria NIST, como se muestra en las figuras 14, 15 y 16.
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Figura 14: Trimetilsililestrona TMS E1. Figura 15: (bi) Trimetilsililestradiol TMS E2.
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En la Tabla 7, se dan a conocer los pardmetros cromatograficos que permitieron el

reconocimiento de las hormonas E1, E2 y EE2. Ademés de los estandares interno (PCB)

y “surrogate” de El. El tiempo de retencién de las tres hormonas es relativamente

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

espectrometria de masas, ofrece una separacién altamente eficaz y selectiva, puesto que

la fragmentacién de la molécula da origen a dos iones caracteristicos, el primario que

cuantifica al analito y el secundario que corrobora su identidad.

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

sililados.
. Ton de Ion de
) Tiempo de ’ ., ] . .y
Analitos Retenci6n (min) cuantificacion identificacion
m/z m/z
E1 23,56 T 257
(3.4)3C2E1 23,56 344 259
E2 23,86 285 416
EE2 24,75 425 440
PCB 19,89 292 290
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3.4 Determinacién del contenido de hormonas en el biosélido.

A continuacién, en la Tabla 8, se dan a conocer los parametros analiticos obtenidos
del instrumento de analisis cromatografico GC/MS. El coeficiente de variacién entrega
informacién acerca de la precision del método, por lo que la metodologia de extraccion
de hormonas desde matrices naturales, se validé en funcién del resultado de su
repetibilidad. Para todos los parametros que se muestran en la Tabla 8, EE2 es el analito
que present6 mejores resultados, lo que puede atribuirse a su estabilidad molecular 0 a su

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

Tabla 8. Limite de deteccién y cuantificacién del instrumento y coeficiente de variacion

del método.
S RS e =T
Limite de deteccién (ugL') 6,09 4,07 3,90
Limite de cuantificacion (ugL™?) 20,30 13,57 13,00

Coeficiente de variacion (% CV) 10,12 13,11 5,72

En el biosélido de la planta de tratamiento de aguas servidas (Junio, 2015), no se
encontraron hormonas estrogénicas naturales, E1 y E2, solo se encontré EE2, en una

concentracién de 150,10 + 6,4 pgkg™.

3.5 Determinacién de la fraccion biodisponible de las hormonas E1, E2 y EE2

mediante un bioensayo con plantas de trigo.

La biodisponibilidad de los compuestos que existen en el suelo, esta asociada a las
caracteristicas del suelo, de la planta y a las condiciones climéticas (humedad relativa,
cantidad de agua, luz solar, etc). Simulando las condiciones iddneas en que crecen los

cultivos de trigo, fue posible rastrear la asimilacion de las hormonas por la planta.

Los resultados graficados en la figura 17, sugieren que gran parte de las hormonas
contenidas en el suelo tratado con biosolido serian degradadas a lo largo del tiempo,

siendo EE2 la mas persistente en comparacion con las hormonas naturales.
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Para contemplar la dinidmica de las tres hormonas, fue necesario enriquecer el
biosélido con estindares de E1, E2 y EE2, para luego incorporarlo como enmienda a los
suelos. De este modo, se estudié el destino y persistencia de cada una de ellas, a través de

un cultivo de plantas de trigo.
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Figura 17: Concentracién de hormonas encontradas en las raices y parte acrea de las

plantas de trigo cultivadas en suelos tratados con biosélido enriquecido con hormonas.
En la figura 17, se observa que las hormonas estrogénicas se concentraron
mayoritariamente en la raiz de las plantas, lo que pudo deberse al caracter lipofilico de los

compuestos y también a la baja concentracién de hormonas que habia en el suelo.

En el suclo Lo Prado, que posee mas materia organica que el suelo Chicauma, se
encontré una concentracion de hormonas en las plantas menor que en el suelo Chicauma.

Esto hace pensar, que la materia orgdnica tiene una funcién amortiguadora de
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contaminantes organicos, de tal manera que los retiene impidiendo el transporte de ellos

hacia la planta (Stumpe & Marschner, 2010).

En esta misma linea investigativa, se ha encontrado que distintos suelos tratados
con diferentes tipos de enmienda reaccionan de manera similar respecto a la sorcién de
estrogenos. En efecto, el contenido de carbono orgéanico presente en el suelo (COS)
estimula la sorcién de compuestos organicos, lo cual contribuye a la mineralizacion de los

mismos (Stumpe & Marschner, 2010).

Estudios similares hechos por Stumpe y Marschner (2010), muestran valores de
Kd, (coeficiente de distribucién suelo/solucién suelo), més altos para estrégenos en suelos
tratados con biosélidos. Esto se explica dado que la hidrofobicidad de estos compuestos
los confinaria a la fase orgénica del suelo, siendo E1 la hormona que presenta los valores
de Kd més altos (45-145 mLg™), lo que ademas favorece su degradacién, seguido de EE2
(40-96 mLg™) y por tiltimo E2 (20-80 mLg™).

Valores altos de Kd y de Koc, guardan estrecha relacién con los resultados
obtenidos en los bioensayos con plantas de trigo. En efecto, la hormona que tiende a
permanecer mas retenida en el suelo, El, no fue detectada en el andlisis de plantas
mediante GC/MS. Mientras que las hormonas E2 y EE2 pudieron ser detectadas en las
plantas cultivadas en suelos tratados con biosélido enriquecido, por lo que, para estos

efectos, son consideradas biodisponibles.

Distintos autores han estudiado la conversion oxidativa de E2 en E1 en condiciones
aerdbicas y anaerdbicas en lodos activados, lo que sugiere una acumulacién de E1 que,

sin embargo, no se encontr6 biodisponible para las plantas de trigo.

El pH del suelo también es un factor influyente en el comportamiento de las
hormonas. El pKade E1, E2 y EE2 es 10,20; 10,27 y 10,24 respectivamente, y al ser ambos
suelos de pH moderadamente acido, las hormonas se encontrarian en su forma protonada

(neutra), lo que dificultaria atin més el transporte de ellas en solucién acuosa.
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El factor de bioconcentracién, se calculé mediante la expresion 1, para conocer

qué fraccién de las hormonas es asimilada por la planta.

Concentracién en el tejido de la planta (ugkg™)
FBC = — - ey
Concentracion en el suelo (ugkg=1)

Tabla 9. Factor de bioconcentracién de las plantas cultivadas en suelos tratados con
biosdlido natural y enriquecido con hormonas E1, E2 y EE2.

Matriz tratada  FBCE1 FBCE2 FBCEE2
Raiz en suelo Chicauma B - - 0,72
Raiz en suelo Chicauma B-E - 0,15 0,70
Raiz en suelo Lo Prado B - - 0,54
Raiz en suelo Lo Prado B-E - 0,01 0,54
P.A en suelo Chicauma B-E - 0,01 0,03
P.A en suelo Lo Prado B-E - - 0,02

B-E, Bios6lido enriquecido conm'1''(")Mftin'f:gkg'1 de hormonas; B, Biosdlido natural.
P.A, parte aérea; n.d, no detectado.

En Tabla 9, se muestra ¢l factor de bioconcentracion calculado para las plantas de
trigo cultivadas en el suelo Lo Prado y Chicauma tratado con biosolido. Estos valores
evidencian el transporte de las hormonas desde el suelo a las raices. El porcentaje mas alto
de bioconcentracién se manifiesta en el suelo Chicauma tratado con biosélido natural, con
un 72% de la concentracién inicial de EE2 en las raices de trigo, lo que no se diferencia
mayormente del obtenido con biosélido enriquecido (70%), por lo que la concentracion

de hormonas no parece alterar el factor de bioconcentracion.

En la parte aérea de las plantas cultivadas en el suelo tratado con bios6lido natural,
la concentracién de las hormonas estuvo bajo el limite de deteccién, mientras que en los
suelos tratados con biosélido enriquecido, se observé una considerable baja del factor de

bioconcentracion de EE2 en la parte aérea respecto a la raices.

Por otro lado, cabe sefialar que el coeficiente de particién octanol-agua (Log Kow),
hace alusién a la preferencia que tienen las hormonas por la fase organica de cualquier

matriz, lo que explicaria la baja transferencia a la parte aérea de las plantas.
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3.5 Determinacién de la fraccién biodisponible de las hormonas E1, E2 y EE2

mediante un método biosimulador con ciclodextrina.

La hidroxipropil-p-ciclodextrina (HPCD), fue utilizada como biosimulador dado
que su estructura macrociclica es capaz de formar complejos que atrapan muy
eficientemente un sustrato hidrofébico. Su uso se ha masificado para estos fines, ya que
permite la solubilizacién de sustancias hidrofobicas en solventes polares como el agua,

que es el mas abundante en la naturaleza (Contreras, 2001).

Para optimizar la metodologia propuesta por F. Wong (2010), fue necesario probar
los solventes de extracciéon. En la Tabla 10, se registraron los porcentajes de recuperacion
con distintas mezclas de solventes, donde la que mostré mejor resultado fue diclorometano
y acetato de etilo en la proporci6n 1:1 (v/v) con cerca de un 100% de recuperacion.

Tabla 10. Resultado de la optimizaci6n de solvente de extraccion de las hormonas
estrogénicas (n=3).

Solvente de Recuperacion wﬁécuperacién Recuperaciéli
extraccion de E1 (%) de E2 (%) de EE2 (%)
o (v/v) e = e
Hex/AE 1:1 (v/v) 47,6+1,4 32,0+1,0 52,8+1,7

DCM/AE 1:1 (v/v) 99,0+2,1 99,8+£2.0 100+2

Hex/DCM, Hexano/Diclorometano
Hex/AE, Hexano/Acetato de Etilo
DCM/AE, Diclorometano/Acetato de Etilo

El pKade HPCD es de 12,20 debido a esto, en ambos suelos la macromolécula se
encontrd protonada y su interaccién con las hormonas seria del tipo hidrofobica (Van der
Waals) y puentes de hidrégeno (Contreras, 2001).

Las figuras 18, 19 y 20 muestran los resultados de la extraccion de hormonas con
ciclodextrina, comparado con el total de hormonas encontradas en la planta (raiz + parte

aérea).
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Figura 18: Comparacién del contenido de hormonas en plantas de trigo y el método
biosimulador de ciclodextrina HPCD en el suelo Chicauma tratado con biosdlido

enriquecido.
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Figura 19: Comparacién del contenido de hormonas en plantas de trigo y el método
biosimulador de ciclodextrina HPCD en el suelo Lo Prado tratado con biosolido
enriquecido.
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Figura 20: Biodisponibilidad de EE2 en la planta de trigo comparada con la extraccion
con ciclodextrina HPCD en los suelos tratados con biosélido natural.

Los resultados graficados en las figuras 18, 19 y 20, muestran que con el método
biosimulador de extraccién con ciclodextrina HPCD, se replica la tendencia observada en
las plantas de trigo, siendo EE2, la hormona més persistente y la inica encontrada en el
bios6lido natural (figura 20). Para comprender la correlatividad que pudiese existir entre
los bioensayos y el método biomimético, fue necesario aplicarlo en los suelos tratados con
biosélido enriquecido, de modo que en las figuras 18 y 19, se advierte cierta similitud en
el comportamiento de la planta y el de HPCD, donde ambos presentaron un orden de

concentracion de analito extraible de EE2>E2>E]l.

En la Tabla 11, se muestra que el suelo Chicauma tiene un factor de
bioconcentracién mayor que el suelo Lo Prado. En consecuencia, la ciclodextrina también
se ve influenciada por el tipo de suelo y, por tanto, es lo que determind su capacidad de

extraccion.
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Tabla 11. Factor de bioconcentracion del método biosimulador con ciclodextrina

(HPCD).
Matriz tratada FBCE1 FBCE2 FBCEE2
HPCD suelo Chicauma B - - 0,80
HPCD suelo Chicauma B-E 0,68 0,68 0,82
HPCD suelo Lo Prado B - e 0,72
HPCD suelo Lo Prado B-E 0,68 0,69 0,77

Para validar esta metodologia fue necesario correlacionar los valores obtenidos en

la extraccion con HPCD vy los registrados en el bioensayo con plantas de trigo. Para la

correlacion solo se consideré EE2, dado que es la hormona que proporciond mas valores

de concentracion en los bioensayos.

En la Tabla 12, se ordenaron los promedios de cada extraccion de EE2 en los

diferentes sustratos; luego se sometieron los valores a un test de correlacion simple que

permitiese validar el método biosimulador de extraccion con HPDC mediante parametros

estadisticos.

Tabla 12. Correlacion del método biosimulador con los resultados obtenidos en el
cultivo de plantas de trigo para EE2.

EE2 con HPCD EE2 en planta de

Suelo
(ngkg™) trigo (ngkg™)
LoPrado B 4,09 3,09
Chicauma B 4,76 4,26
Lo Prado B-E 317 231

Chicauma B-E 323 285

Ecuacion de correlacion:

HPCD = 0,043022 + 1,06236*Planta (2)
p-value = 0,000

Coeficiente de correlacion de Pearson (r) = 0,991
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El test de correlacién simple, utilizando los valores de la Tabla 12, mostro una
linea de tendencia, descrita en la expresién 2, con parametros estadisticos admisibles, p-
value < 0,05 y r = 0,99. Por lo tanto, es comparable el método de extraccion de EE2 con
HPCD, con la fraccién biodisponible de EE2 en plantas de trigo. Esto permite validar la

metodologia en las circunstancias que aqui se mencionan.

3.6 Determinacion de la biomasa de las plantas cultivadas en suelos tratados con

biosolido.

En este analisis se compararon los pesos de las plantas de trigo que crecieron en

los suelos control, en los suelos tratados con bios6lido natural y en aquellos tratados con

biosélido enriquecido con hormonas.
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B-E, Biosélido enriquecido con 10 mgkg™! de hormonas; B, Biosélido natural.

Figura 21: Biomasa de las plantas de trigo cultivadas en los suelos Chicauma y Lo
Prado tratados con 90 Mgha™ de biosélido.
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Analizando la figura 21, es posible inferir que el total de biomasa permanecio
relativamente constante en los distintos escenarios en que crecieron las plantas. Vale decir,
no se encontraron resultados disimiles entre las plantas que crecieron en los suelos sin
ningin tipo de abono, y las que crecieron en un suelo tratado con biosélido natural o
enriquecido. Por lo tanto, es posible inferir que la planta de trigo no manifesto

susceptibilidad a la actividad estrogénica en términos de crecimiento.

3.8 Determinacion de la actividad microbiana.

La microbiota que habita en los suelos es estudiada en funcién de la degradacion
de la materia organica existente y los atributos que esto conlleva. En este sentido, fue
relevante determinar la actividad microbiana, puesto que la ausencia o baja concentracion
de las hormonas naturales E1 y E2, encontrada en las plantas, pudo ser consecuencia de

la degradacion por parte de los microorganismos en el suelo.

La respiracion de los seres vivos da cuenta de su actividad metabélica, donde
diversos compuestos son el sustrato de las reacciones bioquimicas. Tanto de la
degradacién como de la mineralizaciéon de compuestos orgénicos se obtiene CO2 como
producto final, por ello su cuantificacion sirve como referencia para conocer la actividad

microbiana del suelo.

Las figura 22 y 23, muestran la influencia que ejercen las hormonas estrogénicas

sobre la actividad microbiana de cada suelo.
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Figura 22: Actividad microbiana en el suelo Chicauma con y sin enriquecimiento de
hormonas.

En la figura 22, se observa una amplia diferencia entre el suelo Chicauma tratado
con biosélido natural y el mismo suelo tratado con biosélido enriquecido, lo que podria
deberse a que las hormonas constituyen un insumo atractivo para los microorganismos
cuyos productos de degradacién son posteriormente mineralizados a COz. Ademas
present6 un claro aumento de la actividad con el avance de los dias, lo que guarda relacién
con la reproduccién de los microorganismos a lo largo del tiempo, lo que a su vez aumenta
la concentracion de COs.

Como se muestra en la figura 23, el suelo Lo Prado tratado con biosélido natural,
presentd una mayor actividad microbiana que el suelo Chicauma en las mismas
condiciones. Esto puede deberse a que naturalmente el suelo Lo Prado tiene un mayor

contenido de materia organica que el suelo Chicauma.
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Figura 23: Actividad microbiana en el suelo Lo Prado con y sin enriquecimiento de
hormonas.

Para el suelo Lo Prado, la figura 23 no muestra una diferencia tan clara entre el
suelo tratado con biosélido natural y el suelo tratado con biosélido enriquecido. Esto pudo
deberse a que la actividad fingica y bacteriana no se vio potenciada por la presencia de
hormonas en el biosélido, o bien la baja disponibilidad de las hormonas en este suelo,

impidid que éstas ejercieran alguna influencia sobre la actividad microbiana.

La actividad microbiolégica del suelo, también puede estimarse en funcion del

contenido de las especies predominantes del ciclo del nitrégeno.

El amonio (NH4") y el nitrato (NOs"), dan cuenta del poder de degradacion de la
materia orginica que tienen las bacterias a través de la generacion de amonio
(amonificacién) y de la conversion oxidativa de amonio a nitrato (nitrificacion). Dada la
importancia que tiene el ciclo del nitrégeno en la fertilidad de un suelo, fue necesario

analizar si se vio afectado por la presencia de hormonas estrogénicas.
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Figura 24: Nitrato y Amonio en suelos tratados con y sin enriquecimiento de hormonas.

Los resultados de la determinacion de nitrato y amonio por IE-HPLC, graficados
en la figura 24, muestran que no hubo mayor diferencia entre el suelo tratado con biosolido

natural y enriquecido.

Sin embargo, un estudio de Flores (2010), acerca de la biodegradacién de
hormonas estrogénicas, apunta a que sus transformaciones en el suelo estan estrechamente
relacionadas con la actividad nitrificante, de tal manera que el amonio del suelo se
convierte en un insumo para las bacterias nitrificantes como los nitrosomonas y
nitrobacter, que son capaces de degradar E1, E2 y EE2, esta ultima fue considerada como
recalcitrante y principal contribuyente de la actividad estrogénica en el ambiente. En
efecto, se puede establecer una relacién directa entre la actividad nitrificante y actividad
metabdlica de las bacterias responsables del ciclo del nitrogeno, lo que eventualmente

podria dar paso a un cometabolismo de las hormonas estrogénicas en el suelo.
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IV. CONCLUSIONES

- Las hormonas naturales E1 y E2 no fueron detectadas, por lo que se encontraron
bajo el limite de deteccion en el biosdlido. Solo fue posible determinar EE2, en una
concentracién de 150,10 + 6,4 pgkg'. De la metodologia de extraccién y
cuantificacion se obtuvieron buenos pardmetros analiticos y porcentajes de

recuperacién admisibles.

- En las plantas que crecieron en los suelos tratados con biosélido natural, se

encontrdé EE2 en las raices y no en la parte acérea.

- Los suelos Chicauma y Lo Prado, mostraron diferencias en el estudio de
biodisponibilidad. El suelo Lo Prado, redujo la biodisponibilidad de las hormonas,
generando un efecto amortiguador para estos efectos. Ademas, el pH débilmente 4cido
de los suelos, sumado a la baja solubilidad de las hormonas, minimizd su transporte

desde la solucién del suelo a la planta.

- En los suelos tratados con biosélido enriquecido con E1, E2 y EE2, se observé una
dindmica distinta para cada hormona. E1, no fue encontrada en ninguna parte del tejido
vegetal, lo que se condice con su alto coeficiente de distribucién (Kd) informado en la
literatura. En cambio, E2 y EE2, fueron encontradas en las raices, y sélo EE2 alcanzo

la parte aérea en concentraciones cercanas al limite de deteccion.

- Considerando lo anterior, las hormonas fueron encontradas en concentraciones
cuantificables en la parte aérea solo en aquellas plantas que fueron cultivadas en suelos
tratados con biosdlido enriquecido. Su biodisponibilidad se redujo a las raices, y el

FBC de E2 fue mas bajo que el de EE2.

- Con el objetivo de validar una metodologia alternativa a los bioensayos con plantas
de trigo, se implement6 una extraccion de las hormonas desde los mismos suelos con
ciclodextrina como método biosimulador. Debido a que las hormonas El y E2 no
mostraron niveles significativos de biodisponibilidad, la extraccién con ciclodextrina

solo pudo ser comparada para EE2. El test de correlacion simple, permitié validar la

55



metodologia con pardmetros estadisticos de menos de 0,05 para p-value y 0,99 para 1,
los que avalan que existe una relacién significativamente estadistica entre las dos

variables, confirmandose la hipétesis planteada.

- El estudio de la actividad microbiana tuvo por objetivo evidenciar algin tipo de
influencia que pudieran ejercer las hormonas sobre la degradacion de la materia
organica. En el suelo Chicauma, se observé una tendencia clara del aumento de la
actividad microbiana en el suelo tratado con biosélido enriquecido, comparado con el
suelo tratado con biosolido natural. No asi en el suelo Lo Prado, donde no se
apreciaron diferencias sustanciales entre el suelo tratado con biosdlido enriquecido y

el suelo tratado con biosélido natural.

- Para efectos de la incidencia que podrian tener las hormonas sobre el ciclo del
nitrégeno, no hubo mayores diferencias entre el suelo tratado con biosolido natural y

el suelo tratado con biosélido enriquecido.
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VI. ANEXOS
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Figura 25: Sefial cromatografica de E1 derivatizada con MSTFA/piridina (1:1)
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Figura 26: Sefial cromatografica de E1 derivatizada con MSTFA.
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Figura 27: Sefial cromatogréfica de E2 derivatizada con MSTFA/piridina (1:1)
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Figura 28: Sefial cromatografica de E2 derivatizada con MSTFA.
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Tabla 13. Célculo para el tratamiento de suelo con biosélido en 90 Mgha™.

Densidad
Suelo Volumen Peso
aparente (m?) kg)
m
(kgm™) ¢
Chicauma 1220 2000 2440000

Lo Prado 1190 2000 2380000

Tabla 14. Correccion mediante factor de humedad.

Dosis Biosolido con Fh Suelo con Fh
Suelo Fh Suelo Fh Bios )
Bios (kg) (kg) (kg)
"Chicauma 1,01 Iz 90000 100800 2464400

Lo Prado 1,01 1,12 90000

100800 2403800

Tabla 15. Peso hiimedo de suelo y biosélido utilizado en cada maceta para plantar trigo.

Peso suelo
Suelo Peso Bios (kg)
(kg)
Chicauma 8505 = 00209

Lo Prado 0,505 0,0214

Tabla 16. Biomasa de las plantas de trigo.

P.A + Raiz
Suelo P.A(g) Raiz(g)
(8
TS . i e B,SIMM
Chicauma B .71 1,40 311
Chicauma B-E 1,94 1,11 - 3,05
Lo Prado 1,64 1,70 3,34
Lo Prado B 1,62 1,38 3,00

Lo Prado B-E 2,18 1,34 3.52
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Tabla 17. Concentracién de hormonas encontradas en plantas de trigo cultivadas en los
suelos tratados con 90 Mgha™! de biosélido natural y enriquecido con 10 mgkg' de
hormonas E1, E2 y EE2.

 Matriz tratada " El(pgkg?!) E2 (ugkg') EE2 (ugkg')
T ———— e o  F e s
Suelo Chicauma B n.d n.d 5,9540,1
Suelo Chicauma B-E 295+ 1 31843 392+2
Suelo Lo Prado n.d n.d n.d
Suelo Lo Prado B n.d n.d 5,68+0,1
Suelo Lo Prado B-E 21513 356+4 410+1
Raiz en suelo Chicauma n.d n.d n.d
Raiz en suelo Chicauma B n.d nd 4,26+0,18
Raiz en suelo Chicauma B-E nd 4745 274+17
Raiz en suelo Lo Prado n.d n.d n.d
Raiz en suelo Lo Prado B n.d n.d 3,09+0,03
Raiz en suelo Lo Prado B-E 5+0,2 22243
P.A en suelo Chicauma n.d n.d n.d
P.A en suelo Chicauma B n.d n.d n.d
P.A en suelo Chicauma B-E 2,50+0,1 - 11+0,3
P.A en suelo Lo Prado n.d n.d n.d
P.A en suelo Lo Prado B n.d n.d n.d

P.A en suelo Lo Prado B-E n.d n.d 9,40+0,5
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Tabla 18. Extracciéon de E1, E2 y EE2 con ciclodextrina (HPCD).

Matriz tratada "E1 (ngkg") E2 (ugkg?) EE2 (pgkg?)
 Suelo Chicauma n.d n.d C o
Suelo Chicauma B n.d n.d 5,9540,1
Suelo Chicauma B-E 295+1,0 318+3,0 392+2.0
Suelo Lo Prado n.d n.d nd
Suelo Lo Prado B n.d n.d 5,68+0,1
Suelo Lo Prado B-E 215+13 356+4,0 410+1,0
HPCD suelo Chicauma n.d n.d n.d
HPCD suelo Chicauma B n.d n.d 4,76x0,1
HPCD suelo Chicauma B-E 202+6,0 217£6,0 323+17
HPCD suelo Lo Prado n.d n.d n.d
HPCD suelo Lo Prado B n.d n.d 4,09+0,2

HPCD suelo Lo Prado B-E 147+7,0 244+6,0 317+3,0

Tabla 19. Determinacion de CO:z en los suelos tratados con biosolido (mg de COz en
100 g de suelo).

e T T
ChiB 0,08£2*10°  0,1326*10°  0,48+2%107
ChiB-E  0,11£4*10°  0,50£2%10°  0,86+5%107
LPB 0,40+£3*102  0,3243*102  0,61+4*107

LP B-E 0,40+£3%10°  0,17£3*10°  0,70+6*107

Tabla 20. Determinacion de amonio y nitrato en suelos tratados con biosélido.

Suelo  Amonio (mgkg?) Nitrato (mgkg™)
T TR TR
Chi B-E 280=0,7 348,81+12
LPB 194+6,2 641,64+11

LP B-E 243+13,7 710,88+26




