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RESUMEN  
 

En la cuenca del Biobío Chile se encuentran 3 industrias de celulosa Kraft 

blanqueada, las cuales producen cerca de 1.230.000 ton/año. El efluente 

generado por estas industrias posee materia orgánica, color y toxicidad. 

Además contiene fitoesteroles, que son compuestos que pertenecen a la 

fracción de los extractivos de la madera liberados durante el proceso de 

pulpaje. Estos compuestos pueden alterar la reproducción, desarrollo y 

crecimiento (disrupción endocrina) de organismos acuáticos expuestos a 

efluentes de celulosa Kraft descargados al cuerpo de agua receptor. Para 

mitigar el impacto generado por la descarga de fitoesteroles de las tres plantas 

que puede alcanzar hasta 18 Kg./d, se emplean tecnologías de tratamiento 

biológico a los efluentes de celulosa Kraft. Sin embargo, aunque se 

implementen nuevas tecnologías, existen compuestos que a bajas 

concentraciones pueden causar alteraciones en organismos acuáticos en los 

sitios donde se realizan las descargas de los efluentes tratados. Entre los 

compuestos que producen actividad endocrina se encuentran en mayor 

proporción dentro de los fitoesteroles presentes en el efluente de celulosa Kraft 

el β-sitoesterol y el estigmaesterol. Una forma de medir los efectos de este tipo 

de efluente y sus compuestos específicos es a través de los bioensayos con 

organismos bioindicadores, los cuales permiten detectar y evaluar la capacidad 

inherente de un agente de producir efectos tóxicos sobre los organismos vivos. 

Para determinar la toxicidad crónica de estos compuestos, se examinara la 

toxicidad del influente, efluente y de sus compuestos específicos (β-sitoesterol 

y estigmaesterol), para así poder conocer y determinar si estos compuestos 

presentan actividad estrogénica sobre Daphnia magna. 
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1.- INTRODUCCIÓN 

 

La industria de la celulosa y papel es uno de los rubros más importantes a nivel 

mundial, principalmente por su incremento en respuesta a una alta demanda, 

impulsada por el crecimiento sostenido de la economía mundial.  

En Chile, las condiciones de clima, suelo y pluviometría resultan favorables al 

desarrollo de variadas especies forestales, unidas al esfuerzo de los sectores 

público y privado, han permitido en las últimas 3 décadas, la creación de una 

considerable masa forestal en la zona sur del país (Papelnet, 2002). 

La industria forestal presenta una fuerte orientación hacia la producción de 

celulosa Kraft, debido a la creciente demanda que existe de este producto en 

los mercados internacionales (Parra, 2004). Cerca de un 20% de la producción 

forestal chilena se emplea en la industria de celulosa Kraft blanqueada, con 

una producción cercana a los 2,2 millones de toneladas anualmente, lo que 

corresponde a un 5% de las exportaciones de celulosa de todo el mundo 

(Videla et al., 2003).  

Actualmente en nuestro país existen 13 plantas de celulosa, de éstas 9 utilizan 

procesos Kraft y 4 procesos mecánicos. Dentro de las industrias de celulosas 

Kraft, tres de las más importantes están ubicadas en la cuenca del río Biobío 

(González et al., 1999; EULA-Chile, 2004). La industria de celulosa Kraft en  

general ha seguido la tendencia de los países desarrollados, aplicando mejoras 

tecnológicas en sus procesos y sistemas de tratamientos actuales, con el 

propósito de responder a las crecientes demandas ambientales, las 

expectativas ciudadanas y a las regulaciones gubernamentales, generando un 

conjunto de instalaciones productivas basadas en procesos de primer orden 

mundial (Videla et al., 2003). Sin embargo, aunque se implementen nuevas 

tecnologías, existen compuestos que a bajas concentraciones pueden causar 

alteraciones en organismos acuáticos en los sitios donde se realizan las 

descargas de los efluentes tratados (Vidal et al., 2007). 

Estos efluentes provenientes de la celulosa Kraft, presentan sólidos en 
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suspensión (SS), carga orgánica (demanda química de oxigeno DQO, y 

demanda biológica de oxigeno DBO5), color y toxicidad. La presencia de color 

en los vertidos se debe a ligninas o taninos polimerizados, aunque no son 

tóxicos son difíciles de biodegradar (Ali and Sreekrishnan, 2001). Por otro lado,  

la toxicidad de estos efluentes es atribuida a compuestos extractivos de la 

madera (terpenos volátiles, ácidos resínicos, fitoesteroles y fenoles) (Vidal et 

al., 1997; Leal et al., 1997; Vidal, 1999; Lacorte et al., 2003). 

La industria forestal presenta tecnologías para la eliminación de sólidos 

suspendidos y carga orgánica. En el caso de la eliminación de ésta última, se 

utilizan sistemas de tratamiento biológicos aeróbicos, ya sean de biomasa libre 

o adherida (Goode and Allen, 2006). Sin embargo, aún estos sistemas no dan 

solución a la eliminación del color y mineralización de compuestos específicos. 

Prueba de esto es que se han detectado mal formaciones, cambios hormonales 

y anomalías en organismos acuáticos presentes en las descargas de los 

efluentes previamente tratados (Howell et al., 1980; Orrego et al., 2005). 

Resultados de investigaciones en peces expuestos a efluentes de blanqueado 

Kraft, demuestran efectos profundos, a nivel fisiológico y bioquímico, incidiendo 

en la reproducción, en las características sexuales secundarias, 

comportamiento sexual anormal, madurez sexual retrasada, reducción en la 

longitud de cuerpo, disminución en el tamaño de la gónada, perfiles esteroides 

alterados, inducción de la actividad de la ethoxiresorufin -O- dehetilasa 

(EROD), feminización de machos, inducción de la función oxigenasa mixta 

(MFO), y actividades de la secreción del vitelogenina en las poblaciones 

masculinas y femeninas de los peces en varias especies bajo diversas 

condiciones (HowelI et al., 1980; Munkittrick et al., 1994; Mattsson et al., 2001). 

Por otro lado, en nuestro país, variados análisis realizados in situ y en 

laboratorio revelan que los efluentes de celulosa Kraft inducen al aumento de la 

vitelogenina plasmatica en peces machos de Onchorynchus mikiss habitante 

en la cuenca del río Biobío, demostrando que la respuesta al efluente de 

celulosa Kraft es altamente estrogénica (Orrego et al., 2006).  

Estudios realizados por Howell et al. (1980), detectaron la presencia de 

fitoesteroles en los efluentes de celulosa Kraft y evidencia, que ellos pueden 
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ser causantes de tales efectos, específicamente fitoesteroles y ácidos 

resínicos, los cuales  han sido relacionados con la toxicidad crónica en los 

efluentes de celulosa Kraft blanqueada, asociada a la perturbación endocrina 

en organismos acuáticos (Gifford, 1996; Servos, 1996).  

Si bien, existen distintos fitoesteroles detectables en los efluentes de la 

industria de la celulosa, el β-sitoesterol es el compuesto presente en mayor 

cantidad (aproximadamente 50%) (Hewitt et al., 1996; Cook et al., 1997). 

Además se encuentran el campesterol, estigmasterol, estigmastanol, 

campestanol, β-sitoestanol y coprostanol (Fernández et al., 2007). En adición 

un estudio realizado por Khan and Hall (2006), a dos efluentes de celulosa 

ubicados en una cuenca canadiense, confirmaron la presencia de β-sitoesterol, 

β-sitoestanol y campesterol tanto en efluentes tratados como en los no tratados 

y determinaron que estos compuestos explicaban el 70% o mas del contenido 

total de los fitoesteroles medidos. 

Tradicionalmente los efectos de este tipo de efluente son medidos a través de 

los bioensayos con organismos bioindicadores, los cuales permiten detectar y 

evaluar la capacidad inherente de un agente de producir efectos tóxicos sobre 

los organismos vivos (EPA, 1993). Además es utilizado para evaluar la calidad 

toxicológica del efluente y para establecer criterios de calidad de agua. En las 

tres últimas décadas, un taxón de invertebrados ha emergido como grupo clave 

para la realización de ensayos ecotoxicológicos: los crustáceos cladóceros y 

más concretamente los dáfnidos (Calow, 1994).  

El uso de cladóceros para test de toxicidad está ampliamente extendido porque 

se trata de organismos cuya amplia distribución geográfica permite disponer de 

ellos con facilidad, se adaptan bien a las condiciones de laboratorio, requieren 

poco espacio para su cultivo, su ciclo de vida es corto y, frecuentemente, son 

uno de los grupos de animales más sensibles a los compuestos químicos 

(Mokry and Hoagland, 1990). La característica más interesante es su 

sensibilidad a los tóxicos, ya que es capaz de acusar la presencia de, por 

ejemplo, 0,005 mg. del peligroso mercurio en el agua, y aún menores 

concentraciones de numerosos pesticidas y residuos industriales (Calow, 1994; 

Fernández et al., 1995).  
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Daphnia sp. ha sido históricamente utilizada en los test de toxicidad aguda de 

sustancias químicas en el medio acuático (U.S. E.P.A., 1983; Fairchild et al., 

1992; Fernández et al., 1995; Weyers et al., 2000), así como en estudios de 

carácter crónico (Tong et al., 1996; Sánchez et al., 1999, y 2003). Además 

constituyen el único tipo de bioensayos con invertebrados acuáticos 

reconocidos por organizaciones internacionales como la U.S. Environmental 

Protection Agency (E.P.A.), la Comunidad Económica Europea (C.E.E.) y la 

Organisation for Economic Cooperation and Development (O.E.C.D.), siendo 

requeridos regularmente en todos los países. 

Los ensayos de toxicidad agudo, son basados en respuestas letales 

(Mortalidad, inmovilidad) a través de la concentración letal 50 (LC50), que 

determina la concentración del tóxico (conocido o desconocido) que es capaz 

de matar o inmovilizar el 50 % de la población en 48 horas. Si no se detecta 

una respuesta mediante un test agudo, se utilizan los test de toxicidad crónica, 

en los que la evaluación se basa en la capacidad reproductiva o el crecimiento 

de los individuos. Los cuales han adquirido gran importancia en los últimos 

años, debido a que ellos son orientados a examinar los efectos en el 

comportamiento, crecimiento, reproducción y dinámica poblacional, además 

son útiles para establecer, desde un punto de vista ecológico, las 

concentraciones de seguridad del compuesto químico ensayado para la 

población expuesta a sus efectos. Muchas veces, en el medio natural 

encontramos concentraciones de tóxico tan pequeñas que pueden resultar 

prácticamente inocuas a corto plazo, pero ser extremadamente peligrosas para 

la fauna y flora a largo plazo. De ahí la importancia de evaluar el impacto de 

concentraciones subletales de tóxico en poblaciones de organismos expuestas 

durante un periodo de tiempo suficientemente largo como para que se puedan 

contemplar los efectos en la capacidad de mantención, reproducción, y 

esperanza de vida de los organismos expuestos (Walthall and Stark, 1997).  
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2.- HIPÓTESIS: 

 

H: Los compuestos presentes en efluentes de la celulosa Kraft presentan 

actividad estrogénica sobre D. magna 

 

3.-OBJETIVOS 

 

3.1.- Objetivo general 

 

Evaluar la actividad estrogénica de compuestos presentes en efluentes de la 

industria de la celulosa Kraft usando como bioindicador Daphnia magna 

3.2.- Objetivos específicos 

 

1. Evaluar la toxicidad aguda en el influente y efluente de celulosa Kraft, a 

si mismo los compuestos presentes en el efluente, mediante el 

bioindicador Daphnia magna.  

 
2. Evaluar la toxicidad crónica en influente y efluente proveniente de la 

industria de celulosa Kraft, mediante el bioindicador Daphnia magna. 

 

3.    Determinación de la actividad estrogénica de los compuestos 

específicos y  en el efluente de la industria de la celulosa Kraft, mediante 

el bioindicador Daphnia magna. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

9

 
 
4.- MATERIALES Y METODOS 

 

La toxicidad puede ser determinada a nivel de laboratorio y sirve para evaluar 

los potenciales efectos tóxicos de los efluentes industriales tratados sobre los 

organismos vivos (Larraín, 1995). Estos efectos, se evalúan a través de 

estudios de toxicidad aguda por medio de respuestas letales (mortalidad) o a 

través de estudios de toxicidad crónica con respuestas subletales (fertilización, 

crecimiento, comportamiento). 

 

4.1. Efluente y fitoesteroles 

4.1.1. Efluente . Se trabajará con un afluente  proveniente de la industria de 

celulosa Kraft, con sistema ECF, captado luego del tratamiento primario. Este 

efluente será complementado con una fuente de Nitrógeno y Fósforo en la 

proporción DBO5:100:5:1 (Correa et al., 2003). Para tal efecto se añadirá N en 

la forma de (NH4CL) y P en la forma de (K2HP04). Se neutralizará hasta llegar a 

un pH= 7 con NaOH. Los efluentes serán transportados y almacenados en 

bidones de 50 L, refrigerados a 4 ºC en oscuridad. 

4.1.2. Fitoesteroles.  Se utilizará estigmasterol y β-sitosterol con pureza al 95 

% de Merck, como patrón hormonal. Se evaluarán concentraciones entre 0.3 y 

1.0 mg/L del compuesto (rango medido en un efluente local) mezclado en agua. 

Agitado por medio de Sonicador ELMA. 

 

4.2.- Bioensayos agudos y crónicos a través de Daphnia magna 

4.2.1. Cultivos de  Daphnia magna. Para los ensayos de toxicidad aguda se 

empleará D. magna cultivadas en el laboratorio de bioensayos del centro 

EULA-Chile. Los cultivos serán alimentados 3 veces a la semana con una 

suspensión de levadura, harina de pescado y alfalfa (5,2; 12,6 y 1,0 g/L 

respectivamente) Además se proveerá de microalgas Selesnastrum 

capricornutum (106 células/mL), juntamente con cada alimentación. Los medios 

de cultivo se mantendrán a 20 ºC y con fotoperíodo de 16 h luz-8 h oscuridad. 
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Antes de la alimentación se cambiarán los medios de cultivo y se removerán 

los neonatos (USEPA, 1993). La dureza del medio será controlada en 250 ± 25 

mg CaCO3/L y el pH se mantendrá en 7 (Nch2083, 1999). La preparación del 

agua reconstituida, de dilución y cultivo para el bioensayo, consistirá en agua 

para análisis (agua destilada), a la cual se agregan sales inorgánicas NaHCO3 

(2,59 g/L), MgSO4·7 H2O (4,93 g/L), KCL (0,23 g/L), CaCL2·2H2O (11,76 g/L) 

(NCh 2083. Of 1999) y con un contenido de oxígeno disuelto mayor al 80 % 

(EPA, 1993). Las soluciones se preparan disolviendo las sales en forma 

separada en agua destilada, completada a 1L (NCh 2083. Of 1999). 

 

4.2.2.- Determinación de toxicidad aguda del efluente en D.  magna. Para 

los ensayos de toxicidad se utilizarán neonatos (organismos menores a 24 

horas de vida). Ellos serán sometidos a un gradiente de concentraciones del 

efluente. El efluente será filtrado en membrana Whatman de porosidad 0,45 µm 

y su pH será ajustado a 7,0 antes de ser usado para preparar las soluciones. 

Se preparará un control y 5 concentraciones (6,25; 12,5; 25; 50; 100 %), a las 

cuales se le expondrán los neonatos en 4 replicas por concentración, en 

recipientes de vidrio de 70 mL, con 5 neonatos por envase (NCh 2083,1999). El 

ensayo se realizará sin alimentación ni renovación del medio. La respuesta a 

evaluar será la mortalidad, a través de la concentración letal (CL50) a las 48 h, 

mediante el test estadístico Probit (Cooman et al., 2003).  

 

4.2.3.- Toxicidad aguda del β-sitoesterol y el estigmaesterol . Para verificar 

la toxicidad del β-sitoesterol y estigmaesterol en D. magna se prepararán 

soluciones entre 0,3 y 1,0 mg/L de ambos compuestos, por separados, a su 

vez la mezcla de ellos disueltos en agua. Por otro lado se tendrá un control 

(agua de reconstitución) para cada solución testeada. Se usarán 4 replicas por 

cada concentración y 5 organismos por envase. Al final de las 48 h se 

analizarán los dáfnidos inmóviles. La respuesta a evaluar será la mortalidad, a 

través de la concentración letal (CL50) a las 48 h, mediante el test estadístico 

Probit (Cooman et al., 2003). El rango del efluente, del β-sitoesterol y el 

estigmaesterol, que no resulte toxico para D. magna será evaluado para 
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determinar las concentraciones a utilizar en los ensayos crónicos. 

 

4.2.4. Determinación de toxicidad crónica en D. mag na. El ensayo crónico 

de reproducción con D. magna se realizará con gradientes de 5 

concentraciones (inferiores al CL50) del efluente, β-sitoesterol y estigmaesterol 

por separados, y la mezcla de ellos disueltos en agua y un control (agua de 

reconstitución) en envases de vidrio de 70 mL. Se emplearán en 10 replicas, 

con 1 neonato por envase, durante 21 días de exposición (ASTM, 1998). Se 

hará recambio del medio y se proveerá de alimentación y algas cada 48 h. El 

agua de recambio para D magna consistirá en 5 mL de alimentación (levadura, 

harina de pescado y alfalfa) y 10 mL de algas por 250 mL de solución (Xavier, 

2006). Los ensayos se realizarán a temperatura y fotoperíodo controlados (20± 

1 ºC y 16 h luz- 8 h oscuridad). Antes del cambio del medio, se contarán y se 

descartarán los neonatos, los cuales serán registrados. La respuesta evaluada 

al final del bioensayo será la reproducción mediante la concentración a la cual 

no se observan efectos (NOEC) y la mínima concentración a la cual se observa 

un efecto (LOEC) a través de estadístico Toxtat (EPA, 1993).  

 

4.2.5.- Metodología para evaluar la estrogénicidad en D. magna . Se 

analizará la actividad estrogénica a través  del crecimiento en D. magna 

expuestas a dietilstilbestrol (Aldrich) con un ensayo  crónico en 21 días de 

exposición. Serán empleadas 3 concentraciones de dietilstilbestrol (0.75; 1.5; 

3.0 µM). Se preparará un control, y serán empleadas 10 replicas para cada 

concentración, con un organismo por envase. Se prepararán 250 mL de cada 

solución con agua de reconstitución a la cual se añadirán 5 mL de alimento y 

10 de algas. El medio será renovado cada 2 días durante los 21 días. Los 

dáfnidos serán fotografiados a los días 7, 14 y 21 de ensayo (Xavier, 2005) Los 

organismos serán descartados después de ser fotografiados. D. magna será 

fotografiada con una cámara acoplada a una lupa con aumento de 2x. Se 

medirán la longitud (desde la cabeza hasta la base de la espina), y la cavidad 

abdominal (la mayor longitud lateral) de los daphnidos como se observa en la 

Figura 1 
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Figura 1. Medidas que se tomarán en los dáfnidos expuestos a compuestos       

endocrinos. 

 

Para el ensayo crónico con efluente, β-sitoesterol y estigmaesterol (separados 

y en mezcla), se expondrán los dáfnidos durante 21 días en concentraciones 

inferiores al CL50 previamente determinado. Se emplearan 3 concentraciones  y 

un control (agua de reconstitución), con 10 replicas por concentración y 1 

daphnido por envase de 70 mL. El experimento se realizará por triplicado, y 

cada replica será fotografiada en un día diferente 7, 14 y 21 días. El medio será 

renovado cada 2 días, con solución de agua de reconstitución, alimento (5 mL) 

y algas (10 mL) para 250 mL de volumen. Los dáfnidos serán fotografiados con 

2X de aumento, después de su inmovilización sobre una placa seca. Se 

medirán la longitud y la cavidad abdominal de los organismos que serán 

fotografiados una única vez y se evaluarán los efectos de su exposición al 

efluente, comparativamente con los efectos observados en organismos 

expuestos a dietilstilbestrol. Las diferencias morfológicas serán analizadas con 

ANOVA STATISTICA 5.1 Statsoft Inc.1998. 

 

 

 

�
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5.- PLAN DE TRABAJO 
 

Objetivo 1. Evaluar la toxicidad aguda en el influe nte y efluente de 
celulosa Kraft, a si mismo los compuestos presentes  en el efluente, 
mediante el bioindicador Daphnia magna .  

 

Etapa 1.1. Evaluación de la toxicidad aguda del influente y el efluente de la 
industria de la celulosa Kraft. 

Actividades: 

1. Preparación de los cultivos de Daphnia magna. 

2. Evaluación la toxicidad aguda, mediante el bioindicador Daphnia magna, 
del influente de celulosa Kraft. 

3. Evaluación la toxicidad aguda, mediante el bioindicador Daphnia magna, 
del efluente de celulosa Kraft. 

4. Interpretación de los resultados. 

 

Etapa 1.2. Evaluación de la toxicidad aguda de los compuestos específicos, 
presentes en el efluente. 

Actividades: 

1. Realización de los bioensayos con los compuestos específicos 
separados     y en mezcla. 

2. Interpretación de los resultados.  

 

Objetivo 2. Evaluar la toxicidad crónica en influen te y efluente proveniente 
de la industria de celulosa Kraft, mediante el bioi ndicador Daphnia 
magna . 

 

Etapa 2.1. Evaluación de la toxicidad crónica  del influente y el efluente de la 
industria de la celulosa Kraft. 

Actividades 

1. Evaluación la toxicidad crónica, mediante el bioindicador Daphnia 
magna, del influente de celulosa Kraft 

2. Evaluación la toxicidad crónica, mediante el bioindicador Daphnia 
magna, del efluente de celulosa Kraft 

3. Interpretación de los resultados.  
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Objetivo 3. Determinación de la actividad estrogéni ca de los compuestos 
específicos presentes en el efluente de la industri a de la celulosa Kraft, 
mediante el bioindicador Daphnia magna. 

Etapa 3.1 Determinación de la actividad estrogénica de compuestos 
específicos, presentes en los efluentes. 

1. Evaluación la actividad estrogénica, mediante Daphnia magna, de  los 
compuestos específicos del efluente. 

2. Interpretación de los resultados. 

 
 
 

Carta Gantt  

 
 

Etapas Meses 
Objetivo 1:  Evaluar la  toxicidad aguda en el 
influente y  efluente de celulosa Kraft, a si mismo los 
compuestos presentes en el efluente, mediante el 
bioindicador Daphnia magna. 

      

1.1. x x     
1.2.  x x    
Objetivo 2:  Evaluar la toxicidad crónica en influente y 

efluente proveniente de la industria de celulosa Kraft, 

mediante el bioindicador Daphnia magna. 

      

2.1.   x x   
Objetivo 3: Determinación de la actividad 
estrogénica de los compuestos específicos presentes 
en el efluente de la industria de la celulosa Kraft, 
mediante el bioindicador Daphnia magna. 

      

3.1.   x x   
Escritura de tesis       x 
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6.  RESULTADOS 
 

6.1 Resultados preliminares  

      

Toxicidad aguda del β-sitoesterol .  

Para verificar la toxicidad aguda del β-sitoesterol sobre D. magna se 

prepararon soluciones entre 0,01 y 32 mg/L del compuesto puro disuelto en 

agua y sonicado entre 2 a 5 horas para asegurar su solubilidad en la solución.  

Además, se ocupo un control (agua de reconstitución) para cada bioensayo. Se 

usaron 4 replicas por cada concentración y 5 organismos por envase. Al final 

de las 48 h se analizaron los dáfnidos inmóviles. La respuesta a evaluar fue la 

mortalidad, a través de la concentración letal (CL50) a las 48 h, mediante el test 

estadístico Probit (Cooman et al., 2003). 

 

Las primeras soluciones del compuesto se realizaron en 100 mL de agua 

destilada (Solución patrón), de esta solución se tomaron alícuotas para obtener 

las concentraciones necesarias a utilizar en cada bioensayo. Se realizaron 10 

bioensayos agudos a distintas concentraciones de β-sitosterol, en los cuales no 

se obtuvieron las respuestas adecuadas, ya que la mortalidad no seguía una 

relación lineal tanto en las concentraciones bajas como en las altas. Como se 

observa en el grafico 1, la mortalidad de Daphnia magna expuesta a 

concentraciones entre 0,02 y 0,3 mg/L, no presenta un patrón de mortalidad 

asociado al aumento de concentraciones, lo que nos estaría indicando que hay 

algún problema en la realización de los bioensayos probablemente esta 

alteración podría provenir de la mala manipulación de los organismos Para 

esto, se trato de identificar la causa asociada a los problemas presentados en 

los test. Se realizaron cambios en la manipulación de organismos, así mismo 

como el lavado de viales y el tamaño de estos, además, se bajaron las 

concentraciones de los bioensayos. Al contrario de lo que se esperaba, los 

resultados de los nuevos bioensayos, utilizando las alternativas mencionadas, 

no presentaron un cambio favorable, es decir, los bioensayos mostraron un 

patrón similar a los realizados anteriormente. Con esto, se descarta que el error 

fuera producido por el tamaño, volumen de viales y mala manipulación de los 

organismos.  
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Grafico 1 . Bioensayo de toxicidad aguda utilizando D. magna en presencia de 
β-sitosterol a una concentración de 0,3 mg/L ( Mortalidad a las 24 h;  
Mortalidad a las 48 h). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grafico 2 . Bioensayo de toxicidad aguda utilizando D. magna en presencia de 
β-sitosterol a una concentración de 1,0 mg/L. ( Mortalidad a las 24 h;  
Mortalidad a las 48 h). 
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Grafico 3 . Bioensayo de toxicidad aguda utilizando D. magna en presencia de 
β-sitosterol a una concentración de 0,3 mg/L. ( Mortalidad a las 24 h;  
Mortalidad a las 48 h). 
 
   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grafico 4 . Bioensayo de toxicidad aguda utilizando D. magna en presencia de 
β-sitosterol a una concentración de 0.3 mg/L. ( Mortalidad a las 24 h;  
Mortalidad a las 48 h). 
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Grafico 5 . Bioensayo de toxicidad aguda utilizando D. magna en presencia de 
β-sitosterol a una concentración de 0.3 mg/L. ( Mortalidad a las 24 h;  
Mortalidad a las 48 h). Se realizaron en frascos chicos  (30 ml). 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Grafico 6 . Bioensayo de toxicidad aguda utilizando D. magna en presencia de 
β-sitosterol a una concentración de 0.1 mg/L. ( Mortalidad a las 24 h;  
Mortalidad a las 48 h). Se realizaron en frascos chicos  (30 ml). 
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Grafico 7 . Bioensayo de toxicidad aguda utilizando D. magna en presencia de 
β-sitosterol a una concentración de 0.3 mg/L. ( Mortalidad a las 24 h;  
Mortalidad a las 48 h). Se realizo una modificación en la manipulación de los 
organismos y  en frascos grandes  (70 ml). 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grafico 8 . Bioensayo de toxicidad aguda utilizando D. magna en presencia de 
β-sitosterol a una concentración de 0.1 mg/L. ( Mortalidad a las 24 h;  
Mortalidad a las 48 h). Se realizo una modificación en la manipulación de los 
organismos y en frascos grandes  (70 ml). 
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Grafico 9 . Bioensayo de toxicidad aguda utilizando D. magna en presencia de 
β-sitosterol a una concentración de 0.05 mg/L. ( Mortalidad a las 24 h;  
Mortalidad a las 48 h).Se realizo una modificación en la manipulación de los 
organismos y en frascos pequeños  (30 ml). 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grafico 10 . Bioensayo de toxicidad aguda utilizando D. magna en presencia de 
β-sitosterol a una concentración de 0.01 mg/L. ( Mortalidad a las 24 h;  
Mortalidad a las 48 h). Se realizo una modificación en la manipulación de los 
organismos y en frascos pequeños  (30 ml). 
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Grafico 11 . Bioensayo de toxicidad aguda utilizando D. magna en presencia de 
β-sitosterol a una concentración de 0.5 mg/L. ( Mortalidad a las 24 h;  
Mortalidad a las 48 h). Se realizo una modificación en la manipulación de los 
organismos y  frascos pequeños  (30 ml). 
 

 

Por lo anterior expuesto, se dejo en evidencia que los factores; manipulación 

de organismos, sonicazión, lavado de frascos, tamaño y forma de viales, no 

fueron las causas de la mortalidad excesiva de los bioensayos. Un último 

procedimiento para evaluar la alteración de mortalidad, fue el aumento de 

volumen de la solución inicial de 100 mL a 500 mL, para poder descartar que el 

compuesto no estuviera bien solubilizado. Los resultados de los bioensayos 

realizados dentro de un rango de concentraciones entre 0.03125 hasta 32 

mg/L, no mostraron mortalidad a las 24 h y 48 h del test. De lo cual se concluye 

que el factor determinante en la mortalidad de los organismos, fue el volumen 

en el cual se estaba solubilizando el compuesto. 

 

De acuerdo a esto, no se encontró mortalidad (LC50) en el rango indicado 

anteriormente para el compuesto β-sitosterol, determinando que las 

concentraciones a utilizar en los bioensayos crónicos serán determinadas por 

literatura adecuada al tema. 
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Grafico 12 . Bioensayo de toxicidad aguda utilizando D. magna en presencia de 
β-sitosterol a una concentración de 32 mg/L. ( Mortalidad a las 24 h;  
Mortalidad a las 48 h). 
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