*Oce.ANO SR4e,
) (o)

Universidad de Concepcion

¢,

Facultad de Ciencias Naturales y Oceanogréaficas

RN, oy,

QO

o
Moy nood®

Caracterizacion fisico quimica y evaluacion de la actividad
estrogénica, antiestrogénica y “dioxin-like” de efluentes de
celulosa Kraft de procesos productivos que utilizan como materia
prima pino y eucalipto

Seminario de Titulo presentado a la
Facultad de Ciencias Naturales y Oceanogréaficas

Para optar al titulo de Bidlogo con Mencion en Bases y Gestion del Medio Ambiente

Elizabeth De Jesis Monsalvez Macaya

Concepcion, Marzo 2009

&

> «
32 gy sua



RESUMEN

En las ultimas dos décadas se han observado anomalias en el sistema endocrino de
organismos acuaticos expuestos a efluentes de la industria de celulosa Kraft. Se
postula que este efectos se debe a la presencia en estos efluentes de compuestos
disruptores endocrinos (CDEs), capaces de interactuar con los receptores nucleares
responsables de la regulacion hormonal como el de estrégenos y de hidrocarburos de
arilo. Estos compuestos provienen de los extractivos de la madera, son liberados en la
etapa de digestion del proceso productivo de la celulosa, y no son totalmente
degradados por los tratamientos de depuracion empleados por dicha industria. La
persistencia de estos compuestos en los efluentes finales estd intimamente relacionada
con sus propiedades fisico-quimicas, especialmente su baja solubilidad en agua y su

elevado coeficiente octanol-agua (Kow>9,), entre otros factores.

El objetivo de este estudio fue evaluar, mediante bioensayos basados en levaduras
modificadas genéticamente, los potenciales biologicos (actividad estrogénica,
antiestrogénica y “dioxin-like”) presentes en las fracciones de compuestos extraibles
de tres efluentes secundarios de celulosa Kraft. Estos efluentes provienen de procesos
productivos que utilizan distintas materias primas (pino, eucalipto y mezcla de ambas
denominado mixto). Se obtuvieron 3 fracciones de cada efluente en estudio (metanol,
hexano y acetato de etilo), por medio del método de extraccion en fase sélida (SPE),
las cuales fueron analizadas mediante los bioensayos YCM (actividad “dioxin-like”) y
ER (actividad estrogénica) del “Recombinant Yeast Assay” (RYA), segin lo
establecido en el protocolo de Noguerol et al. (2006). Para diferenciar entre efectos de
inhibicion (actividad antiestrogénica) y de toxicidad, las fracciones fueron analizadas
mediante los bioensayos GalGus-RY A, basado en el receptor de galactosa (toxicidad
general), y el bioensayo de ‘“competicion con estradiol o de antiestrogenicidad”,
basado en el receptor ER (inhibicion), ambos segun lo establecido en el protocolo de
Garcia-Reyero et al. (2004).
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Los resultados mostraron que las fracciones obtenidas a partir de los distintos
efluentes de la industria de celulosa Kraft en estudio mostraron tres tipos de actividad
biologica. En primer lugar, se observd actividad “dioxin-like” en los 3 efluentes,
aunque soélo en las fracciones extraidas con metanol y la fraccion hexano obtenida del
efluente mixto. El valor mas alto se detectd en la fraccion de metanol obtenida a
partir del efluente de eucalipto (753,80 ng/L de EEQ BNF), en comparacién con la
fraccion hexano obtenida del efluente mixto (14,60 ng/L de EEQ BNF). En segundo
lugar, se detectd actividad estrogénica en las fracciones extraidas con los solventes de
metanol y hexano para cada uno de los 3 efluentes en estudio, destacando como
valores mas altos los obtenidos para las fracciones de metanol de los efluentes
eucalipto, pino y mixto con valores de EEQ E2 correspondientes a 0,67, 0,68 y 0,63
ng/L, respectivamente, en comparacion con las fracciones de hexano, cuyos valores
fueron de 0,19 y 0,28 ng/L para los efluentes de pino y mixto, respectivamente,
destacando a la fraccion hexano obtenida del efluente de eucalipto cuyo valor fue el
mas bajo, 0,032 ng/L. En tercer lugar, todos los extractos analizados, excepto las
fracciones hexano y filtro del efluente de pino, poseen un potencial antiestrogénico,
principalmente en la fraccion eucalipto metanol. En cambio, el analisis de toxicidad
general dio valores muy bajos para todos los extractos, siendo las fracciones de
hexano y acetato del efluente de pino las que presentan unos valores mas altos, 76,1%
y 66,53%, en las diluciones 1:10 y 1:20, respectivamente. De esos datos se deduce
que las fracciones eucalipto metanol, eucalipto hexano, mixto metanol, mixto hexano
y pino metanol presentan compuestos agonistas parciales para el receptor de
estrogenos, simultaneamente a una actividad “dioxin-like” y una actividad

estrogénica.



