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Resumen 

 

Un disruptor endocrino (DE) es un compuesto químico o mezcla de 

compuestos capaz de alterar la estructura o función del sistema endocrino 

y causar efectos adversos. Estos compuestos se han encontrado en el aire,  

efluentes de agua y suelos agrícolas, siendo una de sus principales 

fuentes los biosólidos generados en las plantas de tratamiento de aguas 

servidas, los cuales son utilizados como enmienda en agricultura debido a 

su alto contenido de materia orgánica. 

 

Debido a que estos DE no son eliminados completamente por los 

tratamientos de aguas servidas, es importante conocer los efectos que 

estos pueden causar en organismos que se encuentren altamente 

expuestos, tales como invertebrados y plantas. Es por esto que se han 

seleccionado tres compuestos con capacidad de DE y se ha planteado la 

hipótesis: “La toxicidad de los disruptores endocrinos 17α-etinilestradiol 

(EE2), Bisfenol A (BPA) y Triclosán (TCS) presentes en un biosólido 

generado en una planta de tratamiento de aguas servidas, se puede 

determinar a través de la germinación y desarrollo de plántulas de 

lechuga (Lactuca sativa), y su bioacumulación en lombrices (Eisenia 

fetida).” 

 

El objetivo general de este trabajo fue evaluar el efecto tóxico de los 

disruptores endocrinos EE2, BPA y TCS en lechuga y lombrices, y 
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determinar su bioacumulación en lombrices. Para el primer punto se 

considera como criterio de toxicidad el índice de germinación (IG), para 

lo cual se realiza un ensayo de germinación de semillas de lechuga en 

presencia de biosólido con una tasa de aplicación de 0 y 90 Mg/ha, y 

enriquecido con BPA (52mg/kg), TCS (40mg/kg) y EE2 (0,6mg/kg), por 

separado. Este ensayo dio como resultado que enriquecer con BPA el 

biosólido afecta en la germinación, disminuyendo el número de semillas 

que germinan, y entregando un IG del 40 ± 27%, implicando una 

condición fitotóxica. 

 

En cuanto a las lombrices, se realizó un estudio previo para adecuar la 

tasa de aplicación de biosólido, estableciéndose ésta en 30 Mg/ha, ya que 

se encuentra fuera del rango en que puede afectar a las lombrices, con 

una LC50 de 67,5 Mg/ha. El ensayo de lombrices constó de una 

exposición de éstas por 14 días a suelo tratado con biosólido en las 

mismas condiciones que el ensayo de germinación, a las que se controló 

su peso los días 0, 7 y 14. En este ensayo tanto la adición de EE2 como el 

tratamiento con acetona mostraron un efecto de estancamiento del 

aumento de peso. 

 

Finalmente, la acumulación de los DE se determinó por medio de 

cromatografía de gases acoplado a espectrometría de masas (GC-MS) 

con lo cual se obtuvo que tanto el BPA como el TCS se acumulan en 

lombrices mientras que el EE2 no pudo ser detectado. 
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En conclusión, los bioensayos de germinación de semillas y los 

bioensayos con lombrices permiten determinar la toxicidad de los DE, 

mientras que su acumulación puede ser considerada como un 

complemento de dicha detreminación. 
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“Toxicity Evaluation of three Endocrine Disruptors 

through Bioassays with Lactuca sativa and Eisenia 

fetida on a biosolid-amended soil” 

 

Summary 

 

An endocrine disruptor (ED) is a chemical compound or a mixture of 

them that can disrupt the endocrine system function and cause adverse 

effects. These compounds can be found at air, water effluents and 

agricultural soils, being one of their main sources the biosolids originated 

from the wastewater treatment plants, which are used as an amendment 

due to its high content of organic matter. 

 

Because these EDs are not removed by the wastewater treatment plants, 

it is important to know the effects that they can cause on highly exposed 

organisms, like plants and invertebrates. As hypothesis, it is proposed 

that the toxicity of the endocrine disruptors 17α-ethinylestradiol (EE2), 

Bisphenol A (BPA) and Triclosan (TCS) present in a biosolid generated 

in a wastewater treatment plant, can be determinate by the germination 

and development of lettuce (Lactuca sativa) seedling, and the 

bioaccumulation on earthworms (Eisenia fetida).   
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The general aim of the present study is to evaluate the toxic effect of the 

endocrine disruptors EE2, BPA and TCS on lettuce and earthworms, and 

determinate its bioaccumulation on earthworms.  

 

For the first, it is considered the germination index (GI) as a toxicity 

criterion, for which a germination test is carried out where the soil were 

treated with two biosolid rates (0 and 90 Mg/ha), and other treatments 

with biosolid separately amended with BPA (52mg/kg), TCS (40mg/kg) 

and EE2 (0,6mg/kg). This assay concludes that a treatment of the 

biosolid with BPA can affect the germination decreasing the number of 

seeds that germinate and with a GI of 40 ± 27%, indicating phytotoxicity. 

 

As for the earthworms, a preliminary test was carried out to adequate the 

biosolid application rate, settling on 30 Mg/ha, because it was out of 

range of the determinate LC50 (67,5 Mg/ha). The earthworm assay consist 

of exposing them for fourteen days to a substrate with the same 

conditions of the germination assay, controlling the weight at the 

beginning, middle and final point of the test. This assay shows that the 

application of EE2 and acetone have a negative effect on the weight of 

earthworms, stopping its weight increase at the end of the assay. 

 

Finally, the bioaccumulation of the EDs was determinate by gas 

chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS). The assay 
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shows the accumulation of BPA and TCS on earthworm, while EE2 

couldn´t be detected. 

 

In conclusion, seed germination and earthworm bioassays can be used to 

determine the toxicity of EDs, while their accumulation can be 

considered as a complement to said determination. 
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1.- Introducción 

 

1.1.- Disruptores endocrinos 

Un disruptor endocrino (DE) es un compuesto químico o mezcla de 

compuestos capaces de alterar la estructura o función del sistema 

endocrino y causar efectos adversos a nivel de organismo, su progenie, 

las poblaciones, o sub-poblaciones de organismos, basado en principios 

científicos, información, peso de la evidencia y el principio de 

precaución [IUPAC, 2003]. Estos compuestos pueden interferir en la 

síntesis, transporte y metabolismo de hormonas y tienen la capacidad de 

unirse a receptores de hormonas tales como receptores nucleares, 

receptores de hormonas esteroidales no nucleares y receptores no 

esteroidales [Diamanti-Kandarakis et al., 2009], o afectar otros 

mecanismos tales como vías enzimáticas, co-activadores 

transcripcionales y modificaciones epigenéticas [Anway y Skinner, 2008; 

Matthews et al., 2001; Moral et al., 2008; Novo et al., 2018]. El origen de 

los DE puede ser natural o, en su mayoría, sintético [Metzler y Pfeiffer, 

2001]. Debido a ello, pueden llegar al medio ambiente a través de 

distintas fuentes, tales como: la aplicación de pesticidas, químicos 

industriales liberados no intencionalmente debido a su volatilidad o por 

mala manipulación de sus desechos, hormonas naturales secretadas por 

organismos que ingresan directamente a compartimientos del medio 

ambiente [IUPAC, 2003], la combustión incompleta de combustibles 

fósiles y biomasa, emisión de gases vehiculares, combustión de biomasa 
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en zonas rurales para cocina o calor, humo de cigarrillos [Zhang et 

al.,2016], efluentes de hospitales y actividades humanas [Ying et al., 

2002]. Una de las fuentes más importantes de DE son los efluentes de las 

plantas de tratamiento de aguas servidas, debido a que las instalaciones 

de las distintas etapas no son capaces de eliminar por completo estos 

compuestos [Aris et al., 2014; Bedoux et al., 2012; Bertin et al., 2009; 

Careghini et al., 2015; Gültekin e Ince, 2007; Hecker y Hollert, 2011; 

Markman et al., 2007; Zenker et al., 2014] y la aplicación de lodos y 

biosólidos [Kinney et al., 2008 y 2012; Singh y Agrawal, 2008; Zhang et 

al., 2015]. 

 

1.1.1.- Bisfenol A 

El Bisfenol A (BPA) (2,2-bis(4-hidroxifenil)propano) es un compuesto 

orgánico con dos grupos fenol (Figura 1), cuyas propiedades físico-

químicas se muestran en la Tabla 1. El BPA se ha descrito como 

“xenoestrógeno” [Ferrara et al., 2006; PubChem, 

www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov; Witorsch, 2002] utilizado como 

intermediario en la producción de plástico de policarbonato y resinas 

epóxicas y de poliéster-estireno insaturado, retardantes de fuego, 

funguicidas, antioxidantes, así como aditivo en tubos de PVC, tubos 

médicos, sellantes dentales, juguetes, tuberías de agua, contenedores de 

alimentos en conserva, botellas de refrescos y agua mineral [Al-Hiyasat 

et al., 2002; Bhandari et al., 2014;Careghini et al., 2015; Ferrara et al., 

2006; Gültekin e Ince, 2007; Juan-Garcia et al.,2015; Matthews et al., 

http://www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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2001;Oehlmann et al., 2009; Rubin, 2011,Welshons et al., 2006; Zhang 

et al., 2015]. 

 

  

 

 

 

 

Su producción ha ido en aumento en las últimas dos décadas, alcanzando 

así cantidades que van de 2,5 a 6,8 millones de toneladas entre 2002 y 

2013 [Bhandari et al., 2014; Careghini et al., 2015; Flint et al., 2012; 

Oehlmann et al., 2009; Welshons et al., 2006; Zhang et al., 2015] con 

expectativas de alcanzar una producción de 7,3-9,1 millones de toneladas 

para el año 2020 [Bhandari et al., 2014; GIA,www.strategyr.com]. 

 

 

 

 

 

Propiedad físico-química Valor 

Peso molecular (PM) 228,29 g/mol 

pKa 9,60 

Log Kow 3,32 

Solubilidad en agua 120 mg/L 

Figura1.-Estructura del Bisfenol A (BPA) 

Tabla 1.- Propiedades físico-químicas de BPA 

http://www.strategyr.com/
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El BPA se considera ubicuo en el medio ambiente, dado a que se puede 

encontrar en aguas superficiales, agua subterránea, suelos y sedimentos. 

Su ingreso a estos compartimentos se debe a descargas puntuales tales 

como residuos industriales, lixiviados de vertederos, fosas sépticas, aguas 

servidas y desechos plásticos sólidos. Sin embargo, las principales 

fuentes de BPA son los efluentes de las plantas de tratamientos de aguas 

residuales municipales y los biosólidos [Al-Hiyasat et al., 2002; Bhandari 

et al., 2014; Careghini et al., 2015; Ferrara et al., 2006; Flint et al., 2012; 

Gültekin e Ince, 2007; Oehlmann et al., 2009; Plahuta et al., 2015; Zhang 

et al., 2015].  

 

Dada su presencia en el medio ambiente se ha investigado su mecanismo 

de acción en animales y líneas celulares, enfocándose principalmente en 

su relación con el receptor de estrógeno (Estrogen Receptor, ER). El 

BPA tiene una menor afinidad por el ER que el estradiol, sin embargo 

son igual de eficaces en activar la señalización de receptores no nucleares 

de estrógeno [Bhandari et al., 2014; USEPA(a), www.epa.gov]. A pesar 

de que se ha considerado como un agonista del ER, también puede 

ejercer una acción antagónica en algunos tejidos, como cerebro y útero 

[Bhandari et al., 2014]. Dada la evidencia existente sobre los efectos del 

BPA se ha determinado su capacidad de generar respuestas a muy baja 

concentración [Rubin, 2011; Welshons et al., 2006]. 

Se ha considerado que para aguas superficiales la concentración de 12 

μg/L de BPA corresponde a un nivel medioambientalmente relevante 
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[Flint et al., 2012]. Bajo este “umbral”, se han visto efectos de BPA en 

distintos modelos animales: En peces (Danio rerio, Pimephales 

promelas), la exposición a BPA es capaz de alterar la reproducción, por 

medio de la supresión de la expresión de aromatasa (23 – 2280 ng/L 

BPA), reducción de la calidad del esperma y el ratio de ovulación (1,75 

μg/L BPA) e inducción de vitelogenina (VTG) en individuos del sexo 

masculino (40 – 160 μg/L BPA) [Bhandari et al., 2014; Flint et al., 2012; 

Oehlmann et al., 2009]. 

 

 En anfibios (Silurana tropicalis, Xenopus laevis) se han estudiado los 

efectos del BPA en tiroides debido al control que ésta ejerce sobre la 

metamorfosis. El BPA actúa como un antagonista del receptor de 

hormona tiroidea (TR) (2,28 – 22,8 μg/L BPA)[Flint et al., 2012; Rubin, 

2011; Welshons et al., 2006], además se establece una tendencia de 

feminización en renacuajos expuestos [Bhandari et al., 2014; Flint et al., 

2012] y acumulación del mRNA de VTG en ranas macho adultas (22,8 

μg/L BPA) [Flint et al., 2012; Oehlmann et al., 2009]. 

 

En reptiles (Caiman latirostris) se ha visto que en huevos expuestos a 

altas concentraciones de BPA (9 mg/huevo) se produce un cambio en la 

determinación del sexo, el cual depende de la temperatura, pasando de 

masculino a femenino [Bhandari et al., 2014; Flint et al., 2012].  

Así mismo, en huevos de aves (Gallus domesticus) se ha observado un 

incremento de la mortalidad de embriones, así como la feminización de 
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embriones masculinos en presencia de una sola dosis de BPA (200 μg/g 

huevo) [Flint et al., 2012].  

 

En cuanto a mamíferos, ratones expuestos a una dieta en presencia de 

BPA (200 – 800 mg/kg/día) muestran un aumento en el peso del útero 

[Matthews et al., 2001], mientras que en machos se produce una 

disminución de la vesícula seminal (25 ng/kg), disminución del 

contenido de esperma testicular (25 – 100 ng/kg) y reducción de la 

eficiencia de producción de esperma (25 – 100 ng/kg) [Al-Hiyasat et al., 

2002]. El BPA es capaz de producir modificaciones epigenéticas en el 

ADN, tales como la disminución de la metilación en sitios citosina-

guanina (CpG) en la región promotora del gen Avy asociado al color 

amarillo del pelaje de ratones, así como aumentar la metilación de un 

cluster citosina-guanina (CG) del gen de la fosfodiesterasa tipo 4 variante 

4 (PDE4D4), asociada a la degradación de cAMP y con la proliferación 

de células cancerosas [Rubin, 2011]. 

 

1.1.2.- 17α-Etinilestradiol 

El 17α-etinilestradiol (EE2) (19-nor-17α-pregna-1,3,5(10)-trien-20-in-

3,17-diol) es un compuesto sintético (Figura 2), derivado de la hormona 

natural estradiol (E2) [Aris et al., 2014]. Sus propiedades físico-químicas 

se muestran en la Tabla 2. 

 Uno de los principales usos del EE2 es en la formulación de píldoras 

anticonceptivas [Arcand-Hoy et al., 1998; Aris et al., 2014; Kuster et al., 
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2005; Meina et al., 2013; MINSAL, 2018; Moriyama et al., 2004; Ying et 

al., 2002], cuyo contenido varía entre los 20 y 50 μg [Kuster et al., 2005]. 

En Chile, la dosis de etinilestradiol en las píldoras anticonceptivas es 

regulada por el Ministerio de Salud, siendo estas de 30, 20 y 15 μg 

[MINSAL, 2018]. Se ha estimado que entre 2006 y 2008, 10,7 millones 

de mujeres entre los 15 y 44 años han utilizado el EE2 como 

anticonceptivo oral [Laurenson et al., 2014] 

 

 

 

 

Otros usos que se le ha dado al EE2 y otros estrógenos comprenden la 

terapia de reemplazo hormonal, promotores de crecimiento, tratamiento 

de cáncer de mama y de próstata, entre otros [Arcand-Hoy et al., 1998; 

Aris et al., 2014; Kuster et al., 2005; Ying et al., 2002]. 

 

 

 

 

 

Figura 2.- Estructura del 17α-etinilestradiol (EE2) 
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El compuesto estrogénico más común encontrado en el ambiente acuático 

es el EE2 [Meina et al., 2013], siendo la excreción humana su principal 

fuente de origen [Kuster et al., 2005; Meina et al., 2013; Ying et al., 

2002]. Se ha estimado que, en base a la cantidad de EE2 presente en 

píldoras anticonceptivas, la excreción diaria alcanza los 0,41 - 35 

μg/día/persona [Laurenson et al., 2014; Ying et al., 2002]. Las plantas de 

tratamiento de aguas servidas, no remueven completamente el EE2 [Aris 

et al., 2014; Meina et al., 2013], el cual parece ser estable en las 

condiciones aeróbicas del proceso de lodos activados [Ternes et al., 

1999]. Un estudio reveló que en la zona centro-sur de Chile, la 

concentración de EE2 en el efluente de las plantas de tratamiento de 

aguas servidas se encontraban entre los 0,38 a 30,56 ng/L [Bertin et al., 

2009], siendo éste un rango intermedio en comparación a los niveles 

encontrados en otros países (0,1 a 62 ng/L) [European Commission, 

2002] ya que depende principalmente de la ubicación y urbanización del 

lugar donde se realice el estudio. 

 

 

Propiedad físico-química Valor 

Peso molecular (PM) 296,40 g/mol 

pKa 10,33 

Log Kow 4,15 

Solubilidad en agua 4,8 mg/L 

Tabla 2.- Propiedades físico-químicas de EE2 
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Al igual que con el BPA, se ha investigado el comportamiento del EE2 

como disruptor endocrino, siendo éste enfocado inicialmente en su 

interacción con el ER, resultando en que el EE2 es un agonista del 

receptor, y posee una bioactividad similar al estradiol [USEPA(a), 

www.epa.gov]. 

 

Se han realizado estudios reproductivos multigeneracionales con el fin de 

ver efectos del EE2 tanto en ratas hembra como en machos, en cuanto a 

su capacidad como disruptor endocrino. En ratas Sprague-Dawley 

hembras, se ha visto que al estar expuestas a una concentración de 50 

μg/L de EE2se produce una reducción de la ganancia de peso a partir del 

día 14 post natal (14PND) en las primeras dos generaciones (F1 y F2); 

además de un aumento en la duración de su ciclo estral, consistente con 

la prolongación del estro (45% y 44% del ciclo en comparación con el 

29% y 23% en controles de F1 y F2, respectivamente) y diestro [Delclos 

et al., 2009]. Por otro lado, en ratas Wistar machos se encontró que la 

exposición entre el 22PND y 43PND con dosis de 1000 ng/mL de EE2 

produce una disminución del peso ganado en comparación con las ratas 

control [Vosges et al., 2008]. 

 

Debido a la presencia de EE2 en ambientes acuáticos, se han realizado 

una gran cantidad de estudios con el fin de estudiar la respuesta de 

distintos organismos acuáticos, tanto vertebrados como invertebrados, en 
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cuanto a su capacidad como potencial disruptor endocrino [European 

Commission, 2002], los cuales han mostrado que los peces son más 

sensibles ante los efectos adversos de EE2. 

 

1.1.3.- Triclosán 

El triclosán (TCS) (5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxi)fenol) (Figura 3) es un 

compuesto ampliamente usado como agente antibacteriano en una gran 

cantidad de productos de cuidado personal, tales como jabones, 

detergentes, pasta dental, desinfectantes y cosméticos, así como también 

en productos textiles, juguetes, utensilios de cocina y artículos médicos 

[Bedoux et al., 2012; Ying y Kookana, 2007]. Sin embargo, el TCS fue 

removido por la Unión Europea en 2010 para su uso en materiales que 

estén en contacto con alimentos [Bedoux et al., 2012]. Sus propiedades 

físico-químicas se muestran en la Tabla 3. 

 

 

 

Debido a su uso en artículos de aseo personal, el TCS puede llegar a las 

plantas de tratamiento de aguas servidas y por lo tanto, al efluente de 

estas plantas. Dependiendo de la ubicación, se han determinado distintas 

concentraciones de TCS en el efluente, las cuales van de los 10 ng/L 

Figura 3.- Estructura del Triclosán (TCS) 
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hasta los 5115 ng/L [Halden y Paull, 2005; Heidler y Halden, 2007; 

Kolpin et al., 2002; Lozano et al., 2013; Singer et al., 2002; Thompson et 

al., 2005; Ying y Kookana, 2007]. Estas determinaciones han sido 

importantes, ya que el efluente solo contiene alrededor del 10% del 

contenido de TCS que llega a la planta de tratamiento [Lozano et al., 

2013; Singer et al., 2002] mientras que los lodos activados y biosólidos 

retienen la mayor cantidad de TCS, alcanzando concentraciones de entre 

20000 y 55000 μg/kg [Heidler y Halden, 2007]. 

 

Propiedad físico-química Valor 

Peso molecular (PM) 289,54 g/mol 

pKa 7,90 

Log Kow 4,76 

Solubilidad en agua 10 mg/L 

 

Como se mencionó anteriormente, los biosólidos son capaces de retener 

el TCS, pero se ha visto que no tienen un efecto significativo en su 

degradación [Wu et al., 2009]. De este modo, se ha puesto atención en 

cuanto a su capacidad de actuar como disruptor endocrino. A diferencia 

del BPA y EE2, el TCS no presenta características de ser un agonista o 

antagonista del ER, ni es capaz de activarlo [USEPA(a)]. Por otro lado, 

se ha visto que sí es capaz de interactuar con el receptor de hormona 

tiroídea (TR). El TCS es capaz de afectar el desarrollo de renacuajos de 

rana Rana catesbeiana en concentraciones bajas (0,15±0,03 μg/L), 

Tabla 3.- Propiedades físico-químicas de TCS 
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provocando una perdida transciente de peso y alterando la expresión del 

mRNA del TRβ [Veldhoen et al., 2006]. 

A pesar de tener una baja concentración en agua, se ha visto que el TCS a 

esas concentraciones es capaz de alterar la densidad celular del 

fitoplancton Dunaliella tertiolecta, ya que a 4,9 μg/L se supera el 50% 

del efecto esperado, correspondiente a la disminución de la densidad 

celular [DeLorenzo y Fleming, 2008]. 

 

1.2.- Biosólidos 

Los biosólidos son subproductos del tratamiento de aguas servidas 

(Figura 4), con un alto contenido de materia orgánica y nutrientes. Una 

vez tratados y procesados, estos residuos pueden ser reciclados y 

aplicados como fertilizante para mejorar y mantener la productividad de 

suelos agrícolas [USEPA (b)]. Debido a la naturaleza heterogénea de los 

biosólidos producidos en distintas plantas de tratamiento de agua es 

necesario conocer su composición química previo a su utilización [Singh 

y Agrawal. 2008].  

 

La directiva europea sobre residuos ha introducido un cambio en la 

gestión de residuos, la cual considera la capacidad de continuar el ciclo 

de los materiales desde una perspectiva económica. De este modo, es 

importante considerar el uso benéfico de estos residuos orgánicos ricos 

en nutrientes en la agricultura, de modo alternativo al uso en rellenos 
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Alcantarillado 

Tratamientos 

Secado Digestión 

sanitarios y la incineración, permitiendo así el reciclaje de la materia 

orgánica y los nutrientes [Alvarenga et al., 2017]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2.1.- Uso y manejo de biosólidos en Chile 

En 2010 entró en vigencia en Chile el Reglamento para el Manejo de 

Lodos Generados en Plantas de Tratamiento de Aguas Servidas, siendo 

éstos clasificados en clase A, sin restricciones sanitarias para su 

aplicación al suelo; y clase B, aptos para la aplicación al suelo, con 

restricciones sanitarias de aplicación según tipo y localización de los 

suelos o cultivos [Decreto 4, 28 de Octubre de 2009], pero dentro de las 

Ciudad 

 

 

T1                   T2                T3 

 

Planta de tratamiento de aguas residuales 

Lodos Lodos 

Efluente 

• Incineración 

• Biosólidos 

• Rellenos 

Sanitarios 

Figura 4.- Esquema de sistema de tratamiento de aguas servidas domiciliarias. T1: 

Tratamientos primarios (Neutralización, Coagulación, Flotación, Sedimentación, 

Filtración). T2: Tratamientos secundarios (Lagunas aireadas, Lodos activados). T3: 

Tratamientos terciarios (Filtración selectiva, Ozonación, Adsorción a Carbón Activado). 

Tratamientos de lodos (Digestión, Filtración, Secado). 
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características requeridas para su aplicación solo se hace mención a su 

clasificación sanitaria (clase A o B), contenido total de metales pesados 

(Artículo 24° del mismo reglamento), el contenido de materia orgánica, 

contenido de humedad y conductividad eléctrica, sin hacer mención 

específica de la presencia de contaminantes orgánicos, como los 

disruptores endocrinos. De acuerdo al “Informe del estado del medio 

ambiente” de 2016, emitido por el Ministerio del Medio Ambiente, la 

generación total de lodos en el país para el año 2014 alcanzó las 492846 

toneladas. De esto, el 51% se dispusieron en rellenos sanitarios o 

monorrellenos, mientras que el 35% se destinaron a suelos, cubriendo 

una superficie de más de 1000 ha. De esta superficie, el 77% 

corresponden a plantaciones forestales, el 16% a praderas y el 7% se 

destinó a cereales [Ministerio del Medio Ambiente, Gobierno de Chile, 

2016]. 

 

1.3.- Modelos de Estudio 

1.3.1.- Problemática asociada a los modelos de estudio 

Cada vez toma más relevancia la presencia de compuestos con capacidad 

de tener efectos de disruptores endocrinos presentes en agua y suelo, lo 

cual ha generado un aumento en la demanda de ensayos biológicos para 

corroborar estos efectos. Por ejemplo, someter una sola sustancia química 

a la batería completa de pruebas de nivel 1 (sólo para determinar su 

capacidad como disruptor endocrino) establecida por la USEPA 

requeriría aproximadamente 130 ratas, 30 renacuajos/ranas y 60 peces. 
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Para el total de compuestos químicos de los que se ha considerado su 

potencial acción como disruptores endocrinos (aproximadamente 80000), 

se requeriría el sacrificio de millones de animales, lo cual representa un 

problema tanto ético como económico [Hecker y Hollert, 2011]. Otros 

modelos comprenden sistemas altamente simplificados o artificiales, lo 

que no representa la complejidad de un organismo con sus rutas de 

regulación, comunicación entre vías biológicas, metabolismo, etc. 

[Hecker y Hollert, 2011]. 

 

De este modo, cada vez toma más peso el estudio de los efectos de estos 

disruptores endocrinos sobre otro tipo de organismos, tales como las 

plantas, principalmente aquellas de uso agrícola como el tomate 

(Lycopersicon esculentum), la lechuga (Lactuca sativa), habas (Vicia 

faba), trigo (Triticum sp.), etc. [Ahumada et al.,2014; Amorim et al., 

2010; Cantarero et al., 2017; Ferrara et al., 2006; Jachero et al., 2015; 

Kinney et al., 2012; Pannu et al., 2012]. 

 

Alrededor del 95% de las especies conocidas del reino animal son 

invertebrados, y los estudios relativos a efectos de disruptores endocrinos 

han ido aumentando ya que ellos poseen un papel importante en las 

cadenas tróficas de prácticamente todos los ecosistemas [Hecker y 

Hollert, 2011]. Éstos han sido importantes tanto para los efectos en 

ambientes acuáticos, cuyo modelo ha sido Daphnia magna [Hutchinson, 
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2002; Zou y Fingerman, 1997], como para ambientes terrestres, cuyos 

modelos han sido las lombrices [Kinney et al., 2012]. 

 

1.3.2.- Germinación de Semillas 

La germinación, en el sentido estricto de la palabra, corresponde a los 

procesos que suceden dentro de la semilla “antes” de la emergencia de la 

radícula [Nonogaki, 2006]. Generalmente se habla de germinación 

cuando ya se ha establecido la plántula. La semilla se define como un 

óvulo maduro, la cual contiene al embrión y el endosperma, y se 

encuentra cubierta por una capa llamada testa. En algunas especies, el 

endosperma no se encuentra, o se encuentra en pequeña cantidad (no 

endospérmicas), las cuales se denominan de tipo V, como la lechuga 

[Nonogaki, 2006]. En ellas, la mayoría del endospermo es digerido 

durante las etapas de desarrollo. Los procesos de la germinación, así 

como otros procesos posteriores son regulados por compuesto químicos 

denominados fitohormonas, las cuales actúan en forma conjunta, y su rol 

dependerá del tejido en el que se produce un efecto [Nonogaki, 2006]. De 

forma basal, las semillas se encuentran en un estado de dormancia, dado 

principalmente por efecto del ácido abscísico (ABA), cuya estructura se 

ve representada en la Figura 5. Las semillas pueden ser sacadas de este 

estado por medio de la activación del fitocromo, el cual responde a un 

estímulo lumínico. Por otro lado, la síntesis de ácido giberélico (GA) por 

parte de la enzima GA 3β hidroxilasa, inhibe la acción de ABA y 



 

17 
 

promueve el potencial de crecimiento del embrión [Nonogaki, 2006].. La 

estructura del GA se muestra en la Figura 6. 

 

Otro proceso importante es la degradación de los polisacáridos presentes 

en la testa, lo cual genera el debilitamiento de la pared celular. Ambos 

procesos deben ocurrir para que la radícula pueda emerger [Nonogaki, 

2006]. 

 

 

 

1.3.3.- Lombrices 

Las lombrices han sido clasificadas en el filo Annelida o Annélidos 

(“pequeño anillo”). El cuerpo de la lombriz se encuentra segmentado, 

alcanzando los 100 a 150 segmentos. Las partes segmentadas del cuerpo 

proveen importantes funciones estructurales, ya que cada uno posee 

músculos y cerdas llamadas “setae”, las cuales le ayudan a controlar su 

movimiento [Environmental Technology Centre, 2004]. 

 

Su sistema digestivo está dividido en regiones, correspondientes a 

faringe, esófago, crop, intestino y gizzard. A medida que el suelo 

Figura 5.- Estructura del Ácido Abscísico (ABA) Figura 6.- Estructura del Ácido Giberélico (GA) 
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ingerido pasa a través del esófago, se libera carbonato de calcio desde las 

glándulas calciferosas, con el fin de eliminar el exceso de calcio en la 

lombriz. Además de suelo, las lombrices comen piedras pequeñas que 

mantienen en el gizzard, las cuales le ayudan a moler completamente el 

alimento. En el intestino se secretan enzimas que ayudan a digerir el resto 

del alimento para que los nutrientes puedan ser absorbidos y distribuidos 

al resto del cuerpo [Laverack, 1963]. 

 

Su sistema circulatorio es cerrado. Poseen tres vasos principales, el “arco 

aórtico”, y los vasos dorsal y ventral. El arco aórtico funciona como un 

corazón, formado por 5 pares de arcos que bombean sangre a los vasos 

dorsales, responsable de llevar la sangre hacia el frente de la lombriz; y 

ventrales, responsable de llevar la sangre al extremo posterior de la 

lombriz [Laverack, 1963]. 

 

Las lombrices no poseen pulmones, por lo que respiran a través de su 

piel. El O2 y el CO2 atraviesan la piel por difusión, por lo que ésta se 

debe mantener húmeda [Laverack, 1963].  

 

Son hermafroditas, donde cada una posee los órganos sexuales 

masculinos y femeninos. Estos se ubican en el clitelo (entre los 

segmentos 24-32). Alcanzan la madurez sexual a los 52 días, siendo 

capaces de producir hasta 2 cocoons (Figura 7) cada 3 a 4 días, donde 
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cada uno puede llevar hasta 6 crías [Environmental Technology Centre, 

2004]. 

 

 

 

Poseen un sistema nervioso conformado por un ganglio cerebral, un 

ganglio sub-esofágico y un cordón nervioso ventral. Su función se asocia 

al movimiento muscular, sensor de luz y poseen una actividad 

neurosecretora de hormonas. Éstas están asociadas a funciones cíclicas 

como la reproducción, migración de pigmentos y el desarrollo de 

caracteres sexuales secundarios. El ganglio cerebral se encarga de regular 

el ciclo reproductivo mediante las células “a” y el desarrollo de tejido 

nuevo luego de sufrir daño mediante las células “b”. El ganglio sub-

esofágico también participa en la regeneración, pero por medio de las 

Figura 7.-Cocoon de lombrices rojas (Eisenia fetida). Cría saliendo de un cocoon 

(a). Extrapolación del tamaño de un cocoon (b). 

(a) (b) 
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células “u”. El cordón nervioso ventral modula la postura de huevos, en 

conjunto con el ganglio cerebral [Laverack, 1963]. 

 

1.4.-Planteamiento del problema 

En cuanto a los antecedentes presentados, los estudios de efectos y 

toxicidad de los DE se enfocan principalmente en el ambiente acuático, 

correspondiente a los sitios de descarga de efluentes de las plantas de 

tratamiento de aguas servidas. Debido a que éstos compuestos también 

son retenidos por los biosólidos, pueden llegar a los suelos de uso 

agrícola, pudiendo generar efectos en los sitios de su aplicación. Es por 

esto que es crucial realizar estudios en modelos que se encuentren en 

estos suelos, tales como invertebrados terrestres y plantas de cultivo 

agrícola, y así poder determinar los efectos que pueden tener los DE 

provenientes de los biosólidos que han sido aplicados en suelo.  
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2.- Hipótesis 

 

La toxicidad de los disruptores endocrinos 17α-etinilestradiol (EE2), 

Bisfenol A (BPA) y Triclosán (TCS) presentes en un biosólido generado 

en una planta de tratamiento de aguas servidas, se puede determinar a 

través de la germinación y desarrollo de plántulas de lechuga (Lactuca 

sativa), y su bioacumulación en lombrices (Eisenia fetida). 
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3.- Objetivos 

 

3.1.- Objetivo General 

Evaluar el efecto tóxico de los disruptores endocrinos EE2, BPA y TCS 

en lechuga (Lactuca sativa) y lombrices (Eisenia fetida), y determinar la 

bioacumulación de estos compuestos a través de bioensayos con 

lombrices. 

 

3.2.- Objetivos específicos 

• Evaluar los efectos de EE2, BPA y TCS presentes en el biosólido 

aplicado a los suelos, en la germinación y desarrollo de plántulas de 

lechuga. 

• Evaluar la toxicidad de EE2, BPA y TCS presentes en el biosólido 

aplicado a los suelos, a través de un bioensayo con lombrices. 

• Determinar la bioacumulación de EE2, BPA y TCS presentes en el 

biosólido aplicado a los suelos, en lombrices. 
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4.- Materiales y métodos 

 

4.1.- Reactivos 

• Acetato de etilo, Acetonitrilo, Acetona, Metanol grado HPLC, 

Merck (Darmstadt, Alemania). 

• Agente derivatizante N-Metil-N-(trimetilsilil)-trifluoroacetamida 

(MSTFA), Sigma Aldrich (Nilwaukee, Wi, USA). 

• Piridina, Merck. 

• Nitrógeno extrapuro 99,995%, Linde (Santiago, Chile). 

• Sulfato de sodio anhidro (99%), Merck. 

• Florisil®(60-100 mesh) y C18 (70-230 mesh), Sigma Aldrich. 

 

4.2.- Estándares 

• Bisfenol A, 17 α-etinilestradiol, Triclosán y PCB 77, Dr 

Ehrenstorfer GmbH (Ausburg, Alemania). 

 

4.3.- Materiales 

• Recipientes de vidrio de 11,5 cm de profundidad. 

• Frascos de 500 mL. 

• Placas de Petri de 90 mm de diámetro. 

• Papel milimetrado. 

• Cartuchos OASIS HLB Waters de 3cc. 

• Tubos de vidrio de 2, 10 y 30 mL. 
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4.4.- Modelos de estudio 

• Semillas de lechuga (Lactuca sativa). 

• Lombrices rojas (Eisenia fetida). 

 

4.5.- Instrumentos y Aparatos 

• Cámara de incubación VWRtm. 

• Medidor de pH Microprocessor pH Meter pH 537 WTW. 

• Balanza analítica Swiss Quality 124 A. 

• Balanza Granataria PJ precisa junior 5000. 

• Estufa WTB Binder. 

• Liofilizador BenchTop Pro with OmnitronicstmVirtis SP Scientific. 

• Bomba de vacío œrlikon leybold vacuum Trivac D2,5E. 

• Estabilizador electrónico de tensión, Fernández Fica. 

• Timer Complete Digital T-Digi01. 

• Manifold para SPE SUPELCO visipred. 

• Rotavapor Heidolf HB Digital. 

• Vórtex Sci Logex MX-S. 

• Equipo de cromatografía de gases Thermo Fisher con detector de 

espectro de masas con analizador cuadrupolo, ISQTM e inyector 

SSL. 
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4.6.- Suelo y Biosólido 

La muestra de suelo corresponde a la serie Chicauma y se obtuvo del 

horizonte superficial entre 0 y 20 cm de profundidad. La muestra de 

suelo se secó al aire y se tamizó a un tamaño de 2 mm. El biosólido se 

recolectó de una planta de tratamiento de aguas servidas de la Región 

Metropolitana (Junio, 2015), el cual se secó al aire y se tamizó a 2 mm. 

Tanto la caracterización fisicoquímica como la determinación de metales 

pesados y la presencia de disruptores endocrinos en suelo y biosólido se 

realizaron como parte de la tesis de la Química Ambiental Paulina 

Gómez Santander [Gómez, 2016], las cuales se detallan en las Tablas 4, 

5 y 6. 

 

 

 

Sustrato Suelo Chicauma Biosólido 

pH 6,44 8,72 

Conductividad a 25 °C (dS/m) 0,10 4,43 

Carbono orgánico (%) 1,93 43,01 

Materia orgánica (%) 3,33 - 

Nitrógeno total (%) 0,25 0,52 

Capacidad de intercambio catiónico (cmol/kg) 12,5 47,8 

Factor de humedad 1,01 1,12 

Densidad aparente (g/mL) 1,22 - 

Capacidad de Campo (%) 8,7 - 

Textura Arenosa - 

 

Tabla 4.- Características físicas y químicas del suelo y biosólido. 
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Metal (mg/kg) Suelo Chicauma 

Concentración (mg/kg) 

Biosólido 

Concentración (mg/kg) 

Cu 130±4 653±17 

Zn 111±8 1546±48 

Pb 20,9±0,6 45±2 

Ni 33,5±0,2 85±4 

Cr 35,5±0,5 243±7 

Cd n.d 2,68±0,06 

 

 

 

Disruptor Endocrino (mg/kg) Biosólido 

BPA 13±3 

EE2 0,150±0,006 

TCS 10 

 

4.6.1.-Enriquecimiento de biosólido 

Se enriquecieron 30 gramos de biosólido por separado, con 52mg/kg de 

BPA, 40 mg/kg de TCS y 0,6 mg/kg de EE2. Tanto las soluciones de 

BPA como TCS se prepararon con 20 mL de acetona, mientras que la 

solución de EE2 se preparó en 20 mL de metanol. Estas se añadieron al 

biosólido en un balón de 250 mL. Las mezclas se homogeneizaron por 

agitación durante 24 horas a temperatura ambiente y se cubrieron con una 

lámina de aluminio para evitar la fotodegradación de los compuestos 

Tabla 5.- Metales pesados en suelo y biosólido. 

Tabla 6.-Disruptores endocrinos en biosólido. 
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(Figura 8). Por otro lado, se prepararon mezclas del biosólido solo con 

los solventes (20 mL de acetona y 20 mL de metanol), las cuales se 

homogeneizaron en las mismas condiciones descritas previamente. 

 

 

 

 

4.7.- Ensayo de germinación de semillas de lechuga 

4.7.1.-Preparación de suelo 

En bolsas de polietileno se prepararon, en triplicado, mezclas de 20 

gramos conformadas por suelo de la serie Chicauma a un 70% de 

humedad de campo y biosólido enriquecido en las cantidades necesarias 

para obtener una tasa de aplicación de 90Mg/ha (19,2 g de suelo y 0,8 g 

de biosólido). Por otro lado se preparó, en triplicado, una mezcla de suelo 

con biosólido sin enriquecer como blanco. Estas mezclas se pusieron en 

una incubadora por 7 días a 25±2°C en oscuridad. 

Figura 8.- Montaje de enriquecimiento de biosólido en un rotavapor. 
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IG =  G  *  L  * 100 

  G
t
 * L

t
 

 

4.7.2.-Germinación de semillas de lechuga 

Para cada mezcla preparada en el punto anterior se prepararon placas de 

Petri de 100 mm de diámetro con un disco de papel filtro Whatman™ 

N°1 de 90 mm de diámetro, el cual se humedeció con 5 mL de un 

extracto 1:10 w/v preparado con las mezclas descritas previamente y 

agua destilada. En cada una de las placas se posicionaron10 semillas de 

lechuga (IMPORAGRO®). Cada placa se selló con Parafilm® y son 

puestas en bolsas de polietileno para evitar pérdida de humedad. Estas se 

dejaron incubando por 5 días a 22±2°C en una incubadora, en oscuridad. 

Como testigo, se utilizó agua destilada para proceder con el ensayo de 

germinación. 

 

4.7.3.-Mediciones del ensayo de germinación 

Una vez concluido el período de incubación de las semillas de lechuga, 

se procedió a contar la cantidad de semillas que germinaron y, con ayuda 

de una hoja de papel milimetrado, se midió la longitud de la radícula y el 

hipocotilo de cada plántula. Utilizando los datos obtenidos de cada 

tratamiento y del testigo, se procede a calcular un índice de germinación 

de acuerdo a la ecuación: 
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En donde IG es el índice de germinación, G y Gt son el promedio de 

semillas que germinan en la condición de ensayo y el testigo, 

respectivamente, y L y Lt son el promedio de la longitud de la raíz de las 

plántulas de lechuga en la condición de ensayo y el testigo, 

respectivamente [Castillo, 2004]. 

 

4.8.-Ensayo de toxicidad aguda en lombrices y LC50 de biosólido en 

lombrices 

4.8.1.-Aclimatación de lombrices 

El sustrato utilizado para la aclimatación de las lombrices correspondió al 

suelo Chicauma. Se prepararon 2 recipientes de vidrio de 11,5 cm de 

profundidad con 3.177,97 g y 3.221,99 g de sustrato, los cuales se 

humedecieron con agua destilada hasta un 70% de humedad de campo y 

cubiertos con una alusa plástica perforada. Estos recipientes se incubaron 

a temperatura ambiente y se expusieron a períodos de 12 horas de 

luz/oscuridad por 14 días, con el fin de controlar el pH y temperatura del 

sustrato. 

Posteriormente se añadieron 200 lombrices a cada recipiente. Para su 

alimentación, se usaron pellets de alfalfa deshidratada (Figura 9), la cual 

se preparó con agua destilada y fue incubada por una semana antes de su 

aplicación al sustrato. Por otro lado, se preparó un suplemento 

correspondiente a restos de materia vegetal (cáscaras de papa y 

zanahoria, Figura 9), los cuales son cocinados y “añejados” por una 



 

30 
 

semana antes de su aplicación al sustrato, esto con el fin de mantener la 

salud de las lombrices. Ambas preparaciones se añadieron al sustrato una 

vez a la semana, luego de la remoción de los restos de alimento que 

hubiesen quedado de la semana anterior. 

 

 

 

 

4.8.2.-Concentración letal media (LC50) de la tasa de aplicación de 

biosólido 

Se escogieron 5 valores de tasa de aplicación de biosólido, 

correspondientes a 15Mg/ha, 30Mg/ha, 45Mg/ha, 60Mg/ha y 90Mg/ha. 

Se prepararon mezclas con las cantidades mencionadas en la Tabla 7, en 

frascos de vidrio de 500 mL, los cuales son cubiertos con Parafilm® 

sujeto a un elástico conservándose las mismas condiciones de período 

luz/oscuridad y temperatura que los recipientes de aclimatación de 

lombrices por un día, previo a la adición de lombrices. 

 

 

 

Figura 9.- Muestras de alimento para lombrices antes de su preparación. 

Cáscaras secas de papa y zanahoria (a), pellets de alfalfa deshidratada (b) 

(b) (a) 
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Tasa de aplicación de biosólido 

 0Mg/ha 15Mg/ha 30Mg/ha 45Mg/ha 60Mg/ha 90Mg/ha 

Suelo (g) 387,45 384,77 382,14 379,53 376,96 371,93 

Biosólido (g) --------- 2,65 5,26 7,84 10,38 15,36 

 

4.8.3.-Ensayos de toxicidad aguda de lombrices en presencia de 

disruptores endocrinos 

Como control, se prepararon frascos de mezcla de suelo con biosólido en 

las mismas cantidades correspondientes a una tasa de aplicación de 

30Mg/ha mencionadas en la tabla 7. Del mismo modo, se prepararon 

frascos con mezclas de suelo y biosólido enriquecido con BPA, EE2 y 

TCS por separado, y biosólido tratado solo con los solventes en las 

mismas cantidades que la condición control. 

 

4.8.4.-Selección del estado y del número de individuos por 

tratamiento y número de réplicas 

En todos los ensayos con lombrices se escogieron individuos sin su 

clitelo desarrollado, y cuyo peso se encontraba entre los 300 mg. 

Para determinar la concentración letal media se tienen en consideración 

los parámetros sugeridos y avalados por el Environmental Technology 

Centre de Canadá [Environmental Technology Centre, 2004], 

correspondiente a un triplicado de cada condición de ensayo, en los 

cuales se adicionan seis lombrices. 

Tabla 7.- Composición de las mezclas suelo/biosólido de acuerdo a la tasa de aplicación. 
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En cuanto al ensayo de toxicidad, se consideraron los siguientes 

parámetros: un nivel de confianza α de 0,05 y una potencia (1-β) de 0,80. 

Se compararon 4 condiciones de ensayo, correspondientes al suelo, suelo 

más biosólido, suelo más biosólido enriquecido con BPA, EE2 o TCS y 

suelo más biosólido tratado con el solvente correspondiente; teniendo de 

este modo 4 grupos. Si se considera que el valor f de 0,40 de Cohen 

equivale a 0,08 cuando se comparan medidas, se tiene que se requieren 

18 individuos por grupo. Estos 18 individuos se dividieron en 3, teniendo 

así 6 individuos por réplica de ensayo. 

 

4.8.5.-Mediciones de ensayos con lombrices 

Tanto para la determinación de la LC50 como para el ensayo de toxicidad, 

el tiempo de ensayo comprendió 14 días, con mediciones al inicio, al día 

7 y al día 14. Éstas comprendieron la determinación del peso húmedo de 

las lombrices (tras ser lavadas con agua destilada) y el pH del sustrato 

[Sadzawka et al., 2006], además de la medición diaria de la temperatura. 

Por otro lado, se registró el comportamiento, características y ubicación 

en el frasco (si es posible de ver) de las lombrices en todos los días de 

ensayo. El régimen de luz/oscuridad fue el mismo que para la 

aclimatación. Las lombrices en los medios de ensayo no fueron 

alimentadas durante el experimento, pero sí se adicionó agua destilada 

con tal de mantener húmedo el sustrato. Una vez concluidos los ensayos, 

las lombrices fueron almacenadas en placas de Petri y congeladas a          

-20°C. 
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4.9.-Cromatografía GC-MS 

El modo de ionización en espectrométría de masas es por impacto 

electrónico (EI). Como gas portador fue utilizado helio con un 99,999% 

de pureza a un flujo de 1 mL/min y una columna capilar marca Restek 

RTX-5MS 30 m, 0,32 mm de diámetro interno (ID), 0,25 μm de espesor 

de fase estacionaria  (df), con un máximo de temperatura de 350°C. 

El programa de temperatura comenzó a 75°C por 1 min, el cual fue 

incrementado a 150°C a una razón de 20°C por minuto durante 5 

minutos, seguido de un incremento a 300°C a una razón de 10°C por 

minuto durante 5 minutos con un solvent delay de 7 min. 

 

4.9.1.-Identificación mediante GC-MS 

Se realizó un barrido completo, con modalidad SCAN, de masas en un 

rango de 50 a 550 m/z. Luego se realizó un monitoreo selectivo de iones 

(SIM), para ello se escogieron dos iones representativos y de alta 

abundancia para cada analito. El ión de mayor abundancia se utilizó para 

cuantificar y el segundo para confirmar la presencia del analito (ión 

cualificador). Además, fue necesario confirmar el analito mediante la 

razón de la abundancia de ambos iones en la muestra, la cual debe 

corresponder al mismo valor que se ha determinado con el estándar 

correspondiente del DE (±20%), ya que de lo contrario no se puede 

confirmar la presencia del analito en la muestra. Los iones (m/z) y 

tiempos de retención de cada analito se muestran en la Tabla 8. 
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Analito Tiempo de 

retención (min) 

Ión Cuantificador 

m/z 

Ión Cualificador 

m/z 

TCS 19,02 345 347 

BPA 19,63 357 358 

PCB 20,.07 292 290 

EE2 24,53 425 440 

 

 

4.9.2.-Preparación de muestras para GC-MS 

Las lombrices fueron liofilizadas hasta alcanzar una estabilización de su 

peso, correspondiente a una pérdida de ~ 75% de su peso húmedo. Éstas 

fueron trituradas en un mortero de ágata. 

Para la determinación de BPA, EE2 y TCS en la muestra, ésta fue 

purificada mediante el método de dispersión de matriz en fase sólida 

[Sánchez-Brunete et al., 2010]. Fueron preparados cartuchos Oasis HLB 

de 3cc sin su fase sorbente con 100 mg de Florisil. Por otro lado se 

preparó una mezcla de 100 mg de muestra, 100 mg de C18 y 50 mg de 

Na2SO4, la cual es empacada en el cartucho. Estos son montados en un 

sistema manifold, donde los analitos fueron eluídos con 3 mL de 

acetonitrilo y recolectados en viales ámbar de 10 mL. Posteriormente 

fueron llevados a sequedad bajo una corriente de nitrógeno y 

reconstituídos en 3 mL de acetato de etilo. 

Tabla 8.-Tiempos de retención y masas de analitos sililados. 
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4.9.3.-Proceso de derivatización 

Los analitos (tanto estándar como muestra) deben ser derivatizados con 

el fin de generar moléculas volátiles para medir en el sistema GC-MS. 

Para ello se utilizó el protocolo optimizado por Arismendi et al., 2019. 

Tanto para las preparaciones de multiestándar como de eluído de muestra 

se tomó una alícuota de 170 μL en un vial de 2 mL, la cual se llevó a 

sequedad bajo una corriente de gas nitrógeno. Luego se añadieron 50 μL 

de piridina y 70 μL de derivatizante N-metil-N-trimetilsilil-

trifluoroacetamida (MSTFA), la mezcla fue agitada en vórtex y luego se 

llevó a 80 °C por 35 min. Una vez completada la derivatización se dejó 

enfriar a temperatura ambiente, se añadieron 50 μL de PCB 1 µg mL-

1como estándar interno y se agitó en vórtex. Así, la solución derivatizada 

fue analizada en el GC-MS. Se inyectaron 2 μL de esta solución en 

equipo de GC utilizando un inyector con modalidad spitless a 250°C. 

 

4.10.-Análisis de datos y estadística 

GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA) fue 

utilizado para el análisis estadístico de los datos obtenidos de los ensayos 

de germinación de semillas de lechuga, el ensayo de toxicidad en 

lombrices y la acumulación de DE. Por otro lado fue utilizado para el 

cálculo de LC50 de la tasa de aplicación de biosólido y la construcción 

de las curvas de calibración para la cuantificación de DE en lombrices. 
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5.- Resultados y Discusión 

 

5.1.-Efectos de BPA, EE2 y TCS en la germinación de semillas de 

lechuga (L. sativa) 

El ensayo de germinación de semillas de lechuga permite, por medio del 

cálculo de un índice de germinación (IG), determinar si una “condición” 

es apta o no (fitotoxicidad) para la germinación [Celis et al., 2006]. 

Como condición testigo se ha utilizado agua destilada (AD), el control 

negativo corresponde a suelo tratado con biosólido (S+B), y los 

tratamientos corresponden a la adición de los DE (S+B*BPA, S+B*TCS 

y S+B*EE2) y de los solventes (S+B*Acetona y S+B*Metanol). 

Luego de 5 días de incubación, las semillas que germinaron fueron 

contabilizadas y se midió su raíz y su hipocotilo. En cuanto al número de 

semillas que germinan (Figura 10), la adición de BPA al biosólido 

produce una disminución significativa en comparación con los 

tratamientos donde se ha adicionado TCS, EE2 y acetona al biosólido, y 

con el suelo tratado con biosólido (p < 0,05). 

En cuanto a la longitud de las radículas (Figura 11) y del hipocotilo 

(Figura 12), no hay diferencias significativas en comparación con el 

control de suelo tratado con biosólido ni entre los distintos tratamientos 

del biosólido con DE y solventes. Esto último estaría indicando que la 

capacidad fitotóxica del BPA podría estar afectando el proceso de 

germinación. 
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Efecto de BPA, EE2 y TCS sobre longitud 

de radículas de lechuga 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10.- Efectos de BPA, EE2 y TCS sobre el número de semillas que germinan. 

Cada tratamiento fue realizado en triplicado con 10 semillas. AD (agua destilada), S (suelo), 

S+B (suelo + biosólido [90Mg/ha]), B* (biosólido enriquecido con compuesto 

correspondiente). BPA [52mg/kg], TCS [40mg/kg], EE2 [0,6mg/kg]. * indica diferencia 

significativa con S+B, S+B*TCS, S+B*EE2 y S+B*Acetona (test de Tukey, p < 0,01). Las 

barras indican desviación estándar (SD). 
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Figura 11.- Efectos de BPA, EE2 y TCS sobre la longitud de las radículas de lechuga. 

Cada tratamiento fue realizado en triplicado con 10 semillas. AD (agua destilada), S (suelo), S+B 

(suelo + biosólido [90Mg/ha]), B* (biosólido enriquecido con compuesto correspondiente). BPA 

[52mg/kg], TCS [40mg/kg], EE2 [0,6mg/kg]. Las barras indican desviación estándar (SD). (test de 

Tukey, p > 0,05). 
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Con los datos obtenidos se calculó el IG para cada condición, los cuales 

se muestran en la Figura 13. El IG posee dos umbrales: el  de 80% y el 

de 50%. Si bajo una condición de germinación el IG se encuentra sobre 

el 80% corresponde a una situación adecuada para ello. Por otro lado, si 

esta condición de germinación comprende un IG bajo el 50% indicaría 

capacidad fitotóxica. Si el IG se encuentra en valores intermedios (entre 

50 y 80%) indicaría una condición no óptima para la germinación [Celis 

et al., 2006]. 

 

 

 

 

Figura 12.- Efectos de BPA, EE2 y TCS sobre la longitud de hipocotilo de lechuga. 

Cada tratamiento fue realizado en triplicado con 10 semillas. AD (agua destilada), S (suelo), 

S+B (suelo + biosólido [90 Mg/ha]), B* (biosólido enriquecido con compuesto 

correspondiente). BPA [52mg/kg], TCS [40mg/kg], EE2 [0,6mg/kg]. Las barras indican 

desviación estándar (SD). (test de Tukey, p > 0,05). 
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Para efectos de los resultados obtenidos, el enriquecimiento del biosólido 

con BPA entrega in IG de 40 ± 27%, lo cual está indicando que es una 

condición fitotóxica para la germinación. En vista del IG obtenido, y los 

resultados expuestos en la Tabla suplementaria 1, el efecto del BPA 

estaría afectando solo el proceso germinativo. Este proceso depende 

principalmente del balance entre las fitohormonas ABA y GA 

[Nonogaki, 2006], las cuales actúan como inhibidor y promotor del 

potencial de crecimiento, respectivamente. La germinación requiere de la 

imbibición de la semilla (ingreso de agua a la semilla), lo que promueve 

la síntesis de la GA 3β-hidroxilasa, cuya expresión se ve inhibida por la 

Figura 13.- Índice de germinación de semillas de lechuga. 

Cada tratamiento fue realizado en triplicado, comparando cada réplica con un promedio de la 

condición testigo. AD (agua destilada), S (suelo), S+B (suelo + biosólido [90 Mg/ha]), B* 

(biosólido enriquecido con compuesto correspondiente). BPA [52mg/kg], TCS [40mg/kg], 

EE2 [0,6mg/kg]. Las barras indican desviación estándar (SD). * indica diferencia 

significativa (test de Sidak, p < 0,01). 

 

Índice de germinación de semillas de 

lechuga 
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proteína RGL2 (perteneciente a la familia de proteínas DELLA, 

represores de la germinación). Ésta enzima es la encargada de la síntesis 

de GA, lo que promueve la síntesis de la proteína SLY1, perteneciente a 

la familia de las SCF E3 ubiquitin-ligasas, involucrada en la degradación 

de proteínas por la vía del proteosoma 26S. De este modo, SLY1 puede 

ubiquitinar a RGL2 y por ende ser degradada por el proteosoma 26S, 

aumentando así el potencial de crecimiento [Nonogaki, 2006]. Por su 

parte, ABA impone una restricción sobre el potencial de crecimiento, y 

su síntesis se ve promovida por RGL2. 

Dado este mecanismo, es posible que el BPA esté interfiriendo la acción 

del GA, o, lo que parece más probable, actúe como ABA dado al 

parecido entre sus estructuras (Figura 1 y Figura 5). Un estudio mostró 

los efectos de BPA en plantas crecidas de manera hidropónica, entre ellas 

lechuga. En este estudio se germinaron semillas hasta los 6 días, con una 

posterior incubación hasta los 21 días, exponiéndolas a concentraciones 

de 10 y 50 mg/L de BPA, resultando en la totalidad de semillas 

germinadas [Ferrara et al., 2006]. Sin embargo, tanto la longitud de la 

radícula como del hipocotilo se vieron alteradas, esto aparentemente 

causado por la capacidad del BPA de inhibir la elongación celular y/o la 

división celular [Ferrara et al., 2006]. Este resultado implica que, si el 

ensayo hubiese progresado a más días, las semillas hubiesen germinado 

en su totalidad, pero con diferencias en la elongación, lo que mantendría 

un valor bajo de IG.  
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Otro resultado a considerar es el del suelo sin tratar, ya que su IG posee 

un valor intermedio (56 ± 14%), lo cual estaría confirmando su condición 

como suelo degradado, siendo éste no óptimo para la germinación de las 

semillas de lechuga. El resto de tratamientos poseen IG que bordean, e 

incluso pasan del 100%. Es probable que, dada la solubilidad en agua del 

BPA (120 mg/L), éste haya quedado en mayor proporción en solución 

que el resto de compuestos al momento de realizar el ensayo, lo que 

permitiría mostrar efectos más directos de este compuesto en la 

germinación. 

 

5.2.- Efecto de la aplicación de biosólidos en suelo, utilizando 

lombrices (E. fetida) como indicador de toxicidad. 

Con el fin de utilizar las mismas tasas de aplicación de biosólido en 

suelo, tanto para el ensayo de germinación como para el de lombrices, se 

procedió con los pasos correspondientes. Sin embargo, las lombrices 

expuestas a la tasa de aplicación de 90 Mg/ha mueren antes del séptimo 

día de ensayo. Es por esto que, como estudio preliminar se determinó la 

LC50 de la tasa de aplicación. 

 

La Figura 14, muestra la regresión lineal planteada entre las tasas de 

aplicación que muestran el mínimo y máximo efecto esperado (letalidad), 

por lo que tasas de aplicación inferiores a 40Mg/ha comprenden una 

situación no letal. 
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Otros estudios han visto el efecto de la aplicación de lodos o biosólidos 

en suelo en cuanto a la letalidad que pudiesen producir en lombrices. Un 

estudio obtuvo que con 30% y 70% de aplicación de lodos en suelo no 

hay mortalidad [Babić et al., 2016], mientras que otro estudio mostró que 

la letalidad del biosólido utilizado, no solo depende de la aplicación, sino 

que también del tiempo de incubación de la mezcla, obteniendo mayor 

mortalidad a más tiempo de incubación [Kinney et al., 2012]. Estos 

antecedentes dejan en claro que los efectos obtenidos por las tasas de 

aplicación dependen de la composición del biosólido y suelo, y de la 

incubación del sustrato previo a los ensayos. 

Figura 14.- Determinación de la LC50 de la tasa de aplicación de biosólido en lombrices 

Se utilizan los valores de mortalidad en las tasas de aplicación de 45, 60 y 90 Mg/ha. Cada 

réplica (3) contiene 6 lombrices. Y = 2,223*X – 100,1; R2= 0,9655. LC50 calculada para el día 

14 de ensayo de toxicidad de biosólido 

Determinación de la LC50 de la tasa de 

aplicación de biosólido a suelo 
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Es por lo anterior que, para poder determinar la tasa de aplicación 

adecuada, se compararon las variaciones en el peso de las lombrices en 

los días 7 y 14 de ensayo (Figura 15).  
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Se observó que en el día 7 del ensayo se produce una disminución del 

peso de las lombrices en los suelos tratados con 15 y 30 Mg/ha, la cual 

fue revertida el día 14 del ensayo. Pero esta disminución y aumento en el 

peso, no fue significativa en comparación a las lombrices del suelo sin 

tratar. Para la tasa de 45 Mg/ha se produjo un aumento en el peso para 

ambas mediciones, pero que no son significativas respecto al control. 

Finalmente, para la tasa de 60 Mg/ha se produjo una disminución 

significativa en el peso de las lombrices en ambos períodos de medición 

en comparación con el resto de tratamientos, lo que puede deberse al 

Figura 15.- Efecto de la tasa de aplicación de biosólido en la variación del peso de 

lombrices. 

Cada réplica (3) contiene 6 lombrices. S (suelo), S+B (suelo + biosólido). * indica 

diferencia significativa con el resto de tratamientos para el tiempo respectivo de la 

medición (test de Tukey, p < 0,05). 
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efecto negativo del alto contenido de materia orgánica que aporta el 

biosólido al suelo, ya que no solo hay disminución de peso, sino que 

también algunas lombrices mueren bajo esta condición. Otros estudios 

han mostrado un efecto similar en lombrices expuestas a BPA en 

distintas concentraciones, en la que también se apreció una disminución 

del peso de lombrices [Verdú et al., 2018]. 

 

Otro efecto encontrado, fue el cambio de pH del sustrato durante el 

ensayo (Figura 16). A pesar de que se produce una disminución 

significativa de pH en los distintos tratamientos en el tiempo, éstos se 

mantuvieron en el rango de pH adecuado para las lombrices (pH 4 – 8) 

[Laverack, 1963], a excepción de la de 90 Mg/ha, la cual alcanzó pH 8,1 

a los siete días, indicando que la condición del suelo no fue la óptima 

para las lombrices. Sin embargo, las lombrices fueron encontradas 

muertas desde antes del día 7, por lo que no se puede atribuir solamente 

al efecto de cambio en el pH del sustrato. 

 

De las tasas aplicadas, el valor máximo en la que no se produce un efecto 

corresponde a la de 45 Mg/ha. Debido a que este valor es considerado 

como punto de partida para la LC50, se debe asegurar que la tasa no 

produzca un efecto considerable, por lo que se escoge la de 30 Mg/ha 

para los ensayos de toxicidad. Esto último por ser una tasa en que la 

variación del crecimiento de las lombrices no fue significativa y porque 

de acuerdo al Decreto 4 correspondiente al Reglamento para el Manejo 
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de lodos [Decreto 4, 28 de Octubre de 2009], la tasa máxima de 

aplicación para suelos degradados es de 90 Mg/ha, la que corresponde a 

la tasa en que las lombrices mueren. Por otro lado, la tasa de aplicación 

máxima para suelos degradados es de 30 Mg/ha, siendo esta la mejor 

opción para continuar con el estudio. 
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5.3.- Efectos de BPA, EE2 y TCS en lombrices (E. fetida) presentes 

en el biosólido aplicado al suelo  

Ninguna de las lombrices utilizadas en los distintos tratamientos murió 

durante el período de ensayo, lo que indica que el BPA, EE2 y TCS y los 

solventes utilizados, no son letales en las concentraciones utilizadas. 

Figura 16.- Efecto de la tasa de aplicación de biosólido en el pH del sustrato. 

Cada réplica (3) contiene 6 lombrices. S (suelo), S+B (suelo + biosólido). La línea azul y 

rojo determinan los límites máximo y mínimo, respectivamente, de pH adecuados para el 

sustrato que habitan las lombrices. 

Variación de pH del sustrato 
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Los resultados de la medición de pH del sustrato para cada condición 

muestran que, a pesar de que disminuye en el transcurso del ensayo, estos 

se encuentran en el rango óptimo para las lombrices (Figura 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Es importante destacar que para el tratamiento con adición de TCS, no se 

produce una variación significativa en el pH a lo largo del ensayo (test de 

Tukey, p > 0,05), mientras que en el tratamiento con suelo (S) no se 

aprecian diferencias entre los días 0 y 7, y con adición de acetona no se 

aprecian diferencias entre los días 7 y 14. 

 

Figura 17.-Variación de pH en sustrato durante ensayo de biotoxicidad. 

Cada réplica (3) contiene 6 lombrices. S (suelo), S+B (suelo + biosólido [30 Mg/ha]), B* 

(biosólido enriquecido con compuesto correspondiente). BPA [52mg/kg], TCS [40mg/kg], 

EE2 [0,6mg/kg]. La línea azul y rojo determinan los límites máximo y mínimo, 

respectivamente, de pH adecuados para el sustrato que habitan las lombrices. 
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En cuanto a la variación en el peso de las lombrices, no se registran 

diferencias significativas entre los tratamientos al séptimo día del ensayo 

(Tabla Suplementaria 2, Figura 18). Sin embargo, a los catorce días se 

obtienen diferentes resultados entre los tratamientos. La adición de BPA 

en el biosólido, causó el mayor aumento en el peso de las lombrices, 

siendo éste del 93,7%. En un estudio similar se utilizaron distintas 

concentraciones de BPA (1, 10, 100, 1000 y 2000 mg/kg), observándose 

una disminución del peso, con el incremento de la concentración en el 

mismo período [Verdú et al., 2018]. Estas diferencias entre los resultados 

se pueden deber a las distintas preparaciones para cada ensayo, ya que 

este grupo utilizó un suelo artificial como base para el sustrato, y como 

enmienda utilizaron un estiércol enriquecido con BPA en solución de 

etanol/agua, por lo que las diferencias entre el contenido de materia 

orgánica y la fracción biodisponible de BPA son determinantes en el 

resultado.  

 

A pesar de que la adición de BPA mostró el mayor aumento en el peso, 

esta diferencia no fue significativa. En cuanto a la adición de TCS, ésta 

no alcanzó a ser significativa en el aumento de peso de las lombrices, 

pero fue la de mayor variabilidad. Esto puede estar relacionado al estado 

de maduración de las lombrices. Las lombrices seleccionadas fueron 

aquellas que no poseían su clitelo completamente desarrollado y cuyo 

peso se encontraba entre los 300 mg. El problema fue que, como cada 

individuo es único, algunas lombrices pueden estar más cercanas a su 
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edad de madurez o aún continuar en una etapa juvenil. Esto último es 

importante, ya que se ha visto que el TCS posee efectos distintos que 

dependen del estado de desarrollo de la lombriz [Amorim et al., 2010].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los resultados del tratamiento con adición de EE2 mostraron un efecto 

negativo en el aumento de peso de las lombrices, ya que éstas mantienen 

un peso similar en comparación al día 7, el cual resultó ser significativo 

al compararlo con el blanco de suelo tratado con biosólido. No hay 

información respecto de los efectos que pueda causar el EE2 en 

Figura 18.-Variación en el peso de lombrices. 

Cada réplica (3) contiene 6 lombrices. S (suelo), S+B (suelo + biosólido [30 Mg/ha]), B* 

(biosólido enriquecido con compuesto correspondiente). BPA [52mg/kg], TCS [40mg/kg], 

EE2 [0.6mg/kg]. * indica diferencia significativa con S+B, S+B*BPA y S+B*TCS (test de 

Tukey, p < 0.05). 
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lombrices, ya que se ha visto que este no se acumula, a diferencia del 

17β-estradiol (E2) [Markman et al., 2007]. 

 

Finalmente, la adición de los solventes al biosólido se realizó con el fin 

de verificar que ellos no fueran los causantes de los efectos que pudiesen 

mostrar los disruptores, o que los fuesen a enmascarar. La adición de 

metanol no mostró una alteración en el peso de las lombrices en 

comparación con el control de suelo tratado con biosólido. Sin embargo, 

la adición de acetona mostró un efecto similar al del EE2, en el que el 

aumento de peso no es significativo entre el día 7 y 14. Este resultado fue 

importante, ya que puede estar afectando el resultado obtenido para BPA 

y TCS, por lo que se debería realizar este ensayo con otro solvente en el 

que se pueda preparar el BPA y TCS y no provoque algún efecto sobre 

las lombrices. No hay estudios que muestren efectos de la acetona en 

lombrices, así como también no está catalogada dentro de la lista de 

posibles disruptores endocrinos de la USEPA, por lo que se debe tener en 

vista y consideración su uso como solvente. 

 

5.4.- Bioacumulación de BPA, TCS y EE2 en lombrices 

La Figura 19 muestra los tiempos de retención obtenidos del 

cromatograma correspondiente al multiestándar utilizado para identificar 

y cuantificar los analitos en las muestras de lombriz. 
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Debido a la cantidad de condiciones y réplicas utilizadas, se prepararon 

dos curvas de calibración con el fin de verificar la sensibilidad del equipo 

de GC durante el análisis de las muestras. Como estas curvas presentaron 

diferencias en las señales obtenidas, se procedió a comparar las 

pendientes de las respectivas curvas, lo cual mostró que no hay diferencia 

significativa entre ellas. Sin embargo, el análisis sugiere utilizar un 

promedio de ambas curvas de calibración, con el fin de no sobreestimar o 

subestimar los valores de concentración al interpolar las muestras. De 

Figura 19.-Cromatograma GC correspondiente a solución multiestandar de TCS, EE2 y 

BPA. En verde: cromatograma completo de la solución (TIC). En rojo: ión identificador de 

TCS (m/z = 347) y tr = 18,91 min. En azul: ión identificador de EE2 (m/z = 440) y tr = 24,39 

min. En amarillo, ión identificador de BPA (m/z = 358) y tr = 19,63 min. 
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este modo se obtienen las curvas de calibración para TCS (Figura 

suplementaria 1), BPA (Figura suplementaria 2), y EE2 (Figura 

suplementaria 3). 

 

Posterior al análisis por GC de las muestras de lombriz, se procedió a 

calcular la concentración estimada de cada analito por peso seco de 

lombriz para cada tratamiento (Tabla Suplementaria 3). En ninguno de 

los tratamientos se logró detectar EE2 en las muestras de lombriz 

(Figuras suplementarias 4-10). Esto se puede deber a que las lombrices 

no son capaces de acumular el EE2 debido a su metabolismo o la baja 

concentración de éste en los tratamientos, o porque las lombrices son 

capaces de degradar el EE2, impidiendo así que pueda ser detectado. 

Tanto el BPA como el TCS se pudieron encontrar en lombrices, pero el 

factor de acumulación dependió del tratamiento seguido.  

 

5.4.1.- Bioacumulación de BPA 

En cuanto a BPA, las mayores concentraciones se encontraron en los 

tratamientos con biosólido y con biosólido enriquecido con BPA, siendo 

ambas similares (Figura 20). Por otro lado, al tratar con biosólido 

enriquecido con TCS y con metanol se obtienen concentraciones menores 

a las obtenidas en el control y en la de suelo tratado con biosólido 

enriquecido con BPA, Al comparar estos resultados con los de otros 

investigadores se sugiere que, tal como se mencionó anteriormente, la 

variación en la composición del sustrato otorga resultados diferentes, por 
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lo que cada estudio cobra relevancia por sí solo. Estudios han mostrado 

que el BPA, bajo condiciones específicas para un sustrato (Suelo + 3% 

biosólido, incubado por 8 semanas), se pudo encontrar en lombrices a 

una concentración de 1700 ng/g [Kinney et al., 2008 y 2012]. También se 

determinó su factor de bioacumulación para cada sustrato, considerando 

la concentración teórica presente en cada mezcla. Los resultados 

presentados en la Tabla 9 muestran que la bioacumulación de BPA fue 

mayor a bajas concentraciones, coincidiendo con el control de suelo 

tratado con biosólido (BAF = 3,1). Esto coincide con resultados 

expuestos por otro estudio [Kinney et al., 2012], donde no fue detectado 

BPA en la mezcla de suelo y biosólido incubados por 8 semanas, pero sí 

se obtuvo un BAF para BPA de 104, validando así su acumulación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Factor de 

bioacumulación (BAF) 

Tratamientos BPA TCS 

S n.e. n.d. 

S+B 3,1 4,0 

S+B*BPA 0,6 22,6 

S+B*TCS 1,0 4,6 

S+B*EE2 1,7 7,8 

S+B*Metanol 1,5 3,6 

S+B*Acetona 2,6 7,5 

Tabla 9.- Factor de bioacumulación de BPA y TCS en lombrices. 

Tratamientos: S (suelo), S+B (suelo + biosólido [30 Mg/ha]), B* (biosólido enriquecido con 

compuesto correspondiente): BPA [52mg/kg], TCS [40mg/kg], EE2 [0.6mg/kg]. n.e.: no 

encontrado. n.d.: no determinado. 
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Es interesante mencionar que con el tratamiento con acetona, el BPA se 

acumuló de forma similar al control (BAF = 2,6), pero el efecto 

encontrado en el peso fue negativo. 

 

5.4.2.- Bioacumulación de TCS 

El TCS presentó un patrón distinto al del BPA, en donde las mayores 

concentraciones fueron encontradas en los tratamientos con BPA y TCS, 

mientras que el resto de tratamientos fueron similares al control (Tabla 

Suplementaria 3, Figura 21). 

Concentración de BPA en lombrices 

tras ensayo de toxicidad 

Figura 20.-Concentración de BPA en lombrices tras ensayo de toxicidad. 

S (suelo), S+B (suelo + biosólido [30 Mg/ha]), B* (biosólido enriquecido con compuesto 

correspondiente), BE (blanco de elución). BPA [52mg/kg], TCS [40mg/kg], EE2 [0,6mg/kg]. 

* indica diferencia significativa con S+B y S+B*BPA (test de Sidak, p < 0,05). 
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Se ha detectado una concentración basal de TCS presente en las 

lombrices con suelo sin tratar, lo cual sugiere una posible contaminación 

en este tratamiento. Sin embargo, no es suficiente para provocar alguna 

alteración en el resultado, ya que no se ve un efecto en la concentración 

de BPA similar al del suelo tratado con TCS. Esto permitiría inferir que 

el TCS desfavorece la acumulación de BPA, mientras que el BPA 

favorece la acumulación de TCS (Tabla 9).  

 

Otros ensayos han mostrado la presencia de TCS [Kinney et al., 2008 y 

2012; Macherius et al., 2014] en lombrices, con valores entre los 15,7 a 

los 4200 ng/g, mostrando así que los resultados encontrados en este 

Concentración de TCS en lombrices 

tras ensayo de toxicidad 

Figura 21.-Concentración de TCS en lombrices tras ensayo de toxicidad. 

S (suelo), S+B (suelo + biosólido [30 Mg/ha]), B* (biosólido enriquecido con compuesto 

correspondiente), BE (blanco de elución). BPA [52mg/kg], TCS [40mg/kg], EE2 [0,6mg/kg]. 

* indica diferencia significativa con el resto de tratamientos (test de Tukey, p < 0,05). 
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trabajo, se encuentran en dicho rango de concentración. Por otro lado, los 

BAF encontrados en este trabajo son comparables con los mostrados en 

dichas publicaciones (BAF = 2,7 – 43), indicando de este modo que el 

TCS se bioacumula en las lombrices en todos los tratamientos del 

ensayo. 

 

6.- Conclusión 

 

Los resultados encontrados muestran la capacidad fitotóxica que posee el 

BPA en la germinación de semillas de lechuga, asociado aparentemente a 

la inhibición de la promoción de la elongación en el desarrollo del 

embrión de la planta, mientras que el TCS y EE2 no mostraron efectos 

negativos ni positivos en dicho proceso. Por otro lado, se encontró que 

EE2 y la acetona, usada como solvente, muestran un efecto negativo en 

el peso de las lombrices, impidiendo que este suba; mientras que BPA y 

TCS, a pesar de aumentar el peso, no logró ser significativo. Sin 

embargo, la determinación de la bioacumulación de estos compuestos en 

lombrices, por sí sola, no determina toxicidad, ya que aunque no se 

detecte un DE, éste puede estar provocando igualmente un efecto. Con 

estos resultados, se puede aceptar la hipótesis de que la toxicidad de DE 

se puede determinar a través de los bioensayos de germinación y 

desarrollo de plántulas de lechuga y bioensayos con lombrices, siendo 

éste ultimo complementado con la determinación de la bioacumulación 

de dichos DE en lombrices. 
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6.1.- Perspectivas a futuro 

Ya que se ha tomado más consciencia respecto a los efectos de los 

disruptores endocrinos en plantas e invertebrados terrestres, tal como 

ocurre con la germinación de semillas y las lombrices, han surgido 

nuevas investigaciones en cuanto a la selección de nuevos 

biomarcadores, siendo algunos de ellos asociados a efectos a nivel 

morfológico [Ferrara et al., 2006], genético [Novo et al., 2018], 

metabolico [McKelvie et al., 2011; Zhang et al., 2006] y reproductivo 

[Oumi et al., 1996]. Es por ello que la resolución de esta investigación 

asegura que los ensayos realizados pueden ser utilizados para determinar 

la capacidad de otros compuestos en generar efectos tóxicos. 
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8.- Anexos 

8.1.- Figuras  
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Figura Suplementaria 1.- Curva de calibración de TCS para análisis GC. ▪ 

indica las concentraciones utilizadas para la construcción de la curva (1, 5, 10, 

25, 50, 100, 250 y 500 μg/L). El área obtenida para cada analito fue normalizada 

por PCB (razón TCS/PCB) para los iones 347 y 290 m/z, respectivamente. 
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Figura Suplementaria 2.- Curva de calibración de BPA para análisis GC. ▪ 

indica las concentraciones utilizadas para la construcción de la curva (1, 5, 10, 

25, 50, 100, 250 y 500 μg/L). El área obtenida para cada analito fue normalizada 

por PCB (razón BPA/PCB) para los iones 358 y 290 m/z, respectivamente. 
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Figura Suplementaria 3.- Curva de calibración de EE2 para análisis GC. 

▪ indica las concentraciones utilizadas para la construcción de la curva (1, 5, 10, 

25, 50, 100, 250 y 500 μg/L). El área obtenida para cada analito fue normalizada 

por PCB (razón EE2/PCB) para los iones 425 y 292 m/z, respectivamente. 
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Figura Suplementaria 4.-Cromatograma GC correspondiente a Lombrices en sustrato 

(Suelo). En rojo: cromatograma completo de la solución (TIC). En verde: ión identificador de 

TCS (m/z = 347) y tr = 18.87 min. En azul: ión identificador de EE2 (m/z = 440) y tr = 24.39 

min. En amarillo, ión identificador de BPA (m/z = 358) y tr = 19.63 min. 
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Figura Suplementaria 5.-Cromatograma GC correspondiente a Lombrices en sustrato 

(Suelo + Biosólido). En rojo: cromatograma completo de la solución (TIC). En verde: ión 

identificador de TCS (m/z = 347) y tr = 18.89 min. En azul: ión identificador de EE2 (m/z = 

440) y tr = 24.39 min. En amarillo, ión identificador de BPA (m/z = 358) y tr = 19.65 min. 
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Figura Suplementaria 6.-Cromatograma GC correspondiente a Lombrices en sustrato 

(Suelo + Biosólido*BPA). En rojo: cromatograma completo de la solución (TIC). En verde: 

ión identificador de TCS (m/z = 347) y tr = 18.87 min. En azul: ión identificador de EE2 (m/z 

= 440) y tr = 24.39 min. En amarillo, ión identificador de BPA (m/z = 358) y tr = 19.63 min. 
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Figura Suplementaria 7.-Cromatograma GC correspondiente a Lombrices en sustrato 

(Suelo + Biosólido*TCS). En rojo: cromatograma completo de la solución (TIC). En verde: 

ión identificador de TCS (m/z = 347) y tr = 18.87 min. En azul: ión identificador de EE2 (m/z 

= 440) y tr = 24.39 min. En amarillo, ión identificador de BPA (m/z = 358) y tr = 19.63 min. 
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Figura Suplementaria 8.-Cromatograma GC correspondiente a Lombrices en sustrato 

(Suelo + Biosólido*EE2). En rojo: cromatograma completo de la solución (TIC). En verde: 

ión identificador de TCS (m/z = 347) y tr = 18.87 min. En azul: ión identificador de EE2 (m/z 

= 440) y tr = 24.39 min. En amarillo, ión identificador de BPA (m/z = 358) y tr = 19.63 min. 
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Figura Suplementaria 9.-Cromatograma GC correspondiente a Lombrices en sustrato 

(Suelo + Biosólido*Acetona). En rojo: cromatograma completo de la solución (TIC). En 

verde: ión identificador de TCS (m/z = 347) y tr = 18.87 min. En azul: ión identificador de 

EE2 (m/z = 440) y tr = 24.39 min. En amarillo, ión identificador de BPA (m/z = 358) y tr = 

19.63 min. 
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Figura Suplementaria 10.-Cromatograma GC correspondiente a Lombrices en sustrato 

(Suelo + Biosólido*metanol). En rojo: cromatograma completo de la solución (TIC). En 

verde: ión identificador de TCS (m/z = 347) y tr = 18.87 min. En azul: ión identificador de 

EE2 (m/z = 440) y tr = 24.39 min. En amarillo, ión identificador de BPA (m/z = 358) y tr = 

19.63 min. 
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Figura Suplementaria 11.-Cromatograma GC correspondiente a Blanco de Elución. En 

rojo: cromatograma completo de la solución (TIC). En verde: ión identificador de TCS (m/z 

= 347) y tr = 18.87 min. En azul: ión identificador de EE2 (m/z = 440) y tr = 24.39 min. En 

amarillo, ión identificador de BPA (m/z = 358) y tr = 19.63 min. 
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Figura Suplementaria 12.-Cromatograma GC correspondiente a Estándar interno 

(PCB). En verde: cromatograma completo de la solución (TIC). En rojo: ión cuantificador de 

PCB (m/z = 292) y en azul: ión identificador de PCB (m/z = 290), tr = 20.19 min. 
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8.2.- Tablas 

 

 

Tratamiento Longitud de 

raíces (mm) 

Longitud de 

hipocotilo (mm) 

Cantidad de semillas 

que germinan 

Agua Destilada 36 ± 9 31 ± 5 5 ± 1 

Suelo Chicauma 28 ± 9 30 ± 9 4 ± 1 

Suelo + Biosólido [90Mg/ha] 31 ± 11 28 ± 8 7 ± 1 

Suelo + Biosólido [90Mg/ha] 

* BPA [52mg/kg] 

28 ± 7 24 ± 6 3 ± 2 

Suelo + Biosólido [90Mg/ha] 

* EE2 [0.6mg/kg] 

32 ± 11 26 ± 6 6 ± 1 

Suelo + Biosólido [90Mg/ha] 

* TCS [40 mg/kg] 

27 ± 9 27 ± 10 7 ± 1 

Suelo + Biosólido [90Mg/ha] 

* Acetona 

36 ± 11 27 ± 6 6 ± 0 

Suelo + Biosólido [90Mg/ha] 

* Metanol 

31 ± 8 25 ± 6 6 ± 0 

 

 

 

Tratamiento Variación peso día 7 (%) Variación peso día 14 (%) 

Suelo Chicauma 30,9 ± 6,3 60,2 ± 11,7 

Suelo + Biosólido [30Mg/ha] 41,1 ± 9,8 80,9 ± 13,4 

Suelo + Biosólido [30Mg/ha] 

* BPA [52mg/kg] 

56,8 ± 2,3 93,7 ± 5,9 

Suelo + Biosólido [30Mg/ha] 

* TCS [40mg/kg] 

42,3 ± 10,9 74,7 ± 26,4 

Suelo + Biosólido [30Mg/ha] 

* EE2 [0,6mg/kg] 

30,9 ± 0,8 35,5 ± 2,3 

Suelo + Biosólido [30Mg/ha] 

* Acetona 

28,7 ± 5,8 40,9 ± 12,3 

Suelo + Biosólido [30Mg/ha] 

* Metanol 

42,6 ± 4,3 56,9 ± 14,7 

Tabla Suplementaria 1.- Longitud promedio de radículas e hipocotilo y promedio de 

semillas que germinan. 

Tabla Suplementaria 2.- Variación del peso de lombrices en los distintos tratamientos 

durante el ensayo. 
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Concentración en Lombrices 

(ng/g) peso seco 

Concentración en sustrato  

(ng/g) 

Tratamientos BPA TCS BPA TCS 

S n.e. 583±75 n.e. n.e. 

S+B 552±117 543±44 176,49±0,02 135,76±0,02 

S+B*BPA 557±111 3074±364 882,4±0,2 135,75±0,03 

S+B*TCS 176±63 3108±312 176,48±0,01 678,78±0,04 

S+B*EE2 297±93 1064±114 176,48±0,02 135,76±0,02 

S+B*Metanol 263±148 493±91 176,506±0,004 135,774±0,003 

S+B*Acetona 463±79 1015±269 176,506±0,006 135,774±0,005 

  

 

 

 

 

Tratamientos: S (suelo), S+B (suelo + biosólido [30 Mg/ha]), B* (biosólido enriquecido con 

compuesto correspondiente): BPA [52mg/kg], TCS [40mg/kg], EE2 [0.6mg/kg]. n.e.: no 

encontrado. 

 . 

Tabla Suplementaria 3.- Concentración (ng/g) de BPA y TCS en lombrices y sustrato. 

. 


