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Resumen

RESUMEN

Esta tesis trata sobre el estudio del comportamiento de sorciéon de un grupo de
fluoroquinolonas (Danofloxacina DAN, Difloxacina DIF, Enrofloxacina ENR,
Marbofloxacina MAR, Sarafloxacina SAR) en suelos agricolas. Los suelos han sido
elegidos de tal forma que poseen una amplia variedad de caracteristicas fisico-quimicas,

a fin de que el estudio sea representativo.

La parte experimental de la tesis ha consistido, por un lado, en la realizacién de estudios
de sorcion en suelos y en mezclas suelo/biochar, y, por otra parte, en la determinacién
de los coeficientes de particion octanol/agua y de las constantes de disociacion a este

grupo de fluoroquinolonas.

Para los estudios de sorcion, primeramente, se han obtenido los perfiles cromatograficos
de los suelos, a fin de asegurarnos de la ausencia de los analitos a investigar en cada una
de las matrices. Seguidamente, se han determinado los tiempos necesarios para que la
sorcion en la fase suelo/agua llegue al equilibrio, luego de lo cual se procedi6 a obtener
las isotermas de sorciéon para cada suelo, de un total de catorce, con cada
fluoroquinolona, mediante el método de equilibrio en “batch™ descrita en la prueba 106.
Sorcién-Desorcion publicado por el OECD (Organisation for Economic Cooperation
and Development). Una vez obtenidas las isotermas, se ajustaron las mismas a las
ecuaciones de los modelos de Freundlich y Langmuir utilizando el andlisis por minimos
cuadrados no lineales. Luego, con el fin de conseguir aquella isoterma que mejor
describiera el comportamiento de sorcion, se aplico el software ISOT_CALC y la
herramienta macro Solver de Microsoft Excell. En esta etapa, la mayoria de las
isotermas fueron mejor definidas por el modelo de Freundlich, lo cual se ha
determinado mediante el cdlculo de la funcién Unitaria U de error cuadritico. Aquella
isoterma que exhibia los menores valores en esta funcion, era la correspondiente al

mejor ajuste.

De las isotermas, a partir de la relaciéon entre las concentraciones en equilibrio del

analito en la fase acuosa y en el suelo, fue posible calcular los coeficientes de sorcidn de
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las fluoroquinolonas en cada suelo, a las concentraciones que nos interesaban. A partir
de estos coeficientes y de las caracteristicas fisicoquimicas de los suelos, nos fue
posible correlacionar todas las variables, mediante la utilizacién del Anélisis por
Componentes Principales PCA y predecir el comportamiento de sorcion de los analitos,

a través del andlisis de Regresion por Minimos Cuadrados Parciales PLSR.

Del PCA es posible afirmar que el pH, la kd, la capacidad de intercambio catiénico
CEC y el contenido de materia organica OC, son las variables que mas influyen en el
comportamiento de sorcién de las fluoroquinolonas en los suelos estudiados. Y los que

menos influyen son los contenidos de arena, limo y arcilla.

En cuanto a los modelos de prediccion PLSR, el que obtuvo el mejor coeficiente de
correlacion entre los valores experimentales y predichos ha sido el modelo de la ENR
(0,989), seguido por el modelo de la MAR (0.9675), SAR (0.960), DIF (0.919) y, por
dltimo, DAN (0.905).

Los resultados obtenidos de los estudios de sorcidon en mezclas suelo/biochar nos
permiten afirmar que la utilizacion de biochar como enmienda para suelos es viable para
suelos tipo arenosos, con caracteristicas similares a las del suelo estudiado, tanto con
ENR, como con DAN. En cambio, un suelo franco-arcilloso-limoso no mejora su

capacidad de sorcidn, si no, que se dio el caso en que la llega a desmejorar.

Tras aplicar un procedimiento similar al descrito para la obtencién del mejor ajuste a las
isotermas, se obtuvieron los coeficientes de particién octanol/agua y las constantes de
disociacion para las fluoroquinolonas estudiadas. Los resultados obtenidos nos indican

que el orden de lipofilicidad es DIF > ENR > DAN > SAR > MAR > CIP.
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ESTRUCTURA GENERAL

Esta tesis consta de seis capitulos. El capitulo 1 que corresponde a la introduccién, se
divide a su vez en diferentes secciones, que contemplan temas como fluoroquinolonas,
sorcion en suelos, sorcién en mezclas suelo biochar, coeficientes de distribuciéon y
constantes de disociacion. Cada una de estas subsecciones intenta ayudar al lector a
conocer los conceptos bésicos claves en cada uno de esos temas, asi como de ofrecerle

informacion relevante que pueda ser de utilidad para profundizar en los mismos.
En el capitulo 2, se describen los objetivos que desarrollamos en esta tesis.

En la Parte Experimental, el capitulo 3, se describen paso a paso los experimentos
realizados en el laboratorio, los reactivos y equipos utilizados, las condiciones de
trabajo a través de los cuales obtuvimos los datos y los resultados, asi como el

tratamiento quimiométrico que ha sido aplicado a los datos obtenidos.

En el capitulo 4, Resultados y Discusion, se tratan de explicar los resultados obtenidos
mediante aplicaciones quimiométricas, asi como mediante su correspondencia con la

literatura publicada relacionada a cada uno de los temas.

Seguidamente, encontraremos el capitulo 5, donde se plasman las conclusiones del

trabajo realizado. Y, por ultimo, el capitulo 6 contiene la infografia consultada.
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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

ACD LogD
ACD LogP
ADMET Predictor

ADME-tox
AEMPS
AEM
ALOGPS
ALOGPS 2.1

BC

Bio-Loom

CIP
ChemDraw Prime

Clog P

CZE
D

DAN
DDD
DIF
DOM
DMSO
Dw

ENO

Programa comercial disponible para la estimacién de log P/logD
Programa comercial disponible para la estimacién de log P/logD

Programa comercial disponible para la estimacién de log
P/logD/pKas

Absorcion, distribucion, metabolismo, excrecion y toxicidad
Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios
Agencia Europea de Medicamentos

Programa comercial disponible para la estimacién de log P/logD

Programa comercial disponible para la estimacion de valores de
pKa

Negro de carbon (black carbon)

Programas comerciales disponibles para la estimaciéon de log
P/logD

Ciprofloxacina
Programa comercial disponible para la estimacién de log P/logD

Programa comercial disponible para la estimacién de log
P/logD/pKas

Electroforesis de zona capilar

Coeficiente de particion aparente/Declaracion/Coeficiente de
distribucién para sustancias ionizables

Danofloxacina

Dosis Diaria Definida (Defined Dosis Dairy)
Difloxacina

Materia Orgédnica Disuelta

Dimetilsulfoxido

Peso seco (dry weight)

Envejecido

Enoxacina
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ENR
ECDC

EDA
EFSA

Epik

ESP

FL

FLE
GAT
HSLogD
IBI

Enrofloxacina

Centro Europeo para la Prevencion y el Control de Enfermedades
(European Centre for Disease Prevention and Control)

Donador Aceptor de Electrones (electron-donor aceptor)

Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (European Food
Safety Authority)

Programa comercial disponible para la estimacion de valores de
pKa

Esparfloxacina

Fluorescencia

Fleroxacina

Gatifloxacina

Meétodo de alta velocidad para medir log D
International Biochar Iniciative
Coeficiente de distribucién

Coeficiente de Freundlich, también llamado coeficiente de
capacidad unitaria

Constante de Langmuir
Constante de distribucidn entre octanol y agua

Constante de disociacion entre agua/octanol de la especie neutra

KOWWIN-EPI Suite ™ Programa comercial para la estimacion de log P/logD

LEV
LOD
LOM
LOQ
LV’s
MAE
MAR

Marvin

Matlab 6.5
MEEKC

Levofloxacina

Limite de deteccién (Limit of detection)
Lomefloxacina

Limite de cuantificacion (Limit of quantification)
Variables latentes

Error absoluto promedio

Marbofloxacina

Programa comercial disponible para la estimacion de valores de
pKa

Sofware para el tratamiento de datos
Microemulsién electrocinetica (microemulsion electro kinetic)
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Calculator
MOX
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Nd

NHA

NHET
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NOM
NOR
NR
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OSIRIS Property
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No Regulado
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Numero de registro para la identificacion numérica tunica de
compuestos quimicos

Organizacién para la cooperacion y el Desarrollo Econémico
(Organisation for Economic Cooperation and Development)
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Programa comercial disponible para la estimacién de
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Andlisis de componentes principales (Principal Component
Analysis)
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Minimos Cuadrados Parciales (Partial Lest Squares)

Regresion por Minimos Cuadrados Parciales (Partial Lest Squard
Regression)

Software para el tratamiento de los datos
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1. Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. Agentes antimicrobianos

Los antibidticos son sustancias quimicas que matan organismos patégenos como

bacterias, hongos y protozoos o inhiben su crecimiento y/o proliferacién (1-2).

A pesar de que muchos autores utilizan el término antibiético para referirse inicamente a
sustancias quimicas de origen natural, que actdan contra la proliferacién de bacterias, en
esta tesis utilizaremos indistintamente, los términos antibidtico, antimicrobiano o
antibacteriano, como sinénimos, para referirnos tanto a farmacos naturales como

sintéticos que se utilizan con este fin.

El descubrimiento de los antibidticos data del afio 1928 cuando Alexander Fleming
descubri6 la penicilina (3). Sin embargo, el primer antibiético utilizado para propdsitos
generales en la medicina moderna fue el prontosil o sulfonamida (figura 1.1), descubierto
en el afio 1932 por Gerhard Domagk, desarrollado por los laboratorios Bayer y finalmente

lanzado al mercado en el afio 1935, por la misma compaiiia (4).

H,N

_N
L
NH
2 SO,NH,

Figura 1.1 Estructura quimica del Prontosil

Actualmente, la variedad de antibidticos disponibles es muy amplia. Para clasificarlos
pueden tomarse en cuenta diferentes factores como su mecanismo de accion, su estructura
quimica, su espectro de actividad, y la relacion entre actividad y concentracién, por

ejemplo. Enseguida daremos algunos ejemplos de clasificacion.

Dependiendo de su modo de accidn, los agentes antimicrobianos pueden ser clasificados
en dos tipos: bactericidas, cuando matan a las bacterias sobre las que actdan, y

bacteriostdticos, cuando detienen la multiplicacién de las bacterias (2).
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Atendiendo a su origen, los antibiéticos pueden clasificarse como (5):

O Naturales: procedentes de microorganismos como hongos y bacterias.
O Semisintéticos: compuestos naturales quimicamente modificados.

O Sintéticos: productos de origen antropogénico.

La tabla 1.1 muestra los antimicrobianos mds ampliamente empleados seglin sean

naturales o sintéticos.

Tabla 1.1. Antibiéticos mas utilizados

Naturales Sintéticos
Aminoglicésidos Nitroimidazoles
B-lactamicos Nitrofuranos
Macrolidos Quinolonas

Polienos Sulfonamidas
Polipéptidos
Tetraciclinas

Y en la siguiente tabla se indican algunos antibidticos clasificados seglin su mecanismo

de accioén (6).
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Tabla 1.2. Clasificacién de los antimicrobianos segtin su mecanismo de accion.

Mecanismo de Accion Grupo Ejemplos
Fluoroquinolonas Ciprofloxacina, Norfloxacina
Inhibicion de la sintesis de Rifamici Rifampici
ADN ifamicina ifampicina
Nitroimidazol Metronidazol
Aminoglicosidos Estreptomicina, kanamicina
Tetraciclinas Ocxitetraciclina, doxiciclina
Inhibicién de la sintesis de Macrolidos Eritromicina, claritromicina
proteinas Lincosamidas Lincomicina, clindamicina
Amfenicoles Cloranfenicol
Otros Acido fusidico
Inhibicion de la sintesis de Sulfonamidas Sulfadiazina, sulfametazina
metabolitos
intermediarios Trimetoprim Trimetoprim
Polipéptidos Polimixina B, colistina, nisina

Inhibicion de la integridad
de la membrana
citoplasmatica

Polienos antimicoticos

Tond6foros

Nistatina, natamicina,
amfotericina B

Calcimicina, monensina,
salinomicina

Inhibicion / disruptores de la
sintesis de la pared celular

B-lactimicos

Glicopéptidos

Otros

Penicilina, cefalosporinas,
cefamicina, monobactamicos,
inhibidor de la 3-lactamasa,
ampicilina

Vancomicina, teicoplanina,
daptomicina

Bacitracina, fosfomicina,
cicloserina

En el siguiente apartado veremos como se usan y administran los antimicrobianos.
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1.1.1 Administracion y uso de agentes antimicrobianos

Los agentes antimicrobianos pueden emplearse en medicina humana, veterinaria,

agricultura y en la industria.

En medicina veterinaria se administran a través de piensos medicados, inyecciones y
aplicaciones externas, y pueden utilizarse con diversos propdsitos, como los que se

presentan a continuacion (7-8):

O Prevencion de enfermedades de origen bacteriano mediante tratamiento
metafildctico, que consiste en controlar ciertas variables clinicas en un
determinado grupo de animales, hasta que una de ellas, por ejemplo, la
temperatura, aumenta por encima de determinado valor limite (fijado de
antemano). En este caso, todo el lote de animales es tratado para evitar un brote
de la enfermedad.

O Tratamiento de enfermedades de origen bacteriano a través del tratamiento
terapéutico, que se refiere al tratamiento de enfermedades infecciosas
diagnosticadas. Las dosis terapéuticas administradas estin estrictamente
relacionadas con las especies y el estado de la enfermedad, y suelen ser altas
durante periodos cortos de tiempo.

O Control de enfermedades de origen bacteriano empleando el tratamiento
profildctico que no es mas que la utilizacion del medicamento para prevenir la
enfermedad en determinadas situaciones, como, por ejemplo, antes de
intervenciones quirurgicas, transporte de ganado o mezcla de animales de
diferentes rebanos (9-10).

O Promocion del crecimiento. En este caso, los antibiticos se anaden a los piensos
para animales con el fin de mejorar la eficiencia de la digestion de los alimentos
( ), por lo que son llamados potenciadores digestivos. La aplicacion de
antimicrobianos a niveles subterapetiticos (3-220 mg Kg!' alimento) durante
largos periodos de tiempo ayuda a que el animal crezca mds rapido y disminuye
su susceptibilidad a las enfermedades relacionadas con el estrés (13). Esta
practica puede tener incidencia en el aumento de la resistencia bacteriana. Por

esto, en la Unién Europea (UE) el uso de estos agentes para promover el
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crecimiento estd prohibido desde el afio 2006 (14). Sin embargo, en otros paises

sigue siendo una préctica habitual (15).

Por otro lado, en medicina humana, los antimicrobianos se administran a través de
inyecciones, soluciones y grageas orales, asi como mediante aplicaciones externas y
nebulizadores. Se utilizan para el tratamiento y prevencion de enfermedades infecciosas
(16).

En medicina vegetal los antimicrobianos, principalmente estreptomicina y oxitetraciclina,
se emplean en el cuidado de arboles frutales, vegetales y plantas ornamentales (por
ejemplo, orquideas), para la prevencidn, tratamiento y control de bacterias en estos
cultivos (13, 17). Su aplicacion se realiza mediante nebulizacion del medicamento.
Finalmente, como ejemplos de la utilizacién de antimicrobianos en medios industriales,
podemos indicar su aplicacién en oleoductos (para evitar el crecimiento de algas u otros
microorganismos), o en plantas de procesado de alimentos (18).

La figura 1.2 muestra el consumo de antibacterianos para uso sistémico en 30 paises de
la Unién Europea/Espacio Econémico Europeo (UE/EEA), para el afio 2016, expresada
como Dosis Diaria Definida (DDD, Defined Dosis Dairy) por cada 1000 habitantes y dia
(19).

Podemos observar que los antimicrobianos mds empleados son los [3-lactamas y
penicilinas (20.18 DDD/1000 hab/dia), seguidas de los macrélidos, las licosamidas y las
estreptograminas (8.25 DDD/1000hab/dia). A continuacién, las quinolonas (4.75
DDD/1000hab/dia), seguidas por las tetraciclinas (2.52 DDD/1000hab/dia) y por dltimo
las sulfonamidas y trimetoprimas (1.49 DDD/1000hab/d{a).

En cuanto al consumo de antibidticos en veterinaria, el principal indicador que se emplea
para expresar las ventas es la cantidad de ingrediente activo (en mg) por unidad de
correccién de poblacién (PCU, en funcién del nimero de animales y su peso): mg/PCU.
A pesar de la disponibilidad de medicamentos, segiin datos publicados por la Agencia
Espanola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS), alrededor de 25,000
pacientes mueren cada afio en la Unién Europea, debido a una infeccién causada por
bacterias multirresistentes, con un impacto de sobrecoste sanitario de 1,500 millones de

euros (20).
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Figura 1.2. Consumo de antimicrobianos por pais de la Unién Europea/Area Econdmica

Europea EU/EEA para el afio 2016. El consumo se expresa como DDD (dosis diaria

definida por 1000 habitantes y dia) (19)

En la Figura 1.3 se indican los datos correspondientes a un grupo de 26 paises del espacio

EU/EEA, los cuales cubren aproximadamente el 95% de la poblacion animal destinada al

consumo en la Unién Europea. De las ventas totales, las mayores proporciones,

expresadas como mg/PCU, se registraron para las tetraciclinas (37%), penicilinas (22%)

y sulfonamidas (10%) (21).
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M Tetracyclines

M Penicillins

M Sulfonamides

 Trimethoprim

H Macrolides

M Lincosamides
Fluoroquinolones
Aminoglycosides
Polymyxins
Pleuromutilins

m Others*

Figura 1.3. Ventas de las diferentes clases de antimicrobianos
(porcentajes en base a mg/PCU) para 26 paises del drea UE/EEA (19)

A pesar de que el uso de antimicrobianos en medicina veterinaria, principalmente en la
produccion de ganado ovino y bovino, acuicultura y avicultura, ha permitido aumentar de
forma importante la produccién de alimentos de origen animal, también presenta
inconvenientes como:

O La presencia de residuos de estos farmacos en los alimentos (22).

O Presencia de residuos de farmacos en aguas destinadas para consumo humano

(23).

O Impactos ecolégicos debido a practicas inadecuadas de medicacion (23).

O Aparicion de resistencias a antibidticos por el mal uso de estos (19, 24-27).

O Difusién generalizada al medioambiente, provocando la afectacion de sistemas

acudticos y terrestres (28).

Por tanto, el empleo de antimicrobianos en cualquiera dmbito tiene como consecuencia

su posible dispersion en el medio ambiente.
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1.1.2 Presencia de antimicrobianos en el medio ambiente

Debido a la gran cantidad y a la amplia variedad de antimicrobianos utilizados en
diferentes aplicaciones, estos han alcanzado diferentes compartimientos ambientales. Por
ejemplo, muchos estudios han confirmado la presencia de trazas de antimicrobianos

(penicilinas, tetraciclinas, sulfonamidas, macrélidos y quinolonas) en suelos, sedimentos,

aguas subterrdneas, superficiales y biota (29-54).

Existen diversas vias de entrada de agentes antimicrobianos al medio ambiente, tal como

se indica en la Figura 1.4.

Origenes y Destino de Antimicrobianos en el Medioambiente

Uso por individuos y mascotas
Residuos hospitalarios

Tanques sépticos privados
Aplicacién directa de sélidos de aguas residales a
campos agricolas

Introduccion directa por lavar, bafarse, nadar

9. Liberacidon de drogas utilizadas en control de plagas
Descarga industrial a traves de flujos residuales

10. Destino final del transporte, la alteracién,

. Liniviacion de vertederos transformacion y degradacion

. Liberacion desde acuacultura

Figura 1.4. Vias de entrada y posible distribucién de los
antimicrobianos en el medio ambiente. Adaptado de (51)

En la figura anterior pueden observarse diversos ejemplos sobre cémo los antibidticos

pueden incorporarse a los diferentes compartimientos medioambientales una vez se

utilicen en medicina humana, veterinaria y vegetal, desde sus lugares de fabricacion (44-

45, 48-49, 51-55) y a través de la inadecuada disposicién de aquellos fairmacos que no

han sido utilizados (56).
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A continuacion, se indican las caracteristicas de las principales vias de entrada:

O Medicina veterinaria. Al tratar animales con antibidticos, estos son excretados
en forma de metabolitos secundarios o0 como el mismo compuesto original (13)
en diferentes proporciones, convirtiéndose esta via como una de las principales
fuentes de contaminacion (57). Cuando el estiércol de los animales medicados
se utiliza para fertilizar un suelo agricola, entran a éste los agentes
antimicrobianos y sus metabolitos (58), que, como cualquier firmaco, pueden
poseer actividad bioldgica (59), dando como resultado el desequilibrio natural
mediante el desarrollo de resistencias bacterianas en el medio ambiente ( ).

O Medicina humana. Los antibidticos, como sus metabolitos, provenientes de
hospitales y viviendas particulares, son trasladados a través de la red de
alcantarillados de aguas residuales hasta la planta de tratamiento de aguas
residuales (PTAR) correspondiente, donde no son completamente eliminados
( ). La presencia de antimicrobianos en los efluentes y en los lodos
procedentes de las depuradoras nos confirma este escenario ( ). Incluso,
existe la posibilidad de que estos compuestos puedan llegar a las aguas
destinadas al consumo humano ( ).

O Medicina Vegetal. Segin datos del afio 1995, en Estados Unidos de América,
se aplicaron aproximadamente 11,3 Tn de estreptomicina y 6,2 Tn de
oxitetraciclina a arboles frutales en los principales Estados productores de este
tipo de arboles. Los antibiéticos se aplicaron a los cultivos de manzana (20%),
pera (35 a40%) y durazno (4%). Aunque la diversidad y cantidad de antibidticos
usados para el control de enfermedades en plantas es poco significativo (menos
del 0,1% del total en Estados Unidos), se han desarrollado agentes patégenos de
plantas resistentes a los antibiéticos (70).

O Residuos de la industria farmacéutica. Generalmente estas industrias tienen
implementados procesos de produccion limpia y gestion de residuos (71) con la
finalidad de reducir el riesgo de pérdidas de materias primas y/o productos, por
lo que la insercién de farmacos al medio ambiente desde estos focos suele estar

disminuida.

La incorporacién de antibidticos y/o de sus metabolitos secundarios o productos de
degradacién al medio ambiente a través de las diferentes vias de entrada puede inducir a

diversas consecuencias. Por ejemplo, a raiz de sus diferentes utilizaciones, ya sea en el

11
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tratamiento de animales para consumo humano, por ejemplo, o en la utilizacién del agua
residual utilizada en las explotaciones agricolas puede llevar a la presencia de residuos de
farmacos antibacterianos en alimentos, como vegetales ( ), agua natural (29, 52),

agua de consumo (52), jalea real (46) y huevos de gallina ( ), entre otros.

Ha sido, también demostrado, que su presencia y/o permanencia en el medio ambiente
provocan alteraciones en el funcionamiento de las comunidades de microorganismos
residentes en los medios contaminados ( ) y favorece la aparicion y proliferacion

de bacterias resistentes (78).

La OMS considera que las resistencias antimicrobianas (RAM) son un grave problema
de salud que afecta a diferentes sectores y ha propuesto implantar una estrategia global
con la finalidad de minimizarlo (79). Espafia, a través de la Agencia Espafiola de
Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS), ha publicado un plan estratégico y de
accion para reducir el riesgo de seleccion y diseminaciéon de RAM, y reducir sus

consecuencias sobre la salud de los animales y el hombre (80).

A continuacién, veremos el grupo de antimicrobianos correspondientes a los farmacos

estudiados en este trabajo, las fluoroquinolonas.

1.2 Fluoroquinolonas

Las fluoroquinolonas son antibidticos de origen sintético (81). Debido a su amplio
espectro de accion, en la actualidad se utilizan considerablemente en el tratamiento y
prevencion de enfermedades causadas por bacterias gran positivas, Gram negativas y

anaerobias.

La primera quinolona utilizada para el tratamiento de enfermedades infecciosas fue el
acido nalidixico, sintetizado en el afio 1962 a partir de la cloroquina (82-84) y utilizada
unicamente para infecciones de las vias urinarias. A finales de la década de los 1980, se
introduce un 4tomo de fldor en la posiciéon 6 de la estructura 4-quinolona de estos
farmacos. (Figura 1.5). Esto revolucion6 su utilizacién de forma amplia y eficaz, ya que
las fluoroquinolonas resultantes (también llamadas quinolonas de segunda generacién)

presentaban mejores caracteristicas que las anteriores (84).

12
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En la década de 1990 fueron sintetizados varios componentes de esta familia, con mejoras
importantes en su biodisponibilidad, vida media y espectro de actividad, especificamente
sobre el Streptococcus pneumoniae. Estas fueron clasificadas como quinolonas de tercera

generacion.

Hacia el afio 2000 aparecen nuevas moléculas, también conocidas como quinolonas de

cuarta generacion, que incluyen en su espectro a los gérmenes anaerobios (85).

Las moléculas de estos farmacos contienen dos anillos de seis eslabones en su estructura.
Si la estructura general contiene un carbono en la posicién 8, con un N en la posicién 1,
tenemos una quinolona verdadera, y si por otro lado contiene un nitrégeno en la posicion
1 y otro en la posicién 8, tenemos un sistema ciclico denominado como naftiridona
(Figura 1.5) (50, 84-85). Sin embargo, ambas estructuras (quinolona y naftiridona), son
consideradas como descriptoras de la clase "agentes antibacterianos de quinolona" (82,

84-85).

O
| | nucleo quinolona

N
|
R
o}

/

A

N ¥ nlcleo naftiridona

R

Figura 1.5. Nucleos quinolona y naftiridona
y estructura bdsica de las quinolonas

Las fluoroquinolonas son moléculas pequefias, con masas moleculares entre 300 y 500
Da. Son sensibles a la luz, por lo que deben ser protegidos de ésta durante el
almacenamiento a largo plazo para evitar la pérdida de actividad (86).

En la figura 1.5, el anillo tipo 4-piridinona del lado derecho es necesario para la actividad

antibacteriana. Sin embargo, no es el unico sustituyente que le confiere estas

13
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caracteristicas a las quinolonas (87-88). Otros, ocupan las siguientes posiciones, segun la
numeracion indicada en la figura 1.5:

O Posicion I: Para que la quinolona presente actividad antibacteriana, la posicion
N-1 requiere un sustituyente (87). Algunos ejemplos de este sustituyente son el
etilo (norfloxacina, pefloxacina, lomefloxacina), el fluoroetilo (fleroxacina) o el
ciclopropilo (ciprofloxacina).

O Posicion 2: Las quinolonas contienen un H en el C-2. Se ha demostrado que la
sustitucién de este H disminuye las propiedades antibacterianas del farmaco.

O Posicion 3: el grupo acido carboxilico como cadena lateral en C-3 es esencial
para la actividad antibacteriana de estos farmacos (50).

O Posicion 4: Todas las quinolonas tienen un oxigeno ceto en esta posicion (50),
también esencial para su actividad antibacteriana (87).

O Posicion 6: La naturaleza del sustituyente en el C-6 tiene un gran impacto sobre
la actividad inhibitoria de la ADN-girasa y la penetraciéon de la célula. Este
sustituyente puede ser H, Cl, F, NO, NH,, CN, CH3SCH3, COCHzs. El fldor en
esta posicion se encuentra en esencialmente todos los agentes modernos; es por
este sustituyente que la clase se refiere a menudo como las fluoroquinolonas.

O Posicion 8: Las variaciones mas comunes en la posicion C-8 son un dtomo de
hidrégeno o de nitrégeno (nicleo naftiridina). Aunque un grupo compacto,

liofilico (F, F3, Cl, OCH3) aumenta la actividad antibacteriana.

En el siguiente apartado, veremos la clasificacion de estos farmacos.

1.2.1 Clasificacion de las quinolonas

Las quinolonas pueden clasificarse en funcién de su estructura como mono, bi, tri o
tretraciclica, o bien segtn su espectro antibacteriano y propiedades farmacocinéticas (81,

88-91). Segun este tltimo caso podemos distinguir entre las quinolonas de:

O Primera generacion: A excepcion de la flumequina, no presentan el
sustituyente Fldor en la posicién 6. Por otra parte, su espectro de actividad es

limitado, siendo sdlo ttiles en infecciones del tracto urinario.

14
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O Segunda generacion: se caracterizan por la presencia de un sustituyente Fldor
en la posicion 6, y de piperazina o metil piperazina en la posicién 7. La actividad
bioldgica es mds amplia que las de primera generacion. Son ttiles en infecciones
graves osteoarticulares, digestivas, de tejidos blandos, respiratorias y de
transmision sexual.

O Tercera generacion: se caracterizan por la presencia de grupos ciclicos
aminados en C7, junto con la presencia de sustituyentes en las posiciones C5 y
C8. Algunas de ellas presentan leve actividad sobre bacterias anaerobias.

O Cuarta generacion: presentan una actividad extendida contra bacterias G+, G-

y anaerobias.

La siguiente tabla muestra las principales caracteristicas distintivas de las diferentes

generaciones de quinolonas.

A continuacion, comentaremos dos de las propiedades fisicoquimicas méds relevantes de
las fluoroquinolonas, pues son las que las distinguen de sus demds congéneres. Se trata

de la solubilidad y su capacidad de complejacion.

15



1. Introduccion.

Tabla 1.3. Caracteristicas de las diferentes generaciones de quinolonas segun su espectro
antibacteriano y sus propiedades farmacocinéticas (91-94)

Generacion
de quinolona

Caracteristicas principales

Primera

Actividad contra bacterias Gram negativas
Vida media corta

Baja concentracién en suero y tejidos
Infecciones del tracto urinario no complejas
Administracion oral

Segunda

Clase I (enoxacina, norfloxacina, lomefloxacina)

Actividad mejorada contra bacterias Gram negativas

Enlace proteina (50%)

Vida media més larga que la primera generacion
Concentraciones moderadas en suero y tejidos

Infecciones en el tracto urinario complicadas y no complicadas
Administracién oral

Clase II (ofloxacina, ciprofloxacina)

Actividad mejorada contra bacterias Gram negativas

Pat6genos atipicos, Pseudomona aeruginosa (ciprofloxacina)

Enlace proteina (20%-50%)

Vida media moderada a larga

Concentraciones mads altas en suero y tejidos comparadas con la Clase
I

Infecciones urinarias complicadas, gastroenteritis, prostatitis,
infecciones nosocomiales

Administracion oral e intravenosa

Tercera

Actividad contra bacterias Gram negativas y Gram positivas

Perfil farmacocinético similar a aquel de la segunda generacion (Clase
1)

Indicaciones y modo de administracion similar. Considerados para
neumonia adquirida en pacientes hospitalizados.

Cuarta

Actividad extendida contra bacterias Gram negativas y Gram positivas

Actividad contra anaerobios y contra bacterias atipicas
Administracion oral e intravenosa
Considerados para el tratamiento de infecciones intraabdominales

Solubilidad

En general, la solubilidad de un firmaco es un pardmetro de gran importancia para su

administracion intravenosa.
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La mayoria de las fluoroquinolonas modernas son de caricter zwitteriénico, debido a la
presencia de un grupo carboxilico en la posicién 3 y una amina, generalmente un anillo
piperazinil basico u otro N-heterociclico en la posicién 7. A pH bajo, tanto la amina como
el acido carboxilico estdn protonados, dando a la molécula una carga total positiva.
Contrariamente, a pH alto, la amina est4 en la forma de base libre, mientras que el grupo
carboxilico existe como un anién carboxilato, proveyendo una carga neta negativa.
Debido a esto, las quinolonas tienden a ser mds solubles en agua a pH 4cido o bésico, con

solubilidad minima a valores de pH intermedios entre el pKa; y el pKa> (92).

El empaquetamiento cristalino de las quinolonas, en el cual el grupo aromatico esta
apilado, también contribuye a que la solubilidad en agua disminuya. Poseen puntos de
ebulliciéon muy altos, generalmente >200°C, lo que indica que sus formas cristalinas son
muy estables. Se han medido solubilidades extremadamente bajas para algunas
quinolonas. La tosufloxacina, por ejemplo, presenta una solubilidad en agua de 0.008 mg

mL! a pH fisiolégico (92).

Formacion de complejos con iones metalicos di- y trivalentes

Las quinolonas tienen potencial para formar complejos con iones de metales de transicion,

como el cobre, plomo, zinc y magnesio (86).

Como sucede con otros medicamentos, los antidcidos y ciertos suplementos minerales
disminuyen su absorcién y biodisponibilidad. Esto es debido a la formacién de complejos
con iones metales divalentes y trivalentes (95). La estabilidad de los complejos formados

varia con el ién metilico, siguiendo el orden: Ca?*< Mg?*< Fe**< AI** (92).

Las quinolonas se enlazan a estos iones formando complejos, en los cuales pueden actuar

como monodentado, bidentado y ligando puente, debido a sus grupos funcionales (92):

O Una funcién acido carboxilico en la posicion 3 para un enlace bidentado.
O En la mayoria de los casos un anillo basico piperazinil u otro N heterociclico en
la posicion 7 para un enlace monodentado.

O Un atomo de oxigeno del carbonilo en la posicion 4 para un ligando puente.
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En los complejos poliméricos en estado sélido, son posibles multiples modos de
coordinacion. En la siguiente ilustracion pueden observarse los diferentes modos de

coordinacion de las quinolonas.

AN
o} o}

K

M

M
N Lk

Figura 1.6. Principales modos de coordinacion de las quinolonas (92)

En la siguiente figura se muestra la estructura general de un complejo metal:

quinolona 1:2.

N R,

Figura 1.7. Estructura general de un complejo quinolona 1:2
(metal:ligando) con cationes divalentes (92)

Por lo anterior, podemos sefialar que la interaccion con iones metdlicos tiene

consecuencias importantes para la solubilidad, farmacocinética y biodisponibilidad de las
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quinolonas, asi también como en el mecanismo de accion de estos agentes bactericidas

(92).

En cuanto a su mecanismo de actuacién frente a los microorganismos, las quinolonas
inhiben ripidamente la sintesis del ADN, promoviendo la escision del ADN bacteriano
en los complejos ADN-Enzima de la ADN Girasa y la Topoisomerasa Tipo IV (96-99).
Penetran la pared celular a través de porinas (en el caso de bacterias Gram negativas) para
inhibir la replicacién bacteriana al interactuar con dos enzimas, el ADN girasa
(Topoisomerasa tipo II) y la Topoisomerasa tipo IV. Ambas enzimas son esenciales para
la replicacion y transcripcion del ADN, por lo que, al inhibirse su accidn, se provoca la

muerte de la célula (100-106).

Por regla general, la actividad bacteriana Gram negativa se correlaciona a la inhibicién
del ADN girasa, mientras que la actividad bacteriana Gram positiva corresponde a la

inhibicién del ADN topoisomerasa tipo IV (89).

A continuacién, veremos qué enfermedades son susceptibles para el tratamiento con

fluoroquinolonas.

1.2.2 Aplicaciones de las fluoroquinolonas y aparicion de
resistencia

Desde sus inicios como agentes selectivos Gramnegativos limitados al tratamiento de la
infeccién del tracto urinario, su aplicacion se ha ampliado a infecciones sistémicas
causadas por patégenos G+ y G-, en zonas que van desde la piel o articulaciones hasta el
tracto respiratorio o digestivo, entre otros. Algunos agentes antimicrobianos de mas
reciente aparicion incorporan actividad contra patdgenos anaerdbicos, haciéndolos ttiles

en las infecciones quirdrgicas y ginecoldgicas.
Asi, hoy en dia, las quinolonas tienen los siguientes usos (Y6):

O Infecciones del tracto urinario y prostatitis.
O Enfermedades de transmision sexual.

O Tratamiento de infecciones respiratorias.
O Cirugia, obstetricia y ginecologia.

O Tratamiento de meningitis bacteriana.
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O Pacientes inmunocomprometidos.
O Infecciones éseas (osteomielitis).

O Infecciones de la piel y tejidos blandos.

Por otro lado, y como ha sucedido con otros farmacos, se han detectado resistencias a
algunas quinolonas. Las tasas de resistencia frente a las quinolonas presentan amplias
variaciones, que dependen de las especies bacterianas, los entornos clinicos, el origen de
las cepas, las ubicaciones geograficas o el patrén de uso (88, 107-109).

En términos generales, la resistencia es mas frecuente en los paises desarrollados que en
zonas en desarrollo, debido a su uso veterinario, en particular entre los animales
destinados al consumo ( ).

Las primeras cepas de resistencia a quinolonas se detectaron en microorganismos que son
inherentemente menos susceptibles, tales como Estafilococos y Pseudomonas aeruginosa.
Sin embargo, la reducciéon de la susceptibilidad o la resistencia se ha ampliado
recientemente para Escherichia Coli, Salmonella spp., Campylobacter spp., Neis seria

gonorrhoeae o Streptococcus pneumoniae (111).

Segtn la EFSA y ECDC Scientific Report 2015 (112), se ha observado en paises de la
Unién Europea resistencia a las fluoroquinolonas, en particular para la ciprofloxacina y
el 4cido nalidixico. Para ambos antibidticos se observaron resistencias en aislamientos de
Campylobacter de aves de corral, carne de pollo, cerdos y ganado. Por otro lado, también
se presentd resistencia a la ciprofloxacina en serotipos de Salmonella (Kentucky e

Infantis).

Los mecanismos principales de resistencia a quinolonas son la mutaciéon cromosomal, la
reduccién de la concentracion intracelular de quinolonas y los genes de resistencia a
quinolonas mediados por pldsmidos. El mecanismo comiin a todas las fluoroquinolonas
ocurre por mutacion cromosomal en los genes que codifican para el ADN girasa (las
subunidades GyrA y GyrB) y la topoisomerasa IV (las dos subunidades ParC y las dos
ParE), disminuyendo la afinidad del farmaco por los sitios de enlace sobre las enzimas y
haciendo al farmaco un inhibidor menos efectivo (110). Por esto se recomienda

prescribirlas racionalmente y asi evitar en lo posible la aparicion de resistencias.

Para minimizar los riesgos de aparicion de resistencia a las Fluoroquinolonas, se ha
sugerido (113):
O Administrar una dosis adecuada.
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O Evitar la administracién concomitante de firmacos que contienen iones
metalicos (p.e. antidcidos con aluminio o0 magnesio).

O Utilizar combinaciones de antibiéticos, cuando fuera necesario.

O Los pacientes hospitalizados no deberian recibir terapias prolongadas (>2 a 4
semanas).

O No utilizar estos agentes para tratar infecciones triviales, o cuando el éxito

terapéutico sea poco probable.

De la amplia variedad de fluoroquinolonas existentes, a continuacion, veremos cudles han

sido objeto de este estudio.

1.3 Fluoroquinolonas estudiadas

En la Figura 1.8 se presentan las estructuras de las fluoroquinolonas estudiadas en este
trabajo: danofloxacina (DAN), difloxacina (DIF), enrofloxacina (ENR), marbofloxacina

(MAR) y sarafloxacina (SAR).

[~ “OH (\N N | OH
N N /N\) © N
X ro A

Danofloxacina Difloxacina Enrofloxacina

F 1 9
N F
N
H@ I oH
|
L HN. ~

Sarafloxacina Marbofloxacina

Figura 1.8. Estructura de las fluoroquinolonas estudiadas

La tabla 1.4 resume las propiedades fisicoquimicas de este grupo de substancias.
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Tabla. 1.4. Propiedades fisicoquimicas de las fluoroquinolonas estudiadas (114-115)

Fluoroquinolona Danofloxacina Difloxacina Enrofloxacina Marbofloxacina Sarafloxacina

No. CAS 112398-08-0 91296-86-5 93106-60-6 115550-35-1 91296-87-6

Formu'l a E.mplrlca C19H20FN303 C21H19F2N303 C19H22FN303 C17H19FN4O4 C20H17F2N303

(Notacion Hill)

g;;‘)’ Molecular 35, 3¢ 399,39 359,39 362,36 385,36
1-Ciclopronil-6-fluoro-7- 6-Fluoro-1-(4- 9-Fluoro-2,3-dihidro-3-

Propr- fluorophenil)-1,4- 1-Ciclopropil-7-(4-etil-  metil-10-(4-metil- 6-Fluoro-1-(4-

[(1S,4S)-5-metil-2,5- o . . . . .
diazabiciclo [2.2.1]hepta-2- d1h1.dr(.>-7-(4-. 1 -plperazml.l)-.é-ﬂuoro- p%p.erazmo)-7-oxo-7H - ﬂuo?ofeml.)-.ét-oxoﬂ-

Nombre o metilpiperazino)-4- 4-oxo0-1,4-dihidro-3- pirido[1,2,3-j] (1-piperazinil)-1,4-

il]-4-oxo0-1,4-dihidro-3-
dcido quinolona carboxilico.
Advocin®

oxo-3-dcido quinolina
carboxilico
hidrocloruro

acido quinolona
carboxilico. Baytril*

[1,2,4]benzoxadiazina-6-
acido
carboxilico. Zeniquin®

dihidro-3-4cido
quinolona carboxilico

Punto de Fusion

268-272 °C

>275 °C

219-223 °C

268-269°C

323,19 °C (Predicho)

Punto de

Ebullicién®

~569,3 °C a 760 mmHg

595,5 °C a 760 mmHg

560,46 °C a 760 mmHg

~621,4 °C a 760 mmHg

Solubilidad

soluble en agua 172-205 g/L

Clorhidrato soluble en
agua (5 mg/ml),
DMSO, y metanol

Ligeramente soluble en
agua

DMSO 2 mg/mL; Agua <1
mg/mL

DMSO (<1 mg/ml a 25
°C), metanol, 4cido
clorhidrico 0,IN (25
mg/ml), y etanol (<1
mg/ml a 25 °C).
Insoluble en agua

Estado fisico

Sélido

Sélido

Sélido

Sélido

Sélido

2. Nombre comercial

b: Valor de prediccion mediante software (115)
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En la siguiente tabla se indica el aio de introduccién de las fluoroquinolonas estudiadas,

asi como las empresas responsables de su desarrollo y comercializacion.

Tabla 1.5. Introduccién de las quinolonas DAN, DIF, ENR, SAR y MAR (110)

Fluoroquinolona Aiio de comercializacion Desarrollada por
Danofloxacina 1991 Pfizer
Difloxacina 1996 Fort Dodge
Enrofloxacina 1989 Bayer Corporation
Sarafloxacina 1994 Abbott/Fort Dodge
Marbofloxacina 1995 Vetoquinol/Pfizer

En la tabla 1.6 se indican las principales aplicaciones de las fluoroquinolonas estudiadas.
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Tabla 1.6. Principales usos de los antibidticos estudiados (114)

DAN DIF ENR MAR SAR
Pavos Infecciones del Enfermedades del sistema
sistema respiratorio urinario
Infecciones bacterianas de
los tractos digestivo, Infecciones de la piel, del
Perros Infecciones de la piel ~ Tespiratorio y urogenital,  gjstema respiratorio,
y tracto urinario infecciones de la piel y gldndulas mamarias,
otitis externa tracto urinario
Ganado vacuno  Epfermedades Infecciones del Infecciones del aparato
respiratorias sistema respiratorio respiratorio y digestivo
Gallinas Enfermedades Infecciones del Enfermedades del sistema
respiratorias sistema respiratorio urinario
. Enfermedades Infecciones del Infecciones del aparato
Ganado porcino . . . . . . . . . - -
respiratorias sistema respiratorio respiratorio y digestivo

infecciones bacterianas de
los tractos digestivo,

Infecciones de la piel, del
sistema respiratorio,

Gatos - - respiratorio y urogenital, P . -
. . ) glandulas mamarias,
infecciones de la piel y .
.. tracto urinario
otitis externa
Bacterias género Vibrio,
Peces - - - - . . .
Bacteria Gram (-) rickettsia
Humanos Infecciones del Infecciones del tracto  Infecciones del tracto Infecciones del tracto Infecciones del tracto

tracto urinario

urinario

urinario

urinario

urinario
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Como hemos visto, hoy en dia existe una amplia variedad de quinolonas, que se usan en
el tratamiento de diversas enfermedades, debido a su amplio espectro de accién. Por ello,
existe la probabilidad de que puedan ser encontrados en diferentes compartimientos
ambientales. En la siguiente seccion veremos las concentraciones en que se han

encontrado.

1.3.1 Presencia de fluoroquinolonas en el medio ambiente

Diversos factores afectan la permanencia de los antimicrobianos en el medioambiente
terrestre. Entre los mas importantes se encuentran la temperatura, el tipo de suelo, el pH,
la radiacién UV, y en la presencia de estiércol animal, la cantidad de éste y la relacién

suelo/estiércol (116).

Asimismo, el efecto de los residuos de antimicrobianos en el medio ambiente esta

influenciado por factores tales como:

O Complejacion y adsorcion. La formacion de complejos o quelacion de
antibidticos con varios compuestos (organicos, inorgdnicos o iones) pueden
hacer que los antibidticos queden inactivos en el suelo o el estiércol. Un estudio
realizado en diferentes tipos de suelos concluyd que la Sarafloxacina se une
fuertemente al suelo y presenta muy baja disponibilidad para los
microorganismos presentes en el suelo (117).

O Productos de degradacion. Los productos veterinarios se degradan bidtica o
abidticamente en los suelos y en el agua. Generalmente estos procesos
disminuyen la actividad de los firmacos. Sin embargo, algunos productos de
degradacion tienen actividad similar a la de sus compuestos padres (56). Asi, se
ha demostrado que la actividad de oxitetraciclina, tilosina, sulfadiazina,
estreptomicina y ciprofloxacina disminuyen con el tiempo bajo condiciones
aerdbicas y anaerdbicas en lodos activados y bacterias del suelo seleccionadas,
lo que sugiere menor actividad de los productos de degradacién; sin embargo,
pueden llegar a tener vidas medias elevadas como en el caso de la oxitetraciclina

que permaneci6 activa durante 100 dias (118).
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Los niveles en que los antimicrobianos se encuentren en el medioambiente dependera de
la via de entrada, de las propiedades fisicas y quimicas del fairmaco, el medio donde se

encuentren, asi como de las condiciones ambientales donde son liberados (52).

La Tabla 1.7 muestra ejemplos de concentraciones de diferentes fluoroquinolonas
encontradas en biota. Las concentraciones detectadas en plantas y animales analizadas en
estos estudios varian en concentraciones que van desde no detectados hasta los 6310.0 ng
L! para el caso de las plantas y en especifico de la CIP. Del grupo de fluoroquinolonas
evaluadas en las plantas fue la CIP la que se encontré en mayor concentracion, seguida
por la NOR, OFL, DIF, ENR, FLE y LOM. La SAR no fue detectada. Por otro lado, las
concentraciones en peces van desde no detectadas hasta 1653.17 ng L'}, siendo, en este

caso, la ENR la que se detecté en mayor concentracion.

De la literatura consultada también obtuvimos datos para fluoroquinolonas en diferentes
tipos de aguas. Los datos recogidos se indican en la Tabla 1.8, donde se puede observar
que las fluoroquinolonas que se encontraron en mayores concentraciones en aguas
superficiales fueron la NOR (650.0 ng L'!) y la OFL (529.9 ng L'!), mientras que las que
presentaron mayores concentraciones en efluentes de PTAR fueron la CIP (26000 ng L
como efluente de una PTAR de un hospital) y la OFL (37000 ng L™!). Finalmente, la ENR
se detecté en mayor concentracién (403 ng L!) que el resto de las fluoroquinolonas

analizadas en estudios realizados a aguas subterrdneas (pozos).
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Tabla 1.7. Fluoroquinolonas en biota

. FLUOROQUINOLONAS
CONCENTRACION (ug kg) Fuente
CIp DIF ENR FLE LOM SAR OFL NOR
Lago Plantas Rango nd-6310,0 nd-47,3 nd-12,0 nd-36,5 nd-2,22 nd 4,3-47,1 nd-220,0
Baiyangdian- 33
China Peces Rango nd-29,9 nd-6,00 nd-36,5 nd-18,6 nd-18,0 nd-48,5 nd-30,0 nd-98,4
R‘(‘:’hﬁz"' ci‘;ﬁ;i eyos Rango nd-12,54 122239’?; nd-5,62  nd-3,20 119
Peces de
estanques-  pongo  nd-0,5 Nd nd nd-1,1 nd-0.2 nd nd nd
Carpa
comiin-2008
Peces de
estanques-
Carpa Rango nd-3,7 Nd nd nd-0,2 nd nd nd nd-0,3
Plateada-
2008
Rio Haihe- Peces-Carpa 120
China cruciana- Rango 2,5-11,6 8,1-12,5 nd nd-2,7 nd nd nd-2,3 nd-3,5
2010
Peces-Capa
Cruciana- Rango nd-51,6 nd-8,4 nd-8,2 nd-50,8 nd nd-10,5 nd-0,3 nd-0,7
2008
Carpa Conc. 1,2 Nd nd nd 03 nd nd 03
Comiin Puntual
Carpa Conc.
Platonda oot 0,5 2,3 nd nd nd nd nd nd
dw: peso seco (dry weight) nd: no detectado N: tamafio de la poblacién evaluada en el estudio CIP: Ciprofloxacina DIF:  DifloxacinaENR:

Enrofloxacina  FLE: Fleroxacina LOM: Lomefloxacina
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Tabla 1.8. Fluoroquinolonas en aguas

CONCENTRACION FLUOROQUINOLONAS Fuente
-1
(ng L) LO
CIP DIF ENR FLE M SAR OFL NOR MAR LEV DAN ENO
Rio Haihe- nd- nd- nd-
Corriente Rango nd-19,7 nd-34 nd-1,0 9,1-95,2 nd-128,9 - - - -
.. 73 0,9 11,9
principal
Rio Haihe- nd- nd-
Tributarios Rango 7,2-59,0 nd nd-5,1 938 nd 142.0 8,2-112,2 nd-104.9 - - - -
Aguas . 19,7- nd- nd- nd- nd-
Superficiale N0 Dagu  Rango 693 100 "2 76 58 ege 2289299 82,9-343,5 - - - - 120
s-China Rio 15,6- nd- nd- nd- nd-
Chentaizi  R2ng° 325 "M 0 38 394 191 176,8-332,7 329,8-650,0 i i i .
Rio 11,6- nd-
Duliujian Rango 51.0 nd 2-6,2 12 nd nd 49,2-89.4 nd-255,7 - - - -
Estanques 0o na288 M- nd na nd 34,9-48,4 32,1-236,8 - - - -
de peces ’ 10,3 0,9 ’ ’ ? ’
Aguas E. PTAR Rango nd-21 - nd-4 1-6 1-4 45-1270 5-35 - - - -
Superficiale
s, Residuales 15- 14-
> v Pozos Rango 7-62 2-5 403 60 6-19 - 15-63 1-28 - - - - 121
Subterrénea Rios Rango 35 6-201  6-8 3 5-28 8
s-China
Aguas
residuales
Granja E. PT.AR Puntual - - - - - - 14,2 nd - - - - 39
. Porcina
Porcina-
China
945- nd-
Aguas Lagunas Rango - - 5’6 5 6.26 <LO 50,4-155,0 nd-<LOQ nd-4,36 - - -
Residuales y ’ ’ Q
Subterranea Agua 36
s Granja subterrane  Puntual - - nd nd nd - nd nd nd - - - )
Porcina- a
China E.PTAR  Puntual 74,8 - nd 117 255 - 1010 974 - -
Aguas nd- nd-
residuales- E.PTAR Rango nd-55 - - - 150-1200 36-200 - - - - 35
. 38 28
China
Agua
Residual-  E.PTAR  Puntual 3716 261 . 5(’)2; 711 . <op 528+ 89 256 + 64 . 40+8 11402  40+20 37
China ? ’
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CONCENTRACION FLUOROQUINOLONAS Fuente
-1
(ng L) LO
(6314 DIF ENR FLE M SAR OFL NOR MAR LEV DAN ENO
Aguas Lago nd- nd- nd-
Superficiale  Baiyangdia Rango nd-60,3 nd nd 0,38-32,6 nd-156 - - - - 33
. 4,42 6,35 28,2
s-China n
E. PTAR
Municipal 728 ) 13 ) ) ) ) ) ) ) ) )
E. PTAI,{ 142 - 0,6 - - - - - - - - -
Aguas Ganaderias P di
residuales- E. PTAR m:sle ! 3080 0 122
Korea Hospital ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
E. PTAR
Fabricas de 1860 - 2,8 - - - - - - - - -
farmacos
E. PTAR 10000
Hospital A Rango 15000 - <LOD - - - 13000-22000 40-100 - - <LOD 330-480
(verano)
E. PTAR 1400—
Aguas Hospital B Rango - <LOD - - - 3300-4100 203-440 - - <LOD 58-100
. 1900
residuales- (verano) 123
Italia E. PTAR 15000—
Hospital B Rango 26000 - <LOD - - - 25000-37000 220-510 - - <LOD 180450
(invierno)
].E' ITTAR Rango 290~ <LOD - - - 220-520 140-170 - - <LOD 30-100
(invierno) 1100

CIP: Ciprofloxacina
SAR: Sarafloxacina
DAN: Danofloxacina
menor al limite de deteccidén del método E. PTAR: Efluente de Planta de Tratamiento de Aguas Residuales

DIF: Difloxacina
OFL: Ofloxacina
ENO: Enoxacina

ENR: Enrofloxacina
NOR: Norfloxacina
nd: no detectado
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Respecto al compartimiento ambiental correspondiente a suelos y sedimentos, la tabla 1.9

muestra algunos datos publicados para estos casos.

En suelos, la CIP fue la detectada en mayor concentracién (651.6 ug kg!), mientras que
para el caso de sedimentos y lodos de PTAR, las mayores concentraciones fueron para la

NOR (19591.0 ug kg!) y la OFL (5.8x10% ug kg™!), respectivamente.

En general, la persistencia de un farmaco en un sedimento o en el suelo depende de su
fotoestabilidad, de su capacidad de enlace y adsorcion, de su velocidad de degradacion y
de su lixiviacion por el agua ( ). En el caso particular de las fluoroquinolonas, las
principales causas para su persistencia en suelos y sedimentos son la baja degradacion y

su afinidad a éstos (60).

Algunas fluoroquinolonas presentan baja biodegradacion en aguas residuales. Por
ejemplo, no se observo degradacion de la CIP después de 28 dias de haber sido inoculada
una alicuota del efluente de una PTAR, en una botella de agua que permaneci6 cerrada
durante el tiempo del experimento (124). Por otro lado, en un estudio con
microorganismos del suelo, el 80% de los mismos no fueron capaces de degradar a la

DAN (118).

En otras investigaciones llevadas a cabo sobre la SAR, ésta pudo ser degradada por la
accion de diversos hongos en el suelo, siempre que se encuentre biodisponible. La vida
media para la biotransformacion de la sarafloxacina en forma de clorhidrato fue de 5 dias,
mientras que el tiempo medio para su mineralizacién fue de 139 dias (125).

Por lo anterior, las fluoroquinolonas son farmacos persistentes en los suelos, como
consecuencia de su rdpida y fuerte sorcion a éste. Esta sorcion es poco afectada por la
humedad o la temperatura del suelo. Por otro lado, las plantas promueven la disipacion
de las fluoroquinolonas que se encuentran en la vecindad directa a las raices, pero, dado
a la pequena fraccion de la rizosfera del suelo (que se asume es <15% del volumen del

suelo), su impacto sobre el destino final de las fluoroquinolonas es limitado (126).
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Tabla 1.9. Fluoroquinolonas en suelos, sedimentos y lodos de Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales. China

(ng kg CIP DIF ENR FLE LOM SAR OFL NOR MAR  LEV DAN
Estiércol - - - - 16,5 Nd nd - 8,15 nd nd
Sedimento - - - - 17,7 Nd nd - 20,1 nd nd
Suelos de Conc. 37
cultivode  Puntuales - - - . 6,22 Nd nd ; 185  nd nd
hortalizas
Lodo PTAR - - 715 - 214 435 89,3 - 5800 5610 -
) ‘Su:lelos R <LOD- <LOD - 33
1rrigados con ango 84,85 - - - - - - 83,92 - - - pk
aguas
Suelos Rango 2,4-651,6 - 0,1-167,0 - - - - 0,4-288,3 - - - 76
Sedimentos Rango  nd-1930,0 nd- 11568  nd-1640  nd-13400  nd-359 2,8-5807,5  3,9-19591,0 . . . 122
de Rios 16,9
Sedimentos Rango nd-46,0 nd nd-130  nd-6,69 nd-29,0 Nd nd-362 49,4-1140 - - - 34
de Lago
Conc.
Lodos PTAR 1040 - 70 80 1000 530 7790 7230 - - - 38
Puntuales
Lodos de nd- 550,0- 430,0-
PTAR Rango 13009500 /) nd-950  55-3200 69,0-3000,0 nd-240,0 21000,0 49000 - - - 36
Lodos de Conc. 5 4 4 " 6 6
PTAR Puntuales  15%10 - 2,14x10*  4,35x10 8,93x10 - 5,8x10 5,61x10 - - - 37
CIP: Ciprofloxacina  DIF: Difloxacina ENR: Enrofloxacina  FLE: Fleroxacina LOM: Lomefloxacina nd: no detectado
SAR: Sarafloxacina OFL: Ofloxacina NOR: Norfloxacina MAR: Marbofloxacina  LEV: Levofloxacina DAN: Danofloxacina
PTAR: Planta de Tratamiento de Aguas Residuales <LOD: menor al limite de deteccion del método
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1.4. Sorcion en suelos

De los cuatro compartimientos medioambientales, atmdsfera, biosfera, hidrosfera y

litosfera, este ultimo es el que nos ocupa en este trabajo de investigacion.

Algunos autores se refieren a este compartimento como Tierra s6lida. Estd ubicada debajo
de la atmésfera y de los océanos (127). Tiene la capacidad de interaccionar con una gran
variedad de compuestos quimicos, reteniéndolos, por lo que actia como un filtro que
reduce o evita que los contaminantes alcancen las corrientes de aguas superficiales y
subterrdneas ( ). Es quimicamente estable, con una disponibilidad variable de
H>O. El suelo es fuente y sumidero de todos los elementos esenciales para los organismos

VIVOS.

En esta tesis se evaltia la capacidad de sorcion en el suelo de un grupo de antimicrobianos
de origen sintético, particularmente fluoroquinolonas (130). Por ello, a continuacion,

veremos las caracteristicas y propiedades més relevantes de los suelos.

1.4.1 Suelo

Si definimos la palabra suelo de una forma sencilla, podemos decir que es la corteza de
la Tierra o el manto que la cubre. Sin embargo, para nuestros propdsitos, ésta es una
definiciéon muy somera, por lo cual, extraeremos los conceptos mds importantes de
definiciones dadas por diferentes autores. Singer y Munns (131) aportan las siguientes

ideas:

O El suelo es un material biogeoquimico complejo sobre el cual pueden crecer las
plantas.

O Tiene propiedades estructurales y bioldgicas que lo distinguen de las rocas y
sedimentos, a partir de los cuales normalmente se han originado.

O Consiste en sistemas ecoldgicos dindmicos que proveen agua, nutrientes, aire y
soporte a las plantas.

O Soporta todos los ecosistemas sobre la Tierra, incluyendo una gran poblacién de

microorganismos que reciclan los materiales de la vida.
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O Protege al agua subterrdnea al filtrar las sustancias quimicas toxicas y las

enfermedades de organismos provenientes del agua residual.

De la definicién dada por la Sociedad Americana de las Ciencias del Suelo (132) podemos

afiadir que el suelo:

O Es un material no consolidado, inorgdnico u organico sobre la superficie
inmediata de la Tierra.

O Ha sido sometido a fuertes cambios y muestra los efectos de los factores
medioambientales del clima (incluyendo los efectos del agua y la temperatura),
y de los macro- y microorganismos, condicionados al relieve, que han actuado
sobre el material parental por un periodo de tiempo.

O Es, por lo tanto, un producto que difiere del material del que se deriva en muchas

propiedades y caracteristicas fisicas, quimicas, biol6gicas y morfoldgicas.

Por otro lado, de la definicién dada por el Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos (USDA, United States Department of Agriculture) en su libro Soil Taxonomy

(133), rescatamos los siguientes discernimientos sobre el suelo:

O Es un cuerpo natural compuesto de sdlidos (minerales y materia organica),
liquidos y gases que ocurren sobre la superficie de la tierra.

O Esta caracterizado por uno o varios horizontes o capas, que son distinguibles del
material inicial, como resultado de adiciones, pérdidas, transferencia y

transformaciones de energia y materia.

Por dltimo, anotamos la definicién de Porta i Casanellas (134), quienes sostienen que:

O El suelo es un sistema abierto, heterogéneo, poroso y dinamico que recubre la
corteza terrestre.

O Es el habitat natural de plantas y organismos vivos, siendo su fuente de agua,
oxigeno y nutrientes.

O Estd habitado por microorganismos (protozoos, bacterias, etc.) y

macroorganismos (topos, lombrices, etc.).
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Asi vemos que el suelo puede constar de multiples componentes que lo convierten en un

sistema muy complejo. Algunos de estos componentes se muestran en la siguiente figura.

Microcolonias
de bacterias - —

4 Partiouts de s

o y

Figura 1.9. Complejidad del suelo. Adaptado de (135)

La composicién elemental media del suelo (136) se muestra en la tabla 1.10. De acuerdo
con lo mostrado podemos decir, de manera simplificada, que el suelo es una matriz cuyo
contenido principal son los silicatos y los 6xidos de Al y Fe, ademads, de que contiene

cantidades relativamente pequeias de los elementos esenciales.

Tabla 1.10. Composicion elemental media del suelo (135)

Contenido Contenido
Elemento Elemento
(% en peso) (% en peso)

0] 49,0 Mn 0,080

Si 33,0 S 0,050

Al 7,0 F 0,020

Fe 4,0 Cl 0,010

C 1,0 Zn 0,0050
Ca 1,0 Cu 0,0020

K 1,0 B 0,0010
Na 0,70 Sn 0,0010
Mg 0,60 I 0,00050
Ti 0,50 Mo 0,00030

N 0,10 Co 0,00080

P 0,08 Se 0,0000010

Otros componentes, incluyendo al H 1,8

%: porcentaje

Por otra parte, también es posible considerar que un suelo estd formado por tres fases:

solida, liquida y gaseosa, que presentan las siguientes caracteristicas principales:
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O Fase solida (entre 50-60%), constituida por componentes organicos e
inorganicos, también referidos como materia organica y materia mineral.

O Fase liquida (entre 25-35%), también conocida como la solucién del suelo
cuando contiene sales disueltas. La proporcion real de aire y agua varia segin la
cantidad de agua presente y el tamaino de poros (137). Por ejemplo, cuando
llueve, los poros se llenan de agua, que se vacian de nuevo cuando el suelo se
seca (138).

O Fase gaseosa (entre 15-25%). La mayoria de los gases se encuentran en el
interior de los poros del suelo, a no ser que estén disueltos. En comparacién con
el aire de la atmdsfera, la fase gaseosa del suelo presenta cantidades superiores
de diéxido de carbono y considerablemente inferiores de oxigeno. Ademas,
también pueden estar presentes en cantidades superiores a las presentes en la
atmosfera otros gases producidos por la actividad microbiana anaerébica (NO,
N>O, NH3, CHs y H2S) (139). La aireacion del suelo varia de acuerdo con las
condiciones de éste; por ejemplo, un suelo encharcado o saturado de agua tiene

poca aireacién (138).

En la siguiente figura se muestran los porcentajes relativos que corresponden a cada fase.
Debido a que la cantidad que esté presente de una fase varia mucho de un suelo a otro, se

presentan en forma de intervalo.

Materia
», Mmineral
% 50-60%

Materia
organica
2-5%

Figura 1.10. Composicion relativa de las diferentes fases del suelo
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1.4.1.1 Fase solida del suelo

Los componentes orgdnicos a menudo se encuentran en cantidades por debajo del 10%,
recubriendo las particulas inorgdnicas y/o como fase separada. Una excepcién la
constituyen las turbas o suelos de pantanos (histosuelos), que pueden estar constituidas

hasta por un 100 % de materia organica (137).

Entre los componentes orgédnicos se incluyen a las plantas y raices de plantas, los restos
de animales en diferentes estados de descomposicion (>95%), células, tejidos de
microorganismos del suelo y organismos vivos (<5%), sustancias sintetizadas por la

poblacién del suelo, asi también como humus ( , ).

La materia orgdnica presente en los suelos puede clasificarse en (139) materiales

himicos, y materiales no hiimicos.

Los compuestos himicos provienen de la descomposiciéon microbiana de las plantas, y
presentan un alto contenido en lignina y/o celulosa. Frecuentemente, se encuentran en la
zona superficial, (llamada Horizonte A) y contribuyen a la estabilizacion de los agregados

del suelo (142). En general, sus masas moleculares son superiores a los 2000 Da.
Dentro de los materiales hiimicos, se diferencian tres subgrupos (139):

O Los dcidos hiimicos: presentan un color marrén oscuro, son solubles en medio
alcalino e insolubles en medio 4cido.

O Los dcidos fiilvicos: tienen un color amarillo - marrén claro y son solubles en
medios alcalinos y dcidos.

O La humina: presenta un color negro y es insoluble tanto en medio adcido como

en medio alcalino.

Los materiales no himicos incluyen fragmentos de tejido vegetal sin descomponer o
parcialmente descompuestos, y organismos del suelo. Estos ultimos incluyen una amplia
variedad de especies de bacterias, hongos, protozoos, actinomicetes, asi como muchas
especies de mesofauna, tales como las lombrices que toman rol en la descomposicién de
los residuos vegetales y su incorporacion en el suelo. Poseen masas moleculares inferiores
a los 2000 Da, e incluye dcidos organicos de bajo peso molecular, carbohidratos,

polisacéridos, aminodcidos, péptidos, proteinas, lipidos, etc. (139).
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La materia orgénica del suelo presenta un espectro amplio de grupos funcionales, donde
predomina el oxigeno (carboxilo, hidroxilo, carbonilo), ademds de los grupos amino y

sulfhidrilo (142).

A pesar de que la materia orgdnica representa en general un pequefio porcentaje de la
masa del suelo (< 10%), tiene una influencia muy importante sobre las propiedades fisicas
y quimicas del suelo, especialmente con referencia al comportamiento de los
contaminantes. El humus tiene una alta capacidad de intercambio catiénico (CEC),
aunque dependiente del pH, y una fuerte capacidad de sorcion para diferentes tipos de

contaminantes, incluyendo moléculas orgdnicas no polares y metales pesados (139).

Por su parte, el material inorganico, como define la International Society of Soil
Science, ademds de contener 6xidos de metal y sales, es una mezcla de particulas que se

diferencian por su tamafio en:

O Arena (con didmetro entre 0.02-2 mm).
O Limo (con didmetro entre 0.02-0.002 mm).

O Arcilla (con didmetro menor de 0.002 mm).

La figura 1.11 muestra una comparacién de los tamafios de las particulas primarias que

componen el material inorgénico del suelo.

100 um

Figura 1.11. Representacion del tamaiio de las particulas
de arena, limo y arcilla. Adaptado de (143)

Algunas de las caracteristicas mas relevantes de estas particulas primarias se describen a

continuacion.
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La arcilla estd formada por capas de silicatos, mayoritariamente de filosilicatos, como la
caolinita, la illita, etc., hidréxidos de Al y Fe y de compuestos de carbonatos y de azufre
(138). Los minerales de arcilla pueden ser cristalinos o amorfos (128). Debido a su
estructura y a su gran superficie especifica, las arcillas tienen una fuerte tendencia a

interaccionar con especies quimicas disueltas en agua.

Por otro lado, la fraccion de arena esta formada por particulas groseras que presentan
una superficie especifica mas baja que las demads fracciones, lo cual limita su capacidad
de retencién de agua, nutrientes y contaminantes. Contiene principalmente particulas de
cuarzo (Si02), pero también puede contener fragmentos de feldespatos, mica, turmalina,

y hornblenda, ésta dltima muy raramente (143).

Finalmente, la fraccion de limo consiste en particulas de tamafio intermedio entre arena
y arcilla. Desde el punto de vista mineraldgico, las particulas de limo, generalmente, se
asemejan a las particulas de arena, compuestas mayormente de cuarzo (SiO;). Sin
embargo, frecuentemente estan recubiertas con arcilla fuertemente adherida, por lo que
el limo puede exhibir, hasta un grado limitado, algunas de las caracteristicas
fisicoquimicas, atribuidas, generalmente, a la arcilla, como lo es una superficie especifica

mayor que el de la arena (143).

A partir de esas caracteristicas, podemos afirmar que la fraccién de arena es menos activa

quimicamente que la fraccion de limo y mucho menos en comparacion con la de arcilla.

Siguiendo con el estudio de las tres diferentes fases que constituyen el suelo, a

continuacion, se describe la fase liquida, conocida como solucion del suelo.

1.4.1.2 Fase liquida del suelo

El término solucion de suelo se refiere a la fase acuosa que permea los poros de un suelo.
Esta solucién del suelo incluye sales disueltas (aproximadamente en concentraciones de

0.02M) y materia organica disuelta.

Su comportamiento quimico depende de la presencia de coloides, orgdnicos e
inorganicos, capaces de dar lugar a reacciones que involucren adsorcioén y desorcion,
intercambio i6nico, disoluciéon de minerales, precipitacion, etc. (136). Entre los coloides
se incluyen a las arcillas, los 6xidos metdlicos y las particulas orgdnicas.
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Debido a los diferentes tamaifios y localizacion de los poros del suelo, la solucién del
suelo es discontinua (137). De hecho, la composicion de la solucion del suelo para un
suelo de un horizonte dado puede variar considerablemente a lo largo del tiempo debido

a (144):

O Una composicion variable del agua de infiltracion.

O Variabilidad en las condiciones del clima.

O Variabilidad en la actividad bioldgica.
El pH de una solucién de suelo caracteristica puede variar, generalmente, entre 4 a 9, y
gobierna la movilidad y disponibilidad de nutrientes y contaminantes para las plantas, asi

también como la actividad enzimatica de los microorganismos del suelo (136).

1.4.1.3 Fase gaseosa del suelo

La fase gaseosa también se conoce como "atmdsfera del suelo”. Su presencia en el suelo
es importante debido a que permite la respiracion de los organismos del suelo y de las
raices de las plantas que cubren su superficie, ademas de ejercer un papel de primer orden

en los procesos de oxidacién-reduccion que tienen lugar en el suelo.

La siguiente tabla muestra la composicién media de la fase gaseosa del suelo, comparada

con el aire de la atmosfera terrestre.

Tabla 1.11. Composicion media de la atmodsfera del suelo y terrestre (145).

Composicion media

Componente Atmosfera del suelo Atmosfera terrestre
Oxigeno 10-20 % 21 %
Nitrégeno 78,5 -80 % 78 %
Dioxido de carbono 0,2-3,5% 0,03 %

Agua Saturado Variable
Otros <1% >1%

La diferencia en composicion cuantitativa se debe, principalmente, a la respiracion de las
raices de las plantas, de los microorganismos del suelo y el CO> desprendido tras la
descomposicion de la materia organica. Asi, por ejemplo, un suelo cultivado posee mayor

contenido de CO» que aquel no cultivado (145).
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Por otro lado, también existen otras caracteristicas fisicas de los suelos que pueden
ayudarnos a explicar la interaccién entre una sustancia quimica y el suelo. Estas

caracteristicas son la estructura del suelo y su textura.

1.4.2 Estructura y textura del suelo

Las particulas del suelo forman agregados estables que se conocen como “peds” o
agregados. El tipo de peds en conjunto definen la estructura del suelo. Esta se clasifica
de acuerdo con el tamaiio, tipo y grado de agregado en (143):

O Granular.

O Laminar.

O Bloque angular.

O Bloque subangular.
O Prismatico.

O Columnar.

Estas estructuras se muestran en la siguiente figura:

o &

a ¢

& @ y
|l';l 1

Granular Laminar
& &
AR 68
sty bR @
Subangular Angular Columnar Prismaético

Figura 1.12. Formas de agregacion del suelo. Adaptado de (143)

Por su parte, la textura de un suelo se clasifica en base a la distribucién de sus fracciones
(arena, limo, arcilla), teniendo en cuenta el porcentaje presente de cada uno de ellos. La
USDA desarroll6 una clasificacién en la que se proponen los siguientes tipos de textura

(Tabla 1.12).
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Tabla 1.12. Tipos de textura de un suelo segin la USDA (146)

Nombres comunes de los

Arenoso Limoso Arcilloso Clase textural
suelos (textura general)
Suelos arenosos 86-100 0-14 0-10 Arenoso
(textura gruesa) 70-86 0-30 0-15 Franco arenoso
Suelos francos (textura 50-70 0-50 0-20 Franco arenoso
moderadamente gruesa)
23-52 28-50 7-27 Franco
Suelos franf: 08 20-50 74-88 0-27 Franco limoso
(textura mediana)
0-20 88-100 0-12 Limoso
20-45 15-52 27-40 Franco arcilloso
Suelos francos (textura 45-80 0-28 20-35 Franco arenoso
moderadamente fina) arcilloso
0-20 40-73 27-40 Franco limoso
arcilloso
45-65 0-20 35-55 Arcilloso arenoso
Suelos arcillosos 0-20 40-60 40-60  Arcilloso limoso
(textura fina)
0-45 0-40 40-100 Arcilloso

La Figura 1.13, que se presenta a continuacion, muestra el diagrama de textura que se
utiliza para clasificar los suelos. El contenido relativo de cada fraccion, en el diagrama,

nos indica la textura de cada suelo.
100, O

Arcillosa

Arcillo
limosa

I Franca
I'E"III1C"D arcillo
arcliosg limosa ?O

Franca

Arcillo
arenosa

Franco
arcillo
arenasa

Franco
limosa

Franco
arenosa

Limosa

100

700 9 80 70 60 50 40 30 20 10 O
% Arena
Figura 1.13. Clasificacion de los suelos basada en las clases
texturales segtin la USDA. Adaptado de (146)
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El suelo se estructura en diferentes capas, conocidas como horizontes del suelo, y su
disposicion se conoce como el perfil del suelo (146). Para su descripcion se utilizan
diferentes nomenclaturas, en particular la propuesta por el USDA, que se representa en
la Figura 1.14. En ella, las letras mayusculas O, A, B, C y E, se utilizan para identificar
a los horizontes maestros, mientras que para realizar distinciones dentro de estos
horizontes se utilizan letras mintsculas (en la figura se muestran sélo los horizontes

maestros).

Profundidad aproximada
Materia Organica
Superficie o top-soil

Zona de Eluviacion (lixiviado)

Sub-suelo (sub-soil)

Substrato o material parental

Roca madre

Figura 1.14. Horizontes del suelo. Adaptado de (141, 146)

La mayoria de los suelos estan conformados por tres horizontes maestros:

O El horizonte A o superficial (top-soil), es la zona de mayor actividad bioldgica
ya que, generalmente, estd enriquecido con materia orgénica. En éste, las plantas,
los animales y sus residuos interactian con una enorme diversidad de
microorganismos, tales como bacterias, protozoos y hongos. Ademads, existe una
variedad de macroorganismos, que incluyen lombrices, artrépodos y roedores

con madrigueras en el suelo. Esta zona es, generalmente, la més fértil del suelo,
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pero también la mds vulnerable a la erosién por el agua y el viento
(especialmente si carece de vegetacion o de residuos que la protegen) (143).

O El horizonte B o subsuelo, es la zona donde tienden a acumularse los materiales
lixiviados desde el horizonte A por percolacion del agua (p. ej. carbonatos y
arcillas).

O El horizonte C, también llamado substrato o material parental, estd constituido
de material envejecido (creado y depositado por procesos geoldgicos, no por
procesos de desgaste) y roca fragmentada.

Algunos suelos poseen un horizonte organico (O) sobre la superficie, pero éste también

puede estar enterrado.

Ademads, se puede encontrar en el suelo el horizonte maestro E, que es subsuperficial y
posee pérdida significativa de minerales. A éste también se le conoce como zona de
eluviacion, debido a que los componentes organicos e inorganicos han sido percolados

por el paso del agua (147).

Y para finalizar, a la roca madre, la cual no es un horizonte, se le identifica con la letra R

(146).

Una vez el soluto (compuesto) alcanza el suelo (sorbente) puede tener lugar el proceso
de sorcion, usualmente utilizando como medio la solucién del suelo (interfase sélido-

liquido).

A continuacion, explicaremos cémo se lleva a cabo el proceso de sorcion.

1.5 Sorcidén

Sorcién es el término general utilizado para describir al conjunto de diferentes procesos
que dan como resultado la retencién de una sustancia (sorbato) por la fase sélida
inorgdnica u orgdnica del suelo (sorbente) (148). La sorcion incluye los procesos de
adsorcién, absorcion, particion o precipitacion superficial. Sin embargo, se utiliza el
término “‘sorcidén” cuando el mecanismo especifico de interaccion es desconocido o

incierto.
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Los sorbentes mas fuertes son normalmente los componentes carbondceos, que incluyen
a la materia orgédnica natural (NOM, del inglés natural organic matter) y al negro de
carbon (BC, del inglés black carbon). La NOM consiste en biomasa remanente en estado
de degradacién avanzada, mientras que el BC es el subproducto de la pirdlisis o
combustién incompleta de biomasa o combustible f6sil que se incorpora al suelo a partir
de incendios de biomasa (como carbono o carbén vegetal) y la deposicion de particulas
de hollin atmosférico. A menos que se presente en muy bajos niveles o que el contenido
de humedad del suelo sea muy bajo, los materiales carbonosos dominan la sorcién de
compuestos apolares y muchos compuestos polares. Incluso las especies idnicas
presentan una sorcidn apreciable, si no predominante, a los componentes carbonédceos.
Mientras que el BC es tipicamente un sorbente mas fuerte que la NOM, éste es usualmente

menos abundante y su fuerza es atenuada por la meteorizacion (weathering) (149).

Resulta importante resaltar que la sorcion gobierna el destino, la movilidad y los efectos
que pueden tener los firmacos en el medioambiente. Los farmacos mas fuertemente
retenidos en el suelo son los que presentan menor biodisponibilidad para los organismos
nativos, menor tendencia a ser transportados a las aguas subterrdneas o superficiales,

menor fotodegradacién y menor participacion en procesos de hidrdlisis, redox, etc. (150).

La forma en la cual una sustancia queda retenida en el suelo varia con la naturaleza de
esta, la composicion del suelo (151) y las propiedades quimicas de la solucién del suelo.

A continuacion, veremos mas detalles relacionados.
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1.5.1 Factores que influyen en los procesos de sorcion

Los principales factores y propiedades del suelo que influyen en los procesos de sorcién

incluyen (152-159):

O Profundidad del suelo.

O Contenido de materia orgédnica.

O Contenido y tipo de materia mineral (arcilla, 6xidos e hidréxidos de aluminio y
hierro, carbonatos).

O pH.

O Temperatura.

O Potencial redox.

O Régimen de aire y agua.

O Textura y porosidad.

O Capacidad de intercambio catidnico.

O Actividad bioldgica y biomasa.

Aunque el suelo sea un sistema muy complejo, puede decirse que se caracteriza por ser
un sorbente de funcién dual, en el que el mecanismo de retencion de los solutos puede
ser por adsorcion (por parte de la materia mineral) o por particion (por la materia
orgédnica) (151). Sin embargo, la forma en que se lleva a cabo la sorcién en un
determinado tipo de suelo puede verse afectada por las actividades que se realizan en un
suelo agricola, como lo es, por ejemplo, la fertilizacién, la cual puede alterar las

propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo (136).

Por otra parte, las propiedades quimicas de la solucién del suelo que principalmente
influyen en el proceso de sorcion son el pH, fuerza i6nica, iones competidores, capacidad
de intercambio de iones y potencial redox. Ademads, las condiciones climdticas que
afectan la temperatura y humedad del suelo también influyen en los procesos de sorcién

(136).

En cuanto a los solutos, las propiedades mas importantes que determinan su modo de

interaccién con la fase sélida del suelo son (155):
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O Su forma y configuracion.
O Su constante de acidez.

O Su solubilidad en agua.

O Su polaridad.

O Su tamafio molecular.

Se ha demostrado que cuando aumentan el nimero de d4tomos de carbono, el peso y el
volumen molecular, y disminuye la polaridad, aumenta la sorciéon de los compuestos

hidrofébicos (156).

Los antimicrobianos son moléculas orgdnicas relativamente grandes que presentan
diversos grupos funcionales en su estructura que influyen decisivamente en la sorcion.
Algunos de estos grupos son ionizables en el intervalo de pH de los suelos naturales (4-
8) y, por tanto, en funcion del pH de la solucién se pueden encontrar en forma catidnica,
anidnica, neutra o zwitteridnica, ofreciendo la posibilidad de establecer diferentes

interacciones. Este es el caso de las fluoroquinolonas.

Por lo anterior, a continuacién, se describirdn los principales grupos funcionales que
tienen mas influencia en los procesos de sorcion que se llevan a cabo entre un soluto y

un sorbente (155):

O Grupo hidroxilo: es el grupo funcional reactivo dominante sobre las superficies
de muchas particulas de la fase s6lida, tales como minerales de silicato amorfos,
6xidos o hidréxidos. También se encuentra como alcoholes y fenoles en
muestras complejas. En particular, el grupo -OH de los alcoholes puede
desplazar a las moléculas de agua en la capa de hidratacion primaria de cationes
adsorbidos sobre las particulas de arcilla de los sélidos del suelo y sélidos del
sedimento. Otros mecanismos de sorcion de los grupos hidroxilo son a través de
enlaces de hidrégeno e interacciones cation-dipolo.

O Grupo carbonilo: este grupo incluye a los aldehidos y cetonas. La sorcion de
cetonas tiene lugar mediante un enlace de hidrégeno entre un grupo OH™ del
sorbente y el grupo carbonilo de la cetona.

O Grupo carboxilo: principalmente de &4cidos organicos, puede interactuar
directamente con un catién intercapa o formar un enlace de hidrégeno con las

moléculas de agua coordinada a un catién intercambiable sobre la superficie del
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solido. La sorcion de los dcidos organicos depende del poder de polarizacién del
cation. Estos dcidos también pueden adsorberse fisicamente sobre las particulas
de arcilla de cualquier fase s6lida, siendo el enlace de hidrégeno un mecanismo
importante en los procesos de sorcidn.

O Grupos amino: pueden dar lugar a enlaces por intercambio de cationes.

Desde el punto de vista del sorbente, cabe tener en cuenta que los suelos naturales suelen
presentar cierta carga negativa dentro del intervalo de pH ambiental. Los principales
responsables son los grupos funcionales de la materia orgdnica, principalmente carboxilos
y fenoles, asi como los grupos hidroxilos situados en la periferia de la fracciéon mineral.
En consecuencia, los cationes de la solucién son atraidos electrostaticamente por dichos
grupos. Por otra parte, la materia orgédnica hidratada se puede comportar como una fase

s6lida, no demasiado compacta, capaz de permitir la disolucién o “particién” de sorbatos

( ).

Después de revisar las caracteristicas mds relevantes del soluto, el sorbente y la solucién
del suelo que deben tenerse en cuenta en los estudios de sorcidn, veamos a continuacion

la forma en que se lleva a cabo este proceso.

La sorcién tiene lugar cuando la variacion de energia libre (AG) de la interaccion entre el
compuesto y el suelo es negativa. Esa interaccion puede ser conducida tanto por entalpia

(AH) como por entropia (AS):

AG= AH—-TAS (Ec. 1.1)

Los cambios de entalpia son el resultado de las diferencias en enlace entre la superficie

adsorbente y el sorbato (soluto) y el enlace entre el solvente (agua) y el soluto (159).

Los mecanismos que tienen especial inferencia y que frecuentemente operan
simultineamente en las interacciones de sorcidn entre las interfaces acuosa-fase sélida

son (150, 159):

O Enlace i6nico.
O Puente de hidrégeno.

O Atracciones de van der Waals.
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O Intercambio de ligandos.

O Transferencia de carga (proceso donador-aceptor de electrones).

O Enlaces hidrofébicos o particién de compuestos hidrofébicos no polares de la
fase acuosa en la materia orgénica del suelo.

O Ion dipolo directo e inducido e interacciones dipolo-dipolo.

O Quimisorcion.

La quimisorcién involucra la formacién de un enlace; es, por tanto, un ejemplo de proceso
que se lleva a cabo por variaciones de entalpia, mientras que el enlace hidrofébico lo es
para cambios de entropia. Por otro lado, la fisisorcion comprende todas las interacciones

débiles tales como las de Van der Waals (159).

La Figura 1.15 muestra algunas de las interacciones de sorcidén que pueden tener lugar

entre el soluto y el sorbente.

48



1. Introduccidén

E
INTERCAMBIO CATIONICO @

L%rﬁ(j

il
H

H
0, NH

1]

= .

G EMNLACEDE HIDROGENONU QUIMIOSORCION
3 9 4 (FORMACION DE ENLACE)
b4 k o "PARTICION" pos—
ly 5 e
L N ‘MATERIA ORGANICA . & | G0

HN ~ e A
. 6XIDOS DE METAL & °
Y d s e -
s CAPA DE SILICATOS i®
N Nj
|
L o
0 O
LONDON - VAN DER WAALS
ESPECIACION QUIMICA % o

DEPENDIENTE DEL pH Y DEL pKa DEL SORBATO Ib/‘)J])J\OH
M
(o] |/\N o]
a o o) . o
I
N (\

- s

Solucion
\_O>:
e =
I—-=

i
H—NZ
Figura 1.15. Diferentes interaccionesposibled.entre una molécula orgénica ionizable y

los diferentes componentesque integran el suelo

Seguidamente, pasaremos a exponer las posibilidades de cuantificar la sorcién, asi como
los diferentes modelos que se utilizan con la finalidad de describir y entender las

interacciones suelo-soluto.

1.5.2 Medida de la sorcion

La magnitud de sorcién o capacidad de retencion de un suelo puede cuantificarse
mediante la relacién entre la concentracién de soluto retenido por el sorbente (Cs, mg Kg
1) y 1a concentracién del mismo soluto en la solucién en equilibrio (Cyw, mg L!). Esta
relacion es el coeficiente de distribucion (Kq), que se expresa en unidades de volumen

por masa de sorbente (L Kg™) (160):

Kd= & (Ec. 1.2)

Cw
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El valor de Kd es una medida directa de la particién de un soluto entre la fase sélida y la
fase acuosa. En el marco de esta tesis, la fase sélida es el suelo, mientras que la fase

liquida es la disolucion acuosa en equilibrio con éste.

No obstante, Kq no es una constante termodindmica, y por tanto depende de otras
variables, como el pH y la fuerza i6nica de la solucién, las propiedades fisicoquimicas

del suelo, la concentracion del soluto, etc.

En general, la determinacion de Kq se lleva a cabo mediante diferentes métodos (

):

O Método en columna o desplazamiento en columna (column displacement o
flow-through). En éste, una solucién que contiene una cantidad conocida de un
soluto se introduce en una columna rellena con suelo cuya densidad aparente
(masa de suelo por unidad de volumen de la columna) y porosidad (volumen de
espacio de poro por unidad de volumen de la columna) son conocidos. Se mide
la concentracion del soluto en el eluato en funcion del volumen de éste. También
se determina el volumen muerto, utilizando un marcador no retenido. A partir de
estos datos se determina el factor de retencidn, pardmetro relacionado con el
coeficiente de distribucion.

O Método por equilibrio en lotes (batch). Es el método mds cominmente
utilizado y es el que describimos en este estudio.

O Método de equilibrio de lotes en sitio (batch in situ). Este método es similar
al anterior. En éste, se extrae directamente de un acuifero una muestra que
contiene un par fase sdlida-fase acuosa. La fase acuosa se separa por
centrifugacion o filtracion de la fase sélida y luego se determina la concentracion
del soluto. También se determina la concentracidn de éste en la fase sélida.

O Método de modelado de campo. Se utiliza para obtener datos exactos sobre el
tiempo de transporte de un contaminante, ya que se mide la concentracién de un
contaminante disuelto directamente de muestras que se toman en pozos de
monitorizacién. También se conoce como método de calibracién en campo. Es
un procedimiento para estimar valores de Kgq, que utiliza un modelo de transporte
y datos de monitoreo de aguas subterrdneas existentes. Se trata de un proceso

iterativo que frecuentemente requiere el ajuste de valores para otros diferentes
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parametros de entrada como la porosidad efectiva, velocidad de flujo, entre
otros.

O Método Koc. Es un método para estimar la particién de compuestos organicos.
Como en general las sustancias orgdnicas hidrofébicas se distribuyen en la
materia organica natural presente en sedimentos o suelos, este enfoque asume
que el contaminante interactia inicamente con la materia organica del suelo. Por
tanto, se utiliza un coeficiente de particion entre el carbono orgénico (Koc) o la

materia orgdnica (Kowm) y el agua.

Por otra parte, y como ya se ha comentado, K4 no es una constante termodindmica, sino
que depende de una serie de factores. Uno de ellos es la concentracion de soluto, por lo
que, para describir el comportamiento de un soluto entre un fluido y una fase sélida, los
estudios relacionados se llevan a cabo a diferentes concentraciones de soluto en equilibrio
entre las dos fases. Este procedimiento lleva a la determinacion de las isotermas de

sorcion, que se describen en el siguiente apartado.

1.5.3 Isotermas y modelos de sorcion

Una isoterma de sorcidon consiste en la representacion grafica de Cs en funcién de Cw a
temperatura constante, y en unas condiciones experimentales determinadas (como pH,
fuerza idnica, etc.). Su determinacion experimental se lleva a cabo a partir de la medida
de las concentraciones en equilibrio entre Cs y Cy en un intervalo de valores de Cyw. Por
su propia definicidn, la pendiente de la isoterma en cada punto Cs/Cy corresponde al valor
de K. Por tanto, las isotermas de sorcion describen la relacion entre la cantidad de soluto

retenida por el s6lido y su concentracion en solucion en el equilibrio (156).

Existen cuatro tipos basicos de isotermas de sorcidn, en funcién de la forma que pueden

presentar, siendo los tipos o clases, L, H, Cy S ( ), (Figura 1.16):
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Isoterma tipo L Isoterma tipo H
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Cw Cw
Isoterma tipo C Isoterma tipo S
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Figura 1.16. Tipos bésicos de isotermas. Adaptado de: (138, 141, 167)

O La isoterma tipo L es 1a mas comun de las isotermas de sorcion en suelos. Este
tipo indica una gran afinidad entre el sorbato y el sorbente a bajas Cw, la cual va
disminuyendo a medida que aumenta el contenido de soluto en la superficie del
sorbente. Un caso extremo de esta isoterma es el tipo H, denominada de alta
afinidad, que presenta una pendiente inicial muy elevada. Usualmente indica
quimisorcién (por ejemplo, interacciones fosfato-6xido de hierro) (136, 141).

O La isoterma de tipo C se caracteriza por una pendiente constante, dando lugar a
un valor de Ky constante. Este hecho se puede interpretar por la existencia de un
exceso de sitios en la superficie del sorbente en una situacién lejos de la
saturacion, o bien que la sorcién del sorbato supone la creacién de nuevos sitios
capaces de sorber la misma cantidad de sorbato. A menudo, a este tipo de
isotermas se les denomina isotermas de particién constante (141). Una Kgq
constante sugiere que la retencion del sorbato es independiente de la cobertura
de la superficie (128). Los procesos de sorcién tipo C frecuentemente se
relacionan con la particién de sustancias quimicas orgédnicas en la materia
organica del suelo.

O La isoterma de tipo S se distingue por presentar un punto de inflexién que

supone un aumento repentino de la pendiente. Este comportamiento se atribuye
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generalmente a una cooperacioén entre las moléculas retenidas (165) y sugiere
que hay una barrera para la sorcion del sorbato a concentraciones bajas. Este
hecho puede ser debido a otras sustancias que compiten por los sitios de sorcion,
pero una vez que se vence esta limitacidn, la interaccidon sorbato-sorbente es

similar a la sorcién indicada por la curva L (128).

Las isotermas de sorcién nos permiten conocer de una manera macroscopica la
distribucién de soluto entre dos fases. En general, proporcionan informacién sobre el
mecanismo de sorcidn, y en casos concretos, permiten la asignacion de un determinado
mecanismo de manera conclusiva. En general, la caracterizacion de un mecanismo de
sorcion requiere un estudio mas exhaustivo, como, por ejemplo, la medida de Cs mientras
se varia alguna propiedad de la solucién (como el pH) (140), o mediante la realizacion de
estudios de competiciéon con otros sorbatos. Estos tultimos, a menudo sirven para
averiguar qué parte de la molécula se encuentra involucrada en la interaccién con el

sorbente.

El objetivo cuando se obtiene una isoterma de sorcidn, es la obtenciéon de un modelo que
describa, de la forma mads adecuada posible, el comportamiento del sistema. Con la
finalidad de llevar a término esta aproximacion, se utilizan diferentes modelos de sorcion,
a los que se ajustan los datos experimentales. Las ecuaciones mds empleadas para
describir los datos obtenidos son las ecuaciones de Langmuir y Freundlich. No obstante,
a veces se utilizan combinaciones de estas o ecuaciones mds complejas cuando las
anteriores no se ajustan adecuadamente a los valores experimentales (128). Ejemplos de
estos modelos serdn expuestos mds adelante. Por dltimo, cabe indicar que, cuantos mas
parametros se necesiten para ajustar un modelo, mds dificil serd la adjudicacion de un
significado fisico a cada pardmetro obtenido. A continuacién, se describen mas

detalladamente los modelos de Langmuir y Freundlich.

Modelo de Langmuir

El enfoque del equilibrio de Langmuir fue desarrollado en 1918 para describir la

adsorcion de gases sobre superficies homogéneas. Este modelo incluye una serie de
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requisitos con el objeto de explicar la adsorcién de especies quimicas en suspensiones

suelo-solucién de suelo, que se indican a continuacién (142):

O Existe un nimero limitado de sitios de sorcion, que tienen la misma energia.

O La sorcidn es de tipo monocapa simple.

O El comportamiento de adsorcién es independiente de la cobertura de la
superficie (no existe interaccion entre las especies sorbidas en la superficie).

O Se puede asumir el maximo recubrimiento del sorbente.

O Todos los sitios de adsorcion estan representados por el mismo tipo de grupos

funcionales.

A pesar de que la sorcion en los sistemas suelo/agua dista mucho de cumplir todos los
requisitos, la ecuaciéon de Langmuir es muy empleada, sobre todo cuando existe un
mecanismo de sorcién predominante y la isoterma presenta un perfil de tipo L. La

relacion entre Cs y Cw, segtn el modelo de Langmuir se obtiene, mediante la ecuacién
(162):

Cs = 2K Cw (Ec.1.5)

1+Kp, .Cyw

Donde b (mg kg™!) es la capacidad de mdxima sorcién del suelo, que relaciona la afinidad
de 1a superficie por el soluto (167), y K. (L mg™!) es la constante de Langmuir, que est4

relacionada con la intensidad de sorcién o la energia de enlace del soluto por el sorbente.

Modelo de Freundlich

Este modelo considera la existencia de diferentes tipos de sitios, con sus correspondientes
energias de sorcion, y su expresion matemadtica se obtiene como resultado de combinar

las ecuaciones de Langmuir de cada tipo de sitio, dando lugar a la ecuacion (144):
Cs = Kg.(C,)N (Bc.1.6)

Donde Kr (mg!™ LN kg'!) es el coeficiente de Freundlich, también llamado coeficiente
de capacidad unitaria. Est4 relacionado con la magnitud de la sorcién y N (adimensional)
es el parametro de linealidad. Cuando N=1 indica una isoterma de tipo C (lineal) (167);

en este caso particular, Kr equivale a Kd. Ademads, proporciona una medida sobre la
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heterogeneidad de los sitios de sorcidn en la superficie del sorbente. Una desviacion
importante de la linealidad implica una gran diversidad de sitios de sorcidn; asi, valores
de N<1 indican una disminucién de Kq al aumentar Cy, mientras que si N>1 indica una

sorcion favorecida a medida que aumenta la cantidad de soluto en la fase s6lida.

En general, el modelo de Freundlich se ajusta mejor a los datos de equilibrio que el
modelo de Langmuir, ya que no estd limitado a sitios de energias homogéneas o niveles

limitados de sorcién (167).

Otros modelos de sorcion

Ademas de los modelos de Langmuir y Freundlich, existe una gran variedad de modelos
que pueden emplearse para describir el proceso de sorcidén. Algunos de ellos son los

siguientes ( ):

O Modelo Dual de Langmuir. Este modelo asume la existencia de dos tipos
diferentes de sitios de sorcion. Uno de alta energia y el otro de baja energia. Su
ecuacion se define como:

DL DL
_ Qmax,lblcw Qmax,ZbZCW

Cs
1+b1CW 1+b2CW

(Ec. 1.7)

Donde Qmax.n Y ba son las capacidades de maxima sorcién y la afinidad de sorcién

por los sitios de sorcidn tipo n, respectivamente.

O Modelo de Langmuir-Freundlich. La ecuacién que describe este modelo es la

siguiente:

_ (Kew)Pm

Cs = T Rewp (Ec. 1.8)

Donde M es el maximo de sorcién y  es un pardimetro empirico que varia con

el grado de heterogeneidad. K es el parametro de afinidad.

O Modelo de sorcién Polanyi-Dubinin-Manes. Esta basado en la asunciéon de
fendmenos de sorcién heterogéneo y la existencia de un cierto potencial de
sorcién por moléculas en la proximidad de las superficies sorbentes. Este
potencial depende de la distancia de la molécula a la superficie y de la naturaleza

del sorbente. Su ecuacion es:
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Z

s\ d
Cs = QPPMexp [— <%> ] (Ec. 1.9)

Donde S es la solubilidad en agua del soluto en su estado normal (liquido o
s6lido) (umol L) a la temperatura experimental. Z (J mol') y d (-) son
pardmetros fijados, y R (J mol! K!) y T (K) son la constante del gas ideal y la
temperatura experimental, respectivamente. El pardmetro Z es un factor de
normalizacion, que representa las fuerzas de interaccion responsables de la
sorcion de las diferentes moléculas, mientras que el exponente d depende de la

distribucién de las energias de sorcion.

O Modelo de Elovich. Este modelo estd basado en el principio cinético que asume
que los sitios de sorciéon aumentan exponencialmente con la sorcién, lo cual

implica una sorcién multicapa.

Cs Cs
£ = KpCuexp (_E) (Ec. 1.10)

Donde Kk es la constante de equilibrio de Elovich (L mg™) y qm es la capacidad

de sorcién méaxima de Elovich (mg g™).

O Modelo de Temkin. Asume que la sorcion de todas las moléculas en la capa
disminuye linealmente con la cobertura debido a las interacciones sorbente-
sorbato y que la sorcion esté caracterizada por una distribucién uniforme de las

energias de enlace, hasta alcanzar una energia de enlace maxima.
RT
0= EIHKOCW (Ec. 1.11)

Donde 0 es la cobertura fraccional, R es la constante universal de los gases, T
la temperatura (K), AQ = (-AH) la variacién de la energia de sorcién (KJ mol™!)

y Ko es la constante de equilibrio de Temkin (L mg™).

En esta tesis también estudiamos los procesos de sorcion en mezclas suelo/biochar, por
lo que en el siguiente apartado se describe el ‘Biochar’, asi como sus usos y su relacion

con este trabajo.
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1.6 Biochar

El “Biochar” es un material carbonoso pirogénico PCM (Pyrogenic Carbonaceus
Material), como también lo son el carbon vegetal (charcoal), el carbén de lefia (char), el
negro de carbon (black carbon) y el carbén activado (activated carbon) (172). Se trata de
un material con alto contenido de carbono, rico en compuestos aromaticos condensados

de seis atomos de carbono unidos entre si ( ).

Los PCM son producidos mediante combustion o pir6lisis de biomasa. La biomasa es una
mezcla de constituyentes estructurales (hemicelulosas, celulosa y lignina) y cantidades
menores de extractivos (material inorgdnico, azicares no estructurales, material
nitrogenado, clorofila, ceras, entre otros componentes menores) (175-176), que durante
el proceso de pirdlisis en ausencia de oxigeno, se degrada a diferentes velocidades y por
diferentes mecanismos y vias, dando como resultado la produccién de s6lidos (material

carbonoso del tipo del biochar, por ejemplo), productos liquidos y gaseosos (175) .

En el proceso de pirdlisis, los componentes estructurales de la biomasa se descomponen
gradualmente. La hemicelulosa es el primer componente de la biomasa en
descomponerse, a temperaturas de 470 a 530 K. A continuacidn, la celulosa se degrada
en el rango de temperatura de 510 a 620 K, y el dltimo componente en pirolizarse, a

temperaturas de 550 a 770 K, es la lignina (175).

La materia prima de partida y su aplicacién son las principales caracteristicas que por
convencién se tienen en cuenta para la clasificacion y denominacién de los materiales
carbonosos pirogénicos. Por ejemplo, para que un material carbonoso sea denominado
como Biochar debe haber sido obtenido unicamente mediante pirdlisis de material de
origen bioldgico (173) y en ausencia o con cantidades limitadas de oxigeno. Ademas,
debe haber sido producido para su aplicaciéon al suelo (con el fin de mejorar su
productividad), como depdsito de carbono (C), como promotor en la remediacién de
suelos, o para filtrar el agua percolada por el suelo. Otra caracteristica importante que se
toma en cuenta para distinguirlo de los demds materiales carbonosos es su alto contenido
de carbono, con estructuras aromaticas condensadas de seis atomos de carbono unidos

entre si (173-174).
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Durante la obtencién de Biochar (considerado como un sélido de alto contenido
energético) también se obtienen otros productos de energia renovable, tales como el Bio-
oil (liquido de alto contenido energético) y el Syngas (gas de relativamente bajo

contenido energético) (177).

Los sistemas de pirolisis empleados en el procesado de la biomasa se pueden dividir en
tres tipos (177), diferenciados en la temperatura y velocidad de calentamiento, y que dan

lugar a diferentes proporciones en los productos obtenidos (175):

O Pirdlisis  “lenta” (slow pyrolysis), también conocida como pirdlisis
convencional.

O Pirdlisis “rapida” (fast pyrolysis).

O Pirdlisis “relampago” (flash pyrolysis).

El rendimiento de productos liquido, sélido y gas dependerd de las condiciones de
pirolisis empleadas y de la materia prima. La tabla 1.13 muestra los diferentes
rendimientos obtenidos para los biocombustibles de acuerdo con el tipo de pirdlisis y las

condiciones empleadas en cada caso

La tabla muestra que temperaturas moderadas y tiempos de residencias mayores
favorecen la produccion de biochar y syngas, mientras que la produccién de bio-oil es
altamente favorecida por tiempos de residencia extremadamente cortos y temperaturas
muy altas en la pirolisis relampago, siendo este tipo de proceso el preferido para

obtenerlo.
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Tabla 1.13. Proporcién de biocombustibles obtenido segun tipo de pirdlisis (177-178)

Rendimiento de producto

Condiciones (%)
Tiempo .
Velocidad de .
Temperatura de ) . Bio- Bioch S
Proceso (K) residencia calentamiento oil 1ochar Syngas
s) (K/s)
Pirolisis 550-950 450 -550 0,1-1,0 30 35 35
lenta

Pirolisis 850-1250  0,5-10 10 - 200 50 20 30
rapida

Pirolisis 1050 - 1300 <05 > 1000 75 12 13

relampago

Por otra parte, algunas organizaciones no gubernamentales como la “International
Biochar Iniciative” (IBI) sostienen que el Biochar debe cumplir, ademds de las

condiciones citadas previamente, con estas caracteristicas (172):

O Una proporcion H/Corg < 0,7 expresado como relacion molar. Este parametro
indica el grado de carbonizacién del biochar, ya que la presencia de hidrégeno
revela la presencia de residuos de materia organica original poco carbonizada

(179);

O Unos valores limites del contenido en metales pesados (mostrados en la Tabla
1.14), puesto que el mismo estd relacionado con su toxicidad y la posibilidad de

que éstos pasen a través de la cadena trofica al ser humano.

En la siguiente tabla se exponen algunos de los requerimientos para los certificados de

biochar que exigen la Union Europea y la IBI para los pardmetros indicados.
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Tabla 1.14. Requerimientos normativos en los certificados de Biochar (172)

Certificado Europeo de

PARAMETRO Biochar V4.8 Estdndar de biochar IBI V2.0
Contenido de C CroraL = 50% Corg Clase 12 60%
60% > Clase 2 > 30%
Relz}gi/c’élz)i\golar 0.7 max. 0.7 max.
: 1
Elemento Grado premiun Comema (H"}%)gfs ios biochar (mg kg™!)
As NR 12 - 100
Cd <1 12 -100
Cr < 80 64 — 1200
Co NR 40 - 150
Cu < 100 63 — 1500
Hg <1 1-17
Mo NR 5-20
Ni <30 47 - 600
Se NR 2-36
Zn <400 200 — 7000
B, Cl, Na NR D
Pb <120 NR
NR: No Regulado CrotaL: Carbono total Corg: Carbono orgénico D:
Declaracion max: maximo

En cuanto a su composicién, el biochar, ademés de carbono, puede contener oxigeno,
hidrégeno, nitrégeno, fésforo y azufre en menor proporcién (180-181). El contenido de
cada uno de estos elementos, asi como sus propiedades fisicoquimicas, dependerd de la
biomasa de partida (182-184) y de las condiciones de pirolisis (174, 183-189). La
siguiente tabla muestra el contenido de C, O e H de acuerdo con el grado de carbonizacién

del biochar (188, 190).
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Tabla 1.15. Composicién del biochar de acuerdo con la temperatura de pir6lisis

Grado Fle 3 C 0 H Referencia
carbonizacién

oAclt)o (500-700 > 90 % <20% <2% (188)
?Caj)o (300-400 40-50% >20% 2-10% (190)

Estudios con diferentes materias primas han demostrado que al aumentar la temperatura
de pirdlisis la capacidad de intercambio cationico CEC aumenta hasta alcanzar un
maximo y luego disminuye. Por otro lado, el drea superficial, el contenido de cenizas, la
capacidad de retencion de agua y el pH aumentan al aumentar la temperatura de pirdlisis,
mientras que el carbono orgdnico extraible en agua presente en el biochar disminuye

conforme aumenta la temperatura de pirdlisis ( ).

Por otra parte, se ha comprobado que al aumentar la temperatura de pirdlisis la relacion
H/C, el % de N e H disminuyen, mientras que el % de C aumenta. El % de S varia,

ligeramente bajo estas condiciones (189).

Durante 1la pirolisis del biochar, como en la formacién de cualquier carbon, la materia
orgénica experimenta una descomposicion térmica y una posterior reduccion de volumen.
Aparte de la pérdida de agua y de otras moléculas volétiles, la estructura biopolimérica
original de la biomasa utilizada —por lo general lignina, celulosa y hemicelulosa vegetal
(187) - cambia a una estructura amorfa donde coexisten una mezcla de estructuras

poliaromaticas y restos de biopolimeros alterados (193).

La estructura del biochar es altamente aromatica, donde una serie de anillos aromaticos
de seis eslabones condensados adoptan estructuras planas (placas) del tipo grafito (Figura
1-17a) (194). Estas estructuras arométicas repetitivas, que recuerdan a la estructura del
grafeno, se agrupan formando pilas de un nimero reducido de placas, que forman
pequeios reductos de estructuras cristalinas dentro del carbon (Figura 1-17b) (195). Se
ha confirmado mediante difraccion de rayos X que los biochars pueden llegar a contener
hasta el 71% de grafito microcristalino formado por agregados de tres placas. Estas se
encuentran en disposicion turbostratica (placas no alineadas) y se disponen en el espacio

de forma aleatoria (Figura 1-17c) (194, 196).
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Figura .1.17. Estructura del biochar. (a) Representacion de una capa (tipo grafeno)
donde se observa el sistema central m conjugado y los grupos funcionales en los bordes.
(b) Unidades estructurales bésicas apiladas. (c) Distribucidn aleatoria de los agregados
microcristalinos (194, 196)

Las temperaturas extremadamente altas (2500 °C) pueden favorecer la formacion de
biochar con estructuras poliaromaticas condensadas, que dan como resultado biochar con

estructuras ideales como las que se muestran en la figura 1.18.
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Figura 1.18. Estructura ideal del biochar desarrollada con temperaturas de tratamiento
extremadamente altas. (a) Proporcién aumentada de C aromatico, altamente
desordenada en la masa amorfa, (b) crecimiento de ldminas de C aromatico conjugado,
en forma de turbo estrato (c), estructura que tiende a la del grafito (173)

Las superficies de los PCM contienen una variedad de grupos funcionales localizados
sobre o dentro de los bordes de las capas, exhibiendo diferentes grados de aromaticidad
(197). Dentro de las placas de biochar también pueden encontrarse oxigeno, nitrégeno y
azufre como heterodtomos en los anillos arométicos (piranos, cromenos, dioxanos o
lactonas), y formando parte de los diferentes grupos funcionales situados en los bordes.
De éstos, los principales son fenol, carboxilo, éster, amino, etc. (Figura 1.19) (198). En
los bordes de las placas también hay electrones o desapareados que son el resultado de

roturas homoliticas de enlaces ocurridas durante la pirdlisis (198-200).
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Carbonil

Anhidrido
carboxilico

Fosforico

Figura 1.19. Diferentes grupos funcionales y heterodtomos
mas comunes en biochar (198)

Actualmente las aplicaciones de biochar son muy variadas. A continuacién, explicaremos

las m4s importantes.

1.6.1 Usos del Biochar

El biochar puede utilizarse para una variedad de aplicaciones como (201):

O Mitigacion del cambio climético, mediante la reduccion de las emisiones del gas
de efecto invernadero (202), que en conjunto con la produccién de bioenergia
provee de un beneficio neto medioambiental (203). Esta reduccion se basa en el
secuestro de C atmosférico (CO.) por el biochar al ser éste una forma altamente
estable de C, por lo que retiene al CO2 de forma mads firme (173, 204-206).

O Enmienda para el suelo, mejorando sus caracteristicas mediante la reduccion de
pérdidas por lixiviacion de nutrientes del suelo (207-208) y aumento de la
productividad de los cultivos en suelos altamente erosionados o degradados
mediante la mejora del contenido de carbono organico (209).

O Agente para mejorar la calidad del agua que percola (210).

O Remediacion y/o proteccion contra contaminantes medioambientales, como es
el caso de la contaminaciéon por NOs3 (211), disminucién de la captacidon de
pesticidas por las plantas (212) y la biodisponibilidad de metales pesados (213-
214), ya que los contaminantes son retenidos en el biochar.

O Fuente de energia verde (215-216).
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Algunas de estas aplicaciones se muestran en la Figura 1.20.

MUt EFI.E 5

Figura 1.20. Representacion de los principales beneficios que puede aportar el uso de
biochar al medioambiente (Adaptado de 174)

No obstante, a pesar de los posibles efectos beneficiosos del biochar en diferentes
ambitos, también se deben considerar los posibles impactos que pueda tener sobre el

medio (217).

Algunos estudios han indicado efectos adversos tras la aplicacién de biochar como agente
de rectificacién a los suelos. Segin Drake et al. (218), su utilizacién como enmienda
aumenta el contenido total de carbono hasta un 15.6% en un suelo de bajo contenido de
carbono, mejorando la biodiversidad y beneficiando las actividades de reforestacion, pero
altera las caracteristicas fisicoquimicas del suelo, tales como la conductividad eléctrica y
el ciclo del nitr6geno. Esta evidencia también ha sido descrita en un estudio posterior
(219), por lo que algunos autores recomiendan la realizacion de mas estudios sobre las
respuestas planta-suelo-biochar para sitios especificos. En esta misma linea de estudio,
Rees et al. 2014 (220), demostraron que el biochar disminuye la movilidad de los metales

en el suelo. En sus resultados sostienen que, a corto plazo, los efectos del biochar sobre
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los suelos contaminados pueden ser controlados por el tamafio de las particulas del
biochar y por los procesos de alcalinizacion del suelo, teniendo el pH del suelo un rol

importante en este contexto.

Otros efectos desfavorables descritos en la literatura son la liberacién de la DOM del

suelo (221) y los efectos negativos que tiene sobre la actividad de la fauna del suelo (222).

Por otro lado, las investigaciones realizadas por Garcia et al. (223), sobre sorcién de
pesticidas a biochars de diferentes origenes y fabricados en condiciones distintas,
demostraron que los pesticidas estudiados fueron mads afines al biochar con mayor

proporcién de aromaticidad y con mayor area superficial especifica.

Por tanto, el impacto del biochar sobre el suelo dependera de un conjunto de factores

como (174):

O La materia prima y método de produccién del biochar.
O El tipo de suelo sobre el cual se aplica.

O El clima.

O El tipo de cultivo.

La aplicacion de biochar al suelo como enmienda es un proceso irreversible, por lo que
deben examinarse a fondo los riesgos potenciales antes de adoptarse el uso generalizado

de biochar. Algunos de estos riesgos son (203):

O Las dosis de aplicacion. Debe evitarse la extrapolacion de resultados a tipos de
suelos no estudiados ya que no todos los suelos responden de igual manera a la
aplicacion de biochar. A pesar de que la mayoria de los estudios indican mejoras,
en ocasiones se han observado efectos adversos sobre el crecimiento de las
plantas. Este hecho ha sido atribuido a la retencién de nutrientes por parte del
biochar.

O Efectos sobre agroquimicos.

= FEl biochar puede retener sustancias orgdnicas, entre ellas herbicidas,
reduciendo su efectividad.
= El biochar puede inhibir la degradacién microbiana de compuestos

orgénicos.
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O Albedo del suelo. El albedo del suelo es una medida de la reflectividad de una
superficie y juega un papel importante en el cambio climdtico. El carb6on en
general oscurece al suelo, principalmente aquellos bajos en materia organica, por
lo que la aplicacion de biochar al suelo aumenta la absorcion de la energia solar
y disminuye el albedo del suelo. Este fenémeno da lugar a un aumento en la
temperatura de la superficie del suelo, dando lugar a efectos mas drésticos en el
cambio climético en caso de un uso generalizado del Biochar.

O Tiempo de residencia en el suelo. Se estima que la vida media del biochar en
el suelo (el tiempo en que tarda en descomponerse la mitad de la masa de biochar
aplicado), es demasiado largo, pudiendo ser de varios miles de afios para las
regiones templadas (mas de 3000 afos) y de alrededor de 600 afios en las zonas
tropicales. Ademas, el porcentaje de mineralizacién (conversién a CO2) en un

periodo de 2 afios, es muy bajo (aproximadamente del 3%).

El andlisis de numerosos estudios lleva a la conclusion de que el biochar es persistente y
que la mayor pérdida de éste del suelo tiene lugar mediante erosioén, ya que se ha
encontrado biochar en aguas superficiales (224), por lo que, como mencionaba Sohi et
al., 2009 (174), la utilizacién de biochar puede llevar a la contaminacién de las fuentes
de aguas dulces, siendo pertinente la realizacion de estudios sobre las pérdidas de biochar
através del flujo lateral y vertical durante su movimiento a través de los perfiles del suelo,

tras su aplicacion a éste.

Con el fin de conocer més acerca del proceso de sorcidn en suelos adobados con biochar,

a continuacion, profundizaremos un poco en este tema.

1.6.2 Sorcion en biochar

En general, las variaciones en la capacidad de sorcién del biochar se ven afectadas por su

temperatura de obtencidn, estructura molecular, porosidad y contenido en minerales
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Como hemos visto en la figura 1.19, el biochar puede poseer diferentes grupos
funcionales. Su presencia le confiere la posibilidad de interaccionar con distintos
sorbatos, ademds de otorgarle un cardcter dcido-base a su superficie. Por tanto, en funcién
del pH de la solucién que esté en contacto con la superficie del biochar, ésta exhibird una
carga superficial diferente, lo cual podria dar como resultado cambios de polaridad e
hidrofobicidad. La Figura 1.21 muestra una compilacién de los principales grupos

funcionales y su comportamiento acido-base.

La carga positiva en la superficie del biochar suele derivarse de la presencia de grupos
funcionales con cardcter bdsico que contienen oxigeno (por ejemplo, piranos Yy
cromenos), nitrégeno (aminas) y electrones n deslocalizados en los planos basales de las
placas que presentan un sistema que pueden interaccionar con el ion hidronio mediante

mecanismos tipo EDA (electron-donor aceptor) (225).

Superficie del
carbén

e

Figura 1.21. Principales grupos funcionales que pueden estar presentes en la superficie
del biochar (AR indica un anillo aromético). Adaptado de 225

Por otro lado, las cargas negativas son consecuencia de los grupos funcionales 4cidos,
como los carboxilos y en menor extension fenoles y carbonilos. Es frecuente la presencia
de una gran cantidad de grupos funcionales diferentes, por lo que es posible que pocos
um de distancia coexistan grupos funcionales con cardcter dcido-base diferente. Esto hace
dificil la caracterizacion de las interacciones que pueden tener lugar en la superficie del

biochar.
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Adicionalmente, una caracteristica muy importante del biochar es que su superficie puede
considerarse anfétera con respecto a las interacciones w. Las placas de biochar presentan
un cardcter marcadamente donador de electrones debido a la region central poliaromatica
y polarizable. Sin embargo, no se puede descartar que en los limites de las placas puedan
existir regiones con caracter donador o aceptor de electrones o y m. Por ejemplo, los
grupos carboxilo, carbonilo y nitro son aceptores de densidad electrénica, a causa de la

presencia de orbitales vacios en sus configuraciones electronicas (224, 226, 227).

Por otro lado, el conocimiento de las propiedades fisicas y quimicas, tanto del suelo, como
de los contaminantes, tiene amplia aplicacion, sobre todo, con propdsitos de elucidar el
destino de los compuestos quimicos una vez alcancen el medioambiente. En el siguiente
apartado conoceremos mas acerca de los coeficientes de particiéon octanol/agua y de las

constantes de acidez.

1.7 Constantes de disociacion y coeficientes de
distribucion

En la actualidad, los farmacos se disefian con el objeto de enlazarse a una proteina, a un
receptor 0 a una enzima (228), para que puedan ser asimilados por el organismo tratado,
y de esta forma combatir o prevenir una determinada enfermedad, actuando tinicamente

sobre la parte infectada.

Sin embargo, las dosis aplicadas son, generalmente, mayores a las requeridas por el
organismo tratado, por lo cual no son absorbidos en su totalidad por el cuerpo receptor,
pudiendo ser excretados o liberados al medio ambiente hasta en un 90 por ciento de la
cantidad total administrada (14), representando asi un riesgo para la salud. Como
consecuencia de su uso, los ingredientes activos de los farmacos (APIs) que se
administran, asi como sus metabolitos de degradacion, estan ampliamente difundidos en
todos los compartimientos ambientales. Por tanto, conocer las propiedades fisicas y
quimicas, tales como el coeficiente de particion octanol/agua, las constantes de
disociacion y su solubilidad, principalmente, es de gran relevancia para determinar si una
substancia tiene tendencia a concentrarse en el medio ambiente acuatico, terrestre,

atmosférico o en la biota (229).

69



1. Introduccion.

En este apartado se describen algunos procedimientos para la determinacién de la
lipofilicidad y constantes de acidez de sustancias quimicas, en este caso fluoroquinolonas,
asi como la importancia de estas mediciones. También se indican, algunos de los

principales métodos de prediccion de estos parametros.

1.7.1 Equilibrios acido-base

Las constantes de disociacion constituyen pardmetros importantes, tanto para estudios
ambientales como en medicina, al afectar las propiedades fisicoquimicas de los farmacos,
tales como lipofilicidad, solubilidad (230), absorcién, distribucién, metabolismo y

eliminacion (229).

Los farmacos que tienen propiedades 4cidas o basicas débiles son mds activos que
aquellos con caracteristicas fuertemente dcidas o bdsicas e incluso neutras (231). De
hecho, la mayoria de los firmacos son compuestos ionizables, siendo aproximadamente
un 75% de ellos de cardcter basico; un 20% presentan caracteristicas dcidas y un 5% son

no ionizables (232).

En el caso particular de las quinolonas su actividad antibacteriana depende del pH, y de

su concentracion (233).

Otros ejemplos pueden ilustrar la importancia de los equilibrios dcido-base en medicina:
por una parte, en caso de sobredosis de farmacos, es frecuente su eliminacién por la orina.
El pH de ésta normalmente es de 5,7 a 5,8, pero puede modificarse administrando dosis
orales de NH4Cl o NaHCOs, o bien dosis intravenosas de NaHCO3 (234). Este aspecto,
que puede salvar vidas en casos de sobredosis de barbitiricos, anfetaminas y narcoticos,
estd relacionado con la mayor capacidad de excrecion de dcidos débiles en orina alcalina

o de bases débiles en orina acida.

También, conocer la constante de acidez de un farmaco es de utilidad para maximizar los
rendimientos de reacciones quimicas o sintesis, durante su fabricacion. Por ejemplo, la
extraccion con disolventes puede ser aplicada con mayor eficiencia en una regién de pH

donde la molécula sintetizada sea neutra.

Por otro lado, los valores de pKa de zwitteriones/anfolitos, junto con los coeficientes de

permeabilidad efectiva Pe (al pH del punto isoeléctrico) PAMPA (Parallel Artificial
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Membrane Permeability Assay), han sido utilizados para determinar la permeabilidad
pasiva (relativa a la absorcidn intestinal) de diferentes compuestos anféteros, entre ellos

las fluoroquinolonas (235).

En cuanto a su dispersion en el medioambiente, los farmacos, al igual que cualquier otra
substancia, pueden moverse entre los diferentes compartimentos ambientales en funcién
de las propiedades fisicoquimicas y caracteristicas estructurales que posean. Las mas

importantes (236) son:

O Constante de disociacion.
O Lipofilicidad.

O Presion de vapor.

O Solubilidad en agua.

O Reactividad.

De lo anterior es notable la importancia que tiene el conocimiento de las constantes de
disociacion, por lo que comentaremos algunos de los métodos que se emplean para su
determinacion.
En la actualidad, existen diferentes procedimientos experimentales y de prediccion para
determinar valores de pKa.
Aunque tradicionalmente se han utilizado para su determinacién la valoracion
potenciométrica, la espectrofotometria de absorcién UV-Vis (237), la solubilidad y la
particion liquido-liquido (230), existe ademds una serie de técnicas experimentales,
ademdas de las citadas, como son la conductimetria, voltametria, calorimetria,
electroforesis, resonancia magnética nuclear, cromatografia liquida y fluorimetria (238).
A continuacién, comentaremos brevemente los métodos experimentales més utilizados:
O Espectrofotometria de absorcion UV-Vis: este método se basa en el cambio
del espectro UV-VIS de la sustancia en estudio a diferentes valores de pH. Los
resultados se obtienen a partir de la representacion de la absorbancia en funcién
del pH, a longitudes de onda donde hay una diferencia apreciable entre la
absortividad de las diferentes especies. Se puede trabajar a concentraciones del
orden de 10 M, siendo la cantidad minima de sustancia requerida para utilizar
este método de un (1) mg (239). Sin embargo, tiene el inconveniente de que la
muestra debe estar libre de impurezas, o que éstas no absorban en la misma

longitud de onda del analito. Algunos ejemplos de su utilizacién incluyen:

71



1. Introduccion.

fluoroquinolonas (240), colorantes de interés en diferentes campos (comercial,
investigaciones médicas, andlisis quimico, industria) (241), antiinflamatorios
(242), diferentes compuestos organicos (243), farmacos ionizables
estructuralmente diversos (244).

O Potenciometria: en esta técnica se determinan los valores de pKa mediante una
valoracién potenciométrica del analito con 4cido o con base fuerte (238, ).
Ha sido utilizado para la determinacién de pKa’s de una gran variedad de
farmacos como quinolonas (246), fluoroquinolonas (247-248) y otros (249-256).

O Electroforesis de zona capilar (CZE). En la electroforesis capilar se aplica un
campo eléctrico para lograr la separacion de los componentes de una mezcla.
Cuando se aplica el campo eléctrico, las especies cargadas empiezan a moverse.
La separacion obedece, en distinta medida, a la carga eléctrica de las moléculas
y a su masa (239). Este procedimiento no requiere de medidas de
concentraciones de solutos o valorantes como en las técnicas potenciométricas,
sino que sOlo es necesario la medicion de tiempos de migracién (233). Este
método ha sido utilizado para la obtencién de valores de pKa de diferentes
farmacos, como quinolonas (257), bases orgdnicas en soluciones acuosas de
acetonitrilo (258), compuestos heterociclicos con una variedad de propiedades
farmacoldgicas (259), diferentes ingredientes activos profarmacos (260). La
electroforesis capilar asistida por presion mediante detecciéon por serie de
fotodiodos se ha utilizado para determinar los pKa de diferentes farmacos (230).

O Cromatografia liquida. Este método se basa en el diferente comportamiento de
retencion de las formas neutra y cargadas de un analito. Se determina el tiempo
de retencion en funcién del pH de la fase mévil por HPLC de fase inversa. El
valor del pKa se corresponde con el punto de inflexién en la curva sigmoide
resultante (261). Sin embargo, esta técnica presenta el inconveniente de que
requiere la adiciéon de un modificador orgdnico a la solucién que contiene el
analito para mejorar la retencién de este (262). Los valores de pKa de acidos
polifendlicos se han determinado por esta técnica (253).

O Método de solubilidad: se utiliza cuando el compuesto tiene solubilidad
extremadamente pequefia. Consiste en valorar una solucién acuosa de la
sustancia en direccion a la formacion de su especie neutra hasta que precipite la
base o el 4cido libre. El pKa se obtiene entonces a partir del célculo del producto

de solubilidad (239).
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Algunos de estos métodos han sido automatizados, siendo asi muchas las determinaciones
de valores de pKa’s realizadas, utilizando los métodos de espectroscopia UV 'y

potenciometria mediante instrumentos basados en estas técnicas (263-267).

Por otro lado, también existen diferentes los métodos de prediccion disponibles, que

suelen dividirse en dos categorias (268):

O Métodos ab initio, del término latin que quiere decir “desde el comienzo”. Estos
métodos se basan en cdlculos directos, es decir, calculos derivados directamente
de principios tedricos de mecanica cudntica (269-271). Entre éstos se encuentran
los célculos de valores de pKa basados en ciclos termodindmicos relacionados
con el cambio de energia libre de Gibbs para la reaccién de disociacion (271).

O Métodos estadisticos, también llamados QSPR o QSAR (“Quantitative
Structure-Property ~ Relationship” o  “Quantitative  Structure-Activity
Relationship”) cuando se aplican a la actividad biolégica (269). Con el fin de
estimar los valores de pKas de compuestos especificos, estos métodos combinan
descriptores moleculares seleccionados, frecuentemente obtenidos mediante
célculos de quimica cudntica, y valores de pKa obtenidos experimentalmente

(270).

La tabla 1.16 recoge algunos de los métodos computarizados QSPR mds empleados para
la estimacion de valores de pKa, la compafiia a quien pertenece y el enlace de internet

correspondiente.
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Tabla 1.16. Programas comerciales disponibles para la estimacién de valores de pKa.

Adaptado de (232).

PROGRAMA  COMPANIA URL
Marvin Chemaxon (272) https://www.chemaxon.com/
pKalce CompuDrug (273) http://www.compudrug.com/
pallas_system
pKa DB Advanced Chemistry www.acdlabs.com/products/
Development (274)
Epik Schrodinger (275) http://www.schrodinger.com/
Epik/
QikProp Schrodinger (276) https://www.schrodinger.com/
qikprop
ADMET Simulations Plus (277) www.simulations-plus.com
Predictor
ChemDraw CambridgeSoft (278) www.cambridgesoft.com
Prime
Sparc Automated Reasoning in http://archemcalc.com/sparc.html
Chemistry (279)
ALOGPS 2.1 VCCLABS (280-281) http://www.vcclab.org

Estas herramientas dan lugar, en general, a una capacidad de prediccion razonable. Por
ejemplo, en la aplicaciéon de ACD/Labs a un conjunto de 22 compuestos se obtuvo un
error estdndar de 0.39 unidades de pKa, mientras que aplicado a otro conjunto de 26

farmacos se alcanz6 un error de 0.36 unidades de pKa (281).

También, utilizando pKalc, en 645 compuestos se obtuvo una exactitud dentro de 0.25
unidades de pKa. QikProp posee un error absoluto promedio (MAE) de 0.19 unidades de
pKa, y SPARC presentd un error RMS de 0.37 unidades de pKa en la evaluacién de 3685
compuestos. ADMET Predictor tiene un MAE de 0.56 unidades de pKa para un conjunto
de 2143 sustancias quimicas diversas. Por otra parte, VCCLabs y SPARC son
herramientas disponibles on-line gratis, aunque hay que resaltar el hecho de que
VCClLabs fall6 en la prediccion de 43 de los 645 compuestos quimicos empleados como

conjunto muestra (281).
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1.7.2 Lipofilicidad y coeficiente de distribucion

La lipofilicidad es la tendencia de un compuesto a transferirse desde una matriz acuosa
hacia una matriz lipidica no polar (232). Su evaluacién consiste en medir la distribucién
del compuesto entre dos fases liquidas inmiscibles, una no polar y otra polar. Para ello,
generalmente se utiliza octanol como fase no polar y una solucién acuosa cuyo pH es

ajustado con un tampdn, como fase polar.

La lipofilicidad de una determinada sustancia se puede expresar cuantitativamente
mediante la constante de distribucion entre agua y octanol (Kow) (282), que indica la
relacion de concentraciones en equilibrio de esta sustancia en octanol ([A]o) y agua ([Alw)
(283):

[Alo
[Alw

Kow = (Ec. 1.13)

Generalmente, el Kow, se expresa en forma de logaritmo y se utiliza “log P”’ cuando se

trata de compuestos no ionizables.

En el caso de sustancias ionizables, podemos definir un coeficiente de distribucion (D)
como la relacion entre la concentracién total de un soluto entre octanol (Cpocr) y la fase
acuosa (Cpw):

D = &Bocr (Ec. 1.14)

CB,W

Normalmente, el coeficiente de distribucion (D) también se expresa en forma logaritmica
(log D). Para una sustancia ionizable, este valor depende del pH del medio, asi como de
sus constantes de disociacion y de su “lipofilicidad intrinseca”, indicada como log P, que
corresponde al valor de log D cuando la sustancia se encuentra en forma neutra (284).
Por su parte, el valor de log D a un pH determinado se le llama “lipofilicidad efectiva”

(284-285).

En el caso de 4cidos, su log D disminuye cuando aumenta el pH, ya que la relacién de
moléculas neutra/anién en solucion disminuye, mientras que en bases tenemos el efecto

contrario (log D aumenta con el pH) (232).

En el caso particular de las fluoroquinolonas, que son sustancias que presentan dos

equilibrios de disociacion acido-base, pueden existir en forma catiénica (H>A"), neutra
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(HA) o anidnica (A"), ademds de la especie zwitterionica (HA*) en funcién del pH del
medio. Por tanto, su lipofilicidad efectiva (log D) dependera de los valores de sus
constantes de acidez (pKa; y pKay), el valor de log P y el pH del medio. Asi, el valor
maximo de log D se obtendrd a pH entre pKa; y pKay, mientras que log D disminuira

cuando: pH < pka; y pH > pKao.
La lipofilicidad tiene relevancia en diversos campos de la medicina y en medioambiente.

En medicina tiene una importancia especial en los estudios de descubrimiento y desarrollo
de farmacos, ya que estdn relacionados con propiedades tales como solubilidad,
permeabilidad y estabilidad quimica ( ). El valor de log P también se utiliza en el
establecimiento de relaciones cuantitativas estructura-actividad (QSAR), el cribado
fisicoquimico en predicciones ADME-TOX (absorcion, distribucion, metabolismo,
excrecion y toxicidad) (287); asi pues, se aplica extensamente tanto en estudios de
actividad farmacocinética de medicamentos ( ), como en estudios de
farmacodindmica, puesto que la lipofilicidad de un farmaco es esencial para su

penetracion a través de las membranas bioldgicas.

En general se observa que los valores altos de log P y log D son caracteristicas no
deseadas en este tipo de moléculas, ya que éstas se enlazarian a las proteinas del plasma
de forma muy intensa, hecho que podria dar lugar a la acumulacion del farmaco en los

tejidos (285).

Por otro lado, en estudios ambientales, el Kow es un valor de gran importancia para
comprender y predecir el comportamiento, movilidad y destino medioambiental de los
contaminantes (288). También se emplea como pardmetro de entrada en programas de
modelado del transporte y difusién en suelos y sedimentos, y en aguas superficiales y
subsuperficales (289), asi como en programas de exposicion, peligro y evaluacién de
riesgos (290), y en la estimacion del coeficiente de particion correspondiente al carbono

orgénico de suelos y sedimentos (291).

Ademads, la lipofilicidad también se utiliza en estudios de correlaciones con otras
propiedades, tales como solubilidad (292), permeabilidad, metabolismo, toxicidad, enlace

a proteinas y distribucién (232).

En cuanto a los métodos de determinacién de la lipofilicidad, desde los afios 70 se han

desarrollado diferentes métodos para predecir y determinar la lipofilicidad (293) y su
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clasificacion varia segun los autores de los estudios. Por ejemplo, algunos los clasifican
como métodos directos e indirectos ( ), otros, como métodos “in silico” (se
utilizan programas especialmente desarrollados con propdsitos de prediccion), métodos
de alto rendimiento y métodos exhaustivos (232). En nuestro caso, los clasificaremos
como métodos experimentales y modelos de prediccion.

A continuacién, veamos, de manera mas amplia, en qué consisten algunos de los métodos

mas utilizados para la determinacion de la lipofilicidad.
En primer lugar, veamos ejemplos de los métodos experimentales:

O Método de agitacién en frascos (“shake flask”). Este consiste esencialmente
en una extraccion liquido-liquido, en la que una disolucién de la substancia
(normalmente en medio acuoso) se equilibra mediante agitacién con otro
disolvente inmiscible. El periodo de agitacion puede variar entre 24 y 72 horas,
aunque diversos autores indican que una agitacion de 3 horas es suficiente para
alcanzar el equilibrio de particién cuando la substancia ya esta disuelta en una
de las dos fases. Una vez alcanzado el equilibrio, se toman alicuotas de cada fase
y se determina su concentracion (por ejemplo, mediante HPLC). En
fluoroquinolonas, este método ha sido aplicado a la determinacién del
coeficiente de particion aparente log P.p para la sarafloxacina (294),
ciprofloxacina y homoélogos (295), y de la moxifloxacina (296).

O El método reducido de agitacion en frascos (“scaled-down shake flask™) es una
modificaciéon del método anterior. El instrumento en el que se lleva a cabo el
experimento consta de 96 pocillos, con un volumen de 1 mL (0.5 mL de fase
acuosa y 0.5 mL de octanol). El compuesto a ensayar se disuelve en
dimetilsulféxido (DMSO). Se adicionan las fases al vial, se sella y se agita para
mezclar. Posteriormente, se obtiene una alicuota de cada una de las fases y se
analiza, generalmente por HPLC, para determinar la concentracion del
compuesto en cada fase.

Este método tiene el inconveniente de que el DMSO puede alterar el equilibrio
de distribucion, por lo que el volumen debe mantenerse lo mas bajo posible (<1%
del volumen acuoso).

Una variante de este método utiliza un manipulador de liquidos robdtico con
deteccion por espectrometria de masas. Ha sido utilizado para determinar el log

D de una variedad de compuestos (297).
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O Otras variedades del método de agitacion en frascos son la microextraccion
liquido-liquido asistida por vortex VALLME y acoplada a HPLC y el sistema
de zonas fluidicas ZF. En VALLME se requieren tUnicamente 2 minutos de
agitacion con vortex para que la solucién compuesta por la fase acuosa, que
consiste en agua y que contiene el analito disuelto y, por la fase orgéanica, el
octanol, alcancen el equilibrio. La concentracién del analito se determina en la
fase orgdnica por HPLC (298). Por otro lado, en el sistema ZF se utilizan
volumenes del orden de microlitros de octanol, de la fase acuosa -un
amortiguador de fosfato salino-, y de la solucién del fairmaco. La distribucion
del analito en las fases se da por el movimiento oscilante de una bomba piston
de jeringas. Las fases se separan debido a la diferencia en densidades. Luego la
zona de fluidos se coloca en la celda de deteccion de flujo de un
espectrofotometro y se mide la absorbancia de una de las fases, que junto con
los volumenes del solvente y de la muestra pura utilizados para el experimento,
se emplea para determinar el coeficiente de particion octanol/agua (299).

O Método potenciométrico. En este procedimiento se valora en primer lugar el
compuesto para obtener una curva pH/volumen de valorante. A continuacion, se
realiza otra valoracion en las mismas condiciones, pero en presencia de octanol.
El cambio en la curva es debido a la particién del compuesto en octanol. La
lipofilicidad se calcula a partir del cambio de la curva. Este método ha sido
utilizado para la determinacién de coeficientes de particion membrana
liposomal-agua y perfiles de lipofilicidad de farmacos ionizables (300), dcidos
débiles (antimicrobianos, herbicidas, preservantes de madera), bases débiles
(tranquilizantes, anestésicos, [3- bloqueadores) y compuestos dipréticos
(farmaco antimalaria) (284, 301-302).

La aplicabilidad de este método depende de la solubilidad del compuesto en
agua.

O Membranas artificiales. Estas simulan la particién liposoma/agua y la
permeacion de la membrana celular (284). Han sido utilizadas para medir la
lipofilicidad de diferentes quinolonas (303).

En una variante de este método la particion del analito se lleva a cabo mediante
la utilizacion de aceites de semillas formando una delgada pelicula lipidica como

modelo de una biomembrana que simula su estructura y funcion (304).
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O Cromatografia liquida de fase inversa (HPLC-RP). En este método, una
columna C18 simula la fase orgdnica no polar y, la fase mévil, la fase acuosa.
Se utiliza una serie de patrones, a partir de los cuales se representa su tiempo de
retencion (tr) respecto su log D, previamente determinado, para obtener una
recta de calibrado. El tr del compuesto a ensayar se compara con esta recta para
determinar su log D. Este método ha sido utilizado para determinar el coeficiente
de particiéon n-Octanol/agua para DDTs y compuestos relacionados (305) y
utilizando gradientes de elucion (306).

O Electroforesis capilar (CE). En este caso se utiliza la microemulsion
electrocinética (MEEKC) para medir la lipofilicidad. El compuesto a ensayar se
distribuye entre la fase orgdnica no polar -la microemulsion- y la fase acuosa.
Cuando el compuesto se encuentra en la microemulsion, éste se mueve mas
lentamente a través de la columna. Por tanto, al aumentar la afinidad del
compuesto por la fase lipofilica de la microemulsién, aumentaré su tiempo de
retenciéon. Como en el caso anterior, se necesita de un calibrado con substancias
de log D previamente determinado. Este método se ha empleado para determinar

los coeficientes de particion de una gran variedad de compuestos (307-308).

Para finalizar, mencionaremos algunos de los métodos que utilizan modelos de
prediccion.

En el caso de substancias para las que no se dispone de valores experimentales de
lipofilicidad intrinseca ni de sus constantes de disociacidn, se han desarrollado una serie
de programas que permiten la prediccion de lipofilicidades. Estos métodos pueden
dividirse en dos categorias: los basados en subestructura y los basados en propiedades

(308).

A continuacidn, veamos, las caracteristicas de cada método y sus subdivisiones, de una

forma general, ya que no es el propdsito de este trabajo de tesis profundizar en este tema.

Los métodos basados en subestructura también reciben el nombre de métodos aditivos.
Generalmente se calibran a partir de un gran conjunto de datos (309). Dentro de éstos se

incluyen:

O Los métodos fragmentales: fragmentan la molécula en grupos de 4tomos.

Toman en cuenta sus contribuciones y aplican factores de correccién para
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compensar las interacciones intramoleculares electrénicas y estéricas. Se han
utilizado para predecir la lipofilicidad de moléculas orgénicas pequeiias (310).
O Los métodos basados en dtomos: en éstos los diferentes tipos de atomos (H, C,
O, S, N, halégenos) que contiene una molécula se dividen en diferentes
categorias, dependiendo del medio ambiente del 4&tomo dentro de la molécula,

con el fin de obtener correlaciones razonables.

Ambos tipos de métodos asumen que las contribuciones de las subestructuras intervienen

en el valor final de log P.

Los métodos basados en propiedades utilizan descriptores de la molécula para calcular
log P como una funcién de las propiedades fisicoquimicas moleculares. Entre los
descriptores que se toman en cuenta se encuentran la superficie molecular, el volumen de
la molécula, la existencia o no de dipolos, y la presencia o no de cargas parciales (310-

311). Algunos de estos métodos son (308):

O Los que utilizan representacion de la estructura en 3-D.

O Los basados en descriptores topologicos. Se fundamentan en la teoria del grafico
molecular, y se conocen como descriptores 2-D. Representan la conectividad de
los atomos en una molécula con independencia de pardmetros métricos tales
como equilibrio de distancias interatdmicas entre los nicleos, dngulos de enlace

y dngulos de torsién (309).

La tabla 1.17 detalla algunos de los programas de cdlculo empleados mas habitualmente

en la prediccion de log Py log D:
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Tabla 1.17. Programas comerciales disponibles para la estimacion de log P/logD

NOMBRE TIPO DE METODO COMPANIA/URL
Clog P Subestructura-Fragmental Daylight Chemical Information
(310-311, 312) www.daylight.com
Bio-Loom Subestructura-Fragmental BioByte
(313-314) http://www.biobyte.com/bb/
prod/bioloom.html
ACD LogD Subestructura- fragmental Advanced Chemistry Development
ACD LogP 310, 274) www.acdlabs.com/products/
Molinspiration Subestructura-fragmental Molinspiration
Prop. Calculator (315) www.molinspiration.com
KOWWIN-EPI Subestructura: EPA & Syracuse Research Corporation
Suite atomo/fragmento https://www.epa.gov/tsca-screening-
(316-318) tools/epi-suitetm-estimation-program-

interface
http://www.srcinc.com

ChemDraw Prime

Subestructura-fragmental
(278)

CambridgeSoft
www.cambridgesoft.com

OSIRIS Property Subestructura-Atomo (319) Organic Chemistry Portal
Explorer
PrologP, PrologD Subestructura-Atomos CompuDrug
(273, 320) www.compudrug.com
QikProp Propiedades- estructura Schrodinger
molecular 3D (275-276) https://www.schrodinger.com/qikprop
ADMET Predictor  Propiedades-Descriptores Simulations Plus

moleculares-2D, (277)

www.simulations-plus.com

SLIPPER-2001

Propiedades-Estructura
molecular (321)

ChemDB
http://www.chemdbsoft.com/slipper-
logp-logc-logd-logsw-fa.html

Sparc Propiedades-Estructura Automated Reasoning in Chemistry
molecular (279) archemcalc.com/sparc.html
ALOGPS Aditivo-Subestructura (310) Virtual Computational Chemistry Lab

Descriptores fragmetales (280,

322-323)

www.vcclab.org
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La exactitud de prediccion de los diferentes métodos depende en gran medida de la
complejidad molecular (el tamafio), y ha sido evaluada tomando en cuenta el ntimero de
atomos no hidrégenos (NHA, Number of Nonhydrogen Atoms), asi como el nimero de
heterodamos (NHET, Number of Heteroatoms) y el nimero de enlaces rotatorios (NROT,
Number of Rotatable Bonds) presentes en la molécula. A partir de estos andlisis se ha
demostrado que los métodos de prediccion producen valores elevados de RMSE (Raiz
del Error Cuadratico Medio) para moléculas con alto NHA. Igualmente, el error es mayor
al aumentar los otros dos descriptores (NHET y NROT). No obstante, el efecto de estos
dos ultimos pardmetros sobre la exactitud es menor que el observado para NHA. En
general, se ha obtenido una baja exactitud de prediccion de log P y log D para la mayoria

de los métodos de célculo que existen (308).

En el caso de log D, al comparar los valores experimentales de un conjunto de 70
farmacos con los predichos al utilizar la herramienta ClogD, se obtuvo un R? de 0.72, y
la diferencia entre los valores predichos y los experimentales fue de alrededor de 1.05
unidades logaritmicas. En cambio, para moléculas pequefias se han obtenido errores mas

pequeios (232).
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2. OBJETIVOS.

El objetivo principal de esta tesis doctoral ha sido el estudio de las interacciones entre
una serie de antibidticos, de uso veterinario en general, y el suelo, con la intencién de
establecer su movilidad entre diferentes compartimientos medioambientales, asi como la
fijacion de estos farmacos a la fase s6lida para evitar su dispersion. Los farmacos objeto
de este estudio han sido las siguientes fluoroquinolonas: danofloxacina, difloxacina,

enrofloxacina, marbofloxacina y sarafloxacina.

Para llevar a cabo este objetivo global se han planteado un conjunto de objetivos

secundarios, que son:

O Estudio del comportamiento dcido-base y de distribucion entre agua/octanol, que
nos servird para establecer la especiacion de estos farmacos en funcién del pH, asi
como su lipofilicidad, relacionada con la interaccion entre los farmacos y la

materia orgdnica del suelo.

O Estudio de las interacciones farmaco-suelo mediante la determinacién de las
isotermas de sorcion de estas fluoroquinolonas en 14 suelos agricolas de diferente
procedencia y caracteristicas fisico-quimicas (pH, capacidad de intercambio

i6nico, contenido en materia orgénica y textura).

O Para establecer las caracteristicas del suelo que tienen mas influencia sobre la
sorcién de estos farmacos se ha llevado a cabo un estudio mediante andlisis de
componentes principales (PCA) que compara las caracteristicas del suelo y los

coeficientes de distribucién (Kq) de los farmacos en los diferentes suelos.

O Establecer modelos de prediccion de la sorcidén de las quinolonas estudiadas a
partir de las caracteristicas fisico-quimicas de los suelos. Para ello se utilizara la

regresion por minimos cuadrados parciales (PLSR).
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O Con objeto de desarrollar posibles metodologias o técnicas que contribuyan a la
remediacion de suelos afectados por contaminacién de fluoroquinolonas, ademas
de evitar o disminuir su difusion hacia otros compartimentos ambientales (agua,
biota), se evaluara la aplicacién de “biochar” como enmienda de suelos. Para ello
se estudiard la sorcion de algunas quinolonas en biochar y mezclas suelo/biochar,
en contenido de entre el 2-4% de este dltimo. De esta manera se podrd comprobar
su posible utilizacién como agente secuestrante de firmacos en la remediacién de

suelos agricolas.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

En este apartado se describen las metodologias utilizadas en los diferentes procesos
experimentales llevados a cabo en este trabajo, asi como la instrumentacion, reactivos y

disoluciones empleados.

3.1. Instrumentacion
3.1.1 Cromatografia de liquidos

Para la determinacién de las fluoroquinolonas estudiadas se utiliz6 un cromatégrafo de
liquidos Agilent Serie 1100 (Hewlett Packard, Palo Alto, CA, EUA). Este equipo consta

de los siguientes médulos

O Cabina de desgasificacion de disolventes por sistema de vacio G1322A
O Bomba cuaternaria G1311A QuatPump
O Inyector automatico G1329A ALS
O Detector de fluorescencia G1321A FLD que consta de (324):
o Lampara de descarga de xenén de 150 W, con Intervalo de trabajo entre
200-900 nm.
o Monocromadores de excitacion y emisién, con redes holograficas
concavas de 1200 lineas por mm, y ancho de banda de 20 nm.
o Detector de referencia que corrige las fluctuaciones de intensidad de la
lampara midiendo la luz de excitacion transmitida por la celda de flujo.
O Columna cromatografica Phenomenex Kinetex C18 (150 x 4,60 mm /2,6 um/100
A), con precolumna Kinetex (SecurityGuard UHPLC C18).

El sistema cromatografico se controla mediante un PC con el sistema operativo MS
Windows XP, a través del software Agilent ChemStation para sistemas de LC (rev. B-04-

02 SP1), que permite ademads el procesamiento de los datos obtenidos (325).
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3.1.2 Otros instrumentos y equipos

O Balanza Mettler Toledo PB1502-L (+ 0,0001 g).

O Divisor Micro-riffle de Jones® (Sepor Inc., CA, USA). Utlizado para fraccionar
pequeiias cantidades de suelo (25 g — 1 kg). Presenta 14 canales alternados de
3,2 mm de amplitud que distribuyen la muestra de forma homogénea en dos
recipientes.

O pH-metro Crison GLP21 (Crison Instruments, Alella, Barcelona), equipado con
un electrodo combinado de vidrio Crison 52-02, con electrodo de referencia de
Ag/AgCl. Tiene una precision de + 0,01 unidades de pH.

O Centrifuga Heareus Christ Labofuge 400 (Heareus Christ, Osterode am Harz,
Alemania) que permite trabajar hasta 3500 rpm.

O Estufa Conterm (JP Selecta, Abrera, Barcelona) que permite trabajar entre 40 —
250 °C.

O Estufa refrigerada Medilow (JP Selecta, Abrera, Barcelona) que permite trabajar
entre 0 — 50 °C.

O Mezclador vortex Stuart® SA8 (Barloworld Scientific Ltd., Staffordshire, UK)
con control de velocidad variable entre 200 y 2500 rpm. Permite la agitacion en
modo continuo o intermitente.

O Agitadores mecanicos rotatorios Breda 34526 y SBS MRH-4 (Breda Scientific,
Breda, Paises Bajos) que proporcionan velocidades comprendidas entre 0,5 y
100 rpm.

O Agitador de rodillos Ovan RollerMix, D RM120-D E (Ovan, Barcelona) que
consta de 5 rodillos que permiten la agitacion horizontal rotatoria a velocidades
comprendidas entre 20 y 150 rpm.

O Baio de ultrasonidos Branson 5510 (Branson Ultrasonidos, Hospitalet de
Llobregat, Barcelona). Trabaja a una frecuencia de 40 kHz y tiene un tanque de

10 L de capacidad.
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3.2 Reactivos, disoluciones y materiales

3.2.1 Reactivos

Las Fluoroquinolonas utilizadas en este estudio han sido suministradas por Fluka-Sigma
Aldrich (Buchs, Suiza), de calidad VETRANAL
O Danofloxacina (C19H20FN303) > 99,8%. CAS: 112398-08-0.
O Clorhidrato de Difloxacina (C21H19F2N303-HCI) > 99,5%. CAS: 91296-86-5.
O Enrofloxacina (C19H22FN303) > 98,0%. CAS: 93106-60-6.
O Marbofloxacina (C17H19FN4O4) > 98,9%. CAS: 115550-35-1.
O Clorhidrato de Sarafloxacina (C20H17F2N303-HCI-3H20) > 97,3%. CAS:
91296-87-6.

Otras substancias empleadas han sido:

Reactivos Merck (Darmstadt, Alemania):

O Hidrégeno fosfato de sodio >99%. CAS: 7558-79-4.
O Cloruro de sodio >99,5%. CAS: 7647-14-5.

O Acido clorhidrico 36,5-38%. CAS: 7647-01-0.

O Acetonitrilo > 99,8% grado HPLC. CAS: 75-05-8.

Reactivos Fluka-Sigma Aldrich (Buchs, Suiza):

O Tetraborato de sodio decahidratado > 99%. CAS: 1330-43-4.
O Acido oxdlico > 99,5%. CAS: 6153-56-6.

Reactivos de diferentes casas comerciales:

O n-octanol > 99% Panreac (Barcelona, Espana). CAS: 111-87-5.

O Agua doblemente desionizada, de resistividad >18,2 M cm’! Milli-Q Plus
system, Millipore, Molheim, (France).

O Tampones de pH=4.01 y pH=7.00 para el calibrado del pH-metro, Crison

(Crison Instruments, Alella, Barcelona).
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Todas las sustancias quimicas utilizadas han sido de grado analitico, excepto cuando se

indica especificamente.

3.2.2 Preparacion de disoluciones estindar de
fluoroquinolonas para la determinacién de coeficientes de

distribucion octanol/agua

Para la determinacion del coeficiente de distribucion entre agua/octanol, asi como de las
constantes de disociacién, se prepararon disoluciones estindar de las diferentes
fluoroquinolonas en agua Milli-Q, a una concentracién de 100 mg L™!, conteniendo
ademds NaCl en concentracién 0,15 mol L. Las soluciones fueron almacenadas a 4 °C
en botellas de vidrio &mbar y utilizadas dentro del periodo de una semana. Las soluciones

de trabajo fueron preparadas diariamente por dilucién de la solucién estandar.

Sorcion en suelos y en biochar

Para los estudios de sorcién de fluoroquinolonas a suelos agricolas y biochar, se
prepararon disoluciones estdndar de las fluoroquinolonas (100 mg L™!) en agua Milli-Q.
Las soluciones fueron almacenadas a 4 °C en botellas de vidrio &mbar y utilizadas dentro
del periodo de una semana. Las disoluciones de trabajo fueron preparadas diariamente

por dilucién de la disolucién estandar en CaCl, 10 mM y NaN3 1,5 mM.

3.2.3 Suelos

Se ha trabajado con un total de 14 muestras de suelos naturales, de las que 13 proceden
de diferentes localizaciones de Espafia, mientras que una proviene de la Reptblica de
Panama. Se ha comprobado que los diferentes suelos estudiados no contenian residuos de

fluoroquinolonas.
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Los suelos procedentes de Espana han sido suministrados por el laboratorio
Agroambiental Applus* (Sidamon, Lleida) y por el grupo de investigacion QUESTRAM-
R1, del Departamento de Ingenieria Quimica y Quimica Analitica de la Universidad de
Barcelona.

El tratamiento previo a los analisis de los suelos ha consistido en un secado al aire durante
48 horas, y un posterior tamizado, de forma que el didmetro de particula es inferior a 2
mm. Los suelos se homogenizan por agitacién mecdnica durante 2 horas. Posteriormente,
las muestras se dividen en varias fracciones haciendo uso de un divisor micro-riffle que
asegura una reduccion representativa de la muestra. Las fracciones de las muestras se
depositan en recipientes de polietileno de alta densidad.

Para minimizar la actividad antimicrobiana, las muestras se han esterilizado mediante
irradiacién con rayos gamma procedentes de una fuente de Co-60, que suministra una
dosis de entre 25 — 35 kGy. Este tratamiento se ha realizado en la empresa Aragogamma
S.A. (Les Franqueses del Valles, Barcelona). Finalmente, las fracciones de suelo
esterilizados se guardan en un lugar seco y protegidos de la luz. Previamente a su
utilizacién, los suelos se homogenizan otra vez en el agitador de rodillos durante 1 hora.
En el laboratorio Agroambiental Applus+ (Sidamon, Lleida) se han determinado la
textura (método de sedimentacion descontinua), el contenido de materia orgédnica
(método Walkley-Black) y la Capacidad de Intercambio de Cationes CEC (método de
extracciones con acetato de amonio). La tabla 3.1 muestra las propiedades fisicas y

quimicas mas relevantes de los suelos estudiados.
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Tabla 3.1. Propiedades fisicoquimicas de los suelos estudiados

ID pHenagua pH en CaCl: CEC? CO’ (%) Arena(%) Limo (%) Arcilla (%) Clase Textural USDA
1:2,5 0,01 M (meq/100g)

S01 49 4,32 24,5 7,99 59,9 31,0 9,1 Franco-arenoso

S02 54 5,12 30,6 0,8 36,7 42.8 20,5 Franco-limoso

S03 7,7 5,3 20,3 1,21 56,8 28,4 11,8 Franco-arenoso

S04 5,3 5,9 44.6 7.4 49.3 20,1 30,6 Franco-arcilloso

S05 7,6 6,54 36,0 1,53 37,0 33,0 30,0 Franco-arcilloso

S06 6,6 6,6 5,0 0,63 55,3 37,0 7,7 Franco-arenoso

S07 8,2 7,46 16,2 1,13 13,6 55,5 30,9 Franco-arcilloso-limoso

S08 8,2 7,5 12,7 1,55 21,2 53,0 25,8 Franco-limoso

S09 8,0 7,54 11,6 1,26 21,3 50,7 28.0 Franco-arcilloso

S10 7,8 7,8 52 0,29 89,6 8,4 2,0 Arenoso

S11 8,2 7,84 6,1 0,57 84,0 11,1 4,0 Franco-arenoso

S12 8,4 7,9 3,7 0,00 94,2 5,0 0,8 Arenoso

S13 8,2 8,23 10,2 1,38 34,1 43,2 22,7 Franco

S14 8,6 8,6 7,0 0,63 42,6 38,5 18,9 Franco

. Capacidad de Intercambio Catiénico

®: Contenido en carbono orgdnico
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3.2.4 Biochar

El biochar utilizado en este trabajo ha sido suministrado por la empresa Piroeco
Bioenergy (Malaga, Espana), obtenido mediante pirélisis de biomasa procedente de
producciones y residuos agroforestales. Las principales caracteristicas de éste se indican

en la siguiente tabla:

Tabla 3.2. Caracteristicas del Biochar utilizado en este trabajo.

Carbono fijo (%) 85,56
Volatiles (%) 12,24
Densidad (g/L) 370
N total (%) 0,5

P total (g/Kg) 2,4
K total (g/Kg) 11,7
Mg total (g/Kg) 5,6
Ceniza a pH 8 (%) 2,2
Cd total (mg/Kg) 0,07
Pb total (mg/Kg) 1,4
Cr total (mg/Kg) 0,7
Ni total (mg/Kg) 11
Cu total (mg/Kg) 13
Zn total (mg/Kg) 22
Mn total (mg/Kg) 781

El biochar ha sido previamente triturado y tamizado (<2 mm), y posteriormente se ha
almacenado en un recipiente de polietileno de alta densidad en un lugar seco y

protegido de la luz.
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3.3 Metodologia de trabajo

3.3.1 Determinacion de fluoroquinolonas mediante HPLC-
FL

El andlisis de las fluoroquinolonas estudiadas en este trabajo (DAN, DIF, ENR, MAR,
SAR) se realiz6é mediante la utilizacion del sistema cromatogréafico descrito en el apartado
3.1.1 (HPLC-FL), llevandose a cabo en modo isocratico a temperatura ambiente.

En los estudios de sorcién, la fase movil estd compuesta de acido férmico 0,01 mol L'a
pH = 2,5 y ACN, en una proporciéon desde 67:33 hasta 86:14 (V/V) dependiendo del
contenido de materia organica del suelo en estudio. La solucién amortiguadora se filtra a
través de un filtro de membrana de nylon de 0,22 um, antes de su utilizacién. El caudal
de la fase mévil ha sido de 1,0 mL min™, y el volumen de inyeccién de 30 pL. Las
longitudes de onda de excitacion y emision del detector por fluorescencia se han fijado a
Aexc=297 nm y Aen=507 nm para la MAR, mientras que para el resto de las
fluoroquinolonas (DAN, DIF, ENR y SAR) las longitudes de onda de excitacién/emision,
fueron de 280/450 nm, respectivamente.

La cuantificacidn se ha realizado mediante la utilizacién de una recta de calibrado externa,
midiendo las dreas de patrones preparados el mismo dia de la medida.

Los limites de deteccion y cuantificacién del método empleado en la obtencion de las de
isotermas en suelo se indican en la tabla 3.3. El intervalo de linealidad para todas las
fluoroquinolonas se extiende desde el limite de deteccidon hasta aproximadamente
5mg L

En el caso de los equilibrios de distribucion, la fase mévil consiste en una disolucion de
dcido oxalico 0,01 mol L' de pH ajustado a 2,5 y ACN, en una proporcién de 77:23. El
resto de las condiciones experimentales (volumen de inyeccion, flujo de fase movil y
longitudes de onda de excitacién y emision) han sido los mismos que en el caso de los

estudios de sorcién.
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Tabla 3.3. Limites de deteccién y cuantificacion para las fluoroquinolonas estudiadas
mediante HPLC-FLD

ENR DAN DIF MAR SAR
LOD (pg L) 1 1 1 2 5
LOQ (ug L) 5 5 2 6 2

3.3.2 Sorcion de fluoroquinolonas en suelos

El estudio de sorcion de las fluoroquinolonas en suelos naturales se ha realizado siguiendo
las pautas indicadas en la directiva 106 de la OECD (162). En la misma se detalla el
procedimiento a seguir para la realizacion de ensayos de sorcién mediante experimentos
tipo lote (batch).

La fase liquida consiste en una disolucién de CaCl, 10 mM, que incluye una
concentracion 1,5mM de NaNs3; esta disolucion se emplea para mantener la fuerza iénica
constante durante el proceso de sorcién y minimizar la suspension de particulas. A esta
fase liquida se le denomina frecuentemente “agua artificial” porque pretende mimetizar
las condiciones del agua de lluvia natural. Este medio se ha empleado en los estudios de
sorcion en suelos, asi como en los posteriores estudios de sorcion en biochar y de mezclas
suelo/biochar. La azida de sodio se utiliza como bactericida, para evitar el crecimiento de
microorganismos en la solucién que podrian alterar la concentracion del analito, ya sea
degradandolo o suprimiéndolo. En particular, su uso es conveniente en los estudios de
sorcion que incluyen Biochar, ya que su presencia en estos sistemas puede estimular el
crecimiento de microorganismos (326).

Una vez determinada la relacién suelo:agua adecuada (1:10, g mL™!) y el tiempo necesario
para alcanzar el equilibrio (24-120 h, dependiendo del tipo de suelo) mediante estudios
preliminares, se han realizado los experimentos de sorcion con el fin de caracterizar las
isotermas correspondientes.

El procedimiento experimental se describe a continuacion:

En tubos de centrifuga de polipropileno de capacidad adecuada de acuerdo a la relacion
suelo:agua previamente determinada, se adiciona 1,000 g de suelo y 8,00 mL de la
solucion de CaClo/NaNs. Los tubos se colocan en el agitador rotatorio durante 24 h con

el fin de que la mezcla suelo:agua alcance el equilibrio. Simultdneamente se preparan
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disoluciones del blanco y controles con el mismo volumen de la solucién de CaCl,/NaNs3,
sin la adicion de suelo.

Una vez equilibrada la mezcla suelo:agua, se afiade al tubo la cantidad necesaria de
disolucién patrén de fluoroquinolona y de la disolucién de CaCly/NaN3 para obtener un
volumen total de 10,00 mL. De esta manera, se preparan mezclas suelo/agua, en las que
el volumen total de fase liquida es el mismo (10 mL), variando la concentracion inicial
de fluoroquinolona en la fase liquida (Cop). Se sigue el mismo procedimiento para la
preparacion de los blancos y los controles.

Una vez preparadas las mezclas, los tubos se agitan a 30 rpm protegidos de la luz en el
agitador rotatorio durante el tiempo requerido para alcanzar el equilibrio de las fases, el
cual ha sido previamente determinado y que depende del tipo de suelo y las interacciones
que tenga con el analito en particular.

Los controles (en ausencia de suelo) se han empleado para comprobar la concentracién
inicial (Cop). El andlisis de los controles ha permitido descartar cualquier degradacién o
sorcion de las fluoroquinolonas a las paredes del recipiente.

Una vez finalizada la etapa de agitacion, las muestras se centrifugan a 3500 rpm durante
10 minutos. Posteriormente se extrae una alicuota de 2,00 mL de la fase acuosa
sobrenadante, y se filtra a través de una membrana de nylon de 0,22 pm. A continuacidn,
se inyecta la muestra asi obtenida al sistema de HPLC-FL para determinar la
concentracion del analito en equilibrio en la fase acuosa (Cw). Finalmente, se mide el pH
de todas las muestras, controles y blancos.

Los estudios de sorcion en suelo se realizaron para las siguientes fluoroquinolonas: DAN,

DIF, ENR, MAR y SAR.

3.3.3 Sorcion de fluoroquinolonas en biochar y mezclas
suelo-biochar

Los estudios de sorcion para mezclas suelo-biochar se realizaron tinicamente para la DAN
y la ENR con los suelos SO7 y S12.

Todos los experimentos se han realizado en viales de vidrio color &mbar.

Para decidir el intervalo de concentraciones Cw en el que se trabajarian las isotermas de
sorcion para la DAN y ENR en el sistema suelo-biochar al 2% y al 4% en peso y a los pH

de interés, primero se determino el perfil de sorcion de la fluoroquinolona en funcién del
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pH, y posteriormente se construy$ una isoterma a pH constante, obteniendo de estas un
intervalo de trabajo para la DAN de Cw entre 107 y 2,5 mg L'! para el suelo SO7, mientras
que en el suelo S12 se trabaj6 en el intervalo comprendido entre 102 y 21,0 mg L.

Debido al hecho de que el biochar contiene grupos funcionales que les confiere carcter
acido-base, se realizaron experimentos previos para determinar la cantidad de HCI o
NaOH necesaria que debia ser adicionado con el fin de obtener el pH deseado en los

estudios de distribucion de quinolona entre biochar-agua.

Los sistemas biochar-agua y las mezclas suelo-biochar se han preequilibrado en un tubo
de centrifuga durante 24 horas a 20 °C, con 8 mL de la solucién de CaCl> 10 mM y NaNj3
1,5 mM, protegido de la luz y bajo agitacion suave. La masa de sélido ha sido de 1,0000
g en las mezclas de suelo/biochar, y entre 0,0200-0,0600 g en los estudios de distribucién
en el sistema biochar-agua. Después del proceso de preequilibrado, se adiciona a todos
los sistemas la cantidad correspondiente de solucion de CaClz 10 mM y NaN3 1,5 mM y
de fluoroquinolona para alcanzar la concentracién inicial del analito deseada y un
volumen total final de 10,00 mL.

Las muestras asi preparadas se agitan suavemente, protegidas de la luz, durante 48 horas
para alcanzar el equilibrio. A continuacion. se centrifugan a 1900 rpm durante 15
minutos; se extrae una alicuota del liquido sobrenadante y se filtra a través de un filtro de
0,22 pm. La determinacién de fluoroquinolona en esta disolucidn se lleva a cabo mediante
HPLC-FL. El pH del sistema en equilibrio se mide en el resto de la muestra que queda en
el tubo de centrifuga.

Con este procedimiento se han realizado los estudios de sorcién de DAN y ENR en

biochar, asi como en las mezclas suelo/biochar al 2% y al 4% en biochar.

3.3.4 Experimentos de estabilidad (“envejecimiento™)

Para comprobar los cambios que pueden experimentar las caracteristicas de sorcién de un
suelo al que se ha anadido biochar, se ha procedido a un estudio de “envejecimiento”
(weathering o aging) que simule este proceso en un periodo de tiempo reducido.

Se prepararon muestras de suelo con un contenido en biochar del 2% y del 4 % en peso,
que se han acondicionado durante 30 dias, a 40 °C y dos agitaciones manuales diarias,

previas a una etapa de pre-equilibrado de 48 h, a 20 °C y agitacién a 30 rpm.
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Posteriormente, se adiciona la fluoroquinolona y se equilibra durante 48 h més, a 20 °C y
agitacion a 30 rpm. Una vez completada la etapa de sorcion, se cuantifica la

fluoroquinolona restante en la fase acuosa mediante HPLC-FL.

3.3.5 Estudio de coeficientes de distribucion y constantes
de disociacion

El coeficiente de distribucion aparente de las quinolonas estudiadas se ha determinado
mediante el método de “shake flask™, en un sistema n-octanol/fase acuosa a 25 °C y una
fuerza i6nica de 0,15 mol L' en NaCl. Por otra parte, el estudio tomo en consideracion la
variacion del coeficiente de distribucion en funcion del pH ya que el mismo permite, la

determinacion de las constantes de disociacion dcido-base de las especies involucradas.

Para ello se prepar6é una disoluciéon amortiguadora, compuesta por una mezcla de
Na;HPO, y Na;B4O7 (0,01 mol L! de cada uno) (327), ajustando la fuerza iénica a 0,15
mol L' afiadiendo la cantidad necesaria de NaCl. Posteriormente, esta solucién fue

saturada en n-octanol; paralelamente se prepard n-octanol saturado en agua Milli-Q.

Para cada fluoroquinolona, se prepararon 16 muestras en frascos de vidrio color &mbar,
que contenian 5 mL de la disolucién indicada en el parrafo anterior y una concentracion
constante de fluoroquinolona (aproximadamente 3 mg L!). El pH se varié
aproximadamente entre 3 y 9 mediante la adicién de la cantidad adecuada HCI 0,15 mol
Ly NaCl 0,15 mol L. El volumen total de fase acuosa y de n-octanol en todos los casos
fue, respectivamente, de 6 y de 50 mL. Ademads, se prepararon 3 muestras de control,
saturadas en n-octanol, a valores de pH &cido, neutro y basico, que contenian la misma

concentracion de quinolona que el resto de las muestras.

Todas las muestras se agitaron durante tres horas para alcanzar el equilibrio de
distribucion. Posteriormente se centrifugaron a 1900 rpm durante 10 minutos, con el fin
de separar las fases acuosa y orgdnica. A continuacion, se filtré una alicuota de la fase
acuosa a través de un filtro de 0,22 pm en la que determiné la concentracién de la
fluoroquinolona en esta fase mediante HPLC-FL; en otra alicuota se midi6 el pH de la
solucién en equilibrio. La concentracién del analito en la fase organica se obtuvo por

balance de masas a partir de la concentracion inicial obtenida de los controles
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se describen los resultados obtenidos en los diferentes estudios llevados
a cabo sobre las fluoroquinolonas objeto de esta tesis.

4.1 Coeficientes de particion octanol/agua y
constantes de disociacion

Con objeto de poder relacionar el comportamiento de sorcién de las fluoroquinolonas en
los diferentes suelos, que implican tanto variaciones de pH como del contenido en materia
organica, se ha procedido en primer lugar a la determinacion de sus caracteristicas de

lipofilicidad y de sus equilibrios de disociacion dcido-base.

Aunque en principio esta informacion estd presente en la bibliografia disponible, hay
notables discrepancias entre los valores indicados por los distintos autores, tal y como se
comentard posteriormente, y por lo tanto se ha decidido llevar a cabo esta determinacion

en las mismas condiciones para las fluoroquinolonas estudiadas.

La determinacién de la lipofilicidad y de las caracteristicas 4cido-base de las
fluoroquinolonas se ha llevado a cabo mediante extraccién liquido-liquido, entre la fase
acuosa (tampén, conteniendo NaoHPO4 0,01 M y Na;B4O7 0,01 M con fuerza iénica

ajustada a 0,15 M con NaCl) y la fase organica (n-octanol).

En primer lugar, se determind la relacion de volimenes entre fase acuosa/fase orgdnica
apropiada para obtener una variacion lo suficientemente importante de concentracion de
fluoroquinolona en fase acuosa al variar el pH del medio. En nuestro caso, el volumen de
fase acuosa y orgéanica ha sido de 6,0 mL y 50,0 mL, respectivamente; los experimentos

se llevaron a cabo a una temperatura de 25 1 °C.

En general, se prepararon 15-16 muestras para cada fluoroquinolona, conteniendo todas
ellas la misma concentracién inicial en fase acuosa (aproximadamente 3 mg L!). A
continuacion, a cada muestra se le afiadié el volumen de HCI 0,15 M necesario para

obtener el pH deseado de cada muestra, en un intervalo de pH entre 3 a 9. Todas las
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muestras fueron preparadas con el mismo volumen de fase acuosa y de fase organica en

frascos de vidrio ambar.

Una vez establecido el equilibrio y separadas las fases (segun el apartado 3.3.5), se
determind la concentracion de la fluoroquinolona en la fase acuosa en equilibrio (Cw) por
HPLC-FL, en las condiciones descritas en el apartado 3.3.1. La concentracién de
fluoroquinolona en la fase orgénica se obtuvo mediante balance de masas, a partir de la
concentracion inicial de ésta en la fase acuosa (Co,w), su concentracion en el equilibrio
(Cw) y los volimenes de octanol y fase acuosa (Vocr y Vw, respectivamente).

C -C
Cocr = %VW (Ec. 4.1)

De la relacién entre la concentracion de fluoroquinolona en la fase orgdnica y acuosa se
obtiene el coeficiente de particion (D) a cada pH, definido por la ecuacion:

p = Secr (Ec. 4.2)

Cw

Los valores Coct y Cw indican las concentraciones totales de las diferentes especies de
la fluoroquinolona (protonada H>Q", aniénica Q, neutra HQ, zwitteriénica HQ*") que
pueden existir en la fase organica y en la fase acuosa, dependiendo del pH de la solucion.
A efectos practicos, consideraremos a la suma de concentraciones de las especies neutra

y zwitteriénica como la “especie neutra aparente” HQupp.

Debido a la diversidad de especies presentes en el sistema, pueden darse diferentes
equilibrios. Estos se describen a continuacién, junto con las expresiones de sus

constantes.

o Disociacion en fase acuosa de la fluoroquinolona:

HQapp) [H"]
H,Q% © HQqgpp + H Ka, = _ Happ] (7] [szp’]] (Ec. 4.3)
- _ _le71[H7]
HQapp « Q + H Kaz = [H—Qapp] (EC 44)

o Distribucién en la fase acuosa y la orgdnica de las diferentes especies de la

fluoroquinolona:

[HQ]
HQapp(aqy < HCQocr) Kp = Kow = —[HQap(:jT (Ec. 4.5)
aq
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_ [H2Q%ocr
H2Q+(aq) <> H2Q+OCT KD+ = m (Ec. 46)
_ o O- Ko = [Q"Jocr Ec. 4.7)
Q@ < @ oen D= = 0 lug (Ec. 4.

Teniendo en cuenta que las especies cargadas pueden distribuirse entre la fase acuosa y
la fase orgéanica (por ejemplo, como pares i6nicos con ClI" o Na¥), el coeficiente de
particion D, puede escribirse como:

[H2Q*locr+ [HQapp) ,op + (@ locT
[H2Q*]ag+ [HQapp| ., + [0 Taq

D = (Ec. 4.8)

Y sustituyendo las concentraciones de cada especie en la ecuacion 4.2 por la
concentracion de fluoroquinolona neutra en fase acuosa, y en funcioén de las distintas
constantes de equilibrio y de la concentracion de iones hidrégeno en la fase acuosa,

obtenemos la siguiente ecuacion:

Kpy[HY] LK Kp_Kaz
— ow t
p = —KXat — — [F] (Ec. 4.9)
Ko YUY A

Esta ecuacion describe la relacion entre el coeficiente de particidn, el pH de la solucién y
las diferentes constantes de equilibrio. Los valores de [H] se calculan a partir del pH y

del coeficiente de actividad.

Como no existe una ecuacién directa para determinar las diferentes constantes de
equilibrio, utilizamos un procedimiento por Minimos Cuadrados No Lineales (NLLS,
Non-Negative Least Squares) para refinar el conjunto de constantes. Para ello, definimos
una funcién objetivo (U) basada en las diferencias al cuadrado de los valores

experimentales y calculados de log D:

2
U= ?:1(108(DEXP,1') - log(DCALC,i)) = f (pH, Dgxp, Kq1, Koz, Kp+, Kow, Kp—)
(Ec. 4.10)

Donde “n” es el nimero de pares de datos D/pH, y log(Dgxp,i ) y log(DcaLc,i) los valores

[13%4]
1.

experimental (ecuacién 4.2) y calculado (ecuacién 4.9) para el punto de datos

Como los valores de log(DcaLc,i) se calculan a partir del pH medido de la disolucién y
del conjunto de constantes en equilibrio estimadas, la funciéon U depende de los pares de

datos experimentales pH/D y del conjunto de constantes de equilibrio. Estas se refinan
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iterativamente, mediante la utilizacién de la funcién Solver de la hoja de célculo de MS
Excel™, hasta obtener un minimo en la funcién U. Los errores estimados de las

constantes de equilibrio se calculan con el macro SolvStat (328).

Siendo la funcién Solver un método iterativo que necesita de valores de partida de los
diferentes pardmetros a optimizar, éstos se han obtenido a partir de las curvas
experimentales logD/pH. Para log(Kow) se utiliza el valor médximo de log(D) de cada
fluoroquinolona, mientras que para los valores estimados de pKa; y pKaz se han tomado
los datos de pH en los puntos de inflexién de la curva (entre 5-6 y 9, respectivamente).
En primer lugar se optimizan simultdneamente los valores de log(Kow), pKa; y pKas.
Posteriormente se han ajustado los valores de log(Kp*) y log(Kp'); finalmente todas las

constantes simultidneamente.

Las figuras 4.1 y 4.2 muestran las representaciones graficas de los datos obtenidos y los

calculados para los pares pH/D.
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Figura 4.1. Representacion de las curvas logD/pH para DAN y DIF. Los simbolos
representan los datos experimentales, mientras que la linea continua indica la curva
tedrica a partir del conjunto de constantes determinado
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Figura 4.2. Representacién de las curvas logD/pH para ENR, MAR y SAR. Los
simbolos representan los datos experimentales, mientras que la linea continua indica la
curva tedrica a partir del conjunto de constantes determinado
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Se realizaron diferentes ensayos con los datos logD/pH de las fluoroquinolonas, donde se
incluian en el cdlculo los valores obtenidos para las especies de ésta (catidén, anidn,
especie neutra y zwitteridnica). Se llegd a la conclusion de que, para la DAN, DIF, ENR
y MAR, con incluir la especie neutra y protonada en los célculos, era suficiente para
explicar la variacion de los coeficientes de distribucion como funcién del pH. En el caso
de la SAR se observé un ligero aumento en log(D) que se podia explicar afiadiendo al
modelo el equilibrio de distribucién de la especie anidnica. Sin embargo, sélo tenia una
ligera importancia para valores de pH entre 9-9,2, siendo su concentracién calculada no
significativa para valores de pH<9, por lo que finalmente se decidid no incluir esta especie

en el modelo.

La Tabla 4.1 muestra los resultados obtenidos para log Kow, pKa; y pKa, con sus
respectivas desviaciones estandares, asi como log KD* para la especie catiénica obtenidas

en este estudio.

De los resultados indicados en la Tabla 4.1 es posible concluir que las fluoroquinolonas
mads lipofilicas son la DIF y la ENR, cuyos valores de logKow fueron 0,68 y 0,39,
respectivamente; coincidiendo, ademads, con el hecho de que son las fluoroquinolonas mas
dcidas del grupo estudiado, siendo el pKaz de 7,99 para la DIF y 8,25 para la ENR. Por
otro lado, las fluoroquinolonas mds hidrofilicas son MAR (Log Kow -0.94) y SAR (Log
Kow -0,69).

A partir de los datos obtenidos, se puede calcular el valor de logD para los valores de pH
dentro del intervalo en que se ha llevado a cabo el estudio. La Tabla 4.2 indica los valores
de logD en el intervalo de pH estudiado (3-9), ademds del calculado a pH=7,4. A partir
de estos valores podemos considerar estas fluoroquinolonas como sustancias en general
de baja lipofilicidad, presentando valores maximos de log(D) a valores de pH entre 6 y 8,
siendo DIF y ENR las que presentan la mayor capacidad de transferencia a una fase
organica. Por otra parte, es de destacar la posibilidad de distribucion de la forma acida de

las fluoroquinolonas debido a la distribucién de la especie H2Q*.
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Tabla 4.1. Coeficientes de particion octanol/agua y constantes de equilibrio para las
diferentes fluoroquinolonas estudiadas (a 25 °C, 1=0.15 M NaCl). Los valores entre
paréntesis indican la desviacion estdndar estimada en logaritmos de la cantidad

Fluoroquinolona pKai pKa logKow logKp+
DAN 6.50 (0.04) 8.94 (0.06)  -0.23 (0.02) -1.37 (0.02)
DIF 5.60 (0.14) 7.99 (0.05) 0.68 (0.03) -0.83 (0.05)
ENR 6.02 (0.02) 8.25(0.02) 0.39 (0.01) -1.02 (0.01)
MAR 5.86 (0.09) 8.80 (0.05)  -0.94 (0.02) -1.81 (0.02)
SAR 5.92(0.11) 9.09 (0.06)  -0.69 (0.02) -1.18 (0.04)

Tabla 4.2. Valores de log(D) calculados para la particion octanol-agua de las
fluoroquinolonas estudiadas a diferentes valores de pH

. pH
Fluoroquinolona

3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 7.40 8.00 9.00

DAN -1.37  -136 -126 -0.83 -037 -03 -028 -05

DIF -0.8  -0.63 -0.05 0.5 0.63 0.6 043 -0.26

ENR -1.01  -095 -059 004 032 033 0.23 -0.33
MAR -1.81  -1.78 -16 -1.18 -098 -097 -099 -1.28
SAR -1.18  -1.18 -1.11  -0.88 -0.73 -0.71 -0.72  -0.9

Para efectos de comparacion de nuestros resultados con valores previamente publicados,
en la Tabla 4.3 se muestran valores de coeficientes de particion y constantes de

disociacién encontrados en la literatura.
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Tabla 4.3. Valores de la literatura para coeficientes de particion octanol/agua y constantes
de equilibrio para las diferentes fluoroquinolonas estudiadas

Fluoroquinolona pKa; pKa; logKow logD (pH) Referencia
6,07 8,56 - - 262
DAN 6,32 8,73 - - 262
- - 0,44 - 331
- - - 0,76 (7,0) 329
DIF 5,66 7,24 - - 262
5.8 8,26 1,28 - 331
6,19 7,59 - - 248
6,27 ca. 8,3 1,1 - 58
5,88 7,74 - - 262
ENR
6,09 7,91 - - 262
- - 0,24 - 332
- - 0,7 - 331
5,69 8,02 - - 262
MAR 5,51 8,38 - - 262
- - -1,11 - 331
5,62 8,18 - - 262
5,87 8,88 - - 262
5,89 8,59 - - 330
SAR
4,12 6,78 - -0,89 (7,0) 294
- - -1,36 - 332
- - 1,07 - 331
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Tal como se comentaba al principio de este apartado, existen discrepancias entre los
resultados que llegan a ser importantes en algin caso en particular; por ejemplo, para
SAR existen diferencias entre los valores de pKa que pueden llegar a ser de casi 2
unidades de pKa para las dos constantes de disociacion. Aunque éste es el caso mas
extremo, también hay diferencias importantes en el pKaz de DIF (1 unidad) y ENR (0,8
unidades). Por otra parte, también pueden aparecer discrepancias entre las constantes o
coeficientes de distribucion, como es el caso de la SAR, con valores de logKow que varian

entre -1,36 y 1,07.

Si comparamos los valores obtenidos en este trabajo con los encontrados en la literatura,
encontramos que en general ambas constantes de disociacion (pKa; y pKaz) estan dentro
del intervalo indicado en la Tabla 4.3, con diferencias entre 0,1 a 0,2 unidades de pH, a
excepcion del pKa; para MAR. Por lo tanto, podemos considerar que el procedimiento

seguido para obtener estos valores es valido.

No obstante, los valores de coeficientes de particiéon obtenidos son discordantes con los
encontrados en la literatura. Esto se debe, probablemente, a que en la mayoria de los casos
se han medido para un solo valor de pH, generalmente 7 o 7,4 y en otros casos, como por
ejemplo para la DAN y la MAR, los valores publicados son obtenidos por métodos de

prediccion a partir de la estructura molecular.
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4.2 Estudios de sorcidén en suelos

4.2.1 Establecimiento de los tiempos de equilibrios

Previamente a la determinacidn experimental de las isotermas de sorcidn de las diferentes
fluoroquinolonas es necesario establecer el tiempo de equilibrio, es decir el tiempo
necesario para que la concentracion del analito en la solucién acuosa en contacto con el

suelo se estabilice.

Su determinacién experimental se realiza preparando diferentes disoluciones de analito
en equilibrio con el suelo, a la misma concentracion inicial, de las que se determina la
concentracion del analito a diferentes intervalos de tiempo. En nuestro caso, después de
equilibrar durante 48h la solucién de CaCl, 0,01 M con una cantidad determinada de suelo
(1 g de suelo, 10mL de solucién), se anade la cantidad suficiente de analito para tener una
concentracién inicial de 5 mg L. Cada muestra se mantiene en agitacion durante un
tiempo determinado, pasado el cual se separan las fases y se determina la concentracién

de fluoroquinolona en fase acuosa (Cw).

De esta manera podemos obtener un conjunto de datos que nos relacionan la cantidad de
farmaco en disolucion después de un tiempo de contacto con el suelo, para una

determinada concentracioén inicial, es decir, la cinética del equilibrio de sorcidn.

En las figuras 4.3 a 4.6 se representan algunos de los datos obtenidos de concentracién
de la fluoroquinolona (DAN, DIF, MAR y SAR) en solucién (Cw) en funcién del tiempo
transcurrido después de la adicion de analito a la solucién. En ellas se han escogido suelos
con caracteristicas fisicoquimicas variadas, con el fin de observar mejor la diferencia de
sorcion entre uno y otro. Este comportamiento es el esperado debido a que la sorcién

depende, en gran medida, de las caracteristicas que posea cada suelo, entre otros factores.
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Aunque no se presentan todos los datos obtenidos, ya que por claridad sélo se indican una
parte de ellos, si que podemos observar diferencias en cuanto a la variacion de
concentracion en disolucién y tiempo de equilibrio. En particular se observa que para los
suelos més acidos la disminucién de concentracion al inicio es mayor que en los de pH
maés elevado, como ocurre en la DIF (S02), MAR (S05) o SAR (S04), mientras que los
mas bdsicos presentan mayor tiempo de equilibrio (S13 en DIF y MAR, S14 en SAR).
Un comportamiento diferente lo presenta el suelo SO1 en la DAN, ya que es el suelo mas
acido de los estudiados, y presenta una menor disminucién en Cw comparado con los

otros dos en la DAN, ademds de necesitar mds tiempo para llegar al equilibrio.

Como se ha podido observar, los tiempos de equilibrio necesario dependen de cada suelo

y, en general van desde las 24 hasta las 120 horas.

4.2.2 Isotermas de sorcidon

En este apartado se han determinado las isotermas de sorcion de cada fluoroquinolona
estudiada en los 14 suelos, con la excepcion de la ENR, para la que no se han podido
determinar las isotermas de los suelos S03, SO5 y S06. Las propiedades fisicoquimicas
del conjunto de suelos estudiados cubren un amplio intervalo, como se observa en la Tabla
3.1 de la seccion experimental. Entre estas propiedades se incluyen un contenido de arcilla
entre 0,8-30,9 %, de limo entre 5,0-55,5%, de arena entre 13,6-94,2 %. La Capacidad de
Intercambio Catiénico tiene valores entre 3,7-44,6 meq 100 g'!, el pH entre 4,32-8,60 y

contenido de carbono orgénico entre 0-7,99%.

Para la obtencién de cada isoterma, se preparan en general 15 muestras, segin el
procedimiento descrito en el apartado 3.3.2. La concentraciéon inicial (Co) de
fluoroquinolona afiadida a la disolucién en equilibrio con el suelo varia entre 5 - 120 mg
L' aproximadamente. Después de alcanzar el equilibrio de sorcidn, se separan las fases
y se determina la concentraciéon de fluoroquinolona que queda en equilibrio en la fase
acuosa (Cw) mediante HPLC-FL. La concentracién final en equilibrio ha variado

aproximadamente entre 0,01 y 15 mg L', dependiendo de la fluoroquinolona y suelo.
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A partir del volumen de disolucién (Vw), masa de suelo (m) y los valores de Co y Cw se
determina la concentracion de fluoroquinolona en la fase sélida (Cs) mediante balance de

masa:

Co = =wy (Ec. 4.11)

m

A partir de los pares de datos experimentales Cs/Cw podemos construir las isotermas de
sorcion de las fluoroquinolonas en suelos, como se describe en el apartado 1.5.3 de la
introduccion. En las figuras 4.7 a 4.11 se muestran las isotermas de sorcion obtenidas de

esta manera.

Para tener una primera aproximacion del modelo de isoterma mds apropiado, en primer
lugar se han representado los valores de log(Cs) respecto a log(Cw). El motivo es que la
expresion logaritmica del modelo de Freundlich (uno de los mas habituales en la sorcion
en suelos de sustancias orgédnicas) da lugar a una ecuacion lineal; asi, pasando la ecuacién

1.6 a forma logaritmica se obtiene la expresion:
logCs = N - logCy, + logKp (Ec. 4.12)

Donde se obtiene una pendiente igual al pardmetro de linealidad y una ordenada en el
origen igual a log(Kg). En cambio, la expresion logaritmica del modelo de Langmuir da

lugar a una curva.

La representacion logaritmica ha dado lugar en todos los casos a lineas rectas, indicando
que el modelo de Freundlich es el mds adecuado para describir la sorcion de
fluoroquinolonas en los diferentes tipos de suelos estudiados. De todas maneras, también
se ha comprobado el ajuste de las isotermas experimentales al modelo de Langmuir; los
resultados han indicado que en todos los casos el modelo de Freundlich ha dado lugar a
un mejor ajuste, con una excepcion donde el ajuste ha sido similar, por lo que se ha

asumido en todos los casos la sorcién mediante el modelo de Freundlich.

Para la determinacién de los pardmetros del modelo de sorcion (tanto Freundlich como
Langmuir) se ha seguido un procedimiento similar a la determinacion de las constantes
de disociaciéon y Kow de las fluoroquinolonas (apartado 4.1), utilizando en este caso un
método iterativo de regresion por NLLS ponderados. En este caso, se define una funcién
objetivo (U) igual a la suma de cuadrados de las diferencias ponderadas entre los valores

calculados y experimentales de Cs para un conjunto de m puntos experimentales:
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U= Zlnél Wi+ (CS,exp,i - CS,calc,i)2 (EC- 413)

Donde el término w; indica el peso estadistico (o factor de ponderacién) correspondiente
al punto i, que en este caso se define como igual a la inversa del cuadrado del valor de

Cs:

w, = (Ec. 4.14)

De esta manera, la ecuacién 4.13 queda como:

1 Cs.exp,i—Cs,calc,i
U= Zfr:ll - 2 (CS,exp,i - CS,calc,i)2 = ZF—ll (M)Z (EC' 415)

Csexp,i - Csexp,i

Esta dltima ecuacién nos indica que al aplicar este peso estadistico lo que se hace es dar
lugar a una funcién objetivo, definida como la suma de los cuadrados de las diferencias
relativas entre los valores experimentales y calculados de Cs. De esta forma, el peso de
cada punto experimental en el calculo es equivalente, independientemente del valor de
Cs. En caso contrario (sin ponderacién), el peso de los puntos con valores de Cs elevados

es mucho mayor que para valores bajos.

El valor de Csar,i se calcula a partir de los valores experimentales de Cw, y de los
parametros del modelo de sorcion. Asi, para el modelo de Freundlich, el valor de Cs calc,i

se obtiene como:
CS,calc,i = K - CW,exp,iN (Ec. 4.16)
Donde Kry N corresponden a los parametros a optimizar del modelo de Freundlich.

Para optimizar los pardmetros del modelo de sorciéon se ha utilizado una rutina
desarrollada como Macro para la hoja de cdlculo MS EXCEL™, descrita en el software
ISOT_Calc (333) y que estd basada en el algoritmo iterativo de Gauss-Newton
modificado por Levenberg-Marquardt. Este macro optimiza los pardmetros, hasta que se

llega a un minimo de la funcién U de la ecuacion 4.15.

Los resultados obtenidos para los modelos de Freundlich de las diferentes
fluoroquinolonas en los suelos estudiados se indican en la Tabla 4.4, en la que se recogen
los valores optimizados para Kr y N junto con los valores correspondientes de su
desviacion estdndar. El buen ajuste conseguido en los diferentes sistemas en estudio se

comprueba en las Figuras 4.7 a 4.11, donde ademds de representar los datos
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experimentales como simbolos se indican también las isotermas calculadas segtin los

modelos de sorcion establecidos.

Por otra parte, el coeficiente de particiéon Ky se puede calcular a partir de la ecuacién de

Freundlich como:

.~ N
K,= & =Kw _ g .c, Nt (Ec. 4.17)
Cw Cw
Siendo su forma logaritmica:
log(K;) = log(Kz) + (N — 1) - log(Cy) (Ec. 4.18)

Indicando que, andlogamente a log(Cs), el log(K4q) también varia linealmente con

log(Cw).

Como se observa, la magnitud de sorcién en las isotermas de Freundlich depende de sus
parametros y de la concentracién de soluto en la disolucién en equilibrio con la fase
sOlida. Este hecho dificulta una comparacion directa entre las diferentes fluoroquinolonas
y suelos, ya que si bien el valor de Kr ya nos da una primera aproximacién de qué sistema
presentard mayor sorcion, también depende del pardametro de linealidad N: si éstos son
similares, no hay problema, pero en las isotermas estudiadas su valor varia entre 0,4 y 1,6
aproximadamente, por lo que la dependencia adicional con Cw serd muy significativa.
Por ello, y para poder comparar la intensidad de sorcion entre los diferentes sistemas, se
han calculado los valores de log(Kg) para una misma concentracién de soluto en
equilibrio, igual a 0,1 mg L' (Kqo.1). Los valores asi calculados se presentan en la Tabla

4.5, y permiten una comparacion directa entre la sorcion de las distintas fluoroquinolonas.
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Tabla 4.4: Parametros de las ecuaciones de Freundlich para las diferentes fluoroquinolonas y suelos estudiados

DAN DIF ENR MAR SAR
KF (s.d.) KF (s.d.) KF (s.d.) KF (s.d.) KF (s.d.)
N (s.d.) N (s.d.) N (s.d.) N (s.d.) N (s.d.)
S01 219,1(3,4) 159,3(4,7) 1866,1(52,1) 190,5(4,1) 5203,8(152,2)
0,710(0,008) 0,767(0,016) 0,710(0,011) 0,600(0,014) 1,252(0,012)
S02 7857,0(236,8) 21787,8(3224,0) 8137,4(374,6) 2073,5(72,5) 89935,4(13626,2)
0,777(0,010) 1,643(0,070) 0,896(0,022) 0,433(0,018) 1,396(0,044)
S03 4953,0(487,6) 3150,0(312,8) -- 5121,6(503,8) 2963,4(81,7)
0,751(0,037) 0,849(0,038) 0,486(0,019) 0,659(0,011)
S04 3768,5(191,1) 2680,4(17,5) 1347,3(146,3) 1290,6(22.,4) 1726,0(27,1)
1,185(0,033) 0,854(0,004) 0,474(0,036) 0,501(0,010) 0,568(0,007)
S05 2965,0(145.,4) 2082,1(23,4) -- 2536,9(132,6) 1283,5(27,6)
0,612(0,021) 0,968(0,007) -- 0,450(0,012) 0,503(0,010)
S06 1170,0(27,1) 227,2(5,4) -- 254,9(3,5) 232,5(4,4)
0,869(0,017) 0,690(0,014) -- 0,613(0,008) 0,560(0,009)
S07 1571,0(63,5) 360,8(5,1) 541,3(12,1) 351,0(3,12) 462,9(20,1)
0,848(0,024) 0,721(0,013) 0,741(0,014) 0,713(0,008) 0,799(0,028)
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Tabla 4.4 (continuacion)

DAN DIF ENR MAR SAR
KF (s.d.) KF (s.d.) KF (s.d.) KF (s.d.) KF (s.d.)
N (s.d.) N (s.d.) N (s.d.) N (s.d.) N (s.d.)
S08 999,7(36,6) 323,1(5,3) 601,3(28,9) 356,6(5,5) 334,1(7,7)
0,553(0,016) 0,740(0,012) 0,677(0,017) 0,752(0,011) 0,743(0,011)
S09 522,2(10,7) 182,0(4,4) 278,4(20,1) 263,5(5,7) 417,6(5,0)
0,884(0,014) 0,718(0,012) 0,735(0,034) 0,664(0,015) 0,482(0,022)
S10 239,6(10,3) 56,7(1,3) 104,5(3,9) 83.,8(2,2) 85,3(1,9)
0,895(0,031) 0,753(0,009) 0,701(0,022) 0,853(0,014) 0,802(0,013)
S11 298,9(23,9) 109,3(2,7) 146,7(7,6) 127,3(3.,5) 182,7(3,4)
0,687(0,035) 0,761(0,011) 0,824(0,027) 0,778(0,017) 0,815(0,015)
S12 128,7(4,9) 51,0(1,3) 61,3(1,9) 65,0(1,2) 82,8(2,3)
0,844(0,027) 0,512(0,008) 0,758(0,016) 0,777(0,009) 0,594(0,012)
S13 540,2(18.5) 113,6(2,1) 273,4(7,4) 518,9(9,5) 201,8(3,3)
0,811(0,018) 0,8524(0,009) 0,799(0,015) 1,663(0,031) 0,629(0,011)
S14 359,9(14,9) 62,1(2,3) 145,1(5,1) 99,6(2,2) 136,5(2,4)
0,977(0,023) 0,806(0,014) 0,697(0,014) 0,736(0,013) 0,881(0,013)
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Tabla 4.5: Valores de log(Kao,1 ) para las diferentes fluoroquinolonas y suelos,
calculados a partir de los pardmetros de la Tabla 4.4. Unidades de Kq en L Kg!

DAN DIF ENR MAR SAR
SO01 2,63 2,45 3,56 2,68 2,46
S02 4,12 3,70 4,01 3,88 3,56
S03 3,94 3,65 - 4,22 2,81
S04 3,39 3,57 3,65 3,61 2,67
S05 3,86 3,35 - 3,95 2,61
S06 3,20 2,67 - 2,79 1,81
S07 3,35 2,84 2,99 2,83 1,87
S08 3,45 2,77 3,10 2,80 1,78
S09 2,83 2,54 2,71 2,76 2,14
S10 2,48 2,00 2,32 1,84 1,13
S11 2,79 2,28 2,34 2,33 1,45
S12 2,27 2,20 2,03 2,04 1,32
S13 2,92 2,20 2,64 2,05 1,68
S14 2,58 1,99 2,46 2,26 1,25

A partir de las figuras de las isotermas, podemos observar que para la DAN los suelos
S07, S08 y S09 (Figura 4.7a) presentan curvas del tipo H, es decir, que el analito presenta
alta afinidad por el sorbente. En cambio, el suelo S1 presenta una curva tipo L, que indica
también una gran afinidad entre el sorbato y el sorbente, pero que disminuye conforme
aumenta el contenido de soluto en la superficie del sorbente. En cambio, el suelo SO9

presenta una afinidad intermedia entre los otros.

En la figura 4.7b, observamos que el SO4 presenta una curva tipo S, donde existe una
barrera para la sorcién del sorbato a bajas concentraciones, pero una vez se vence esta
limitacion, la interaccidn sorbato/sorbente es similar a la que describe una curva tipo L.
Los suelos S02, S03, SO5 presentan curvas tipo L, y el SO6 una curva tipo C, que indica

una particion constante.

Las curvas de la figura 4.7c, nos indican particion practicamente constante para el suelo
S14 (con N = 0,977), describiendo una curva tipo C, mientras que el suelo S13 exhibe

mads afinidad por el sorbente que el resto de suelos en la figura.

En cuanto a la DIF, tal como se observa en la figura 4.8a, presenta una curva tipo S (alta
afinidad) para el suelo S02. Los suelos SO3 y S04 exhiben una curva tipo L y el suelo SO5
sigue una curva tipo C de particién constante al intervalo de concentraciones estudiado.
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Todas las curvas representadas en la figura 4.8b, muestran que los suelos SO1, S06, SO7,
S08 y S09 con DIF, tienen un comportamiento tipo L, indicando una gran afinidad entre
el soluto y el sorbente a valores bajos de Cw, que va disminuyendo a medida que aumenta

la concentracion del soluto sobre el sorbente.

Segun la figura 4.8c, los suelos S10, S11, S12, S13 y S14, muestran un comportamiento
descrito por una curva tipo L, donde la difloxacina y el suelo son afines a concentraciones
pequeias, pero esta afinidad disminuye a medida que aumenta la concentracién de la

difloxacina sobre el suelo. Es de destacar la baja sorcién que se obtiene en el suelo S12.

Por su parte, la ENR describe una curva que se asemeja al tipo L con los diferentes suelos
estudiados, como se observa en las figuras 4.9 (a, b y c¢), presentando isotermas muy

similares los suelos SO1 y S04.

La MAR, por otro lado, exhibe curvas tipo H para los suelos SO3 y S05, segun la figura
4.10a. En cambio, la misma figura muestra que los suelos S02 y S04 describen curvas
tipo L. Este tipo de curva también se observa con los suelos SO1, S06, SO7, SO8 y S09
(Figura 4.10b). También se observa este comportamiento en los suelos S10, S11, S12 y

S14, mientras que se observa una curva tipo H con el suelo S13 (Figura 4.10c).

En cuanto a la SAR, en la gréifica 4.11a, se observan curvas tipo L para los suelos S03,

S04 y SO5, y una curva tipo H para el S02. Para el suelo SO1 se obtiene una curva tipo S.

La figura 4.11b muestra curvas tipo L para la sorcidn de esta fluoroquinolona en los suelos
S06, S07, SO8 y S09. Finalmente, en la 4.11c se observan curvas tipo L para los suelos
representados S10, S11, S12, S13y S14.

En las siguientes figuras se representan los valores optimizados para las constantes de la
ecuacion de Freundlich (K y N). Kr se representa en forma de logaritmo con la finalidad
de que puedan observarse mas claramente las diferencias en las intensidades de la sorciéon
entre los diferentes suelos con respecto a la fluoroquinolona en estudio. Igualmente, en
estas graficas es posible hacernos una idea de la homogeneidad y heterogeneidad de los
“setis” o sitios de sorcion, tomando en cuenta el valor de N, ya que un valor igual o
aproximadamente igual a 1 nos indica homogeneidad de los setis, un valor de N menor
de 1 revela heterogeneidad de los setis, mientras que un valor de N mayor que la unidad

sefiala que la presencia de soluto en la fase solida favorece la sorcion.
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A continuacidn, discutiremos los principales mecanismos de sorcidén que toman parte en
la sorcion de las fluoroquinolonas estudiadas (DAN, DIF, ENR, MAR, SAR) en los 14

diferentes suelos.

4.2.2.1 Mecanismos de sorcion

La forma en que una sustancia quimica interactia con un sorbente difiere de una sustancia
a otra, del material con el que interactia y multiples factores como la temperatura, el pH,
la concentracién de la sustancia, la influencia de agentes complejantes y elementos

competidores, asi como de la cinética (334).

Asi mismo, la especie quimica de la fluoroquinolona presente en la solucién de suelo,
influye en el mecanismo de sorcidn que prevalece. Segtin indica la bibliografia, éstos son
el intercambio catidnico, la complejacion superficial y el enlace catiénico (334-337),

aunque también tienen lugar las interacciones electrostiticas como los puentes de
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hidrégeno, las fuerzas de Van der Waals y la transferencia de cargas (donador aceptor de

electrones, m-t EDA) (334).

El enlace catiénico, denominado (cation bridging o ion binding) se refiere a la interaccién
entre un cation divalente y un sorbente con carga neta negativa. Este tipo de enlace tiene
una fuerza de atraccién muy fuerte (338). En él los cationes divalentes como Ca?* y Mg**
se atraen a los grupos funcionales cargados negativamente presentes en el sorbente.
Cuando predomina la presencia de cationes divalentes, predomina la interaccién por
enlace cationico, mientras que cuando la presencia de iones monovalentes como Na*, K*
y NH4" es predominante, el mecanismo de sorciéon mediante intercambio de cationes

prevalece sobre el enlace catidénico (339).

En las figuras que siguen, veremos el comportamiento de sorcion de los suelos estudiados
con respecto a cada fluoroquinolona, en base a los valores de Kqo,1 recogidos en la Tabla
4.5. En primer lugar, comentaremos las variaciones de la magnitud de la sorcion en suelos

correspondientes a la fluoroquinolona DAN.

De manera generalizada, para esta fluoroquinolona la sorcién disminuye a medida que
aumenta el pH del suelo. Se exceptia el suelo SO1, cuya sorcién es menor a la del resto

de los suelos de este grupo, a pesar de que es el suelo mas dcido de todos (pH = 4,32).

14000
12000
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Kd (L Kg™*)
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Figura 4.17. Valores de Kd de DAN para Cw = 0,1 mg L™! en diferentes suelos. En la
parte superior de cada barra del grafico se indica el valor de pH del suelo
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Los valores medidos de Kd para la DAN, en este grupo de 14 suelos, han estado entre
184,1 - 13135,8 L Kg'!. De entre todos los suelos, los que presentan mayor sorcién para
esta fluoroquinolona son S02, S03 y S05. Todos son suelos dcidos con valores de pH
entre 5,12 y 6,54. Esto nos indica que la especie predominante de la DAN en estos casos
S02 y S03 es la catidnica (pKa; 6,50). Por tanto, el mecanismo de sorciéon predominante
en la sorcién de DAN seria el intercambio de cationes. Para ello, a pH 4cido, 1a molécula
de DAN esta protonada en el grupo amino del nicleo naftiridona. Este grupo protonado

puede desplazar un catién del suelo, dando lugar al intercambio catiénico.

La diferencia en la magnitud de la sorcién de los suelos SO1 y S04, que rompen la
tendencia dentro del grupo de los suelos dcidos, podria atribuirse al contenido en carbono
orgénico, que es mucho mayor a la del resto de los suelos: el contenido en carbono
orgénico (OC) para los suelos SO1 y S04 es de 7,99% y de 7,40%, respectivamente. El
contenido en OC del resto de suelos dcidos varia entre 0,63 y 1,53. Por tanto, a pesar de
que la especie que predomina en ambos suelos es la catidnica, podria prevalecer la

complejacién superficial en vez del intercambio de cationes.

De los suelos basicos, los que presentaron mayores valores de Kd, han sido SO07, S08 y
S13, siendo la forma neutra/zwitteridnica la especie predominante de DAN al pH de estos
suelos (7,46, 7,50, 8,23, respectivamente). Los mecanismos de sorcién que mas

probablemente pueden tener lugar en estos casos son las fuerzas de Van der Waals.

Cabe sefialar que, dentro del grupo de los suelos bésicos, las magnitudes de sorcion entre
ellos son bastante similares. Esto puede deberse a que sus propiedades fisicas y quimicas
son también similares entre si, excepto los suelos S10 y S12, que presentan un alto
contenido de arena, de 89,6 % y 94,2 %, respectivamente, motivo al cual se puede atribuir

la disminucién en sus valores de Kd con respecto a los otros suelos del grupo bésico.

En el caso de la DIF, los suelos que han exhibido mayor capacidad de sorcion son el S02,
S03, S04 y SO5, mientras que los que han presentado menor magnitud de sorcién son SO07,
S08 y S09. Los tres primeros son suelos dcidos y los tres dltimos son suelos ligeramente

basicos.

La especie predominante en la solucién de los suelos S02 y S03 es la catidnica (pKa;
5,60), mientras que la especie predominante en los suelos S04 y S05 es la

neutra/zwitterionica (pKaz 7,99). La diferencia de magnitud en los valores de Kd entre
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los suelos S02 a SO5 puede ser atribuida a la cada vez menor presencia de la especie

catidnica en disolucidn.
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Figura 4.18. Kd para DIF a Cw = 0,1 mg L' en los suelos estudiados. En la parte
superior de cada barra del grafico se indica el valor de pH del suelo

Estos hechos sugieren que el mecanismo de interaccion entre los componentes del suelo

y la DIF, en los suelos S02 a S05, es el intercambio catiénico.

Dentro del conjunto de suelos con caracteristicas dcidas, el SO1 es el inico que exhibe un
comportamiento anémalo con respecto a los demds, ya que, siendo el suelo més 4cido, es
el que presenta menor capacidad de sorcion. Al igual que para la DAN, este hecho puede
ser debido a su alto contenido de carbono orgéanico (7,99 %), el cual es mas elevado que
el presente en los demds suelos dcidos, y similar el S04 (7,40 % de OC), suelo que ademés
sigue la tendencia del grupo de los suelos acidos. Podriamos explicar esta diferencia,
tomando en cuenta que el CEC (44,6 meq 100g!) es m4s elevado para S04 que para SO1
(CEC 24,5). Lo mismo para el contenido de arcilla, siendo de 30,6 % para S04 y 9,1 %
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para SO1. Una CEC y un contenido de arcilla més elevados, podrian favorecer la

capacidad de sorcidn.

En el caso del grupo de los suelos bésicos, de SO7 a S12 la especie que predomina es la
neutra/zwitteriénica, mientras que en los suelos S13 y S14 predomina la especie anidnica
(pKaz 7,99). La presencia de aniones puede favorecer que la complejacién superficial —
en la que interactiia un ion metdlico con los agentes complejantes del suelo, tales como
ligandos inorgédnicos (aniones) y orgédnicos (carboxilos y grupos fendlicos de la materia

organica s6lida)- y el “cation binding” sean los mecanismos de sorcién predominantes.

En el grupo de los suelos basicos, el S10 y el S12 presentan un valor de Kd ligeramente
menor a la de los suelos mds bésicos que ellos, variando asi un poco la tendencia hacia la
disminucioén de la capacidad de sorcion. Probablemente, el contenido de arena (89,6 % y

94,2 %) para S10 y S12, respectivamente, sea la responsable de esta variacion.

La figura 4.19 muestra las variaciones de Kqo,1 de la ENR en funcion de los diferentes
suelos. En ella podemos observar que se mantiene la tendencia de mayor sorcion en los
suelos acidos (en este caso SO1 S02 y S04) con respecto a los suelos basicos. Los suelos
4cidos presentan unos valores de Kd entre 3637,8 L Kg' y 10344,0 L Kg'!. Segiin el pH
de las soluciones acuosas, la especie de la ENR que predomina en ellas es la catiénica
(pKa; 6,02), por lo que el mecanismo que podria dominar la sorcién de la ENR es el

intercambio de cationes.
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Figura 4.19. Kd para la ENR a Cw = 0,1 mg L! para los diferentes suelos.
En la parte superior de cada barra del grafico se indica el valor de pH del suelo

Como en los casos anteriores, de las magnitudes numéricas de Kd podemos observar que
S01, a pesar de tener el pH mas 4cido, es, entre los suelos dcidos, el que posee el valor de
Kd mads bajo. No obstante, en este caso la diferencia no es tan acusada como en el resto
de suelos; de hecho, el valor de Kq 0,1 de la ENR es el mayor entre las cinco
fluoroquinolonas estudiadas, siendo aproximadamente de un orden de magnitud mayor
que el resto. Esta particularidad no se puede explicar unicamente a partir del mayor
contenido en carbono del suelo SO1 y la lipofilicidad de la ENR (logKow=0,39), ya que
este valor es incluso mayor en el caso de la DIF (logKow=0,68). Por tanto, la anomalia
del suelo SO1 puede ser debida a una combinacion de diferentes factores, tanto de las
propiedades de las fluoroquinolonas como de las caracteristicas fisicoquimicas de los

suelos.

Con respecto a los suelos bésicos, y de acuerdo con su pKas (8,25), la ENR se encuentra
en las formas zwitterionica y neutra, a los pH de las soluciones del suelo de SO7 a S13.
El tipo de interaccién que podria haber entre la ENR y estos suelos son las fuerzas de Van
der Waals. En general, éstas son fuerzas débiles que darian como resultado valores de Kd

pequeinos, como en efecto puede apreciarse en la figura para la ENR.
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De los suelos bésicos, SO7, SO8 y S09 son los que presentan mayor capacidad de sorcion.
Los factores que pueden influir en estos casos pueden ser la capacidad de intercambio
catidnico (estos tres son los que presentan los valores mayores dentro de los suelos
basicos), y el contenido en carbono organico; en particular, el suelo SO8 es el que presenta
el valor mas elevado de Kqo,1 dentro de los suelos basicos, siendo el que tiene el mayor

valor de OC y el segundo mayor de CEC.

Por su parte, en el S14 (pH 8,6), la especie de la ENR que predomina es la aniénica. La
presencia de la ENR como un anién puede dar lugar a interacciones con el suelo mas
fuertes que las propiciadas por un zwitterion, como pueden ser la complejacion superficial
y el “cation binding” o enlace de cation. La complejacion superficial daria lugar a valores
de Kd mas elevados debido a que el enlace seria més fuerte que aquel proporcionado por
un enlace de cation. Por esto, es probable que el mecanismo que se da en este suelo sea
la complejacién superficial, que aumenta ligeramente la magnitud de la sorcién de la ENR
con respecto a los demds suelos mds bdsicos (pH>7,8) a excepciéon del S13.
Adicionalmente, también hay que tener en cuenta que, de estos suelos, el S14 tiene el

segundo valor de CEC después del S13.

A continuacién, explicaremos los mecanismos de sorcién que pueden tener lugar entre la

MAR Yy el conjunto de 14 suelos estudiados.

Para apoyarnos graficamente, la figura 4.20 muestra los valores de Kd obtenidos para la

MAR con cada suelo estudiado.

Entre los suelos 4cidos, aquellos que presentaron valores de Kd, para la MAR, mads
elevados fueron S02, S03 y S05 (9003,3 L Kg!). Segtin los pH de las soluciones, en los
suelos S02 y SO3 la MAR predomina como catién, mientras que en el suelo SO5 lo hace

en la forma neutra/zwitteriénica (pKa; 5,86).
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Suelos

Figura 4.20. Kd a Cw = 0,1 mg L' en MAR para los diferentes suelos. En la parte
superior de cada barra del grafico se indica el valor de pH del suelo

En S02 y SO3, podriamos decir que predomina el intercambio catiénico, dando como
resultado valores de Kd maés elevados. Sin embargo, en S05, en donde la MAR se
encuentra en forma neutra/zwitteriénica, tendria que predominar las interacciones
electrostéticas, lo que daria como resultado una Kd menor a la obtenida. Pero como para
el suelo SO5, CEC es 36,0 meq 100g™! y % OC es 1,53; probablemente esté predominando
el intercambio catiénico en vez de interacciones electrostiticas, interacciones m-m O
interacciones donador-aceptor de H. Estas dos dltimas muy comunes cuando la materia
orgénica estd presente en cantidades elevadas, lo cual no es el caso, ya que el suelo SO5

presenta un valor moderado de OC (1,53 %).

ConlaMAR, SO1 y S04 se comportan de manera anémala con respecto a los demés suelos
acidos. Por un lado, SO1, y como ocurre con el resto de las fluoroquinolonas, presenta
una Kd con un valor muy inferior al resto de los suelos de este grupo a pesar de ser el
suelo mas dcido. S04 también presenta una Kd inferior a los demads suelos dcidos, aunque
con menor diferencia que SO1. En SOI la MAR se encuentra, predominantemente, en
forma catidnica, mientras que en S04 se encuentra, mayoritariamente, en forma
neutra/zwitteriénica. Por la especie dominante en solucion, los mecanismos de sorcioén
que mds probablemente tendrian lugar son el intercambio de cationes para el suelo SO1 y

las interacciones electrostaticas para el suelo S04. Al correlacionar el contenido de

138



4. Resultados y discusion

materia organica de ambos suelos con sus respectivos valores de Kd y sabiendo que el
suelo SO1 posee 7,99 % y el suelo SO4 un 7,40 %, de materia orgénica, podriamos asumir
que esta es la razon por la cual las Kd sean més pequefias de lo esperado. La materia
orgdnica presente puede interaccionar con la MAR a través de interacciones
electrostéticas (n-w, donador-aceptor de H) cuyas magnitudes son més débiles que la del
intercambio catiénico, por lo cual, es posible que la sorciéon se vea disminuida,

reflejandose con un valor de Kd menor a lo esperado.

Por otro lado, los suelos basicos que han presentado mayores valores de Kd han sido SO7,
S08 y S09. En estos suelos, cuyos valores de pH son 7,46; 7,50 y 7,54, respectivamente,
la especie predominante de la MAR es la neutra/zwitteridnica (pKaz 8,80). Por lo tanto,
los mecanismos de sorcién que prevalecen son las interacciones electrostaticas y los
puentes de H. este tipo de interaccién, como hemos mencionado, son débiles, por lo que

los valores de Kd serdn pequefios, como los que se han obtenido.

El resto de los suelos basicos (S10 a S14) presenta valores bajos de Kd, como cabria

esperar, entre 70 y 200 L Kg'! aproximadamente.

Para terminar con las evaluaciones de las capacidades de sorcién de los suelos para las
fluoroquinolonas estudiadas, veremos a continuacién los resultados obtenidos para la

SAR, que se representan en la figura 4.21.

Como ocurre en las fluoroquinolonas comentadas previamente, los suelos que presentan
mayor sorcion para la SAR son los 4cidos. El suelo S02 es el que presenta una mayor
intensidad de sorcién, aunque en este caso las diferencias con el resto son mayores. De
acuerdo con los pH de las soluciones de suelo, (entre 5,12 y 5,90) de los suelos S02 a
S04, la especie de la SAR que predomina en solucidn es la catidénica (pKai 5,92). Por lo
tanto, podemos asumir que el mecanismo de sorcién que prevalece es el intercambio

catidnico.
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Figura 4.21. Kd a Cw = 0,1 mg L"! para SAR en los diferentes tipos de suelo. En la
parte superior de cada barra del grafico se indica el valor de pH del suelo

Al igual que como ocurre con las demds fluoroquinolonas, el suelo SO1 exhibe un valor
de Kd menor a lo esperado, a pesar de ser el suelo mas acido de todos. Este hecho nos
lleva a tratar de correlacionar las propiedades fisicoquimicas del suelo con el valor
presentado para Kd y al final llegamos también a concluir que, para este caso en
particular, es el contenido de materia organica del suelo (7,99%) el que hace que los
mecanismos de sorcion que han dominado hayan sido las interacciones electrostéticas,

las interacciones m-m o las interacciones donador-aceptor de H.

Por otro lado, del conjunto de suelos bésicos, los que han exhibido mayor capacidad de
sorcion, han sido SO7, SO8 y S09, con valores de Kd de 73,4, 60,3 y 137,6 L Kg'l,
respectivamente. En ellos, y de acuerdo con su pH, la especie de la SAR que predomina
es la neutra/zwitteriénica (pKax 9,09). Asi, los mecanismos de sorcién que podrian
prevalecer son las interacciones electrostaticas como puentes de hidrégeno y fuerzas de
Van der Waals. Esto hace que sus valores de Kd sean inferiores con respecto a los
obtenidos para los suelos dcidos, donde la especie predominante es la catiénica y, por
ende, donde el mecanismo de sorciéon que prevalece es el intercambio catidnico, que se

traduce en valores de Kd mas elevados.
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En este grupo de suelos bésicos, sin embargo, podemos observar que dos suelos, el SO8
y el S13, presentan valores de Kd mayores de 1o que cabria esperar, si se sigue la tendencia
en la disminuciéon de la sorcion. Ademds, ambos suelos poseen propiedades
fisicoquimicas muy similares, dentro de las cuales no se ha podido establecer alguna
diferencia que pueda explicar el comportamiento, un tanto diferente, a los demds suelos

del grupo.

La siguiente tabla muestra valores de Kd publicados para diferentes fluoroquinolonas.
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Tabla 4.6. Coeficientes de sorcion para diferentes fluoroquinolonas

Propiedades del Suelo Log Kd (L kg™ g
pH CEC Arena  Arcilla Limo &
Textura CaCls % 0C (mmol.dm-3) % % % DAN ENR NOR CIp
Franco 37 124 35,7 77,9 18,1 4 3,45 333 377 346
Arenoso
Franco
Arcilloso 3,7 2,92 56,9 65,6 24,3 10,1 4,03 4,10 4,42 4,08
Arenoso
Franco 50 g6 27,6 88 8 4 3,10 2,89 3,18 3,04
Arenoso
Arcilloso 3,9 21,34 109,9 14,4 47,6 38 4,50 4,39 4,69 4,66
Franco 5 ¢ 392 7 4 2% 3,60 362 396 355
Arenoso
Franco 4,8 2,62 153,2 51,2 14,2 34,6 4,48 4,57 4,54 4,61
Franco 4,8 2,16 100 449 20,4 34,7 4,37 4,16 4,32 4,20 340
Franco 5\ ¢, 32 84 6 10 2093 274 300 286
Arenoso
Franco
Arcilloso 5,1 5,43 125,2 47,3 34,5 18,2 4,00 4,09 4,02 3,98
Arenoso
Arcilloso 52 6,56 107,2 7,5 65,8 26,7 5,11 5,10 5,20 5,42
Arcilloso 5,4 5,78 207,8 20,6 54,3 25,1 5,41 5,40 5,53 6,11
Franco
Arcilloso 5,7 4,1 217,5 18,6 36,6 44,8 4,71 4,73 4,56 4,61
Limoso
Arcilloso 6,9 9,56 52,2 10,9 68,4 20,7 4,24 4,00 5,23 4,06
Franco 3,2 8,93 8,62 47,6 15,6 36,8 3,34 3,88 337
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Propiedades del Suelo Log Kd (L kg)
pH CEC Arena  Arcilla Limo
Textura CaCl, % 0C (mmol.dm-?) % % % DAN ENR NOR CIP
Franco 3,6 2,58 4,6 51,3 10,6 38,1 3,00 3,08
Franco 5 o 50 33 57,6 12 412 2.30 2,32
Arenoso
Arenoso 3,8 1,68 0,82 94,9 1,4 3,8 2,18 2,41
Arenoso 4,1 1,78 1,82 94 1,8 42 2,66 2,48
F.ranco 42 0.84 2,38 19,5 26,9 53,5 2,81 291
Limoso
Franco
Arcilloso 4.4 0,3 1,78 73,1 20,1 6,8 2,63 2,69
Arenoso
Franco 45 0.14 4.5 52,3 15.9 31,9 2,93 2,98
Arenoso
Franco 4,5 1,95 4,19 33,8 16,5 49,7 3,04 3,08
Franco 45 2.46 1.05 73.9 3.9 2272 2,46 2,95
Arenoso
Franco
Arcilloso 4,6 0,79 2,16 50,7 247 24,6 2,89 3,08
Arenoso
Franco 4,7 0,16 2,88 39,4 17,2 43,4 2,87 3,00
Franco 48 0.05 0.98 63.4 14,8 21,8 2,48 2,41
Arenoso
Franco 5 1,87 5,28 25,6 8,7 65,7 3,04 3,00
Limoso
Franco 5\, 1,48 70.2 1 18,8 2.52 2,66
Arenoso
Arcilloso 5,2 0,46 21,36 21,6 54,2 242 4,65 3,90

Ref.
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Propiedades del Suelo Log Kd (L kg) -
%}
pH CEC Arena  Arcilla Limo &~
Textura (oo %OC (o 4 % % % DAN ENR NOR CIP
Franco 52 2.48 3,45 52 16,6 31,4 2,68 3,00
Arenoso
Franco 53 0,35 2,64 65,9 14,8 19,3 2,86 3,00
Arenoso
Franco 5.4 0,18 6,08 62,7 8,9 28,5 3,15 2,86
Arenoso
Franco 55 4,13 7,88 71,9 35 24,6 291 2,95
Arenoso
Franco 56 3,08 10,42 16,9 12,4 70,7 3,23 3,23
Limoso
Franco 5,6 2,75 6,37 46,4 19 34,6 2,88 3,11
Franco 5.6 4,56 7,87 55 9,2 35,8 3,04 3,15
Arenoso
Franco
Arcilloso 6 0,23 3,89 58,4 23,9 17,8 3,20 2,88
Arenoso
Arcilloso 7,2 3,94 43,95 14,4 49,7 35,9 4,43 3,34
Arcilloso ¢ 121 28,37 10,7 47,6 41,7 4,56 391
Limoso
Arcilloso 6.6 0,74 32,06 10,7 53,6 35,7 4,56 3,99
Arcilloso 6.8 4,16 53,34 12,2 65,1 227 4,54 3,81
Arcilloso 7.2 1,31 41,67 14,6 51,8 33,6 4.41 3,36
Arcilloso 5 45 21,62 9 42,4 48,5 4,41 3,52
Limoso
Arenoso 6 0,59 4 93 2,5 4,5 2,43 2,61
341
Franco 5y 9 86.2 6.6 72 2.99 311
Arenoso
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Propiedades del Suelo Log Kd (L kg) -
%]
pH CEC Arena  Arcilla Limo &~
Textura CaCl, %0C (mmol.dm-?) % % % DAN ENR NOR CIP
Franco ¢ o0 oy 9 782 95 12,4 2,66 2,72
Arenoso
Arcilloso 4,9 1,63 13,6 27,2 41,7 28,8 3,48
Franco 5,3 0,73 16,9 39,4 17,2 42,9 3,75
Franco
Arenoso 5,3 0,7 12 80,1 2,5 16,7 2,70 2,63 336
Franco 6 1,23 74 84 72 8,4 3,09
Arenoso
Franco 7,5 1,58 19,1 39,1 23,4 36,6 2,41
Arcilloso 5,9 1,62 127,8 12,2 75 11,6 4,61 4,61 4,61 335
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En la tabla anterior podemos comparar solamente los valores indicados para la DAN y la
ENR. Aun asi, la tarea de comparar los resultados obtenidos en este trabajo, (tabla 4.5)
con los obtenidos por otros autores (tabla 4.6), se hace un poco dificil, en el sentido de
que la bibliografia encontrada no incluye las concentraciones a la que se han sido
determinados los coeficientes de particion; como ya hemos comentado con anterioridad,
es necesario que los valores de Kd se acompafien de este parametro, puesto que los
coeficientes de particién no son constantes termodindmicas y por tanto, dependen de la

concentracion.

Por otro lado, en los casos en que si han publicado la concentracién de trabajo, no nos es
posible realizar el cdlculo para Kd a nuestros datos a esa concentracién, debido a que son
concentraciones mas pequeias que las utilizadas como concentraciones de trabajo en este
estudio. Aun asi, podemos observar en estas tablas que para suelos Franco Arenosos, la
DAN presenta valores de logKd entre 2,63 y 3,94, con magnitudes logaritmicas muy
similares a las encontradas en otras publicaciones (2,93 a 3,45). Lo mismo ocurre con la
ENR, donde los logKd varian entre 2,74 y 3,62 para los datos referenciados y los nuestros

estdn entre 2,34 y 3,56.

También, para suelos arenosos, en el caso de la ENR, otros autores obtuvieron un logKd
de 2,43, mientras que nosotros obtuvimos resultados entre 2,03 y 2,32, que se encuentran

en el mismo orden de magnitud.

En cambio, al observar los resultados obtenidos por otros autores para suelos franco-
arcillosos-limosos, los resultados obtenidos han sido de 4,71 para la DAN y 4,73 para la
ENR, que en nuestro caso han sido de 3,35 y 2,99, para DAN y ENR, respectivamente;
podemos ver que difieren en una unidad logaritmica para el caso de la DAN y casi en dos

unidades logaritmicas para el caso de la ENR.

Esta misma tendencia se observa al comparar nuestros resultados de logKd para suelos
francos, los cuales se ubican en el intervalo de 2,58 a 2,92 para la DAN y entre 2,46 a
2,64 para la ENR, mientras que otros autores han obtenido valores de logKd para la DAN
entre 4,37 a 4,48 y de entre 2,41 a 4,57 para el la ENR, es decir, con diferencias de hasta

2 unidades logaritmicas.

Estas diferencias pueden deberse a que las concentraciones de trabajo no son las mismas,
por lo que no seria correcto tratar de sacar conclusiones concretas al respecto. Lo que si

podria decirse, de manera general, es que los suelos arenosos presentan magnitudes de
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sorcion mds pequeias que todos los demads tipos de suelos, y siguiendo un orden creciente
de sorcion de acuerdo a: franco arenosos, franco limosos, franco arcillosos, franco-

arcilloso-arenoso, franco-arcilloso-limosos y arcillosos.

Por otro lado, y con el propésito de establecer una primera relacién entre la sorcion y las
propiedades de los suelos, se han tratado los datos de manera univariante mediante

correlacion lineal.

En las siguientes gréficas se representan los valores de log(Kq) calculados para Cw = 0,1
mg L' (Tabla 4.5) respecto a las diferentes propiedades fisicoquimicas del suelo (pH,

CEC, asi como el contenido de OC, arena, arcilla y limo).

La tabla 4.7 muestra las correlaciones entre los valores de Kd y las caracteristicas

fisicoquimicas de las fluoroquinolonas.
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Tabla 4.7. Coeficientes de correlacion entre los valores de log(Kq o1) de las
fluoroquinolonas estudiadas y sus caracteristicas fisicoquimicas.

pH CEC % OC % Arena % Arcilla % Limo

Fluoroquinolona R? R? R? R? R? R?
DAN 0,2664 0,5121 0,3161 0,2525 0,3217 0,1437
DIF 0,4639 0,6318 0,1819 0,1332 0,2069 0,0592
ENR 0,7171 0,8322 0,2696 0,2208 0,2177 0,1905
MAR 0,3453 0,5480 0,4415 0,1975 0,2762 0,0958
SAR 0,7233 0,5322 0,1022 0,0888 0,0822 0,0671

De estos resultados solamente se aprecia una clara correlacion entre log Kd y la CEC. El
pH también presenta una correlacion significativa, aunque aparentemente menor que el
CEC. El resto de las propiedades no da lugar a una correlacion significativa en general,
dando lugar a una gran dispersion en las representaciones de las figuras. No obstante, se
aprecia una cierta tendencia positiva entre log(Kq) y arcilla y limo, y negativa con el

contenido en arena.

Asi, una primera aproximacién indica la mayor importancia de la CEC en cuanto la
sorcion de las fluoroquinolonas en los suelos, siendo también altamente significativa la
influencia del pH del medio (a menor pH mayor sorcion), y una influencia menor de otros

pardmetros como la textura del suelo o el contenido en carbono orgénico.

No obstante, se observa que el tratamiento de datos de sorcién de forma univariante (es
decir, comparando cada vez con una sola propiedad) es insuficiente para obtener una
visiéon de conjunto de la influencia de las propiedades fisicoquimicas de los suelos y de
las caracteristicas de las substancias en la sorcion de éstas. Por tanto, es necesaria la
aplicacion de procedimientos matematicos mas elaborados para estudiar la influencia de
los diferentes factores, y en su caso, llegar a poder predecir la sorciéon de las

fluoroquinolonas en estudio a un suelo de caracteristicas conocidas.
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Para ello, a continuacién, se estudia la aplicaciéon de técnicas quimiométricas de

tratamiento de datos a los resultados obtenidos en los experimentos de sorcion.

4.2.3 Analisis multivariante de los datos de sorcion

En este apartado se ha procedido al tratamiento multivariante de los datos obtenidos, con
objeto de intentar establecer una aproximacion mds apropiada de la influencia de los
diferentes factores en relacién con la sorcidn de estas fluoroquinolonas en los diferentes
suelos estudiados. En particular, se han aplicado el Andlisis de Componentes Principales
(PCA, Principal Component Analysis) para estudiar la influencia de los distintos factores,
y la Regresion por Minimos Cuadrados Parciales (PLSR, Partial Least Squares

Regression).

El tratamiento de los datos se ha llevado a cabo empleando el software PLS_Toolbox 3.5
(Eigenvector Research, Mason, WA, USA), trabajando en el entorno MATLAB™ 6.5
(The Mathworks, Natick, MA, USA) bajo MS Windows XP.

4.2.3.1 Analisis de la sorcion mediante componentes principales
(PCA)

El andlisis por componentes principales es un método multivariante de andlisis de datos
que permite encontrar relaciones entre las diferentes variables que describen un sistema,
con la finalidad de simplificar y reducir el nimero de variables mediante la formacion de
combinaciones lineales. De estas combinaciones resultan nuevas variables ortogonales,

no correlacionadas entre ellas, que se denominan componentes principales (PCs).

De esta manera, se crea una nueva matriz, que se descompone en ‘“‘scores’, valores
(coordenadas) de las muestras en este nuevo espacio de PCs, y “loadings”, que indican la

importancia que tiene cada una de las variables en cada componente (342-343).

La matriz de los datos experimentales incluye las propiedades fisicoquimicas de los
suelos, junto con los valores de Kd (para una Cw = 0,1 mg L) para las cinco

fluoroquinolonas, en forma de logaritmo decimal, segin los datos indicados en la Tabla
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4.5, obtenidos a partir de los pardmetros de las ecuaciones de Freundlich correspondientes

al ajuste de cada isoterma experimental.

Asi, se ha construido una matriz de datos de 14 filas (los 14 suelos) y 11 columnas, que
corresponden a las caracteristicas de cada suelo més los valores de log(Kqo,1) de las cinco

fluoroquinolonas:

O pH

O CEC

O Contenido de carbono
O Contenido de arcilla
O Contenido de limo

O Contenido de arena

O Kd’s de DAN, DIF, ENR, MAR y SAR

Hay que recordar que, en realidad, esta matriz no contiene 154 elementos (14x11), ya que
no se dispone de los datos de Kd correspondientes a los suelos S03, SO5 y S06 de la ENR.
No obstante, el software utilizado permite el tratamiento de un conjunto de datos

matriciales a los que le falta algin elemento (missing values).

El pretratamiento de los datos ha consistido en un autoescalado, ya que las variables no
presentaban las mismas unidades ni la misma magnitud. En un autoescalado, se calcula
el valor promedio para cada propiedad (Xwm) y su desviacion estandar (sx). A partir de
estos valores, un valor determinado de esa propiedad (X;) se transforma a un nuevo valor

autoescalado (Xagi) como:

Xy = X (Ec. 4.19)

Sx

De esta manera, se obtiene una variacién homogénea a lo largo de los 14 suelos para cada

una de las propiedades.

El algoritmo PCA calcula, a partir de una matriz de datos, el nimero de componentes
principales linealmente independientes que se necesita para explicar la variancia dentro
de la matriz. En realidad, el sistema realiza una descomposicion de la matriz segtin sus
valores propios y vectores propios, de forma que el primer componente encontrado es el
que da lugar a la mayor variabilidad en el conjunto de datos; el segundo componente se
determina a partir de la matriz obtenida mediante la diferencia entre la inicial y la
recalculada a primer componente. Este procedimiento se realiza de forma sucesiva, hasta
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que la diferencia entre la matriz inicial y la reconstruida a partir de los componentes

principales llega a un valor lo suficientemente pequefio.

Los resultados obtenidos se dan en forma de tabla, en las que se indica la varianza
capturada por cada componente y la acumulada, o en forma de grafico. En nuestro caso,
estos resultados se indican en la Tabla 4.7. Se puede observar que 5 PC (componentes
principales) capturan la mayor parte de la varianza total (99,01 %). Por otra parte, el

97,71% de la varianza se puede explicar con cuatro componentes principales.

La Figura 4.28 muestra la representacion de varianza capturada acumulada para el modelo

respecto al nimero de componentes principales.

La representacion de los “scores” y “loadings” del modelo de 5 PCs necesitaria de un
espacio de cinco dimensiones. No obstante, para poder obtener una representacion en dos
dimensiones, en la grafica se indican los “scores” del PC2 respecto a los del PC1 para los
diferentes suelos, ya que los dos primeros PCs representan més del 80 % de la varianza

acumulada.

A continuacion, la representacion de los “scores” obtenidos en el tratamiento de los datos
por PCA (Figura 4.29) nos indican las semejanzas (de caracteristicas y comportamiento)

entre los diferentes suelos, lo que permite agruparlos segtin sus caracteristicas.

Tabla 4.8. Varianza capturada en el Andlisis de Componentes Principales.

PC No. Varianza Capturada Varianza Total
1 61,12 61,12
2 21,41 82,52
3 10,39 92,91
4 4,79 97,71
5 1,3 99,01
6 0,57 99,57
7 0,26 99,83
8 0,12 99,95
9 0,04 99,99
10 0,01 100
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Esta representacion (Figura 4.29) nos muestra que podemos agrupar los suelos estudiados

en los siguientes cuadrantes o grupos:
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Cuadrante I (inferior derecha): En éste tenemos agrupados los suelos SO1, S02, S03 y

S04. Son suelos 4cidos, con pH<6.

Cuadrante II (superior derecha): Aqui se incluyen los suelos S05, SO07, S08. Se
asemejan en el contenido de arcilla (25 - 30%), carbono organico (S05: 1,53%, SO7:
1,13% y S08: 1,55%) y en el pH (6,54 - 7,50), aunque presentan diferencias importantes
a nivel de CEC.

Cuadrante III (superior izquierda): Este cuadrante contiene los suelos S09, S13, S14.
Comparten un contenido moderado de carbono orgénico (0,63 — 1,38%) y CEC (5,0 -
11,6 meq 100g™). El contenido de arcilla es del mismo orden entre ellos (entre 19 —28%),
correspondiente a suelos Franco (S13, S14) y franco-arcilloso (S09). El pH varia entre

7,7y 8,6.

Cuadrante IV (inferior izquierda): En esta zona estan perfectamente definidos los suelos
S10, S11 y S12. El suelo S06, aunque también esté en este cuadrante, tiene caracteristicas
fisicoquimicas que le hace estar separado de los otros tres, y muy cercano al Cuadrante
III. Los suelos S10 a S12 comparten un alto contenido de arena (84 — 94%) y bajo en
arcilla (0,8 — 4%), pH bésico (7,8 — 7,9), asi como valores bajos de CEC y carbono
orgénico, entre 3,7 — 5,2 meq IOOg'1 y 0,0 — 0,57%, respectivamente.

El suelo S06, como se ha comentado, tiene caracteristicas similares a los del tercer
cuadrante, pero su alto contenido en arena (55,3%) y bajo en arcilla (7,7%) hace que se

integre en el cuadrante IV, a pesar de su pH ligeramente dcido (pH=6,6).

Por otra parte, para relacionar las propiedades de los suelos con los coeficientes de
distribucién calculados para Cw = 0,1 mgL!, se representan los “loadings” del PC2

respecto a los correspondientes del PC1.

Esta grafica nos indica la dependencia (positiva o negativa) entre las diferentes variables:
por ejemplo, si estdn en el mismo cuadrante indicard una correlacion positiva, mientras
que si estan en cuadrantes enfrentados es debido a una correlacion negativa. Por otra
parte, cuanto mdas cerca estén entre si las diferentes variables, indicard una mayor

dependencia o correlacion.

La figura 4.30 nos indica la correlaciéon que existe entre los diferentes parametros o
propiedades del suelo y los Kd. Asi, la cercania de la CEC con los Kd de las

fluoroquinolonas, nos indica una fuerte correlacién entre ellos, que en particular sera
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mayor para MAR y menor en DAN. Andlogamente, el contenido de arcilla tendrd mas
influencia en DAN que en el resto. Del contenido en carbono orginico podemos decir
que éste tendrd una mayor incidencia en el Kd de SAR, MAR y DIF, pero menor en la

DAN.

Es de destacar también la fuerte correlacion negativa entre el pH y las Kd para todas las
fluoroquinolonas, ya que al aumentar el pH disminuye la fraccién de especie catidnica de

estos farmacos.

También se observa una correlacién negativa con el contenido de arena del suelo, ya que
corresponde a un mayor didmetro de particula de suelo, y por tanto a una menor area

especifica.

Por tanto, de la observacion de los “loadings” obtenidos mediante el modelo de PCA para
cinco componentes ya podemos tener una buena aproximacién al comportamiento de
sorcion de estas fluoroquinolonas: la sorcién aumentard con el CEC, el contenido de
arcilla y limo, asi como el de carbono orgéanico. Un aumento en la fraccién arenosa del

suelo implica una disminucién de la sorcién, al igual que un aumento del pH.
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Figura 4.30. Relaciones entre los Kd de las fluoroquinolonas
estudiadas y sus propiedades fisicoquimicas
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Adicionalmente, el algoritmo PCA también permite obtener las correlaciones entre las
diferentes variables estudiadas. La Tabla 4.9 recoge los valores de dichas correlaciones,

que se comentan a continuacion.

Las correlaciones entre propiedades y log(Kado,1) listadas en la Tabla 4.9 complementan
de forma numérica las observaciones comentadas respecto a la Figura 4.30. En primer
lugar, cabe destacar la alta correlacion entre los valores de Kd para las cinco
fluoroquinolonas, como era de esperar. De todas maneras, y como se observa en la Figura
4.30, donde la Kd de DAN est4 ligeramente separada de las demds, esta fluoroquinolona
presenta una menor correlacion con las Kd del resto (entre 0,79 — 0,87), mientras que las
otras presentan correlaciones apreciablemente mdas altas entre ellas (coeficiente de
correlacion entre 0,89 — 0,98). Esto nos indica también un comportamiento diferente al

resto.

Ademads, si comparamos las correlaciones que existen entre las Kd de las

fluoroquinolonas y las propiedades de los suelos, podemos identificar algunas tendencias:

O En primer lugar, la correlacion negativa entre el pH y las Kd en todos los casos.
Ello nos indica que probablemente la especie catiénica (H2Q*) serd de gran
importancia para la sorcién de las fluoroquinolonas, ya que al disminuir el pH
aumenta su proporcion. Este hecho también estd de acuerdo con los resultados
de los estudios de distribucién entre octanol/ agua, que indicaban la posible
extraccion de la especie catidnica a la fase organica (presumiblemente como par
16nico).

Ademas, la correlacion del pH con la Kdpan es menor (en valor absoluto) que
para el resto de las fluoroquinolonas. Ello puede ser debido a que el pKa; de la

DAN (6,50) es significativamente mayor que en las otras (5,6-6).
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Tabla 4.9. Correlaciones entre la propiedades de suelos y log(Kao,1) de las fluoroquinolonas, calculadas por PCA

pH CEC OC Arcilla Limo Arena Kipan Kaiprr Kaenrk Kavar Kasar

pH 1.000 -0.775 -0.732 -0.074 -0.041 0.055 -0.438 -0.707 -0.852 -0.712 -0.839
CEC |-0.775 1.000 0.744 0.503 0.141 -0.293 0.643 0.897 0.891 0.887 0.848
OC |-0.732 0.744 1.000 0.208 -0.037 -0.058 0.072 0.441 0.616 0.422 0.463
Arcilla | -0.074 0.503 0.208 1.000 0.803 -0.922 0.630 0.548 0.515 0.566 0.434
Limo [-0.041 0.141 -0.037 0.803 1.000 -0.971 0.547 0.284 0.410 0.330 0.330
Arena | 0.055 -0.293 -0.058 -0.922 -0.971 1.000 -0.609 -0.404 -0.472 -0.441 -0.387
Kapan |-0.438 0.643 0.072 0.630 0.547 -0.609 1.000 0.857 0.793 0.869 0.805
Kapir |-0.707 0.897 0.441 0.548 0.284 -0.404 0.857 1.000 0.894 0.985 0.921
Kdenr [-0.852 0.891 0.616 0.515 0.410 -0.472 0.793 0.894 1.000 0910 0.941
Kamar [-0.712 0.887 0.422 0.566 0.330 -0.441 0.869 0.985 0910 1.000 0.939
Kasar |-0.839 0.848 0.463 0.434 0.330 -0.387 0.805 0.921 0.941 0.939 1.000
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O El comportamiento de la DAN también difiere del resto de quinolonas en cuanto
a su relacion entre Kd y OC: el coeficiente de correlacion entre estos parametros
es de 0,072 para la DAN, mientras que, para DIF, ENR, MAR y SAR es de
0,441, 0,616, 0,422 y 0,463, respectivamente. En DIF y ENR, esto es esperable,
ya que sus valores de log(Kow) —medida de la lipofilicidad- son,
respectivamente, de 0,68 y 0,39. Estos valores indican una mayor tendencia a
interaccionar con la fraccion orgénica del suelo que el resto de fluoroquinolonas.
No obstante, para MAR y SAR el valor de Kow es incluso menor que en la DAN.
El aspecto que més podria influir en cuanto a la correlaciéon con OC, ademas del
Kow , puede ser el intervalo de pH en el que predomina la especie
neutra/zwitterionica, determinado a partir de la diferencia entre pKa; y pKay; si
tenemos en cuenta este intervalo, podemos ver que para MAR y SAR es,
respectivamente, de 3,02 y 3,17 unidades de pH, mientras que para DAN, DIF y
ENR oscila entre 2,2 y 2,4 unidades.

O En cuanto a la relacion con la CEC, nuevamente DAN presenta un
comportamiento ligeramente distinto de las otras fluoroquinolonas, siendo el
coeficiente de correlacion entre log(Kd) y CEC de 0,643 para DAN, y entre
0,848 — 0,897. La explicacion de este comportamiento puede ser la misma que
en relacion con su comportamiento respecto al pH, que influye en la posibilidad
de formacién de la especie catidnica.

O Con respecto a la relacion con la textura del suelo, el comportamiento en general
es el esperado, con correlacidn positiva para el contenido de arcilla y limo, y
negativa con el contenido de arena. Nuevamente la DAN tiene un
comportamiento ligeramente distinto del resto, con mayor correlacion positiva

al contenido de arcilla y limo, y més negativa con el de arena.

En resumen, del andlisis por PCA de los datos obtenidos nos es posible sefialar que las
propiedades de los suelos que més influyen en el proceso de sorcién son: CEC, OC y pH.
La textura del suelo influye en menor medida, aunque podemos decir que el contenido en
arcilla (particulas de grano fino) mejoran la sorcién, mientras que un aumento en el

contenido de arena (fraccion de suelo de grano grueso) dificulta la sorcion.

En el siguiente apartado se comprueba la posibilidad de prediccién de los valores de Kd

de las fluoroquinolonas a partir de las caracteristicas fisicoquimicas de los suelos.
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4.2.3.2 Prediccion de la sorcion mediante regresion por minimos

cuadrados parciales (PLSR)

Con el objeto de poder realizar una prediccion de los valores de Kd de las
fluoroquinolonas en funcién de las caracteristicas del suelo, se han construido modelos
de prediccion de la sorcién de cada fluoroquinolona basado en Regresion por Minimos
Cuadrados Parciales, a partir de los descriptores de los suelos pH, CEC, OC, arcilla, limo

y arena.

Andlogamente al PCA, el algoritmo PLS consiste en establecer un nuevo sistema de
componentes principales (o variables latentes, LV) que describa un conjunto de datos
experimentales. A diferencia del andlisis PCA, PLS realiza simultineamente la
descomposicion del conjunto de datos separados en dos bloques: uno que podemos definir
como de variables conocidas (bloque “X”), y otro de las propiedades sobre las cuales se
pretende realizar la prediccion (bloque “Y’). En nuestro caso, el bloque de variables
conocidas serd el de caracteristicas o descriptores de suelo, mientras que el bloque de

prediccion consiste en los valores de Kd correspondientes.

En este caso se construird un modelo diferente para cada fluoroquinolona, que nos
proporcionard una estimacion de su log(Kd) a partir de los descriptores de suelo. Como
en toda regresion, utilizaremos un conjunto de datos como patrones para calibrar el
sistema (propiedades de suelo y Kd conocidas), y definiremos un conjunto de muestras

sobre las que validar el modelo.

Asi, se han escogido como patrones de calibrado los datos correspondientes a los suelos
S01, S02, S04, SO5, S06, S09, S11, S12 y S13 (9 suelos para calibrado), que contienen
una variacion suficiente en sus propiedades. Como muestras para validar los modelos se
utilizan los suelos S03, SO7, S08, S10 y S14 (5 muestras de validacion). Esta seleccion
se ha seguido para todas las fluoroquinolonas en estudio, excepto para la ENR, para la
que no se dispone de las Kd para los suelos S03, SO5 y S06. Asi, para la ENR tendremos

7 suelos para el calibrado, y 4 para la validacion.

El pretratamiento de datos, como en el andlisis por PCA, ha consistido en un centrado y

escalado del conjunto de datos.

164



4. Resultados y discusion

Para el establecimiento de los modelos de prediccion se ha aplicado el algoritmo PLS a
los conjuntos de datos correspondientes a cada fluoroquinolona, utilizando una validacién
interna mediante el método de “leave one out” (344). Los resultados obtenidos se
resumen en las tablas 4.10 a 4.14, que contienen el nimero de variables latentes, junto
con la varianza capturada y acumulada en funcién del nimero de LV tanto para el bloque
X (propiedades) como el de prediccion (Kd). En las tablas siguientes podemos apreciar
que en general se necesitan entre 4 y 5 LVs para describir el sistema. El nimero de LVs
necesario para construir el modelo de calibrado se ha escogido teniendo en cuenta la
varianza global acumulada en el bloque Y, ademads de la varianza capturada en particular
por el dltimo LV. Asi, para DAN y SAR se utilizan 4 LVs, mientras que, para DIF, ENR
y MAR se han necesitado 5; el valor apropiado de LVs se indica en negrita en las tablas

correspondientes.

Hay que insistir en el hecho de que la varianza capturada en el bloque X por este niimero
de LVs asciende al 99,8-100 % del total, mientras que en el bloque Y es, en algunos casos,
significativamente menor, siendo del 91,8, 94,4, 99,7, 96,7 y del 95,7 %, respectivamente,
para DAN, DIF, ENR, MAR y SAR.

Los resultados de la validacién de los modelos PLS para las fluoroquinolonas estudiadas
se muestran en las tablas 4.14 a 4.18, asi como en las figuras 4.31 a 4.35. En las tablas se
indican los valores experimentales, los calculados, y el error de prediccion, tanto para los
patrones como para el conjunto de muestras de validacién. También se incluye el error
medio en cada caso y la desviacion estandar de los errores de prediccion. En el caso de
los patrones para construir el modelo, el error medio es practicamente nulo, mientras que
para el conjunto de muestras de validacién oscila entre -0,12 y 0,09; los valores de
desviacién estindar varian entre 0,1 y 0,23, tanto para los patrones como para las

muestras.
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Tabla 4.10. Porcentaje de varianza capturada para el modelo de regresion de la
Danofloxacina

Y-Block

X-Block (Propiedades) (log(Kao,1))

Componente

Individual Total Individual Total

1 48,95 48,95 54 54

2 21,97 70,92 24,98 78,97
3 15,67 86,58 12,78 91,75
4 13,21 99,79 0,08 91,83
5 0 99,79 0 91,83

Tabla 4.11. Porcentaje de varianza capturada para el modelo de regresion de la
Difloxacina

X-Block (Propiedades) (1@323))
Componente

Individual Total Individual Total
1 51,84 51,84 69,54 69,54
2 9,31 61,14 22,59 92,12
3 23,37 84,51 1,67 93,8
4 15,39 99,9 0,26 94,05
5 0,1 100 0,36 94,42
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Tabla 4.12. Porcentaje de varianza capturada para el modelo de regresion de la
Enrofloxacina

X-Block (Propiedades) (l(‘)(g-(]i;:i,lj))
Componente

Individual Total Individual Total
1 54,79 54,79 87,51 87,51
2 8,84 63,62 9,84 97,35
3 19,76 83,38 0,8 98,14
4 16,5 99,88 0,35 98,49
5 0,12 100 1,25 99,74

Tabla 4.13. Porcentaje de varianza capturada para el modelo de regresiéon de la
Marbofloxacina.

X-Block (Propiedades) (1@323))
Componente

Individual Total Individual Total
1 51,49 51,49 70,32 70,32
2 14,94 66,43 20,37 90,69
3 20,22 86,65 5,35 96,04
4 13,26 99,9 0,26 96,3
5 0,1 100 0,61 96,91
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Tabla 4.14. Porcentaje de varianza capturada para el modelo de regresion de la
Sarafloxacina

X-Block (Propiedades) (l(])(g-(]i;:i,lj))
Componente

Individual Total Individual Total
1 51,86 51,86 75,48 75,48
2 11,55 63,41 17,38 92,86
3 22,31 85,72 2,48 95,34
4 14,19 99,91 0,37 95,71
5 0,09 100 0,06 95,77

En las figuras se representan los valores de prediccion de log(Kd) calculados por el
modelo PLSR respecto a los valores reales. Los simbolos abiertos indican los datos
correspondientes a los patrones, mientras que las muestras se indican por los simbolos en
negro. Las linea diagonal indica cuando log(Kq exp) = log(Ka.caic) , y las lineas de puntos
indican una diferencia de + 0,2 unidades entre en valor experimental y el calculado. De

las figuras se observa que, en general, el error obtenido es inferior a estos limites.

A la vista de los resultados obtenidos, podemos considerar que se ha logrado un buen
ajuste en la prediccion de los valores de log(Kao,1) para las diferentes fluoroquinolonas
objeto de este estudio. Hay que recordar que, una vez establecido el modelo de PLSR
para cada una de ellas, solamente es necesario conocer las propiedades basicas de los
suelos para obtener una estimacion de la magnitud de la sorciéon de estas

fluoroquinolonas.
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Tabla 4.15. Predicciéon de los valores de log(Kq 0,1) para la Danofloxacina a partir del
modelo de regresion PLS

Suelo

log(Kd,exp)  log(Kd,caic) error

error medio

(des. est.)
Patrones:
S01 2,659 2,765 -0,106
S02 4,119 4,132 -0,014
S04 3,330 3,221 0,109
S05 3,853 3,879 -0,026 0.000
S06 3,164 2,959 0,205 (0’166)
S09 2,813 3,028 -0,215 ’
S11 2,789 2,605 0,184
S12 2,327 2,575 -0,248
S13 2,855 2,743 0,112
Muestras:
S03 3,823 3,606 0,217
S07 3,347 3,241 0,106 0.092
S08 3,332 3,009 0,323 (0’186)
S10 2,497 2,612 -0,115 ’
S14 2,579 2,650 -0,071
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Figura 4.31. Comparacion entre los valores experimentales de log(Kao,1) y de
prediccion segtin el modelo PLS para la Danofloxacina (simbolos abiertos indican
patrones, y los simbolos en negro las muestras de validacion)
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Tabla 4.16. Prediccion de los valores de log(Kao,1) para la Difloxacina a partir del
modelo de regresion PLS

Figura 4.32. Comparacion entre los valores experimentales de log(Kao,1) y de
prediccion segun el modelo PLS para la Difloxacina (simbolos como en la

figura 4.31)
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S01 2,626 2,783 -0,157
S02 3,695 3,635 0,060
S04 3,574 3,380 0,193
S05 3,350 3,539 -0,189 0.000
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Tabla 4.17. Prediccion de los valores de log(Kqo,1) para la Enrofloxacina a partir del

modelo de regresion PLS

Suelo

log(Kd,exp)

log(Kd’calc)

error

error medio

(desv. est.)
Patrones:
S01 3,559 3,562 -0,003
S02 4,015 4,017 -0,002
S04 3,655 3,655 0,000 0.000
S09 2,710 2,699 0,011 (0,038)
S11 2,342 2,272 0,070 ’
S12 2,030 2,086 -0,056
S13 2,638 2,659 -0,021
Muestras:
S07 2,992 3,027 -0,035
S08 3,102 2,947 0,155 0,040
S10 2,318 2,227 0,091 (0,100)
S14 2,461 2,512 -0,051
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Figura 4.33. Comparacion entre los valores experimentales de log(Kao,1) y de
prediccidn segtn el modelo PLS para la Enrofloxacina (simbolos como en la

figura 4.31)
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Tabla 4.18. Prediccion de los valores de log(Ka o,1) para la Marbofloxacina a partir del
modelo de regresion PLS

Suelo

log(Kd,exp)

log(Kd’calc)

error

error medio

(desv. est.)
Patrones:
S01 2,692 2,765 -0,073
S02 3,883 3,978 -0,095
S04 3,610 3,536 0,074
S05 3,896 3,855 0,041 0.000
S06 2,756 2,521 0,235 (0’127)
S09 2,757 2,802 -0,045 ’
S11 2,314 2,199 0,115
S12 2,027 2,202 -0,175
S13 2,180 2,257 -0,077
Muestras:
S03 3,738 3,588 0,150
S07 2,832 2,945 -0,113 0.035
S08 2,759 2,601 0,158 (0’127)
S10 2,124 2,208 -0,084 ’
S14 2,117 2,056 0,061
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Figura 4.34. Comparacion entre los valores experimentales de log(Kao,1) y de
prediccidn segtn el modelo PLS para la Marbofloxacina (simbolos como en la

figura 4.31)
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Tabla 4.19. Prediccion de los valores de log(Kq o,1) para la Sarafloxacina a partir del
modelo de regresiéon PLS

Suelo

log(Kd,exp)

log(Kd’calc)

error

error medio

(desv. est.)
Patrones:
S01 3,465 3,507 -0,042
S02 4,558 4,330 0,227
S04 3,669 3,602 0,067
S05 3,605 3,870 -0,265 0.000
S06 2,807 2,993 -0,187 (0’148)
S09 2,997 2,971 0,026 ’
S11 2,447 2,385 0,062
S12 2,324 2,301 0,023
S13 2,676 2,588 0,088
Muestras:
S03 3,813 3,789 0,025
S07 3,035 3,190 -0,155 0.121
S08 2,781 2,987 -0,206 © b87)
S10 2,249 2,376 -0,127 ’
S14 2,254 2,396 -0,142
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Figura 4.35. Comparacion entre los valores experimentales de log(Kao,1) y de
prediccion segun el modelo PLS para la Sarafloxacina (simbolos como en la

figura 4.31)
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4.3 Estudios de sorcion en biochar y mezclas

suelo/biochar

La retencion y sorciéon de farmacos por parte del suelo es un primer mecanismo para
evitar su dispersion en el medio ambiente. Por ejemplo, en el caso de granjas, la excrecion
de antibidticos a través de la orina y heces de animales medicados es una via de entrada
de farmacos en el medio. Como se ha visto en la introduccién, una vez ahi se pueden
dispersar a través de los diferentes compartimientos ambientales y llegar hasta aguas de
consumo, pudiendo afectar a la microfauna, e incluso dar lugar a la aparicion de especies

resistentes a determinados farmacos.

No obstante, la dispersion en el medio ambiente se puede reducir en el caso de que los
farmacos queden retenidos al suelo. Para ello se debe cumplir que su Kd sea lo
suficientemente elevada, dando lugar a una baja concentracién de farmaco en la fase
acuosa en equilibrio. Por ejemplo, en el caso de las fluoroquinolonas, los suelos con pH
acido, de naturaleza arcillosa y con una capacidad de intercambio i6nico moderada-alta
dan lugar a valores de Kg 0,1 del orden de 1000-10000, que se pueden considerar lo
suficientemente elevados como para reducir el riesgo de dispersioén. En el otro extremo,
suelos de caricter bdsico, de textura arenosa y con baja capacidad de intercambio
catiénico, dan lugar a valores de Ka 01 que pueden ser de dos 6rdenes de magnitud
inferiores que los mds arriba comentados, con Kgo,1 entre 50 — 200. Este tipo de suelos
presenta una baja capacidad de sorcién y por tanto no serdn capaces de retener estos
farmacos, con el consiguiente riesgo de dispersion hacia otros compartimientos

medioambientales.

Por ello, en este apartado se ha investigado la posibilidad de utilizar el Biochar como
enmienda a suelos contaminados o susceptibles de sufrir el tipo de contaminacién
comentado. El Biochar, como hemos visto en la introduccidn, es un material que presenta
ciertas ventajas desde el punto de vista de estabilizacion del Carbono, reduccion de gases
de efecto invernadero, ademds de ser un material de un coste asequible. Ya que ademds
presenta buenas caracteristicas como sorbente, se ha considerado su aplicacién a suelos
con objeto de aumentar su capacidad de retencion de farmacos, en particular de

fluoroquinolonas en este trabajo.
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Para realizar este estudio se han considerado diferentes aspectos, como son el tipo de
suelo a ensayar, qué fluoroquinolonas, ademas de la cantidad de biochar aplicado y si

existen diferencias entre recién aplicado o si pueden dar lugar a cambios con el tiempo.

En cuanto a las fluoroquinolonas, se han escogido la ENR y la DAN. La primera de ellas
tiene un comportamiento similar a las otras no incluidas (DIF, MAR y SAR), con valores
de Kqo,1 situados en la zona media-alta. Por su parte, la DAN se ha escogido por presentar
un comportamiento significativamente diferente de las otras estudiadas, en particular

respecto a su relacion de sorcion con el pH, OC o CEC.

Se han seleccionado dos suelos para realizar estos ensayos, debido a sus caracteristicas.
Esos han sido el S07 y S12; el primero tiene un pH ligeramente bdsico (7,46), y valores
moderados en cuanto al resto de sus caracteristicas, siendo su textura de tipo franco-
arcilloso-limoso. Los valores de Kqo,1 de las diferentes fluoroquinolonas para este suelo
oscilan entre 190 — 1200, aproximadamente, que podemos considerar intermedios. Por
otro lado, el suelo S12 es un suelo arenoso (94,2% de arena), de pH=7,9, con baja CEC y
practicamente nulo contenido en OC. No es de extraiiar, por tanto, que este suelo presente

en general los valores mas bajos de Kqo,1.

La aplicacion del Biochar como enmienda a estos suelos se ha realizado a dos niveles: al
2% y al 4% en peso; no se ha ensayado un mayor contenido, ya que segin se ha
comentado en la introduccidén, una adicién del 5% o mas al suelo puede presentar efectos
perjudiciales, como la retenciéon de nutrientes. Adicionalmente, se ha comparado la
eficacia de esta enmienda recién preparada con la de mezclas suelo/biochar en las que se
ha simulado su envejecimiento, para tratar de evaluar su comportamiento en condiciones

“de campo”.

La determinacion de DAN y ENR en equilibrio en las soluciones del suelo se ha llevado
a cabo en las mismas condiciones cromatogréficas utilizadas en los estudios de sorcién
en suelos. El método fue evaluado, previamente, con el fin de comprobar que no se
presentaban interferencias, en la determinacién de las fluoroquinolonas, en forma de

solapamientos de picos entre la matriz y la fluoroquinolona.
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Los estudios de sorcidn se realizaron siguiendo el siguiente esquema:

O Determinacion del perfil de sorcion en biochar en funcién del pH para la ENR y
la DAN.

O Isotermas de sorcion en los diferentes suelos estudiados, en ausencia de biochar
(ya determinadas en el apartado anterior).

O Isotermas de sorcion en mezclas suelo/biochar al 2% y al 4%, recién preparados,
para la ENR y la DAN.

O Isotermas de sorcion en mezclas suelo/biochar al 2% y al 4% envejecidas para

la ENR y la DAN.

A continuacion, revisaremos los resultados de los estudios realizados.

4.3.1 Perfiles de sorcion de la DAN y ENR en biochar en
funcion del pH

Se ha determinado el comportamiento de sorcién de la DAN y la ENR en biochar en
funcion del pH. Para ello se ensayaron diferentes relaciones entre la masa de biochar y
volumen de disolucion, llegando a la conclusion que la utilizacién de 20 mg de biochar
en equilibrio con un volumen de fase acuosa de 10 mL para cada experimento eran unas
cantidades idoneas para llevar a cabo este experimento, ya que daban lugar a una
concentracion de fluoroquinolona en equilibrio apropiada para su medida, a la vez que

representaba un cambio importante al variar el pH del medio.

Previamente a este estudio se construyeron curvas de valoracion del biochar con el fin de
determinar la cantidad de 4cido fuerte (HCI) o base fuerte (NaOH) que es necesario afiadir

para obtener un pH determinado en el equilibrio.

Para determinar el perfil de sorcién en biochar en funcién del pH, las muestras de biochar
(aproximadamente 20 muestras para cada fluoroquinolona) se preequilibran mediante
agitacion durante 24 h con la cantidad de HCI/NaOH necesario para obtener una variacion

de pH en el equilibrio entre 2 y 12, en un medio conteniendo CaCl, 10 mM vy
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NaN3 1,5 mM. Pasado ese tiempo, se afilade a cada muestra una cantidad de

fluoroquinolona incial de 8 mg/L, y se mantiene en agitacion durante 48 h.

Finalmente, se procede a la separacion de fases para determinar la cantidad de
fluoroquinolona que queda en disoluciéon (Cw) y se mide el pH a ésta, segin el
procedimiento descrito en el apartado 3.3.3. A partir de los datos de concentraciones
inicial y final de fluoroquinolona, juntamente con la masa de biochar y el volumen de
disolucion se pueden obtener los valores de Cs (cantidad retenida por el biochar) como

se indica en la ecuacion 4.11.

La relacién Cs/Cw corresponde a los valores del coeficiente de distribucion (D) de la
fluoroquinolona en biochar. Si representamos los valores de D (como logD, por claridad
y menor cambio en el orden de magnitud) obtendremos el perfil de sorcién respecto al

pH.

Las figuras 4.36 y 4.37 muestran los resultados obtenidos para la DAN y la ENR,

respectivamente.
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Figura 4.36: Perfil de sorcién de la DAN en funcién del pH
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Figura 4.37: Perfil de sorcién de la ENR en funcién del pH

En ellas podemos ver que a valores de pH inferiores a 8, el valor de Kd es superior a 10*
para el caso de la DAN y 10°° para la ENR, siendo la ENR la que presenta un valor
méximo D: 10>? a pH 5, aproximadamente, mientras que para DAN se obtiene un valor
méximo de D=10°, a pH=3-5-4 aproximadamente. Estas diferencias est4n de acuerdo con
los resultados obtenidos en los estudios de distribucién entre agua/octanol, donde la ENR

siempre presenta una mayor razén de distribucion que la DAN (Tabla 4.2).

En las dos fluoroquinolonas observamos que la retencion maxima tiene lugar a pHs
acidos, menores que los correspondientes a sus valores de pKaj. Ello indica que la especie
catiénica (H2Q") queda maés fuertemente retenida que la neutra/zwitteriénica. En
principio no es de extraflar que esta especie quede retenida, ya que en los estudios de
extraccion entre octanol/agua ya se daba esta circunstancia. No obstante, la particularidad
en el biochar consiste en que sea mas fuerte la retencion de la especie catidnica que la
neutra. Este aspecto sugiere la posibilidad de la existencia de una carga neta negativa en
la superficie del biochar hasta un pH de 4, aproximadamente, cuando la sorcién empieza
a disminuir; de hecho, este comportamiento seria compatible con la existencia de grupos
carboxilo en la superficie del biochar (ver figura 1.21). Asi pues, en esta mayor sorcion
la especie catidnica seria compatible con una interaccion de tipo electrostitico entre

“sites” del biochar cargados negativamente y la especie cationica de las fluoroquinolonas.
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Adicionalmente, el hecho de que al disminuir el pH por debajo de 4 también disminuya

la sorcién indica la neutralizacion de las cargas negativas superficiales del biochar.

Si ademds nos fijamos en los perfiles de sorcién al aumentar el pH, observamos que al
aumentar éste disminuye la sorcion, hasta llegar a un pH entre 8 y 9, a partir del cual el
valor de logD se estabiliza. Ello indica que la especie anidnica (Q°) también presenta una
sorcion significativa en biochar, aunque de menor magnitud que la especie dcida. Este
hecho también esta de acuerdo con la extracciéon de fluoroquinolonas entre octanol/agua,
donde se apreciaba una ligera extraccion de la especie anidnica, aunque en baja
proporcién ya que el intervalo de pH de trabajo no dio lugar a resultados concluyentes.
En cambio, con biochar se ha trabajado en un intervalo mas amplio de pH, que ha podido
poner de manifiesto esta distribucién. Ya que no es asumible la presencia de una carga
superficial positiva a estos valores de pH, el mecanismo de sorcion podria ser mediante

la extraccién de un par iénico o complejo neutro (con iones Ca**, por ejemplo).

A continuacién, comentaremos los resultados correspondientes a las mezclas

suelo/biochar.

4.3.2 Isotermas de DAN y ENR en suelos modificados con
biochar

Tal como se ha comentado anteriormente sobre la eleccion de los dos suelos (S07 y S12),
el objetivo es comprobar si realmente un suelo con poca capacidad de sorcion para las
fluoroquinolonas (S12) es capaz de mejorar esta caracteristica mediante la adicién de
biochar, a la vez que se pretende comprobar qué efecto puede tener la adicion de biochar

en un suelo de capacidad de sorcién intermedia (S07).

En primer lugar, recordemos las caracteristicas fisicoquimicas de estos dos suelos, que se

indican en la tabla siguiente:
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Tabla 4.20. Caracteristicas fisicoquimicas de los suelos S07 y S12

D pH en CaCl, oC Arena Limo Arcilla  Textura
0,01l M (meq/100g) (%) (%) (%) (%) USDA
Franco-
S07 7,46 1,13 13,6 55,5 30,9 arcilloso-
limoso
S12 7,9 0,00 94,2 5,0 0,8 Arenoso

En la siguiente figura pueden verse las isotermas de sorcién de las dos fluoroquinolonas

para ambos suelos.

10000

1000

100

Cs (mg kg?)

10

A Cs Experimental SO7 DAN ~ ====- Cs Calculada SO7 DAN
O Cs Experimental SO7 ENR  «eeeees Cs Calculada SO7 ENR
O Cs Experimental 512 DAN ——Cs Calculada S12 DAN
< Cs Experimental S12 ENR = . Cs Calculada S12 ENR
0 4 6 8 10 12

Cw (mgL?Y)

Figura 4.38. Isotermas de sorcion experimentales y calculadas,

para DAN y ENR en los suelos SO7 y S12

En la figura 4.38 podemos comprobar que el suelo SO7 posee una mayor capacidad de

sorcion que el suelo S12 para las dos fluoroquinolonas estudiadas, asi como la mayor

sorcion de DAN comparada con ENR. También se puede comprobar al observar los datos

presentados en la siguiente tabla, en la que se presentan los valores de Kd calculados a

distintas concentraciones, con el fin de poder comparar y observar mejor las diferencias

en las capacidades de sorcion entre los suelos. Como era de esperar, para el suelo arenoso

S12, los valores de Kd son siempre inferiores que para el suelo SO7.
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Tabla 4.21. Pardmetros de sorcién del modelo de Freundlich para la DAN y la ENR en
los suelos SO7 y S12 y valores de Kd calculados a diferentes niveles de concentracion
(Cw)

Suelo  Kr N  Kd©O1mgL") Kd(05mgL") Kd(1,0mgL"
DAN S07 15710 0,848 22293 1745,6 1571,0
S12 1287 0,844 184,3 1434 128,7
ENR S07 5413 0,741 982,7 647,7 5413
s12 613 0758 107,0 72,5 61,3

De los resultados en la tabla podemos comprobar que la capacidad de sorcién disminuye
al aumentar la concentracién de DAN y/o de ENR en la solucién, ya que el valor de N

para ambas es inferior a la unidad (entre 0,74 y 0,85).

A continuacidn, se describen los resultados obtenidos para la sorcién de fluoroquinolonas

en mezclas suelo-biochar.

4.3.2.1 Isotermas de DAN y ENR en suelos modificados con

biochar recién preparados

En este apartado se han construido las isotermas de sorcion para mezclas de suelo-biochar
al 2% y al 4% en peso de biochar. Para realizar este ensayo, se han preparado dichas
mezclas para los dos suelos, conteniendo aproximadamente 1 g de mezcla (unas 16
muestras para cada sistema) previamente homogeneizadas, y se han equilibrado con una
disoluciéon de CaCl, 10 mM y NaN;3 1,5 mM, mediante agitacion durante 24 h. A
continuacion, se afiade a cada muestra la cantidad apropiada de fluoroquinolona, y se deja
equilibrar durante 48 h en agitacion. Pasado ese tiempo, y como en las anteriores
isotermas, se separan las fases y se determina la concentracién de fluoroquinolona en

equilibrio en fase acuosa y el pH de ésta.

Con ello, y siguiendo el procedimiento habitual, se construyen las isotermas de sorcion,
realizando este experimento para las dos fluoroquinolonas, en los suelos SO7 y S12 a los

dos niveles de adicion de biochar.
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Los resultados obtenidos se describen a continuacion:

En la Figura 4.39 se representan las isotermas de sorcidn obtenidas para DAN en el suelo
S07, a los dos niveles de adicion de biochar, comparadas con la isoterma de sorcién sin
la adicién de biochar. En ella podemos observar que las isotermas obtenidas al 2% y 4%
de biochar son equivalentes, y ademds estdn claramente por debajo de la que no contiene
biochar. Este aspecto indica que para este tipo de suelos la adiciéon de biochar es
contraproducente, en el sentido que la capacidad de retencion de estos por los farmacos

se ve disminuida apreciablemente.

— 400
-
Qo
N
Qo
£
[¥5]
o
O S07 Cs Experimental 0% ———5S07 Cs Calculada 0 %
A S07 Cs Experimental 2%  ----- S07 Cs Calculada 2 %
20 O S07 Cs Experimental 4%  ——3507 Cs Calculada 4%
0 0,2 6 0,8 1

0,4 0,
Cw (mg L1

Figura 4.39. Isotermas de sorcion para DAN en el suelo SO7
con biochar recién preparado al 2 % y 4 % y sin éste (0%)
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Figura 4.40. Isotermas de sorciéon para DAN en el suelo S12,
al 2 % y 4 % en biochar recién preparados y al 0% en biochar

Sin embargo, tal como se puede apreciar en la figura 4.40, el suelo S12 si que mejora su
capacidad de sorcidn al afiadir biochar, tanto al nivel del 2% como del 4%, siendo mayor
en este dltimo. En realidad, esta mejora se obtiene a concentraciones en fase acuosa por
debajo de 2 mg/L; por encima de ella hay una ligera disminucién en su capacidad de

sorcion.

En cuanto a los resultados obtenidos para la sorciéon de ENR en los suelos modificados
con biochar, las figuras 4.41 y 4.42 muestran las isotermas obtenidas para los suelos SO7
y S12, respectivamente. En la primera de ellas (SO7) no se observa una diferencia
significativa de la capacidad de sorcién en el intervalo de Cw obtenido, por lo que en este
caso podemos decir que la adicién de biochar al 2% o0 4% no tiene efecto en cuanto a la

retencion de ENR por este tipo de suelo.
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Figura 4.41. Isotermas de sorcion para ENR en el suelo SO7
con biochar al 2 % y al 4 % recién preparados

No obstante, y como en el caso de la DAN, para el suelo S12 las isotermas de sorcién de
ENR en presencia o no de biochar si que presentan diferencias significativas (figura 4.42);
en este caso la mejora se obtiene a concentraciones de ENR en la solucién en equilibrio
inferiores a 1,5 y 3 mg/L, dependiendo del contenido en biochar. No obstante, para

concentraciones mayores de 3 mg/L, el suelo original presenta mayor capacidad de

sorcion.
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Figura 4.42. Isotermas de sorcion para ENR en el suelo
S12 con biochar al 2 % y al 4 % recién preparados

184



4. Resultados y discusion

4.3.2.1 Isotermas de DAN y ENR en suelos modificados con

biochar y envejecidos

En este apartado se ha estudiado la sorcién de los dos suelos modificados con biochar
para DAN y ENR, pero en este caso las muestras de suelo/biochar al 2% y 4% se han
sometido a un tratamiento para simular las condiciones reales de campo después de un
tiempo de enmienda. Dicho tratamiento se describe en el apartado 3.3.4; las isotermas
correspondientes se han obtenido después de afiadir la cantidad de fluoroquinolona

apropiada a las muestras de suelo/biochar “envejecidas”.

La figura 4.43 muestra las isotermas obtenidas para DAN para el suelo SO7 envejecido
con los dos niveles de adicion de biochar. Como en el caso de muestras recién preparadas
(Figura 4.39), se observa que la adicién de biochar da lugar a una disminucién de la
sorcion. No obstante, si para las muestras recién preparadas los dos niveles de biochar
daban lugar a isotermas equivalentes, en este caso (muestras envejecidas), la adicién de

biochar al 4% presenta una mayor sorcién de DAN que en la enmienda al 2%.
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Figura 4.43. Isotermas de sorcion para DAN en el suelo SO7
al 0% y al 2 % y al 4 % en biochar envejecido
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Figura 4.44. Isotermas de sorcion para DAN en el suelo S12
al 0% y al 2 % y al 4 % en biochar envejecido

La sorciéon de DAN al suelo arenoso S12, después de envejecer las muestras, da lugar a
las isotermas representadas en la Figura 4.44, en las que se observa una mejora de la
sorcion a concentraciones pequefias. Para la enmienda al 2% de biochar, la capacidad de
sorcién se ve aumentada por debajo de 1 mg L! y para el ensayo con biochar al 4% se

obtiene mejora a concentraciones por debajo de 3 mg L', aproximadamente.

En las figuras siguientes se compara el efecto de envejecimiento para los dos niveles de
enmienda. Asi, en la Figura 4.45 se representan conjuntamente las isotermas obtenidas
para el suelo SO7, sin biochar, y afadido al 2% en peso recién preparado y envejecido.
En ella se observa una clara disminucién de la sorcién con el tiempo de haber preparado

la enmienda.
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Figura 4.45. Isotermas de sorcion para DAN en el suelo SO7
al 2 % en biochar recién preparado y envejecido

En el caso de realizar la enmienda al 4% de biochar, el efecto del envejecimiento es

similar que al 2%, pero en este caso la disminucion de la sorcién con el tiempo es menos

acusada.
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Figura 4.46. Isotermas de sorcion para DAN en el suelo SO7
al 4 % en biochar recién preparado y envejecido
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En el caso del suelo S12, el envejecimiento de las muestras ya sea para la enmienda al
2% o 4%, no presenta diferencias significativas de comportamiento en su evolucién con
el tiempo, como se observa en las figuras 4.47 (al 2%) y 4.48 (4%). Este suelo, al contrario
del suelo S07, si mejora su capacidad de sorcién tanto con la adicién de biochar recién
preparado como envejecido al 2% o 4%. Aunque es importante observar que esto ocurre

a concentraciones por debajo de 1,5 mg L'}, para la enmienda al 2%, y de 2,5 mg L'},

cuando ésta se lleva a cabo al 4%.
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Figura 4.47. Isotermas de sorcion para DAN en el suelo S12
al 2 % en biochar recién preparado y envejecido
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Figura 4.48. Isotermas de sorcion para DAN en el suelo S12
al 4 % en biochar recién preparado y envejecido

Para el caso de la ENR, el efecto del envejecimiento de las muestras de suelo con biochar

afladido se muestra en las figuras siguientes.

En la figura 4.49 se representan las isotermas obtenidas para el suelo SO7 con enmiendas
al 2% y 4% de biochar, y envejecido posteriormente. Al contrario que en las muestras
recién preparadas (Figura 4.41), donde no se observaban diferencias significativas entre
el suelo original o las enmiendas, el proceso de envejecimiento si que da lugar a cambios

importantes, disminuyendo la sorcién a medida que aumenta el contenido en biochar.
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Figura 4.49. Isotermas de sorcion para ENR en el suelo SO7
con biochar envejecido al 2 % y al 4 %

Sin embargo, para el suelo arenoso S12, la enmienda de biochar si que da como resultado
una mejora en la sorcién, que aumenta con la cantidad de biochar afiadido, aunque como
en el caso sin envejecer, a concentraciones mayores de 2 —3 mg L' de ENR en disolucién,

la sorcién es mayor en el suelo sin tratar (figura 4.50).
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Figura 4.50. Isotermas de sorcion para ENR en el suelo S12
con biochar envejecido al 2 % y al 4 %
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Como se ha efectuado en el caso de la DAN, a continuacion, presentaremos las isotermas
correspondientes a la ENR, separadamente a los dos niveles de adicion de biochar, para

comparar el efecto del envejecimiento de las muestras.

En primer lugar, la figura 4.51 muestra el efecto del envejecimiento en la sorciéon de ENR
en el suelo SO7 a un nivel de enmienda del 2%. En ella se observa que, aunque no hay
diferencias importantes entre la sorcidn para el suelo original y el de la enmienda al 2%
recién preparadas, si que se observa una disminucién importante en las muestras

envejecidas.

Para el nivel de adicion del 4% de biochar, y muestras envejecidas, el comportamiento es

similar, como se indica en la figura 4.52.
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Figura 4.51. Isotermas de sorcion para ENR en el suelo SO7
con biochar al 2 % recién preparado y envejecido
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Figura 4.52. Isotermas de sorcion para ENR en el suelo SO7
con biochar al 4 % recién preparado y envejecido

La comparacién de sorcion en mezclas suelo/biochar recién preparadas y envejecidas para
la ENR correspondiente al suelo S12 se presenta en las figuras 4.53 y 4.54. La primera
de ellas muestra el efecto de envejecimiento a un nivel de biochar del 2%, en la que las
diferencias de sorcién con el tiempo son poco significativas, pero superiores al suelo

original para concentraciones de ENR en equilibrio inferiores a 1,5 mg L.

Por otra parte, la adiciéon de biochar al 4% y envejecido presenta diferencias de
comportamiento a partir de 1 mg L' de ENR, pero por debajo de este valor son totalmente
similares. En todo caso, para concentraciones mayores de 3 mg L'}, el suelo sin enmienda

presenta mayor sorcion (Figura 4.54).
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Figura 4.54. Isotermas de sorcion para ENR en el suelo S12
con biochar al 4 % recién preparado y envejecido
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La Tabla 4.22 muestra los pardmetros conseguidos a partir de los ajustes al modelo de
Freundlich de los datos obtenidos experimentalmente tras obtener las isotermas de

sorcion de DAN y ENR en los suelos estudiados.

Podemos observar en esta tabla que el parametro de linealidad N, disminuye al pasar de
un contenido en biochar del 2% al 4%, tanto para muestras recién preparadas como
envejecidas para las dos fluoroquinolonas en los dos suelos estudiados. Ello indica un
aumento en la heterogeneidad de los “sites” de sorcion. Por otra parte, el valor de Kr
disminuye con el envejecimiento en el suelo SO7 para las dos quinolonas, mientras que
este parametro aumenta ligeramente con el tiempo en el suelo S12, también en las dos

fluoroquinolonas.

Para comparar la magnitud de la sorcién de la DAN y la ENR en los suelos SO7 y S12, la
tabla 4.23 muestra los coeficientes de sorcién (Kd) obtenidos a tres diferentes
concentraciones de Cw: 0,1 mg L% 0,5 mg L! y 1,0 mg L', en suelos al 0 %, 2 % y4 %

de biochar recién preparado y envejecido.
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Tabla 4.22. Parametros de sorcion obtenidos del ajuste de los datos al modelo de
Freundlich para la DAN y la ENR en los suelos SO7 y S12 a diferentes concentraciones

de biochar

Fluoro- Suelo % Biochar ~ Enmienda® K (s.d.) N (s.d.)
quinolona
507 2 RP 773.9 (20,5) 0,75 (0,01)
S07 4 RP 702,9 (16,7) 0,69 (0,01)
S07 2 E 341,1 (5.6) 0,79 (0,01)
S07 4 E 5579 (13,7) 0,73 (0,01)
DAN
S12 2 RP 152,1 (5,11) 0,45 (0,02)
S12 4 RP 2119 (6,3) 0,29 (0,01)
S12 2 E 143.54.7) 0,56 (0,03)
S12 4 E 216,1(7.6) 0,37 (0,02)
507 2 RP 4863 (17,7) 0,69 (0,01)
507 4 RP 4528 (17.4) 0,66 (0,02)
S07 2 E 389.9 (24,3) 0,81 (0,03)
507 4 E 3425 (354) 0,65 (0,04)
ENR
S12 2 RP 84.5(8,0)  0.39 (0,06)
S12 4 RP 127.5(5.8)  0.28 (0,02)
S12 2 E 90,1 (6.2)  0.45 (0,05)
S12 4 E 134, (6.8)8 034 (0,03)

% RP: recién preparada, E: envejecida
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Tabla 4.23. Valores calculados de Kd para la DAN y la ENR en suelos tratados con

biochar recién preparado y envejecido

Fluoro- % ] K Ka Ky
quinolona Suelo Biochar Enmienda’ (0,1 mgL')  (0,5mgL™") (1 mgL")
S07 0 2224.7 1799.2 1642.1
S07 2 RP 1377.6 920.6 773.9
S07 4 RP 1420.1 868.6 702.9
S07 2 E 558.5 395.7 341.1
DAN S07 4 E 1042.6 673.4 557.9
S12 0 184.4 143.4 128.7
S12 2 RP 538.2 222.5 152.1
S12 4 RP 1083.0 346.3 211.9
S12 2 E 398.2 195.1 143.5
S12 4 E 918.8 334.1 216.1
S07 0 982.1 647.6 541.3
S07 2 RP 990.8 602.5 486.3
S07 4 RP 997.5 574.3 452.8
S07 2 E 610.4 446.2 389.9
ENR S07 4 E 774.5 437.9 342.5
S12 0 106.9 72.5 61.3
S12 2 RP 347.0 129.2 84.5
S12 4 RP 666.0 209.7 127.5
S12 2 E 318.2 131.7 90.1
S12 4 E 610.7 212.1 134.5

% RP: recién preparada, E: envejecida

En las dos figuras que siguen (4.55 y 4.56) podemos observar las diferencias en sorcién

entre los suelos SO7 y S12 con la DAN y con la ENR.
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Figura 4.55. Coeficiente de sorcion Kd para la DAN a diferentes concentraciones, y
niveles de biochar en disolucién para los suelos SO7 y S12

La figura 4.55 nos indica cémo la Kd disminuye conforme aumenta la concentracién de
DAN en los suelos. También se observa que el suelo mds arenoso (S12) presenta valores
de Kd menores que los del suelo franco-arcilloso-limoso (S07). Ademds, es posible
observar en esta grafica que la cantidad de biochar afiadido al suelo, asi como su posterior
envejecimiento no supone una mejoria en la capacidad de sorcion del suelo SO7, pero si

para el suelo S12.

Para el caso de la ENR, la figura 4.56 nos indica que Kd disminuye conforme aumenta la
concentracion de ENR en los suelos, como sucede con la DAN. También, podemos
observar que el suelo franco-arcilloso-limoso SO7 presenta coeficientes de sorcidon
mayores que los exhibidos por el suelo arenoso S12, con o sin biochar afiadido. Ademéds,
la cantidad de biochar utilizado como enmienda no supone una mejoria en la capacidad

de sorcidn del suelo SO7.

Por otro lado, esta figura también muestra que la adicién de biochar mejora la sorcién del

suelo S12, tanto para la mezcla recién preparada como envejecida.
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Figura 4.56. Coeficiente de sorcion Kd para la ENR a diferentes concentraciones, y
niveles de biochar en disolucién para los suelos SO7 y S12

Por lo tanto, a partir de los resultados obtenidos para ambas fluoroquinolonas estudiadas,
se ha comprobado que, aunque el suelo arenoso (S12) presenta menor capacidad de
sorcion, ésta mejora al ser enriquecido con biochar, lo cual no sucede con el suelo franco-
arcilloso-limoso (S07); de hecho, en este caso hay una disminucién del coeficiente de
sorcion para estas fluoroquinolonas al anadir biochar. Este efecto indica que los “sites”
del suelo SO7 que permiten la sorcidén de las fluoroquinolonas quedan parcialmente

ocupados por los grupos funcionales que contienen las particulas de biochar.

Estos resultados son coherentes con el contenido de materia organica de los suelos y su
CEC; el suelo SO7 posee una CEC de 16,2 meq 100g!, mientras que la del suelo S12 es
de 3,7 meq 100g!. Por otro lado, SO7 presenta un contenido de carbono organico del
1,13 %, mientras que el suelo S12 no contiene. Por tanto, el suelo SO7 no necesita ser

enriquecido con biochar para mejorar su capacidad de sorcion, mientras que S12 si.

De acuerdo con los resultados obtenidos de los estudios de sorcién en mezclas
suelo/biochar, es posible indicar que existe la posibilidad de utilizar al biochar como
enmienda para suelos arenosos que posean caracteristicas fisicoquimicas muy similares

al suelo estudiado.
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Adicionalmente, se comenta a continuaciéon las especies mayoritarias de las
fluoroquinolonas en las isotermas realizadas en presencia de biochar. Para ello, tomamos
en cuenta, en primer lugar, los valores de pH medidos en el equilibrio de sorcidn, que se
muestran en la tabla, para los suelos estudiados con ambas fluoroquinolonas, DAN y

ENR.

Tabla 4.24. Valores promedio de pH en el equilibrio para los experimentos de sorcién en
mezclas suelo/biochar recién preparados y envejecidos

Cantidad de Biochar afiadido

Recién Preparado Envejecido
Fluoroquinolona Suelo 0 % 2 % 4 % 2 % 4 %
S07 7,82 7,85 7,94 8,46 8,34
DAN S12 7,38 8,54 8,72 8,09 8,52
S07 7,82 7,65 7,75 7,56 7,64
ENR
S12 7,38 8,09 8,28 7,76 7,93

De los valores de pH en equilibrio podemos ver que la adicién de biochar provoca un
ligero aumento de pH en las muestras recién preparadas con el suelo S12, que con el
envejecimiento disminuye, aunque sin llegar al pH del suelo original. Ello da lugar a que
en el caso de la ENR aumente la fraccion de la especie anidnica, efecto que en la DAN
tiene lugar en menor extension debido a la diferencia en su pKao (8,25 en ENR y 8,94 en
DAN). De todas maneras, podemos indicar que, en la mayoria de los casos indicados, las
especies neutra y zwitteridnica son las mayoritarias en disolucidn, y por tanto son las que

se retienen con preferencia tanto al biochar como a la fraccién de suelo.

Los resultados obtenidos, y teniendo en cuenta las caracteristicas fisicoquimicas de los
suelos y la composicion del biochar, parecen indicar que el mecanismo de sorcidén
preferente por las fluoroquinolonas DAN y ENR, en estos suelos en particular, es el
enlace de hidrégeno (345) debido a la presencia de los grupos carboxilos de las

fluoroquinolonas en su estado neutro.
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5. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos durante el desarrollo de la presente tesis doctoral, se

desprenden las siguientes conclusiones:

A partir de los estudios sobre la distribucion entre agua/octanol de las fluoroquinolonas

estudiadas en funcién del pH, a una temperatura de 25°C y fuerza i6nica de 0,15 M (en

NaCl) podemos decir que:

1.

Se han determinado las constantes de disociacion de los grupos carboxilico (pKar)
y amino (pKa2), obteniendo valores de pKai que oscilan entre 5,60 y 6,50 (para
DIF y DAN, respectivamente), y de pKa entre 7,99 y 9,09 (DIF y SAR,
respectivamente). Por tanto, a valores de pH comprendidos entre pKar y pKaz
predomina la especie neutra/zwitteriénica (HQ) mientras que la catidnica (H>Q™)
y la anidnica (Q") son las mayoritarias para valores de pH < pKai y pH > pKao,

respectivamente.

Las especies catidnica y neutra/zwitterionica de estas fluoroquinolonas se pueden
distribuir entre agua/octanol, existiendo variaciones importantes para la constante
de distribucién de la especie neutra (expresada como logKow) entre estos
farmacos, oscilando entre 0,68 (DIF) y -0,94 (MAR); la constante de distribucién
de la especie catiénica (como logKps) varia entre -0,83 (DIF) y -1,81 (MAR). Se
han obtenido indicios de una posible extraccion de la especie anidnica, pero en las
condiciones experimentales no se ha obtenido una cantidad apreciable como para

poder determinar su constante de equilibrio.

. Las fluoroquinolonas estudiadas presentan una lipofilicidad de baja a moderada:

los mayores valores de logD entre agua/octanol a pH fisiologico se obtienen para
DIF y ENR (0,60 y 0,33, respectivamente), mientras que MAR y SAR presentan
la menor lipofilicidad (logD de -0,97 y -0,71, respectivamente); la DAN presenta

un valor intermedio (-0,30).
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De los estudios de sorcion de las fluoroquinolonas estudiadas sobre un conjunto de 14

suelos de diferentes caracteristicas podemos decir que:

4. En todos los casos, los datos experimentales Cs/Cw de las isotermas obtenidas se
han podido ajustar al modelo de Freundlich. Los pardmetros de este modelo
presentan una alta variabilidad dependiendo de la fluoroquinolona y el tipo de
suelo. Asi, la constante de Freundlich (Kr) oscila entre 50 y 90000,
aproximadamente, mientras que el parametro de linealidad (N) varia entre 0,43 y

1,66.

5. Se ha calculado el coeficiente de distribucién para Cw=0,1 mg L! (logKq0.1) para
poder comparar la intensidad de sorcion entre los diferentes sistemas estudiados.
Los valores mayores de esta magnitud se obtienen en general para el suelo S02,

exceptuando la MAR, cuyo valor méximo corresponde al suelo SO3.

6. El tratamiento multivariante de los datos experimentales, que incluyen las
caracteristicas de los suelos y los valores de logKg 0,1, mediante andlisis por
componentes principales (PCA) ha confirmado que la sorcién en suelos de las
fluoroquinolonas estudiadas se ve favorecida, en general, por la acidez del suelo,
su capacidad de intercambio catidénico (CEC), el contenido de carbono orgénico
(OC) y por su contenido en particulas de menor didmetro (arcilla). Por tanto,
suelos de pH basico, valores bajos de OC y CEC y de textura arenosa presentan

baja capacidad de retencion de estas fluoroquinolonas.

7. Se han desarrollado modelos de prediccion de logKg o1 de las diferentes
fluoroquinolonas a partir de las caracteristicas fisicoquimicas de los suelos (pH,
CEC, OC y textura). Estos modelos se han obtenido mediante regresién por
minimos cuadrados parciales (PLSR), dando lugar a una buena prediccién de la
sorcion, con errores de prediccion en general por debajo de 0,2 unidades de logKq

0,1 .
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Finalmente, los estudios de sorcién de DAN y ENR en Biochar, y en mezclas de éste con

los suelos SO7 y S12 permiten deducir que:

8. DAN y ENR presentan una elevada sorcién en Biochar, especialmente entre el
intervalo de pH 2 — 8; en este rango, el valor de logD para estas fluoroquinolonas
es mayor que 3,5, siendo el valor maximo de 5,2 para ENR y de 5 para DAN. Las
curvas logD/pH indican la sorcién en Biochar de las especies catidnica,
neutra/zwitteriénica y anidnica de estos farmacos, andlogamente a los resultados

de la distribucién entre agua/octanol.

9. La enmienda de Biochar a los suelos SO7 y S12, al 2% y 4% en peso, con objeto
de mejorar la capacidad de retencién de estas fluoroquinolonas y evitar su
dispersion en el medio ambiente, ha dado lugar a resultados dispares, tanto recién
preparada como envejecida,: en el suelo SO7 (de pH 7,46, con valores intermedios
de CEC, OC y arcilla) la adicién de Biochar ha dado lugar a una disminucién en
la capacidad de sorcion de estos farmacos; en cambio, en el suelo SO7 (pH 7,9,
de baja CEC, sin OC y arenoso) esta enmienda ha dado lugar a una mejora
significativa en la sorciéon de DAN y ENR, comparada con el suelo original. Por
tanto, esta enmienda es adecuada en suelos arenosos y con poca capacidad de
sorcion, mientras que, en suelos de caracteristicas intermedias, como el SO7, esta
contraindicada, presumiblemente debido a que el Biochar ocupa los “sites” de

sorcion de las fluoroquinolonas.
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