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I. RESUMEN 

En el Capítulo I de esta tesis se explica el desarrollo de ensayos ecotoxicológicos que se 

realizaron para: 1) evaluar la posible toxicidad aguda y crónica de cuatro formulaciones 

con glifosato mediante respuestas en la tasa de crecimiento, el porcentaje de inhibición, 

la supervivencia y la reproducción de especies de diferente nivel trófico (microalgas: 

Chlorella vulgaris y microcrustáceos: Daphnia magna y Ceriodaphnia dubia; 2) conocer 

cómo influyen las diferentes sales utilizadas en las formulaciones en la toxicidad de las 

muestras tratadas con el proceso UV/H2O2; 3) establecer en qué condiciones del 

tratamiento con el proceso UV/H2O2 los efluentes dejan de ser tóxicos  mediante la 

realización de bioensayos con C. vulgaris y con dos especies de crustáceos cladóceros: 

D. magna y C. dubia; 4) generar información relevante a partir de ensayos de 

recuperación con cladóceros. Los ensayos de inhibición de crecimiento algal fueron de 

96 h, mientras que los agudos con microcrustáceos fueron de 48 h. 

Los ensayos de recuperación tuvieron una duración de 15 días, y consistieron en  la 

evaluación de los organismos que sobrevivieron a los ensayos agudos, considerando 

como puntos finales: supervivencia, crecimiento y fecundidad.  Con los datos obtenidos 

se elaboraron modelos de matrices poblacionales. Estas matrices fueron utilizadas para 

realizar un estudio de simulación de Monte Carlo. Los ensayos crónicos con cladóceros 

tuvieron una duración de 21 días,  considerando los siguientes puntos finales: 

supervivencia, fecundidad, madurez sexual, crecimiento y la tasa reproductiva neta (R0) 

para cada cohorte. 

Para evaluar la toxicidad de las muestras tomadas luego de aplicar el proceso UV/H2O2 

en diferentes tiempos (120, 240 y 360 min), se realizaron ensayos de inhibición del 

crecimiento de 96 h con C. vulgaris. En el caso de D. magna y C. dubia los ensayos 

fueron estáticos de 48 h. 

Los resultados obtenidos a partir de estas pruebas mostraron que la toxicidad de las 

presentaciones comerciales de agroquímicos varía según los componentes que lo 

conforman y la especie utilizada como organismo de prueba. Además, se destaca la 

importancia de realizar ensayos crónicos y especialmente de recuperación que permitan 

una evaluación ambiental donde se incluyen parámetros biológicos integradores con 

sentido ecológico. 

En relación con la evaluación del proceso UV/H2O2, en el mayor tiempo de reacción (360 

min), no se alcanzó el 50% de inhibición del crecimiento de C. vulgaris en ninguno de 

los formulados. Contrariamente la evaluación del proceso con microcrustáceos mostró 



 

 

que en el mismo tiempo de reacción, en dos de los formulados evaluados (Eskoba® y 

Roundup Ultramax®) la especie más sensible y representativa de la región (C. dubia) 

alcanzó 60 y 80 %  de mortalidad  respectivamente.  

La evaluación del proceso UV/H2O2 mostró la importancia de realizar ensayos de 

toxicidad con especies representativas de la región donde se podrían aplicar este tipo de 

tecnologías. En este sentido, la información aportada por este trabajo en cuanto a la  

toxicidad de las presentaciones comerciales de glifosato y la aplicación de nuevas 

tecnologías que permitan una gestión adecuada de los residuos generados por estos 

compuestos, podría ser utilizada por organismos nacionales de planificación y control 

para contribuir a disminuir la brecha existente entre el uso masivo de plaguicidas y la 

falta de información sobre la toxicidad de la formulaciones en la región centro-este de 

Argentina. 

Los datos generados a partir de la evaluación del proceso UV/H2O2 se utilizaron para 

realizar los ensayos del Capítulo II de la presente tesis. En este Capítulo se expone el uso 

de C. vulgaris como organismo para: 1) remover glifosato utilizando los mismos 

formulados de empleados en la aplicación del proceso UV/H2O2 y desarrollado  en el 

Capítulo I;  2) la remoción de nutrientes presentes en efluentes provenientes de 

producción láctea y porcina y conocer la concentración de clorofila-a y el porcentaje de 

proteínas brutas en la biomasa algal obtenida en ambos efluentes; 3) evaluar 

bioquímicamente la calidad de la biomasa de C. vulgaris obtenida en cultivos a escala de 

fotobioreactores. 

Se seleccionaron  tres tiempos de exposición para avaluar la eficiencia de remoción de 

glifosato con C. vulgaris: T0= inicio del ensayo; T1; T2 y T3= 120, 240 y 360 min. 

respectivamente. Las concentraciones reales iníciales fueron: 9,65; 8,65; 7,35 y 0,78 mg 

e.a L-1 de Eskoba®, Panzer Gold®, Roundup Ultramax®, Sulfosato Touchdown®, 

respectivamente.  

Por otro lado, se cultivó a C. vulgaris a diferentes concentraciones de efluentes de la 

producción láctea (tambo) y porcina (parideras). Para evaluar la capacidad de 

remediación de C. vulgaris cultivada en este tipo de efluentes, al inicio y final del ensayo 

se determinaron en el sobrenadante obtenido post centrifugación, las siguientes variables: 

amonio, nitritos, nitratos, fosforo total, DBO, DQO, pH y conductividad. Además en el 

pellet se cuantificó la  cantidad de clorofila-a y el % de proteínas brutas. 

La misma cepa de C. vulgaris fue cultivada en fotobioreactor, con el objetivo de obtener 

mayor biomasa que permitiera realizar las siguientes determinaciones: cantidad de 



 

 

nitrógeno total, proteínas brutas, fibras, carbohidratos y lípidos. 

En cuanto a los resultados del Capítulo II, en lo que se refiere al % de remoción de  

glifosato, C. vulgaris removió más glifosato cuando fue expuesta durante 360 min al 

formulado Eskoba® (11,22 %). 

Por otro lado, C. vulgaris tiene poca capacidad de remover glifosato de soluciones 

acuosas, por lo que en el caso de considerar complementar el proceso UV/H2O2 con un 

etapa de bioremediación, es recomendable utilizar otros microorganismos, tales como  

bacterias, cianobacterias o bien extender la aplicación del proceso UV/H2O2. 

Por otro lado, cuando C. vulgaris fue cultivada en medio de cultivo con 25 % de efluente 

de tambo alcanzó el máximo crecimiento, reduciendo la mayoría de los parámetros 

analizados y con valores de clorofila-a y proteínas de: 1,68 µg L-1 y 3,75 %, 

respectivamente en la biomasa obtenida. 

Cuando C. vulgaris  se cultivó en fotobioreactor sin efluentes, la biomasa tuvo la 

siguiente composición bioquímica: 7,5; 3,28; 7,11; 44,43; 0,20 % de carbohidratos, 

lípidos, nitrógeno, proteínas brutas, fibra, respectivamente y  1,26  µg L-1de Clorofila-a.  

Los valores de remoción registrados cuando C. vulgaris fue cultivada con efluentes de 

tambo, fueron similares a los relevados en la bibliografía especializada, lo que muestra la 

capacidad y potencialidad de C. vulgaris para este uso. Por otro lado, cuando C. vulgaris 

se cultivó en un fotobioreactor, el % de proteína aumentó a 44,43 %. Este resultado es 

promisorio dado que la biomasa obtenida de cultivos de C. vulgaris, puede ser un 

producto de interés para diferentes usos, tales como en la industria alimenticia o 

cosmética. 

 

II. SUMMARY 

Chapter I of this thesis explains the development of ecotoxicological tests that were 

carried out to: 1) evaluate the possible acute and chronic toxicity of four formulations 

with glyphosate by the responses in growth rate, percent inhibition, survival and 

(microalgae: Chlorella vulgaris and microcrustaceans: Daphnia magna and 

Ceriodaphnia dubia; 2) to know how the different sales used in formulations affect the 

toxicity of the samples treated with the UV/H2O2 process; 3) to establish in what 

conditions of the treatment with the UV/H2O2 process the effluents cease to be toxic by 

conducting bioassays with C. vulgaris and with two species of cladoceran crustaceans: D. 

magna and C. dubia; 4) generate relevant information from recovery trials with 



 

 

cladocerans. Algal growth inhibition test lasted 96 h, while microcrustacean’s acute 

bioassays lasted 48 h. 

Recovery 15-days tests were performed with the specimens that survived the acute test, 

considering as endpoints: survival, growth and fertility.  

With the population data obtained, models matrices were developed. These matrices were 

used for a study of Monte Carlo simulation. Chronic bioassays with cladocerans lasted 21 

days, considering for each cohort, the following endpoints: survival, fertility, sexual 

maturity, growth and net reproductive rate (Ro). 

To evaluate the toxicity of samples taken at different times (120, 240 y 360 min) of the 

process UV/H2O2, 96 h-algal growth inhibition test with C. vulgaris were done  and 48 h-

static tests  with  D. magna and C. dubia as biological models were performed. 

The results obtained from these tests showed that the toxicity of the agrochemicals 

commercial formulations varies in relation with the components that have, and with the 

species used as test organisms. The importance or performing chronic tests, specially 

recovery ones considering integrative biological parameters that add information for an 

environmental assessment is highlighted. 

Regarding the evaluation of the process UV/H2O2, in the longer reaction time (360 min), 

in any of the formulations tested was reached the 50% growth inhibition of C. vulgaris. 

By contrast, the evaluation through microcrustaceans showed that in the same reaction 

time of the process, in two of the formulations evaluated (Eskoba® and Roundup 

Ultramax®) C. dubia (the local species tested) showed 60 and 80% mortality 

respectively. 

The evaluation of the UV/H2O2 process showed the importance of performing toxicity 

tests with species representative of the region where these technologies are applied. In 

this sense, the information provided regarding the toxicity of commercial formulations of 

glyphosate and the application of new technologies to enable proper management of 

waste generated by these compounds could be used by national planning and control, to 

help to reduce the gap between the massive use of pesticides and the lack of information 

on the toxicity of the formulations in the center-east region of Argentina. 

The data generated from the evaluation of the UV/ H2O2 process were used to carry out 

the tests of Chapter II of the present thesis. This chapter discusses the use of C. vulgaris 

as an organism to: 1) remove glyphosate using the same formulations used in the 

application of the UV/H2O2 process and developed in Chapter I; 2) the removal of 

nutrients present in effluents from dairy and pig production and to know the 



 

 

concentration of chlorophyll-a and the percentage of crude protein in the algal biomass 

obtained in both effluents; 3) to evaluate biochemically the quality of the biomass of C. 

vulgaris obtained in cultures at the scale of photobioreactors. 

Three exposure times were selected to assess the removal efficiency of glyphosate with 

C. vulgaris: T0= start of the test; T1; T2 y T3= 120, 240 y 360 min. respectively. The 

initial measured glyphosate concentrations were: 9.65; 8.65; 7.35 and 0.78 mg a.e L-1 

Eskoba®, Panzer Gold®, Roundup Ultramax®, Sulfosato Touchdown®, respectively. 

Furthermore, C. vulgaris was grown at different concentrations of effluents of dairy 

industry (dairy farms) and of pig production. To assess the remediation ability of C. 

vulgaris cultivated in such effluents, at the beginning and the end of the test, the 

following variables were registered in the supernatant obtained after centrifugation: 

ammonia, nitrites, nitrates, total phosphorus, BOD; COD; pH and conductivity. Also, 

chlorophyll-a and % crude protein were measured in the pellet 

The same strain was cultured in C. vulgaris photobioreactor to obtain higher biomass that 

would allow the following determinations: amount of total nitrogen, crude protein, fiber, 

carbohydrates and lipids. 

Chapter II results shows that C. vulgaris removed more glyphosate when it was exposed 

for 360 min to Eskoba® formulation (11.22%). 

Chlorella vulgaris has little ability to remove glyphosate from aqueous solutions, so in 

the case of considering bioremediation as a complement of the UV/H2O2 process, is 

advisable to use other microorganisms such as bacteria, cyanobacteria or to extend the 

application of the UV/H2O2 process. 

On the other hand, when C. vulgaris was grown in culture medium with 25% of dairy 

effluent, it reached maximum growth, reducing the analyzed parameters: chlorophyll-a 

(1.68 mg L- 1) and protein (3.75%)  in the biomass obtained. 

When C. vulgaris was cultures in a photobioreactor  without effluent, the biomass 

obtained had the following biochemical composition: 7.5; 3,28; 7.11; 44.43; 0.20% 

carbohydrates, lipids, nitrogen, crude protein, fiber, respectively and 1.26 mg L-1 of 

chlorophyll-a.  

The values recorded after culturing C. vulgaris in dairy farm effluents, were similar to 

those surveyed in the literature, which shows the capacity and potential of C. vulgaris for 

this use. On the other hand, when C. vulgaris was grown in a photobioreactor, the protein 

concentration increased to 44.43 %. This result is promising since the biomass obtained 



 

 

from cultures of C. vulgaris may be a product of interest for different uses, such as in the 

food or cosmetics industry



 

 

* Responsabilidad extendida y compartida: Entendida como el deber de cada uno de los registrantes de responsabilizarse 
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III. INTRODUCCIÓN GENERAL 

El incremento demográfico de las últimas décadas y la demanda creciente de alimentos a 

nivel mundial determinaron un importante incremento de la superficie de las aéreas 

cultivables y llevó a que la agricultura se convierta en una actividad de alta tecnología. 

Esta transformación trajo aparejada la adopción de cultivos genéticamente modificados 

resistentes a herbicidas de amplio espectro, tales como el glifosato (Salazar, 2010; 

Heinemann y col., 2013). 

Las propiedades herbicidas del glifosato se descubrieron en el año 1974 y desde entonces 

se produjo la introducción comercial de formulaciones (Franz, 1974; Franz y col., 1997, 

Monsanto, 2015). En el año 2000 expiró la patente, lo que determinó  la aplicación de 

volúmenes cada vez mayores  y que más de 40 empresas comercialicen distintas 

formulaciones que tienen al glifosato como principio activo (Duke y Powles, 2008). 

La presencia de glifosato en cuerpos de agua dulce superficial de Argentina fue reportada 

por diferentes autores: Ronco y col., 2008; Peruzzo y col., 2008;  Aparicio y col., 2013; 

Primost 2013; Lupi y col., 2015; Ronco y col., 2016, lo que demuestra que este 

compuesto puede ingresar a los ecosistemas acuáticos. 

En la bibliografía se informan diferentes efectos del glifosato como principio activo 

sobre especies acuáticas; sin embargo las presentaciones comerciales contienen diversos 

coadyudantes en  distintas concentraciones porcentuales, generando una gran cantidad de 

formulaciones en uso.  Por otro lado, en las hojas de seguridad de los productos son muy 

escasos los datos ecotoxicológicos, lo que lleva a una falta de información sobre  los 

efectos de las formulaciones comerciales de glifosato en especies no blanco.  

Otro de los problemas ambientales que surgió a partir de la transformación de la 

actividad agrícola, fue la eliminación de los desechos de los herbicidas y de envases 

vacios de fitosanitarios sin triple lavado (SENASA, 2010).  

Recientemente, Argentina cuenta con la ley 27279/16, “que establece los presupuestos 

mínimos de protección ambiental para la gestión de los envases vacíos de fitosanitarios, 

en virtud de la toxicidad del producto que contuvieron, requiriendo una gestión 

diferenciada y condicionada”. Si bien la ley menciona el concepto de responsabilidad 

extendida y compartida*
, la misma  no  menciona qué procesos se deben implementar con  

los envases de fitosanitarios que no tengan  triple lavado o que contengan remanentes de 

producto y lleguen a los centros de acopios transitorios. 
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Respondiendo a esta necesidad, en la actualidad existen tecnologías como los Procesos 

Avanzados de Oxidación (PAOs) que  permiten el tratamiento de agua contaminada. La 

aplicación de estos procesos lleva a que en muchos casos no se alcance la total 

mineralización de los compuestos en tiempos y costos eficientes; en este contexto  en 

esta tesis se propusieron a los ensayos ecotoxicológicos con especies bioindicadoras 

(Holt y Miller, 2010), como herramientas de gestión ambiental para la evaluación de la 

eficiencia de estos mismos procesos. 

Por otro lado, una de las formas de llegar a la total mineralización de los compuestos 

orgánicos en los procesos químicos y reducir costos, es complementarlos con 

tratamientos biológicos (Marco y col., 1997; Zhang y col., 2014), como pueden ser los 

sistemas “bacterianos-algáceos” por ejemplo, con microalgas, también considerados en la 

presente tesis. 

A partir de lo anteriormente expuesto e intentando generar conocimientos que permitan 

dar respuesta a los problemas socio-ambientales que derivan del uso de agroquímicos en 

la Argentina y el mundo, esta tesis tiene como objetivos generales: 1) determinar la 

toxicidad del glifosato o sus formulados en  especies de diferente nivel trófico (microalga 

y microcrustáceos) y evaluar la eficiencia del proceso UV/H2O2 para disminuir la 

toxicidad de agua contaminada con este herbicida; 2) evaluar a escala de laboratorio el 

potencial  de una matriz biológica constituida por la microalga Chorella vulgaris como 

complemento de tratamiento del proceso UV/H2O2; remediar efluentes que pueden 

causar contaminación orgánica y evaluar bioquímicamente la biomasa obtenida en estos 

procesos. 

Esta tesis posee dos capítulos y cada uno de ellos consta de: introducción, objetivos, 

hipótesis, materiales, métodos, resultados y discusión. En el Capítulo I se analiza el 

contexto ambiental, abordando la problemática del uso creciente  de plaguicidas en el 

país y el mundo y se proponen a los ensayos ecotoxicológicos agudos, de recuperación y 

crónicos  como herramientas de análisis para el control,  monitoreo y gestión  ambiental. . 

El Capítulo II  aborda los diferentes usos y aplicaciones de C. vulgaris, entre ellos el uso 

de la microalga para la remediación de glifosato. Finalmente, a partir de lo expuesto en 

ambos capítulos, se entregan las conclusiones de la presente tesis. 
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IV. CAPÍTULO I 

 

Contexto ambiental. Uso de plaguicidas y la Ecotoxicología como 

herramientas de análisis para el control y monitoreo ambiental. Bioensayos 

como herramientas para evaluar procesos de remediación ambiental. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Las actividades humanas generan una variedad de desechos que finalmente son liberados 

al ambiente, ocasionando desequilibrios en los ecosistemas cuando la cantidad y calidad 

de los mismos superan su capacidad de recuperación. Estas alteraciones, que fueron 

registradas a distintas escalas espaciales y temporales han llevado a que la contaminación 

ambiental se convierta en una de las problemáticas actuales prioritarias a nivel local, 

regional e incluso global (Malacalza, 2013). 

Este trabajo de tesis hará foco en la contaminación del recurso acuático. El agua es 

elemento vital, esencial e insustituible para la vida de toda especie viva, que junto con el 

aire y el sol, son indispensables e irremplazables en nuestro planeta. Su carácter 

imprescindible hace del agua un bien común, de cuyo acceso no debería excluirse a 

nadie. Por tanto su disponibilidad, acceso y calidad deberían ser no sólo salvaguardados 

sino promovidos y su conservación responsabilidad colectiva. Así, el agua pertenece al 

ámbito de los derechos – y, por lo tanto, de los deberes humanos-. El agua en tanto 

elemento indispensable, cruza todas las labores humanas porque disponer y acceder a 

agua de buena calidad es necesario para la vida y por ende, para la salud humana (ONU, 

2011). 

El informe de la Organización de las Naciones Unidas (ONU) de 2014, estimó que la 

población mundial aumentará de 7.200 millones  a 8.100 millones en 2025, registrándose 

la mayor parte de ese crecimiento en los países en desarrollo. El aumento de la población 

mundial genera una necesidad creciente de alimentos que, a su vez, presiona sobre los 

recursos naturales: más tierras y agua son necesarias para generar alimentos. Según las 

perspectivas de la Organización para la Alimentación y la Agricultura de las Naciones 

Unidas (FAO), para el año 2030 la cantidad de cereales producidos en el mundo llegará a 

2.838 millones de toneladas.  

Sobre la base de cifras proporcionadas por la FAO, Argentina tiene 31 millones de 

hectáreas dedicadas a la agricultura, que representan el 2,2% de la superficie total 

mundial de cultivo, ubicándose luego de Estados Unidos, India, Rusia, China, Brasil y 

Australia  (Aparicio y col., 2013). 

La producción de granos en Argentina se ha incrementado tanto en superficie cultivada 

como en rendimientos. Desde que hay registros, en la campaña 1970-1971 la superficie 

sembrada fue de 19.411.550 ha y en la campaña 2012-2013 alcanzó las 35.965.843 ha, lo 

que representa un incremento del 185,3% de superficie sembrada. Con respecto a los 

rendimientos, el incremento fue de un 416,4% pasando de 22.498.308 T a 103.796.664 T 
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en igual período de tiempo (SIIA, 2014). Si desglosamos la producción de granos en 

cereales y oleaginosas, el cambio fue significativo, observándose actualmente un 

predominio de superficie sembrada con oleaginosas. Por ejemplo, si comparamos las 

campañas 1970-1971 y 2012-2013 se observa que el porcentaje de superficie sembrada 

con oleaginosas aumentó de un 8,5% a 60,3% mientras que, en el caso de los cereales, 

disminuyó de 64,8% a 29,1%. Este cambio se debe en gran medida a la adopción de un 

paquete tecnológico que involucra el sistema de siembra directa y  semillas 

genéticamente modificadas resistente a herbicidas (INTA, 2015).  

En este contexto de aumento de la productividad, se generalizó el uso de agroquímicos 

para el control de malezas y plagas. En Argentina, el barbecho químico aplicado en la 

siembra directa, el uso masivo de semillas genéticamente modificadas resistentes al 

herbicida glifosato (N-fosfonometil glicina) y el amplio uso del mismo, produjo un 

aumento constante de la producción y consumo de formulaciones que tienen como 

principio activo al glifosato (Pengue, 2001, Santadino y col., 2014). Este herbicida 

además se utiliza en silvicultura, en huertas familiares y en el ambiente urbano, tales 

como espacios verdes de uso público.  

El glifosato se clasifica como un inhibidor de la EPSP (enol-piruvil shikimato fosfato) 

sintetasa (Mallory-Smith y Razinger, 2003), enzima que cataliza la formación de un 

precursor de la biosíntesis de aminoácidos aromáticos en vegetales.  

Según la Cámara de Sanidad Agropecuaria y Fertilizantes (CASAFE) y la Cámara de la 

Industria Argentina de Fertilizantes y Agroquímicos (CIAFA) (INTA, 2015)  el glifosato 

representa el 65% (182.484.206 L) del total de los agroquímicos comercializados 

(281.652.245 L).  

Si se analiza  la variación del mercado del glifosato en los últimos años,  puede 

observarse que tuvo un aumento del 24% en la facturación y que se emplean 

concentraciones cada vez mayores: las concentraciones al 48 %, aumentaron  un 39% en 

facturación y un 14% en volumen, en comparación con la  disminución  del 10% y del 

33% respectivamente de los formulados de menor concentración (INTA, 2015). 

Los ambientes acuáticos son considerados actualmente sistemas que están integrados a 

las actividades antrópicas que lo modifican y que dependen del mismo para el 

sostenimiento de la vida. Éstos son impactados debido a la introducción de 

contaminantes de diferente origen a través de diversas vías, entre ellas podemos 

mencionar la recepción de efluentes cloacales e industriales y agua de lavado de zonas 
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expuestas a contaminación, que modifican su composición y en este sentido su calidad 

para diferentes usos y/o aplicaciones (Lopretto y Tell, 1995). 

El glifosato puede ingresar a los cuerpos de agua por el lavado de envases, por 

pulverizaciones directas sobre ríos, lagunas o arroyos y por escurrimiento posterior a las 

lluvias (Romero y col., 2011). Es amplia la bibliografía sobre el efecto del glifosato en 

especies de biota acuática (Vendrell y col., 2009; Demetrio, 2012; Cuhra y col., 2013). 

Sin embargo, poco se sabe de la toxicidad del principio activo y de los coadyuvantes 

agregados al mismo. 

En las formulaciones comerciales de herbicidas, está generalmente presente la 

descripción de la sal de glifosato que lo integra, pero estos productos  también incluyen 

sustancias tensioactivas para facilitar la movilización del glifosato a través de la cutícula 

cerosa del follaje de las plantas, así como otros ingredientes menores (OMS, 1994). 

Aunque estos ingredientes se clasifican normalmente como ''inertes'', está ampliamente 

documentado que algunos pueden ser más tóxicos que los herbicidas con los que se 

utilizan (Dorn y col., 1993; Tsui y Chu, 2003; Brausch y Smith (2007);  Piola y col., 

2013). 

Si bien el tema ha recibido alguna atención a nivel mundial, la gran mayoría de las 

investigaciones evaluaron los efectos del Raundup®  (Tsui y Chu, 2004; Cedergreen y 

Streibig, 2005; Raipulis y col., 2009; Sáenz y Di Marzio 2009; Papchenkova y col., 2009; 

Polleta y col., 2009; Vera y col., 2010; Dutra y col., 2011; Lajmanovich y col., 2011; 

Cuhra y col., 2013; De Souza y col., 2016; Guerrero Schimpf y col., 2016), pero no 

evaluaron una gran cantidad de nuevas formulaciones que en los últimos años se 

incorporaron masivamente en la industria agrícola. 

La Cámara de Sanidad Agropecuaria y Fertilizantes (CASAFE) en 2013 y el Servicio 

Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA) en su registro de 

fertilizantes, enmiendas y otras, describen de 32 a 364 formulaciones que tienen al 

glifosato como principio activo respectivamente, en diferentes concentraciones, tipos de 

sales (isopropilamina, dimetilamina, monoamónica, potásica y amónica) y clases 

toxicológicas (II, III y IV, según la resolución N°302/2012 del SENASA) 

Por otro lado, el glifosato recientemente  fue reclasificado por la Agencia Internacional 

para la Investigación sobre el Cáncer (OMS, 2015) en el grupo 2A como probablemente 

cancerígeno para el ser humano, situación que también intensificó el estudio de sus 

posibles efectos en distintos organismos no-blanco.  En este sentido, en la región se 

realizaron numerosos estudios que evaluaron el efecto del glifosato o de los plaguicidas 
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en especies no-blanco. Entre ellos, cabe citar a, Simoniello y col., 2008 y  2010, Poletta y 

col., 2012.  Los mencionados autores  realizaron estudios en las poblaciones humanas 

directa e indirectamente expuestos a pesticidas y mezclas, analizando genotoxicidad y el 

estrés oxidativo que pueden causar estos compuesto. Por otro lado, Lajmanovich y col., 

2003; Poletta y col., 2011; López González y col., 2013; Gagneten y col. 2014;  Sanchez 

y col., 2014; Attademo y col., 2014; Lajmanovich y col., 2015; Varayoud y col., 2016, 

trabajaron evaluando el efecto del glifosato o sus formulaciones comerciales en 

diferentes modelos biológicos (microcrustáceos, anfibios, reptiles y ratas). 

La presencia de plaguicidas en los sistemas acuáticos puede generar escenarios de 

contaminación aguda o difusa, con consecuencias negativas sobre organismos no-blanco. 

Por otro lado, han sido reportado numerosos efectos de toxicidad aguda del glifosato o 

sus formulaciones (Tsui y Chu, 2003; Cox, 2004; Kitulagodage  y col., 2008; Pereira y 

col., 2009; Piola y col., 2013), pero poco se conoce sobre cómo responden los 

organismos después de ser expuestos al glifosato en ambientes naturales. 

En las hojas de seguridad de los formulados comerciales se reportan pruebas de toxicidad  

aguda de 48  o de 72 h, resultados que derivan  de evaluar sólo la mortalidad. Estas 

evaluaciones pueden llevar a conclusiones engañosas acerca de los reales efectos de los 

agroquímicos (Hua y Relyea, 2014). Sin embargo hay un reconocimiento creciente 

acerca de la importancia de conocer los efectos subletales que tienen los contaminantes 

sobre las especies no-blanco (Antón y col., 1993; Venkateswara Roa y col., 2003; 

Spurgeon y col., 2004; Santadino, y col., 2014), que permitiría  desarrollar  valores guías 

para estos compuestos más precisos y orientados a  la protección de la biota acuática.   

En este sentido, los modelos matemáticos poblacionales surgen como una herramienta 

que permite detectar efectos subletales, sobre todo a nivel poblacional. Éstos son muy 

útiles sobre todo para aplicar a  poblaciones que en su ciclo de vida tienen varios 

estadíos, o en los que es posible reconocer estructura de edades, por lo que se han usado 

en ensayos toxicológicos en los cuales es posible cuantificar los organismos que se 

encuentran en cada una de las etapas del ciclo de vida (Chaparro y Canziani, 2010; 

Santadino y col., 2014). Los modelos poblacionales matriciales son herramientas 

poderosas y útiles para el estudio de dinámicas poblacionales, con aplicaciones en la 

ecología, epidemiología y demografía (Caswell,  2001); permiten, entre otras cosas, 

detectar qué  parámetros demográficos son más sensibles a un efecto tóxico y cuáles 

influyen en mayor medida en la supervivencia futura de la población. 
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Por otro lado, muy frecuentemente en los sistemas naturales se encuentran 

concentraciones bajas de plaguicidas que pueden estar por debajo de los niveles guía 

permitidos o resultar inocuas para los organismos en el corto plazo. Sin embargo es de 

suma importancia conocer los posibles efectos que causan concentraciones bajas y 

ambientalmente relevantes en el largo plazo, sobre poblaciones de organismos no-blanco. 

En el caso de que las mismas hayan estado expuestas durante un período de tiempo lo 

suficientemente prolongando, pueden registrarse efectos subletales en atributos de 

historia de vida y parámetros poblacionales tales como  la sobrevivencia, el crecimiento, 

la fecundidad  y la madurez sexual, que son indicadores de la estabilidad  de una 

población y de su capacidad potencial para mantenerse en el tiempo en los ecosistemas 

(Rand y col., 1995).  

Si bien el monitoreo químico es valioso porque proporciona información sobre la 

concentración de uno o más contaminantes en un lugar o tiempo determinados,  no  

puede determinarse el comportamiento de la sustancia en el ambiente, los efectos sobre 

organismos, comunidades o ecosistemas (Schwarzenbach y col., 2006). 

La relevancia ecológica de las pruebas ecotoxicológicas se pone en evidencia a la hora de 

evaluar los efectos de distintos xenobióticos sobre la complejidad biológica. En tal 

sentido, Da Silva y Soares (2010) destacan que la falta de comprensión sobre los posibles 

efectos ecológicos es un vacío que se debe cubrir en el corto plazo, si se desea proteger 

adecuadamente la salud ambiental. 

Una forma de proteger la integridad ambiental al momento de realizar una  evaluación de 

calidad ambiental es la utilización de baterías de ensayos multitróficas, empleando 

organismos de diferente nivel trófico -productores, consumidores- (Pablos y col., 2009, 

Castillo y col., 2000, Díaz Báez y Pérez, 2000, Ronco y col., 2000), porque permiten 

aproximarse al grado de toxicidad de un determinado xenobiótico y comparar el peligro 

potencial de efluentes cuando los efectos se presentan en diferentes niveles tróficos 

(Costan y col., 1993). 

Además de la evaluación toxicológica que se puede realizar de las formulaciones o 

presentaciones comerciales de agroquímicos, uno de los problemas de contaminación 

más extendidos, es la eliminación de los desechos de los herbicidas, junto con los 

envases vacíos  sin el triple lavado indicado por las buenas prácticas agrícolas (SENASA, 

2010). La disposición inadecuada de estos residuos puede dar lugar a situaciones de 

contaminación en el suelo y en el agua (Huston y Pignatello, 1999). 
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Los Procesos Avanzados de Oxidación (PAOs) son considerados tecnologías limpias 

para el tratamiento de aguas contaminadas. La acción de los PAOs se basa en la 

generación de radicales libres, principalmente el radical hidroxilo, que son no selectivos 

y se caracterizan por su poder altamente oxidante, lo que permite degradar contaminantes 

de muy variada naturaleza química. Luego del fluoruro, el radical hidroxilo es la especie 

oxidante más fuerte, y su generación puede ser lograda a través de diferentes 

mecanismos.  

Los PAOs pueden ser clasificados como procesos homogéneos o heterogéneos, algunos 

ejemplos son: fotocatálisis heterogénea (TiO2/UV), foto-Fenton homogéneo y 

heterogéneo, ozono con radiación UV (O3/UV) y peróxido de hidrógeno en combinación 

con UV (UV/H2O2). 

El método UV/H2O2 es uno de los más simples y menos costoso considerando la baja 

inversión inicial de capital. Ha sido usado con éxito en la remoción de contaminantes 

presentes en agua (Ikehata y Gamal-El Din 2006, Semitsoglou-Tsiapou y col., 2016). El 

radical hidroxilo se genera en la mezcla de reacción por fotólisis directa del peróxido de 

hidrógeno bajo la radiación UV a longitudes de onda menores a 300 nm. 

Este proceso ha sido eficaz en la remoción de diferentes plaguicidas y de mezclas de 

plaguicidas de muy variada naturaleza química y de los más utilizados en nuestro país, 

tales como los herbicidas glifosato, 2,4-D y el insecticida clorpirifós (Manassero y col., 

2010; Femia y col., 2013; Mariani y col., 2015). 

Sin embargo, cuando se utilizan esta clase de procesos no siempre es posible alcanzar la 

total mineralización, al menos, dentro de tiempos y costos razonables. De esta manera, 

los compuestos intermediarios generados durante los procesos de degradación podrían 

ser igualmente o más tóxicos que el compuesto de origen. 

Como alternativa, los bioensayos de laboratorio bajo condiciones controladas utilizando 

organismos bioindicadores (bioindicadores: especies, poblaciones o comunidades que se 

utilizan para evaluar la calidad del ambiente y cómo cambia con el tiempo (Holt y Miller, 

2010) constituyen no sólo una muy importante  primera aproximación para la evaluación 

de plaguicidas (Scott- Fordsmand y Weeks, 2000; Sánchez- Hernández, 2006) sino 

también para evaluar  procesos de remediación (tales como el UV/H2O2). En este último 

caso, los  test  permiten  reducir los costos de operación de los PAOs ya que permiten 

determinar cuándo un efluente tratado deja de ser tóxico, dado  que no siempre es 

necesario alcanzar la degradación total de los contaminantes para obtener un efluente 

inocuo. 



29 

 

Por otro lado, estos organismos llamados “bioindicadores” deben ser abundantes, muy 

sensibles al estrés ambiental, identificables rápida y fácilmente, y bien estudiados en su 

ecología y ciclo biológico. En este sentido, diferentes taxa de invertebrados acuáticos 

pueden presentar respuestas únicas ante estresantes particulares. Dichas respuestas 

pueden ser consideradas como herramientas para evaluar las condiciones del sistema (Utz 

y col., 2009). También diferentes componentes de la comunidad fito y zooplanctónica 

son empleados como indicadores, reflejando situaciones tempranas de estrés ambiental 

(Gagneten y Paggi, 2009) 

En este sentido, las microalgas por su condición de productores primarios permiten la 

entrada de energía al ecosistema, regulan  las concentraciones de gases disueltos y tiene 

acción depuradora, son el alimento de otros organismos y participan en el mantenimiento 

del equilibrio en los cuerpos de agua tanto dulceacuícolas como marinos, por su 

participación en los ciclos biogeoquímicos del carbono, oxígeno, nitrógeno, fósforo y 

silicio (Knie y Lopes, 2004). 

A su vez el zooplancton –la fracción animal del plancton- cumple un papel clave en los 

ecosistemas acuáticos, pues al alimentarse de microalgas y materia orgánica particulada 

y ser el principal alimento de larvas y peces zooplanctófagos (Oliveros, 1980; Escalante, 

1982; Rossi 1992 y 2001), participa en la transferencia de materia y energía desde los 

productores hacia los niveles tróficos superiores.  Por todo lo anteriormente expuesto, las 

el fito y el zooplancton  están  considerados entre los indicadores más importantes de las 

alteraciones del ambiente acuático medio. Entre los organismos zooplanctónicos, los 

cladóceros cumplen un importante papel en esta comunidad, la facilidad de cultivo en el 

laboratorio, la reproducción partenogenética (lo cual asegura uniformidad de respuesta) 

y el corto ciclo de vida con la producción de un alto número de crías, han hecho de este 

grupo un ideal para la evaluación de toxicidad de carácter universal (Díaz Baez y col., 

2004).  

Teniendo en cuenta las grandes extensiones rurales con cultivos genéticamente 

modificados, la enorme producción, el uso de herbicidas con base de glifosato en todo el 

mundo, es escaso el conocimiento en cuanto a los efectos ecotoxicológicos de las 

formulaciones comerciales de glifosato en organismos acuáticos. Por lo tanto es 

necesario generar mayor conocimiento sobre los efectos letales y subletales en especies 

no-blanco, que permitan realizar evaluaciones de riesgo más certeras y, a su vez, 

desarrollar tecnologías más limpias que permitan minimizar la contaminación ambiental 

promoviendo un desarrollo sustentable. 
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En el capítulo I de esta tesis se propuso, por un lado, trabajar con la evaluación 

ecotoxicológica a escala de laboratorio de diferentes formulaciones de glifosato, para 

posteriormente evaluar la eficiencia del proceso UV/H2O2, utilizando en todos los 

ensayos bioindicadores de sistemas acuáticos: una especie de microalga (Chlorella 

vulgaris) y dos especies de cladóceros (Daphnia magna y Ceriodaphnia dubia). 
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2. OBJETIVOS 

 

Objetivo General:  

Determinar la toxicidad del glifosato o sus formulados en  especies de biota nativa y 

evaluar la eficiencia del proceso UV/H2O2 para disminuir la toxicidad de agua 

contaminada con este herbicida. 

La información generada podrá ser utilizada para implementar medidas tendientes a la 

disminución del impacto de la contaminación con plaguicidas en  sistemas acuáticos que 

atraviesan zonas de alta productividad agrícola. 

Objetivos Específicos:  

1- Evaluar la posible toxicidad aguda y crónica de cuatro formulaciones con glifosato 

mediante respuestas en la tasa de crecimiento, el porcentaje de inhibición, la 

supervivencia y la reproducción de especies de diferente nivel trófico (microalgas: 

Chlorella vulgaris y microcrustáceos: Daphnia magna y Ceriodaphnia dubia. 

2- Conocer cómo influyen las diferentes sales utilizadas en las formulaciones en la 

toxicidad de las muestras tratadas con el proceso UV/H2O2. 

3- Establecer en qué condiciones del tratamiento con el proceso UV/H2O2 los efluentes 

dejan de ser tóxicos  mediante la realización de bioensayos con Chlorella vulgaris y con 

dos especies de crustáceos cladóceros: Daphnia magna y Ceriodaphnia dubia. 

4- Generar información relevante a partir de ensayos de recuperación con cladóceros.  

 

3. HIPÓTESIS 

 

1. En los ensayos agudos, de recuperación y crónicos, los cuatro formulados de glifosato 

afectan negativamente a Chlorella vulgaris, Daphnia magna y Ceriodaphnia dubia.  

2. Las diferentes sales de glifosato inciden en forma diferente sobre la toxicidad de las 

muestras tratadas con el proceso UV/H2O2.  

3. Las muestras obtenidas al final de la aplicación del proceso UV/H2O2 en un sistema 

discontinuo son menos tóxicas para los cladóceros y la microalga, que las muestras 

obtenidas en tiempos intermedios. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS  

4.1. Organismos de prueba y formulaciones con glifosato  
 
Como modelos biológicos se utilizaron la microalga Chlorella vulgaris y los cladóceros 

Ceriodaphnia dubia y Daphnia magna.  

Chlorella vulgaris (Beijerinck Novakova, 1890) (Figura 1, A y B) es una microalga 

unicelular (3-5 µ) perteneciente al Orden Chlorococcales, Clase Chlorophyta, 

considerada cosmopolita ya que fue registrada en diferentes partes del mundo, tanto en 

cuerpos de agua dulce como marinas (Richmond, 2000). La reproducción es 

exclusivamente asexual, cada célula madura se divide produciendo 4, 8 o rara vez 16 

autoesporas esféricas. En los sistemas acuáticos, las microalgas constituyen el primer 

eslabón de la cadena trófica. Las microalgas son de gran relevancia para los ecosistemas 

acuáticos, donde contribuyen al balance de oxígeno, y gracias a ellas, se inicia el flujo de 

energía en estos ecosistemas (Luna, 2007). 

La utilización de las microalgas como indicadores ecotoxicológicos tiene sus orígenes en 

el análisis de la respuesta de microalgas planctónicas en cultivo, en particular especies 

muy conocidas como C. vulgaris (Vera, 2011), especie utilizada en esta tesis. Esta 

especie crece rápidamente en el laboratorio y es contabilizada fácilmente, por lo tanto es 

conveniente para los bioensayos. Considerando que su crecimiento puede verse afectado 

por la luz, la temperatura y el nivel de nutrientes, se requieren condiciones estándar que 

han sido ampliamente aplicadas (Sabater y col., 2007). Los cultivos de algas han sido 

utilizados, por ejemplo, para detectar efectos de herbicidas (Vendrell y col., 2009), 

efectos combinados de herbicidas y surfactantes (Altenburger y col., 1990) o en la 

evaluación de los riesgos de las mezclas de productos químicos (Faust y col., 2001). 

 

 
Figura 1: Chlorella  vulgaris (A: aumento microscopio óptico: 40X; B: aumento microscopio óptico: 100X). 
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Temperatura 20±1ºC (Reno y col., 2015). La manipulación de los cultivos se realizó bajo 

flujo laminar para evitar su contaminación. 

Las formulaciones a base de glifosato seleccionadas para la realización de los ensayos 

fueron: Eskoba® (Red Surcos), Panzer Gold® (Dow Agrosciences), Roundup Ultramax® 

(Monsanto) y Sulfosato Touchdown® (Syngenta Agro) ya que se encuentran entre las 

más utilizadas en la región pampeana y en el litoral fluvial de Argentina (CONICET, 

2009; UNL, 2010) las dos eco-regiones de mayor productividad sojera del país. Las 

formulaciones comerciales mencionadas se componen de 48% (p/v) de sal de 

isopropilamina, 60,8 % (p/v) sal de dimetilamina, 74,7 % (p/p) sal monoamónica y 62 % 

(p/v) sal potásica, respectivamente (CASAFE, 2011) (Figura 4; A, B, C y D). 

 

 
Figura 4: Fórmulas químicas de  las sales de glifosato que componen cada uno de los formulados utilizados en esta 

tesis. A: sal de isopropilamina. B: sal de dimetilamina. C: sal monoamónica. D: sal potásica. 

 

Previamente a los ensayos, se prepararon soluciones madres de 1000 mg e.a. L-1 de los 4 

formulados en agua bidestilada estéril, que se mantuvieron en condiciones de oscuridad a 

4 ºC hasta su determinación analítica. 

La determinación analítica se llevó a por cabo Cromatografía Líquida de Alta Resolución 

(HPLC) cromatógrafo Dionex DX-100 ion, bajo las siguientes condiciones analíticas: 

Columna cromatográfica: Phenomenex Luna® NH2, 5 µm;  250 mm x 3 mm; Fase móvil: 

Fosfato de potasio monobásico 50 mM (pH 6)/Acetonitrilo (60:40); Solvente de 

disolución de muestras: Tetraborato de sodio 25 mM; Caudal: 0.8 mL/min; Temperatura 
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de horno: 40º C; Detector: Fluorescencia; Detección: Longitud de onda de excitación:  

206 nm- Longitud de onda de emisión: 320 nm; Tiempo de análisis: 25 minutos; 

Volumen de muestra a inyectar: 25 µl; Tratamiento de las muestras: Derivatización pre-

columna con FMOC-Cl (9-fluorenilmetil cloroformiato). 

La concentración de glifosato medida en las soluciones madres fue 1067; 1091; 914; 993 

mg e.a L-1 para el Eskoba®, Sulfosato Touchdown®, Panzer Gold® y Roundup 

Ultramax®, respectivamente. Estas soluciones  se usaron para preparar cada una de las 

concentraciones posteriormente utilizadas en  los ensayos realizados en este trabajo. 

Las concentraciones de glifosato en las diferentes formulaciones comerciales se expresan 

en mg de equivalentes de ácido por litro (mg e.a. L-1). En las mencionadas 

formulaciones, el ácido de glifosato se convierte en una sal con el fin de aumentar la 

solubilidad en agua y por esta razón las concentraciones de glifosato en la presente tesis 

se reportarán como equivalentes ácido (e.a) por litro (Monsanto, 2009; Lanctôt y col., 

2014). 

 

4.2. Ensayos de inhibición de crecimiento algal con C. vulgaris para evaluar 

toxicidad de 4 formulados con glifosato  

Los tratamientos experimentales de inhibición del crecimiento de C. vulgaris por 

exposición a cuatro formulados con glifosato se realizaron según el protocolo estándar de 

la USEPA (USEPA, 2002): las microalgas fueron cosechadas en fase de crecimiento 

exponencial;  a continuación se centrifugaron y  resuspendieron en agua ultrapura estéril. 

La densidad del inóculo para los tratamientos  y los controles (sin glifosato) fue de 10000 

cél. mL-1. La densidad celular se determinó directamente por conteo con cámara de 

Neubauer (ISO 8692, 1989). Se realizaron 3 réplicas para controles y tratamientos, que se 

mantuvieron bajo iluminación continua (120 µE m-2 s-1, aproximadamente) a 25 ±1 ºC, 

durante el ensayo (96 h) (Reno y col., 2015). 

Se tomaron 3 muestras de 100 µL a las 24, 48, 72 y 96 h, por cada tratamiento y control, 

determinado la densidad celular en cámara de Neubauer. En todos los casos se contaron 

al menos 25 cuadrados, con el objetivo de asegurar errores menores al 10% según lo 

propuesto por Venrick (1978). 

En cada uno de los ensayos se determinó la concentración efectiva a las 96 horas (96 h-

CE50), por interpolación lineal (USEPA, 2002) y el porcentaje de inhibición (% I) según 

la ecuación (1): 
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% � = �����
��

× 100   (1) 

 

donde µc= tasa de crecimiento para el control, µi= tasa de crecimiento para la 

concentración testeada (OECD, 2011). 

La tasa de crecimiento en la ecuación (1) se determinó a partir de la ecuación (2): 

 

µ i-j= (lnXj - lnXi ) /  tj - ti    ( días -1)  (2) 

 

dondeµ i-j = tasa de crecimiento entre los tiempos i-j; Xi = biomasa en el tiempo i; Xj= 

biomasa en el tiempo j (OECD, 2011). 

Para los ensayos se utilizaron erlermeyers de 250 mL, con 100 mL de medio BBM. Las 

concentraciones de glifosato ensayadas fueron: 6,25; 12,5; 25; 50; 100 mg e.a L-1 para 

Eskoba®; 1,5; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200  mg e.a L-1 para Panzer Gold® y 0,75; 

1,5; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50 mg e.a L-1 para Roundup Ultramax® y Sulfosato 

Touchdown®. En todos los casos se midió pH al inicio y al final de cada uno de los 

ensayos. 

Las diferencias entre los controles y tratamientos (log10 (x) valores transformados) se 

analizaron utilizando ANOVA de medidas repetidas (MR)  (α = 0,05) (Sokal y Rohlf, 

1969)  

 

4.3. Ensayos  agudos con D. magna y C. dubia para evaluar toxicidad de 4 

formulados con glifosato 

Los ensayos agudos fueron estáticos de 48 h, con fotoperiodo 16L: 8O y T= 20±1ºC, 

utilizando neonatos (<24 h) (USEPA, 2002), de C. dubia y D. magna. El número de 

organismos utilizados fue 20, divididos en 4 grupos de neonatos, por cada uno de los 

tratamientos y controles (ISO 6341, OEDC, 2004). 

Para el formulado comercial Eskoba® se ensayaron 6 concentraciones de glifosato: 45 

(C1), 40 (C2), 35 (C3), 30 (C4), 25 (C5), 20 (C6), mg e.a L-1 para D. magna y 5 

concentraciones: 40,5 (C1) 27 (C2), 18 (C3), 12 (C4), 8 (C5), mg e.a L-1 para C. dubia. 

Para el Sulfosato Touchdown® se ensayaron 5 concentraciones de glifosato para las dos 

especies estudiadas: 5 (C1) 2,5 (C2), 1,25 (C3), 0,5 (C4), 0,25 (C5) mg e.a. L-1 para D. 

magna y  1 (C1), 0,5 (C2), 0,25 (C3), 0,125 (C4), 0,0625 (C5) mg e.a. L-1 para C. dubia. 
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En el caso del Panzer Gold®  se utilizaron 5 concentraciones: 10 (C1), 5 (C2), 2,5 (C3), 

1,25 (C4), 0,62 (C5) mg e.a L-1 para D. magna y 6 concentraciones para C. dubia: 2,5 

(C1), 1,25 (C2), 0,62 (C3), 0,49 (C4), 0,31 (C5), 0,15 (C6) mg e.a L-1. 

Para el Roundup Ultramax® se evaluaron 5 concentraciones de glifosato para las dos 

especies: 40 (C1) 20 (C2), 10 (C3), 5 (C4), 2,5 (C5), mg e.a L-1  para D. magna y 20 

(C1), 10 (C2), 5 (C3), 2,5 (C4), 1,25 (C5) mg e.a L-1 para C. dubia. 

Como indicador de toxicidad se registró la inmovilización de los organismos al acercar 

una varilla de metal. Los resultados fueron considerados aceptables cuando la mortalidad 

en el control fue ≤ 10%. Para cada especie, se determinó la concentración letal 50 a las 

48 h (48h-CL50), donde CL50 es la concentración efectiva de una sustancia química que 

produce un 50% de reducción en la población experimental (Rand y Petrocelli, 1985). 

Los valores de 48h-CL50, con un 95 % de confianza, se determinaron con el análisis 

Probit (Finney, 1971). El pH y el oxígeno disuelto (OD) se midieron durante toda la 

experimentación. Los valores estuvieron entre 7.6-8,1 y 8-6 mg L-1 respectivamente, 

dentro de los límites establecidos por APHA (APHA, 1998). 

 

4.4. Ensayos de recuperación con D. magna y C. dubia para evaluar toxicidad de 4 

formulados con glifosato 

El lavado de las maquinas aplicadoras y bidones, la aplicación sobre cuerpos de agua 

lóticos, puede ocasionar acontecimientos de contaminación aguda de pocas horas, 

producto de las características propias del medio. La información sobre cómo responden 

las poblaciones de especies no blanco a este tipo de contaminación es poco conocida, por 

ello la importancia de generar una herramienta, como los ensayos de recuperación,  que 

permita interpretar este tipo de acontecimientos. 

Para los ensayos de recuperación se siguió la metodología reportada por Reno y col. 

(2014): los organismos sobrevivientes de los ensayos agudos fueron trasladados a nuevos 

recipientes con sus respectivos medios de cultivo sin glifosato durante 15 días en 

condiciones idénticas a las descriptas para el cultico stock. Los cladóceros fueron 

alimentados tres veces a la semana con una gota de una suspensión de C. vulgaris (Abs= 

1,5 λ, 650 nm). Los valores de pH y concentraciones de OD se registraron al inicio y al 

final de cada ensayo, y estuvieron dentro de los límites establecidos por APHA (1998). 

Para este ensayo los puntos finales fueron: la supervivencia, el crecimiento (número de 

mudas) y la fecundidad.   
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Una vez concluido el ensayo agudo para el formulado comercial Eskoba®, sólo 

sobrevivieron organismos de D. magna en: 40 (C2), 35 (C3), 30 (C4), 25 (C5), 20 (C6) 

mg e.a L-1 y en 27 (C2), 18 (C3), 12 (C4), 8 (C5), mg e.a L-1 para C. dubia. 

Para el Sulfosato Touchdown® se ensayaron 5 concentraciones de glifosato para las dos 

especies estudiadas, sobreviviendo organismos sólo en: 5 (1), 2,5 (C2), 1,25 (C3), 0,5 

(C4), 0,25 (C5) mg e.a L-1 para D. magna y 0,5 (C2), 0,25 (C3), 0,125 (C4), 0,0625 (C5)  

mg e.a L-1 para C. dubia. 

En el caso del Panzer Gold® sobrevivieron en: 5 (C2), 2,5 (C3), 1,25 (C4), 0,62 (C5) mg 

e.a L-1 para D. magna y para C. dubia: 1,25 (C2), 0,62 (C3), 0,49 (C4), 0,31 (C5), 0,15 

(C6), mg e.a L-1. 

Para el Roundup Ultramax® sobrevivieron en: 40 (C1) 20 (C2), 10 (C3), 5 (C4), 2,5 (C5),  

mg e.a L-1  para D. magna y 10 (C2), 5 (C3), 2,5 (C4), 1,25 (C5), mg e.a L-1 para C. 

dubia.  

4.4.1. Construcción de modelos poblacionales matriciales 

Los datos recolectados con los ensayos de recuperación previamente descriptos se 

utilizaron para construir un modelo de matriz poblacional (MMP). Cabe destacar que 

para la construcción de las MMP se consultó y realizó una capacitación con el Dr. 

Fernando Momo perteneciente al Instituto de Ecología y Desarrollo Sustentable 

(INEDES), Universidad Nacional de Luján. Argentina y al Área de Biología y 

Bioinformática, Instituto de Ciencias, Universidad Nacional de General Sarmiento. 

Argentina. 

Los MMP son modelos de dinámica poblacionales, donde las poblaciones tienen un 

crecimiento discreto y una estructura de etapas o estadios, en consecuencia la población 

está representada por un vector que contiene la abundancia de cada etapa considerada  y 

es dependiente del tiempo (Santadino y col., 2014).  

Los datos obtenidos durante el ensayo de recuperación fueron sintetizados en una matriz 

de transición cuyos elementos representan los aportes de cada uno al vector en un 

momento dado (Momo y Capurro, 2006).  

Como primera medición para la construcción de las matrices, se contaron la cantidad de 

veces que debieron mudar los organismos del control, para tener su primera camada 

(edad de la primera reproducción) y por consiguiente pasar del estadio juvenil (J) al 

adulto (A). En ambas especies este valor fue el mismo, 5 mudas en promedio, es decir 

que después de mudar 5 veces, los cladóceros comenzaron a reproducirse. Este parámetro 

fue tomado como referencia para elaborar  las matrices de los tratamientos y controles. 
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Para cada una de las concentraciones se construyeron dos matrices, una con los valores 

máximos posibles (Figura 5 y 6, A) llamada matriz optimista y la otra con los valores 

mínimos (Figura 5 y 6, B) denominada matriz pesimista. 

 

 

 

Figura 5: Esquema en forma de grafo del modelo de matriz poblacional: N: Neonato; J: Juveniles; A: Adultos; σ: 

desvió estándar. A: matriz optimista; B: matriz pesimista. 

 

 
 

Figura 6: Matriz poblacional: A: matriz optimista; B: matriz pesimista. 

 

Los valores de las matrices se determinaron de la siguiente manera:   

f (fecundidad) = se estimó como promedio del número de neonatos (N) de los 

organismos que vivieron los 15 días del ensayo (suma y resta del desvío estándar al 

promedio da como resultados f optimista y pesimista, respectivamente) 

S21 (supervivencia J-N)=  proporción de organismos que sobrevivieron al ensayo agudo  

S22 (supervivencia J-J) = promedio juveniles que  permanecieron en este estadio y no 

completaron las 5 mudas necesarias para alcanzar la adultez. 

Este valor puede tener un máximo (matriz optimista) que se calcula a partir de la 

siguiente fórmula: 

 

 

�̅ = (X1/t)+(X2/t)⋯ (Xn/t)  
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donde; Xn= día en el que se registró la última muda; t = duración del ensayo (15 días).  

Por otro lado, este valor tiene un mínimo que es cero (0), lo que significa que todos los 

organismos quedaron en el estadio de juvenil (matriz pesimista). 

S32 (Supervivencia A-J)= proporción de organismos que llegaron a las 5 mudas durante 

el ensayo de recuperación. 

S33 (Supervivencia A-A) = el valor máximo para este parámetro es uno (1) lo que 

significa que todos los adultos sobrevivieron en este estadio hasta finalizar el ensayo 

(matriz optimista). 

Por otro lado, el valor mínimo (matriz pesimista) se obtuvo a partir de la siguiente 

fórmula:  

( x�An)/ tn 

 

donde; ��An es el  promedio de la cantidad de días que vivieron después de haber 

alcanzado las 5 mudas y tn duración del ensayo (15 días).  

En los modelos poblacionales matriciales, el valor propio de mayor módulo (llamado λ) 

guarda una relación con la dinámica asintótica de la población, y su logaritmo es la tasa 

de crecimiento intrínseca de la población (r) Pianka (1982). Esto significa que la 

población crece si el módulo de λ  es mayor que 1 (o r> 0) (Santadino y col., 2014).  

 

4.4.2. Estudio de simulación de Monte Carlo 

Los MMP construidos en base a los datos experimentales poseen parámetros con una 

variabilidad intrínseca y cuya estimación está sujeta a incertidumbre.  Por lo tanto, la 

estimación de un único valor λ basado en un valor medio de cada parámetro poblacional 

no permite capturar dicha variabilidad.  

Para lograr este valor único de λ se realizó un estudio de simulación Monte Carlo, que 

fue desarrollado conjuntamente con el  Dr. Santiago Doyle perteneciente al Área de 

Biología y Bioinformática, Instituto de Ciencias, Universidad Nacional de General 

Sarmiento, Argentina. Además, a partir de este tipo de herramienta de análisis se busco 

proyectar los efectos cuantificados nivel individual en los ensayos de recuperación sobre 

una población de cladóceros. 

Un estudio de simulación Monte Carlo es una forma de análisis numérico donde se lleva 

a cabo una simulación estocástica por ordenador, de un modelo matemático para estimar 

las propiedades del modelo que no pueden obtenerse analíticamente o por otros métodos 

de aproximación (Rubinstein y Kroese, 2007).  
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Con el fin de hacer una proyección de los efectos sobre la supervivencia y la fecundidad 

medidos en los ensayos de recuperación, se utilizaron las dos matrices de transición 

generadas para cada uno de los tratamientos y controles como posibilidades extremas 

para cada parámetro de la población del MMP. 

El tamaño de simulación se determinó mediante la evaluación del efecto del tamaño de la 

muestra en las estimaciones de error en base a resultados de la simulación, que mostraron 

que para un tamaño de muestra de 106, la varianza de las estimaciones fue insignificante 

en comparación con la diferencia entre los tratamientos. Para cada tratamiento, 106 

matrices de transición de población estocástica se generaron mediante un muestreo 

aleatorio uniforme de cada uno de los parámetros de la población, entre los límites 

establecidos por las dos matrices de transición extremas.  

Todos los cálculos de Monte Carlo se realizaron utilizando el software libre GNU Octave 

3.8.2 (Octave community (2014). La estimación de la probabilidad de densidades se 

calculó utilizando el código proporcionado por Botev y col. (2010). 

 
4.5. Ensayos crónicos con D. magna y C. dubia para evaluar toxicidad de 4 

formulados con glifosato 

Se realizaron ensayos de toxicidad crónicos (21 días), con neonatos (< 24 h) de D. magna 

y C. dubia expuestos a las 4 formulaciones comerciales de glifosato anteriormente 

mencionadas. 

Las concentraciones de glifosato utilizadas en estos ensayos se establecieron tomando 

como referencia los valores preliminares obtenidos a partir de los test agudos. Para 

estimar las concentraciones superiores empleadas en test crónicos, según Kenaga (1982), 

se calcula el 20 % de la 48h-CL50 obtenida en ensayos agudos. Sin embargo, los valores 

así estimados resultaron muy bajos, especialmente para C. dubia, la especie más sensible, 

por lo tanto, como criterio de selección se consideraron en este trabajo valores cercanos e 

inferiores a las 48h-CL50. Para el Eskoba®, se emplearon las siguientes concentraciones 

nominales (valor teórico o ideal): 15 (C1), 10 (C2) y 5 (C3) y 2,5 (C4)  mg e.a L-1  para 

D. magna y 10 (C1), 5 (C2) y 2,5 (C3) y 1,25 mg e.a L-1para C. dubia. En el caso del 

Panzer Gold®: 0,62 (C1), 0,3 (C2) y 0,15 (C3) mg e.a L-1 para D. magna y 0,25 (C1), 

0,125 (C2) y 0,062 (C3) para C. dubia. Para el Sulfosato Touchdown®: 0,4 (C1), 0,2 (C2) 

y 0,1 (C3) mg e.a L-1  para D. magna y 0,1 (C1), 0,07 (C2) y 0,03 (C3) para C. dubia. 

Para el Roundup Ultramax®: 1,45 (C1), 0,725 (C2) y 0,362 (C3) mg e.a L-1 para D. 

magna y 1,12 (C1), 0,6 (C2), 0,3 (C3) y 0,15 (C4)  para C. dubia. 
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Los neonatos fueron colocados en recipientes de 70 mL que contenían 50 mL de medio 

sintético con las correspondientes concentraciones de glifosato. Se emplearon 10 réplicas 

por concentración y un control (sin glifosato) bajo condiciones idénticas al cultivo stock 

(fotoperiodo y temperatura). Los cladóceros fueron alimentados tres veces por semana 

con 40 µL de C. vulgaris (Abs = 1.5 λ, 650 nm). Los valores de pH y OD  se registraron  

al comenzar y finalizar cada ensayo con el fin de corroborar que  se encuentren dentro de 

los rangos propuestos por APHA (1998). Los conteos se realizaron tres veces por semana 

registrando el Nº de organismos vivos y muertos, Nº de crías, edad de la primera 

reproducción (días) y Nº de mudas (como medida indirecta del crecimiento), para luego 

evaluar como puntos finales, la supervivencia, la fecundidad, la madurez sexual y 

crecimiento, respectivamente. Además se determinó la tasa reproductiva neta (R0) para 

cada cohorte, según Pianka (1982) ecuación (3): 

(3) 

R0 = � (lx·mx) 

 

donde: R0: tasa reproductiva neta, lx: supervivencia a la edad x, y mx: fecundidad a la 

edad x. 

Posibles diferencias significativas entre los tratamientos y sus controles fueron analizadas 

con ANOVA y post test de Tukey-Kramer con un nivel de confianza del 95 % (Sokal y 

Rohlf, 1969). Las variables dependientes (número de organismos vivos, número de 

mudas y el número de neonatos) fueron transformadas en Log n (x+1). Antes de cada 

análisis, se comprobó la normalidad (test de Kolmogorov-Smirnov) de los datos 

obtenidos. Todos los análisis estadísticos se llevaron a cabo utilizando GraphPad Instat 

(2004) (Reno y col., 2016). 

 

4.6. Proceso Avanzado de Oxidación UV/H2O2. Sistema y procedimiento 

experimental. 

La degradación de las soluciones de los formulados comerciales fueron realizadas en el 

Instituto de Desarrollo Tecnológico para la Industria Química, INTEC (UNL-CONICET) 

y se llevaron a cabo en un reactor anular (Vreactor= 870 cm3), con el tubo interno de cuarzo 

que permite el paso de la radiación UV proveniente de una lámpara germicida (Philips 

TUV 15 W, lámpara de baja presión de vapor de Hg con emisión significativa a λ= 253,7 

nm) colocada en forma concéntrica. Este reactor opera en un sistema discontinuo con 
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recirculación incluyendo una bomba centrífuga y un tanque de alimentación con 

agitación continua. El sistema tiene un volumen total de 2500 cm3 y se mantiene a 

temperatura constante (T = 20ºC) por medio de un intercambiador de calor (Figura 7, A y 

B). 

El reactor dispone de una pantalla para bloquear el ingreso de radiación dentro del 

espacio de reacción hasta que todo el sistema alcance el estado estacionario 

(concentraciones uniformes, temperatura constante y estabilización de la lámpara). 

 
Figura 7 A: Esquema del dispositivo experimental (extraído de Reno y col., 2015). 

 

 

 

Figura 7 B: Fotografía del fotorreactor. 
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Las experiencias de degradación se realizaron de acuerdo al siguiente procedimiento 

experimental: la solución de trabajo se añadió al tanque del dispositivo experimental con 

la concentración deseada de glifosato y peróxido de hidrógeno. La lámpara germicida se 

encendió con la pantalla colocada y se procedió a la recirculación del fluido. Una vez 

alcanzado el estado estacionario, la pantalla se retiró dándose inicio a la reacción; tiempo 

inicial (t = 0). Posteriormente las muestras fueron tomadas cada 120 min para el 

seguimiento de las concentraciones de glifosato. El caudal de operación fue de 120 cm3s-

1. Los detalles de las condiciones de operación se describen en la Tabla 1.  

Para la realización de los ensayos de toxicidad con C. vulgaris y las dos especies de 

cladóceros (D. magna y C. dubia), las muestras ensayadas para la realización de la 

presente tesis, fueron: 

- Muestra M0 o sin tratar correspondiente a 50 mg e.a  L-1 de glifosato sin agregado de 

H2O2. 

- M1, M2 y M3: muestras a diferentes tiempos de reacción del proceso UV/H2O2: 120, 240 

y 360 min, respectivamente. 

La concentración de glifosato en las muestras (M0 a M3), para cada uno de los 

formulados fue determinada siguiendo la metodología descripta en el punto 4.1. del 

presente capítulo.  
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Tabla 1: Condiciones experimentales 
 

Variable 
 

Valor 

Concentración inicial de glifosato 0,30 (mM) (50 a.e. mg L-1) 
Concentración inicial de H2O2 3,6 (mM) (120 mg L-1) 

Tiempo total de reacción 21,600 s-1(360 min) 
Muestras M0 (t = 0 min); M1(t =120 min); M2 (t 

= 240 min); M3(t = 360 min) 
Temperatura 20 (ºC) 

pH inicial 5,2 
 

Además, se utilizó peróxido de hidrógeno (H2O2) (30 % p/v) y catalasa de origen bovino, 

2197 U/mg Fluka (1 unidad descompone 1 mmol H2O2/min. a pH 7.0 a 25°C), en el caso 

de tener que descomponer el H2O2 remanente de las muestras. Como patrón 

cromatográfico para calibración se utilizó glifosato ácido (AccuStandard cat. Nº P-

015NB-250). 

 

4.7. Ensayos de toxicidad con  C. vulgaris, D. magna y C. dubia, para evaluar la 

eficiencia del proceso UV/H2O2 

La toxicidad de las muestras producidas en los diferentes tiempos (M0, M1, M2 y M3) del 

proceso (UV/H2O2) fue evaluada utilizando como modelos biológicos a las mismas 

especies de diferente nivel trófico empleadas  en los ensayos previos: C. vulgaris, D. 

magna y C. dubia. Cada una de las muestras obtenidas fue llevada al laboratorio, donde 

se midió pH y se disolvieron las sales del medio de cultivo anteriormente citado para 

cada especie.  

Como primera instancia se realizó un ensayo para evaluar el efecto del peróxido de 

hidrógeno residual en las muestras, sobre la toxicidad en los tres modelos biológicos 

anteriormente citados. Las muestras (M1 a M3) fueron generadas a partir del tratamiento 

del efluente con el formulado Eskoba®, a tres muestras se les removió el peróxido de 

hidrógeno residual con catalasa mientras que las otras tres permanecieron con la 

concentración de peróxido de hidrógeno original. Este ensayo permitió definirlas 

condiciones (con o sin remoción de H2O2) en las que las muestras de los demás 

formulados deberían ser entregadas para su evaluación ecotoxicológica. 

Para la microalga, el ensayo tuvo una duración de 96 h, siguiendo el mismo diseño 

experimental de los ensayos descriptos en el punto 4.2. del Capítulo I (número de 

réplicas, determinación de la densidad celular, temperatura, iluminación, volumen del 
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inóculo y volumen de medio de cultivo usado en el ensayo). Para cada una de las 

muestras (M0 a M3) se determinó el porcentaje de inhibición (% I) calculado con la 

ecuación 1: Las diferencias entre los controles y tratamientos  (log10 (x+1) valores 

transformados) se analizaron utilizando  ANOVA de medidas repetidas (MR) (α = 0,05), 

con post-test de Dunnett, para evaluar posibles diferencias entre el control y los 

tratamientos a las 24, 48, 72 y 96 h.  Además, se realizaron correlaciones (Análisis de 

correlación de Pearson) entre el Nº de cél. mL-1 y los diferentes tiempos de reacción 

avaluados a las 96 h (Reno y col., 2015). 

En el caso de los microcrustáceos, cada muestra se aireó durante 24 h para luego realizar 

los ensayos en los que se evaluó la mortalidad porcentual (% M) de los organismos en los 

diferentes tiempos del proceso. Los ensayos fueron estáticos de 48 h, siguiendo el mismo 

diseño metodológico de los ensayos descriptos en el punto 4.3. del Capítulo I (Tº, 

fotoperiodo, indicador de efecto, cantidad de réplicas y aceptabilidad del ensayo). El pH 

y OD fueron medidos al comienzo y al final del ensayo. 

 

5. RESULTADOS  

5.1. Ensayos de inhibición de crecimiento algal con C. vulgaris para evaluar 

toxicidad de 4 formulados con glifosato 

En la Tabla 2 se muestran los valores de 96 h-CE50 para los cuatro formulados 

analizados. Como puede observarse, el Eskoba® fue el formulado comercial de glifosato 

menos tóxico y Roundup Ultramax® el más tóxico.  

Según la categorización de toxicidad para organismos acuáticos y terrestres 

proporcionada por  la Organización Mundial de la Salud (OMS) (Schaaf, 2013), las 

formulaciones evaluadas en este trabajo se encuentran entre moderadamente y 

ligeramente tóxicas para C. vulgaris. 

 

Tabla 2: 96 h-EC50 e intervalos de confianza (95%) de los formulados a base de glifosato analizados en el presente 

estudio. 

Formulación comercial de 
Glifosato 

96h-CE50 (mg e.a L-1) Intervalo de confianza 
(95%) 

Eskoba® 29,95 25,11-36,06 
Panzer Gold® 8,64 6,44- 11,05 
Sulfosato Touchdown® 7,37 6,08-8,87 
Roundup Ultramax® 3,85 2,82- 5,08 
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En las concentraciones menores, entre las 24 y 72 h de ensayo, la densidad celular superó 

al control en diferentes porcentajes que oscilaron entre 0,9 y 33,7 % según las 

concentraciones empleadas, en todos los formulados estudiados (Tabla 3). En los ensayos 

con Sulfosato Touchdown® esta situación se registró en cinco de las siete 

concentraciones de ensayo, siendo elevado y significativa la diferencia  (ANOVA-MR, p 

< 0,05) entre las 24 y 72 h, con un máximo de 33,7 % de aumento en el número de 

células respecto al control a las 48 h (Figura 8). Esto podría indicar que cuando el tóxico 

se encuentra en bajas concentraciones, las microalgas utilizarían algún elemento del 

compuesto a base de glifosato para su crecimiento. 

Por otro lado, el Sulfosato Touchdown® presentó flóculos de microalgas en dos 

concentraciones: 1,5 y 3.12 mg e.a L-1 de glifosato a las 48 h (Figura 9 y 10). 

 

Tabla 3: Densidad celular (% Nº de cél. mL-1) que superaron al control a diferentes tiempos del ensayo de inhibición 

algal (24, 48, 72 h) para los cuatro formulados ensayados. 

Formulado % cél. mL-1 que superan al control 
 Concentraciones de glifosato (mg a.e L-1) 
Eskoba® 0,75 1,5 3,12 6,25 12,5 

24 h    17,8  
48 h    15,4  
Panzer Gold®      
24 h  10,9    
48 h  0,9    
Sulfosato 
Touchdown® 

     

24 h 31 28,4 14 7,7 5,3 
48 h 33,7 23,7 7,5 5,2  
72 h 11 6,9    
Roundup Ultramax®      
24 h 11,2     
48 h 6,7     
72 h 0,9     
      
 

 



 

Figura 8: Variaciones en la densidad 

para evaluar la toxicidad de la formul

(C2), 3,12 (C3), 6.25 (C4), 12,5 (C5

tratamientos (extraído de Reno y col.,

 

Figura  9: Flóculos de C. vulgaris a c
a las 48 h. 
 

 

Figura 10: Flóculos de C. vulgaris a c
Touchdown®) a las 48 h. 

sidad de células (número de cél. mL-1) durante el ensayo de inhi

ormulación de glifosato, Sulfosato Touchdown®.  Control (sin gli

,5 (C5), 25 (C6), y 50 1 (C7) mg a.e L-1. * Diferencias signific

ol., 2016) 

 

a concentraciones de 1,5 mg a.e L-1 de glifosato (formulado Su

 
a concentraciones de 3,12 mg a.e L-1 de glifosato (formulado S
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sin glifosato): 0,75 (C1), 1,5 

ignificativas entre control y 

ado Sulfosato Touchdown®) 

lado Sulfosato  
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5.2. Ensayos  agudos con D. magna y C. dubia para evaluar toxicidad de 4 

formulados con glifosato 

En la Tabla 4 se muestran los valores de 48 h-CL50 para las dos especies y los cuatro 

formulados con glifosato estudiados. Como puede observarse los valores de 48 h-LC50 

correspondientes al formulado Sulfosato Touchdown®  son los más bajos para las dos 

especies de microcrustáceos, siendo este formulado el de mayor toxicidad para los dos 

cladóceros utilizados en este trabajo. Además, se puede observar que C. dubia fue la 

especie más sensible.  

Según la categorización de toxicidad para organismos acuáticos y terrestres de la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) (Schaaf, 2013), las formulaciones evaluadas en 

este trabajo se encuentran entre moderadamente y ligeramente tóxicas para D. magna y 

entre altamente a ligeramente toxicas para C. dubia. 

 
Tabla 4: Concentraciones efectivas para el 50 % de la población (CL50  mg a.e L-1) obtenida a las 48 h de exposición a 
cuatro formulaciones de glifosato para dos especies de cladóceros.  
 

Formulado comercial 
de glifosato 

48 h-CL50  (mg e.a L-1  ) 

 D. magna C. dubia 

Eskoba® 29,48 (27,464-31,415) 14,49 (12,4-16,77) 
Roundup Ultramax® 11,68 (8,93-15,43) 4,84 (3,83-6,13) 
Panzer Gold® 2,12 (1,68-2,67) 0,54 (0,44-0,65) 
Sulfosato Touchdown® 1,62 (1,24-2,09) 0,31 (0,25-0,37) 

 
Se muestran los límites de confianza superior e inferior (α = 0,05) entre paréntesis. 

 

Durante los ensayos agudos la mortalidad en los controles no excedió el 10 %. Los 

valores de pH y OD, que se mantuvieron en los rangos requeridos por los protocolos 

específicos, se muestran en la Tabla 5. 

 
  



51 

 

Tabla 5: Valores de oxígeno disuelto y pH obtenidos al finalizar los ensayos agudos (48 h).  

 
Test agudo Eskoba® Roundup 

Ultramax® 
Panzer Gold® Sulfosato 

Touchdown® 
Especie OD 

( mgL-1) 
pH OD 

( mgL-1) 
pH OD 

( mgL-1) 
pH OD 

( mgL-1) 
pH 

D. magna 7,33 
(± 0,95) 

7,27 
(± 0,19) 

7,88 
(± 0,22) 

7,19 
(± 0,22) 

7,59 
(± 0,04) 

7,58 
(± 0,38) 

7,85 
(± 0,98) 

7,4 
(± 0,15) 

C. dubia 7,38 
(± 0,14) 

8,04 
(± 0,9) 

7,86 
(± 0,20) 

7,15 
(± 0,11) 

8,18 
(± 0,16) 

7,84 
(± 0,08) 

7,35 
(± 0,9) 

7,61 
(± 0,05) 

 
Promedios y desviación estándar de pH y oxigeno disuelto medido en mg L-1 
 
5.3.  Ensayos de recuperación con D. magna y C. dubia para evaluar toxicidad de 4 
formulados con glifosato 
 
Los organismos que sobrevivieron hasta el final del ensayo estuvieron expuestos 

previamente a las siguientes concentraciones de glifosato: 

Eskoba®: 35 (C3), 30 (C4), 25 (C5), 20 (C6) mg e.a L-1  para D. magna y  en 18 (C3), 12 

(C4), 8 (C5), mg e.a L-1 para C. dubia. 

Sulfosato Touchdown® 1,25 (C3), 0,5 (C4), 0,25 (C5) mg e.a L-1 para D. magna y 0,25 

(C3), 0,12 (C4), 0,062 (C5)  mg e.a L-1 para C. dubia. 

Panzer Gold®: 2,5 (C3), 1,25 (C4), 0,62 (C5) mg e.a L-1 para D. magna y para C. dubia: 

0,62 (C3), 0,49 (C4), 0,31 (C5), 0,15 (C6), mg e.a L-1. 

Roundup Ultramax®: 10 (C3), 5 (C4), 2,5 (C5),  mg e.a L-1  para D. magna y 5 (C3), 2,5 

(C4), 1,25 (C5), mg e.a L-1 para C. dubia. 

En cuanto a los resultados de la simulación de Monte Carlo, el valor medio de  λ para D. 

magna en todos los formulados y concentraciones evaluadas siempre fue <1, por lo que 

la población de este cladócero no  podrían mantenerse  en el tiempo después de una 

exposición aguda a las concentraciones ensayadas en este trabajo (Tabla 6). 

En el caso de C. dubia el valor medio de λ también fue <1 en la mayoría de los casos, a 

excepción de  Roundup Ultramax®  donde  λ fue: 1,30 y 1,20  en las dos concentraciones 

analizadas, resultados similares fueron obtenidos para 0,15 mg e.a L-1  (λ = 1,05) en  

Panzer Gold® y para 0,06 mg e.a L-1 (λ = 1,01) en Sulfosato Touchdown® (Tabla 7). 

Por otro lado, se puede observar que cuando se emplearon concentraciones similares de 

diferentes formulaciones los valores medios de λ fueron disímiles. En D. magna, para 

0,62 e.a mg L-1 de Panzer Gold, λ fue 0,94 y para 0,5 mg e.a L-1  de Sulfosato 

Touchdown® λ fue 0,38. Para el caso de C. dubia 0,3125 mg e.a  L-1 de Panzer Gold®, λ 

fue 0,90 y para 0,25  mg e.a L-1  de Sulfosato Touchdown® λ fue 0,83 (Tablas 5 y 6). 
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Tabla 6: Media del módulo λ  obtenidas luego de la Simulación de Monte Carlo para todas las concentraciones y 
formulados ensayados en el ensayo de recuperación, tomando como modelo biológico a  D. magna.  

 Concentración (mg e.a L-1) Media ( λ) 

Control (sin glifosato) 0 3,07 (3,22-3,37) 
Eskoba®   
 20 0,76 (0,98-1,23) 

25 0,44 (0,69-1,04) 
30 0,37 (0,64-1,01) 
35 0,07 (0,50-0,98) 

Panzer Gold®   
 0,62* 0,94 (1,16-1,38) 

1,25* 0,87 (1,08-1,30) 
2,5* 0,52 (0,84-1,10) 

Sulfosato Touchdown®   
 0,25* 0,38 (0,65-1,01) 

0,5* 0,38 (0,66-1,01) 
Roundup Ultramax®   
 
 

2,5* 0,79 (0,98-1,19) 
5 0,75 (0,95-1,19) 

10 0,53 (0,97-1,06) 
 

* = concentraciones de glifosato cercanas o por debajo de las reportadas para las ambientales y niveles guías para la 

protección de la biota acuática. Se muestran los límites de confianza superior e inferior (α = 0,05) entre paréntesis. 
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Tabla 7: Media del módulo λ  obtenidas luego  de la Simulación de Monte Carlo para todas las concentraciones y 

formulados ensayados en el ensayo de recuperación, tomando como modelo biológico a C. dubia.  

 Concentración (mg e.a L-1) Media( λ) 
Control (sin glifosato) Control 1,16 (1,30-1,48) 
Eskoba®   
 8 0,92 (1,11-1,33) 

12 0,74 (0,94-1,17) 
18 0,61 (0,82-1,08) 

Panzer Gold®   
 0,15 1,05 (1,22-1,43) 

0,31* 0,90 (1,10-1,31) 
0,49* 0,84 (1,05-1,28) 
0,62* 0,71 (0,90-1,13) 

Sulfosato Touchdown®   
 0,06 1,01 (1,20-1,41) 

0,12* 0,57 (0,80-1,08) 
0,25* 0,83 (1,02-1,27) 

Roundup Ultramax®   
 1,25 1,30 (1,45-1,60) 

2,5 1,20 (1,34-1,51) 
 

* = concentraciones de glifosato cercanas o por debajo de las reportadas para las ambientales y niveles guías para la 

protección de la biota acuática. Se muestran los límites de confianza superior e inferior (α = 0,05) entre paréntesis.  

 

Por otro lado al momento de los conteos, en las dos especies de cladóceros se  registraron  

neonatos muertos (Tablas 8 y 9) llegando a un máximo de 28% de neonatos muertos 

sobre el total de nacimientos, a concentraciones de 0,31 mg e.a L-1 de Panzer Gold®  para 

C. dubia. 
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Tabla 8: % de neonatos muertos de D. magna en ensayo de recuperación. 

 
 % de Mortalidad de 

Neonatos 
 D. magna 

Eskoba®  
C5 (25 mg e.a L-1) 7,4 
Panzer Gold®  
C3 (2,5 mg e.a L-1) 11,1 
C4 (1,25 mg e.a L-1) 12,5 
C5 (0,62 mg e.a L-1) 14,8 

 
 

Tabla 9: % de neonatos muertos  de C. dubia en ensayo de recuperación. 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
5.4. Ensayos crónicos con D. magna y C. dubia para evaluar toxicidad de 4 
formulados con glifosato 
 

El efecto del Eskoba®, Roundup Ultramax®, Panzer Gold® y Sulfosato Touchdown® 

sobre atributos de historia de vida de D. magna y C. dubia expuestas a 3 o 4 

concentraciones y el control se muestran en las Figuras 11, 12 y 13  para supervivencia, 

fecundidad y crecimiento, respectivamente. La Tabla 10 muestra los valores de p 

correspondientes a los análisis de la varianza (ANOVA) con post test de Tukey-Kramer 

para los atributos de historia de vida analizados en las dos especies expuestas a los 

diferentes formulados  y el control. Puede observarse que  la fecundidad fue el parámetro 

más afectado por los cuatro plaguicidas analizados en este trabajo. 

En cuanto a la edad de la primera reproducción, este parámetro se vio afectado en las dos 

especies estudiadas, mostrando diferencias significativas con el control (ANOVA, 

p<0.05) en la mayor concentración ensayada para cada uno de los formulados de 

glifosato (Tabla 11). 

 % de Mortalidad de 
Neonatos 

 C. dubia 

Eskoba®  
C5 (8 mg e.a L-1) 17,4 
Panzer Gold®  
C5 (0,31 mg e.a L-1) 28 
C6 (0,15 mg e.a L-1) 18,8 
Sulfosato Touchdown®  
C3 (0,25 mg e.a L-1 ) 19,75 
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En la Tabla 12, se puede observar que a concentraciones de entre 0,3 a 0,1 mg e.a L-1 

para los dos formulados de mayor toxicidad (Panzer Gold® y Sulfosato Touchdown®) los 

valores de R0 para D. magna y C. dubia fueron <1. Esta condición indicaría una 

disminución poblacional de las dos especies de microcrustáceos, lo que pondría poner en 

peligro poblaciones estables en condiciones naturales, como fuera señalado por Ceresoli 

y Gagneten (2003) al estudiar los efectos de un efluente de curtiembre sobre el 

zooplancton. 

En el caso de Panzer Gold®, se observó a los 17 días de ensayo en C1 (0,62 mg e.a L-1), 

la presencia de un huevo sin eclosionar (Figura 14), lo mismo ocurrió en C2 (0,3 mg e.a 

L-1) a los 14, 17 y 19 días, con un total de 6 huevos, además se registró un huevo de 

resistencia al día 17 en la concentración antes mencionada (Figura 15). Hay que destacar 

que en estas dos concentraciones no se evidenciaron eventos reproductivos. Si bien en 

C3, se  registraron neonatos, a los días 12, 15 y 16 se observaron 4 huevos sin eclosionar. 
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Figura 11: Supervivencia (%) de D. 

glifosato  y el control durante 21 días.

 

 

Sulfosato Touchdown® 

 

D. magna y C. dubia luego de ser expuestas a concentraciones 

1 días. (10 réplicas por tratamiento y control). 
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Figura 12: Fecundidad (Nº de Neon
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Figura 13: Nº de mudas de D. magn

glifosato  y el control durante 21 días.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sulfosato Touchdown® 

 

magna y C. dubia luego de ser expuestas a concentraciones d

1 días. Las barras de error indican 1 D.E. (10 réplicas por tratamie

67 

 

 
ones de 4 formulaciones de 

atamiento y control). 



68 

 

Tabla 10: Resultados de Análisis de la varianza (ANOVA) con post test de Tukey-Kramer para sobrevivencia, 

fecundidad y número de mudas de D. magna y C. dubia luego de ser expuesta a  4 formulaciones de glifosato por un 

período de 15 días (extraído de Reno y col., 2016). 

 

 Sobrevivencia Fecundidad Nº de Mudas 
Eskoba® D. magna C. dubia D. magna C. dubia D. magna C. dubia 

Control vs C1 ** *** - - * *** 
Control vs C2 ns * *** - ns *** 
Control vs C3 ns ns *** ** ns ns 
Control vs C4 ns ns ** ns ns ns 
Panzer Gold®       
Control vs C1 ns ns - *** ns * 
Control vs C2 ns ns - *** ns ns 
Control vs C3 ns ns *** ns ns ns 
Roundup Ultramax®       
Control vs C1 ns *** *** *** ns *** 
Control vs C2 ns ns *** *** ns *** 
Control vs C3 ns ns * *** ns * 
Control vs C4  ns  ***  ns 
Sulfosato Touchdown®       
Control vs C1 ns * - *** ns ** 
Control vs C2 ns ns *** ** ns ns 
Control vs C3 ns ns *** ns ns ns 
 

ns: No significativo; (*) Diferencias significativas (p<0.05); (**) Diferencias altamente significativas (p<0.01); (***) 

Diferencias extremadamente significativas (p< 0.001), (-) si eventos reproductivos. 

 

Tabla 11: Edad de la primera reproducción (días) de D. magna y C. dubia luego de ser expuestas a 3 o 4  

concentraciones de formulaciones comerciales de glifosato y el control durante 21 días.  

 

 

(n: número de hembras que alcanzaron la madurez sexual). (*) Diferencias significativas con respecto al control 

(p<0.05); (**) Diferencias altamente significativas (p<0.01); (***) Diferencias extremadamente significativas (p< 

0.001);  - : sin reproducción. 

 Edad de la Primera Reproducción (días) 
                  Eskoba®

 Panzer Gold®
 Roundup Ultramax®

 Sulfosato Touchdown®
 

D. magna Control 8,22 (± 0,66) (n=9) 8,22 (± 0,66) (n=9) 8,22 (± 0,66) (n=9) 8,22 (± 0,66) (n=9) 

C1 - - 15,4 (± 5,4) (n=9) ** - 
C2 13,8 (± 1,6) (n=6) ** - 12,8 (± 2,8) (n=9) ** 21 (± 2) (n=4) *** 
C3 13,6 (± 1) (n=6) ** 14,2(± 4,5) (n=10) 

** 
8,9 (± 2,8) (n=10) 17,2 (± 1,09) (n=5) *** 

C4 13,4(± 1,13)(n=9) **    
      
C. dubia Control 9,6 (± 1,5) (n=10) 9,6(± 1,5) (n=10) 9,6 (± 1,5) (n=10) 9,6(± 1,5) (n=10) 

C1 - 13 (± 2,3) (n=10)** 11 (± 1,4) (n=2)** 10,3 (± 0,5) (n=3)** 
C2 - 9,6 (± 1,2) (n=10) 9,6 (± 2,3) (n=8) 10,1 (± 1,5) (n=8) 
C3 9 (± 1,7) (n=8) 9,3 (± 0,93) (n=10) 9,7 (± 2,2) (n=10) 9,2 (± 1,6) (n=10) 
C4 9,6 (± 2) (n=10)  9,3 (± 1,7) (n=10)  



 

 

Tabla 12: Tasa reproductiva neta (R

ensayadas para cada formulado y cont
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Figura 14: Huevos de D. m

 

eta (R0) en 21 días de ensayo (test crónico) para cada uno d

 y controles (extraído de Reno y col., 2016). 
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D. magna C. dubia 
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D. magna sin eclosionar, registrados en el ensayo con Panzer Go
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Figura 15: Huevo de resistenc
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UV/H2O2 
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269 (p< 0,05); Sulfosato Touchdown®, r2= 0.882

=0.9433 (p< 0,05) (Figura 16 (A B C y D))
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secuente disminución de la concentración de g

a M3). 

se en la Tabla 13, al evaluar las muestras obtenida
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8 h no mostró diferencias significativas con el c

72 h (p<0.01), en el caso de M2 y M3 durante las p
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ensayo no se encontraron diferencias significativas con el control (p<0,01). A las 24 h 

superaron al control en densidad celular en 25,7 y 34 % respectivamente, y en 15 y 27 % 

a las 48 h respectivamente. Además, a las 72 y 96 h de ensayo en M3 se observó 6,7 y 

2,25 % I, no registrándose diferencias significativas con el control (ANOVA MR, 

p>0.05) (Tabla 14). 

Para el caso del Panzer Gold®, a las 24 y 48 h se registraron diferencias significativas con 

el control en M0 y M1 (p<0.01) y en M3 (p<0.05), sin diferencias entre M2 y el control. 

En cuanto al % I, sólo en M0 y M1 se inhibió el crecimiento de C. vulgaris, mientras que 

en M2 y M3, la densidad superó al control en 1,12 y 9,9 % a las 24 h y en 1,93 y 20,4 % a 

las 48 h respectivamente. A las 72 h en M0, M1 y M2 se observaron diferencias 

significativas con el control y a las 96 h no hubo diferencias significativas entre M3 y el 

control (Tabla 13). Se registró inhibición del crecimiento a las 96 h -entre 88,7 y 5,08- en 

todas las muestras analizadas (Tabla 14).  

En el caso de las muestras expuestas a Sulfosato Touchdown® luego del tratamiento con 

el proceso UV/H2O2, a las 24 h se obtuvieron diferencias significativas entre M0 y M1 y 

el control (p<0.01), pero no entre M2 y M3 y el control (p>0.05). En M0, M1 y M2 se 

inhibió el crecimiento de C. vulgaris, mientras que en M3 el Nº de cél. mL-1 superó al 

control en 3,6 % (Tabla 14). 

A las 48 h M2 se diferenció del control, en tanto que en M3 la densidad celular superó al 

control en 19,8 %. A las 72 h las diferencias significativas (p<0.01) se mantuvieron entre 

las muestras M0, M1 y M2 versus el control, sin diferencias en M3. A las 96 h, se 

registraron diferencias significativas con el control (p<0.01) en todas las muestras (Tabla 

13). El ANOVA MR con post test de Tukey-Kramer mostró que a las 96 h no existieron 

diferencias significativas entre M1 y M2 (p>0.05). Este resultado entre muestras con 

diferentes concentraciones de glifosato (M1= 25 mg e.a L-1 y M2= 9 mg e.a L-1) podría 

deberse a intermediarios de reacción que estarían aumentado la toxicidad de M2 (Tabla 

14).  

En las muestras provenientes del formulado Roundup Ultramax®, en M0, M1 y M2 se 

observaron diferencias significativas con el control durante todo el ensayo.  M3 no mostró 

diferencias significativas con el control hasta las 96 h (p<0.01) (Tabla 13). Todas las 

muestras inhibieron el crecimiento de C. vulgaris durante todo el ensayo, excepto a las 

48 h donde M3 superó al control en 6 % (Tabla 14).  

Al comparar el % I registrado en M3 para los cuatro formulados de glifosato que fueron 

tratados con el proceso UV/H2O2, con los % I registrados en las concentraciones más 
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Tabla 13: Diferencias significativas en el número de cél. mL-1 entre las diferentes muestras obtenidas en el proceso 

UV/H2O2 y el control para cada uno de los formulados evaluados.   

 

Eskoba® M0 M1 M2 M3 

24 h ** ns **(+) **(+) 
48 h ** ns **(+) **(+) 
72 h ** ** ns ns 
96 h ** ** ** ns 
 
Panzer Gold®     
24 h ** ** ns *(+) 
48 h ** * ns *(+) 
72 h ** ** ** * 
96 h ** ** * ns 
 
Sulfosato Touchdown®     
24 h ** ** ns ns 
48 h ** ** ** **(+) 
72 h ** ** ** ns 
96 h ** ** ** ** 
 
Roundup Ultramax®     
24 h ** * ** ns 
48 h ** ** ** ns 
72 h ** ** ** ns 
96 h ** ** ** ** 

 
**: p<0.01; *: p<0.05; ns: no se observaron diferencias significativas con el control; *(+): se observaron diferencias 

significativas y el número de cél.mL-1  de la muestra fue mayor al del control. 
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Tabla 14: % de inhibición (% I) para cada una de las muestras obtenidas en el proceso UV/H2O2 y los diferentes 
formulados evaluados (extraído de Reno y col., 2016). 

 

 

Eskoba® M0 M1 M2 M3 

24 h 39,8 4,5 25,7(+) 34 (+) 
48 h 47,1 1,3 15(+) 27(+) 
72 h 49,2 30,6 13,6 6,8 
96 h 63,9 41,6 24,5 2,2 
 
Panzer Gold®     
24 h 99,7 17,1 1,12 (+) 9,9 (+) 
48 h 86,5 18,4 1,93 (+) 20,4 (+) 
72 h 71,6 20,4 19,9 15,5 
96 h 88,7 31,9 13,6 5,08 
 
Sulfosato 
Touchdown® 

    

24 h 25,7 39,5 0,8 3,6 (+) 
48 h 55,4 35,6 15,7 19,8 (+) 
72 h 59,9 28,2 21,8 8,2 
96 h 60,8 28,8 30 15,3 
 
Roundup Ultramax®     
24 h 90,4 23 38,3 5,4 
48 h 84,4 20,1 17,4 6 (+) 
72 h 80,4 34,1 28,2 13,1 
96 h 72,3 33,4 28 18,2 

 

. X (+): indica > % de cel.mL-1 en la muestra Mx que en el control 
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Tabla 15: Porcentaje de inhibición (I %) en la muestra M3 y en la concentración más cercana usada en los ensayos de 
inhibición realizados con los formulados sin tratar (extraído de Reno y col., 2016).  
 

Formulado Glifosato 

(mg e.a L -1) 

% I 

Eskoba®   
M3 12 2,2 
Muestra sin tratar 12,5 14,2 
Panzer Gold®   
M3 13 5,08 
Muestra sin tratar 12,5 54,2 
Sulfosato Touchdown®   
M3 1 15,3 
Muestra sin tratar 1,5 6,2 
Roundup Ultramax®   
M3 9 20 
Muestra sin tratar 6,25 50,2 

 
 

5.5.2. Ensayos de toxicidad con  D. magna y C. dubia para evaluar la eficiencia del 
proceso UV/H2O2 
 

El test t del % de mortalidad de las diferentes especies, mostró valores no significativos 

(>0,05) en todos los casos, lo que indica que las dos especies respondieron de forma 

similar al tratamiento. 

Las correlaciones entre el % de mortalidad y la concentración de glifosato de las 

muestras a diferentes tiempos de tratamiento (M0, M1, M2, M3) resultaron altas y 

significativas para todos los formulados al final del ensayo de 48 h; Eskoba®, r2= 0.9363 

y 0.8526 (p< 0,01), Roundup Ultramax®, r2=  0.9529 y 0.9657,  Panzer Gold®, r2=0.9675 

y 0.9460, Sulfosato Touchdown®, r2= 0.8937 y 0.6914 (p<0,01) para D. magna y C. 

dubia, respectivamente. Estos resultados indican claramente que la mortalidad de los 

microcrustáceos disminuyó en forma lineal al disminuir la concentración de glifosato 

durante el proceso. 

La Tabla 16 muestra que la especie de  cladócero neotropical, representantes del litoral 

fluvial argentino (C. dubia) fue más sensible al proceso –aunque no significativamente- 

que la especie holártica D. magna. 
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Tabla 16: Mortalidad (%) de C. dubia y  D. magna  en la muestra M3 (mayor tiempo de degradación)   para los cuatro 
formulados de glifosato evaluados. 
 

 % de Mortalidad en la muestra M3 
 Eskoba® 

 
Roundup Ultramax® 

 
Panzer Gold® 

 
Sulfosato Touchdown® 

 
D. magna 35 50 10 5 
C. dubia 60 80 30 20 
 

Por otro lado, las Tablas 17, 18, 19 y 20  muestran que no se puede encontrar una 

relación clara entre las concentraciones  a las 48 h-CL50, las de M3 (mayor tiempo de 

reacción) y el % mortalidad de los cladóceros. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que 

existen intermediarios de reacción propios de la degradación del anión glifosato y 

aquellos provenientes de la degradación del catión isopropilamina (en el caso de la 

formulación Eskoba®) que podrían estar modificando la toxicidad de las muestras 

obtenidas con el proceso. 

 
Tabla 17: 48h-CL50 para las tres especies en los ensayos agudos con  Eskoba® y Mortalidad (%) en M3 (extraído de 
Reno y col., 2015). 
 

 % de Mortalidad 
Glifosato (mg e.a L-1) C. dubia D. magna 

48h-CL50 = 14,49 50  
48h-CL50= 29,48   50 
M3 = 12 60 35 

 
Tabla 18: 48h-CL50 para las tres especies en los ensayos agudos con  Sulfosato Touchdown® y Mortalidad (%) en M3 

(extraído de Reno y col., 2015). 

 

 % de Mortalidad 
Glifosato (mg e.a L-1) C. dubia D. magna 

48h-CL50= 0,31 50  
CL50= 1,62  50 
M3= 1 20 5 

 

Tabla 19: 48h-CL50 para las tres especies en los ensayos agudos con  Roundup Ultramax® y Mortalidad (%) en M3. 

 

 % de Mortalidad 
Glifosato (mg e.a L-1) C. dubia D. magna 

48h-CL50= 4,84 50  
48h-CL50= 11,68  50 
M3= 9 80 50 
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Tabla 20: 48h-CL50 para las tres especies en los ensayos agudos con  Panzer Gold ® y Mortalidad (%) en M3. 

 

 % de Mortalidad 
Glifosato (mg e.a L-1) C. dubia D. magna 

48h-CL50= 0,54 50  
48h-CL50= 2,12  50 
M3= 13 30 10 

 
 

6. DISCUSIÓN 
 

En este trabajo se avaluó a través de diferentes ensayos (agudos, de recuperación y 

crónicos) la toxicidad de cuatro formulaciones de glifosato, tomando como modelo 

biológico a tres especie no-blanco, la microalga C. vulgaris y los cladóceros D. magna y 

C. dubia. 

Cuando se examina la toxicidad de los herbicidas, es habitual poner el foco en la 

toxicidad del principio activo, sin otorgar similar atención a la toxicidad de los 

coadyuvantes que se agregan al formulado para aumentar su eficacia –la adhesividad a la 

cutícula serosa de las hojas- sobre las especies blanco. Sin embargo, diversos estudios 

encontraron que las formulaciones de glifosato son más tóxicas que el principio activo 

(Lajmanovich y col., 2011; Piola y col., 2013; Mesnage y col., 2014; Vincent y 

Davidson, 2015;  Bach y col., 2016; Martini y col., 2016) 

Después de exponer la microalga y los dos cladóceros a las formulaciones comerciales de 

glifosato, los resultados de las 96h-CE50 y 48h-CL50 obtenidos en este trabajo fueron muy 

variables y dependieron de las especies analizadas (entre 29,95 y 0,31 mg e.a L-1). Esto 

está de acuerdo con estudios realizados en diferentes países (por ejemplo Cuba, Polonia, 

Rusia y Argentina) que también registraron variaciones significativas en la toxicidad del 

glifosato en organismos planctónicos (Raipulis y col, 2009; Vendrell y col, 2009; Lipok y 

col, 2010; Albarracín y col, 2011; Romero y col, 2011). Notoriamente, tales variaciones  

tuvieron una diferencia de hasta dos órdenes de magnitud entre ellos, dependiendo si el 

ingrediente activo se consideró aisladamente o como constituyente de una formulación 

comercial. 

Para la microalga, los resultados obtenidos en este trabajo evidencian que la toxicidad de 

las cuatro formulaciones de glifosato utilizadas en los países productores de grano de soja 

a gran escala, aumentó junto con la concentración del principio activo, siendo el 

Roundup Ultramax® (74,7 (p/p) sal monoamónica) el formulado más tóxico. 
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La Tabla 21 resume los valores de toxicidad registrados en este trabajo para C. vulgaris y 

los resultados obtenidos por otros investigadores que estudiaron el efecto de otros 

formulados a base de glifosato sobre distintas especies del género Chlorella. Se observa 

que no existe correlación entre la toxicidad de las formulaciones y las concentraciones 

del principio activo (r2= 0.017; p= 0,715). 

 

Tabla 21: Comparación entre la concentración del principio activo de diferentes formulados con glifosato y su 
toxicidad  96h-EC50 (mg L-1), para distintas especies del genero Chlorella según diversos autores 

Especie Formulación de glifosato 96h-CE50 (mg L-1) Referencia 

Chlorella vulgaris Formulación 97.5% 41,7 Vendrell y col., 2009 

Chlorella vulgaris Formulación 95% 4,7 Ma y col., 2002 

Chlorella pyrenoidosa Formulación 95% 3,5 Ma y col, 2001 

Chlorella sorokiniana Roundup 48% 0,93 Christy y col., 1981 

Chlorella kessleri ATANOR 48% 55, 62 Romero y col., 2011 

Chlorella vulgaris Roundup® 360 SL  41,5 % 118,17 Lipok y col., 2010 

Chlorella vulgaris Eskoba® 48 % 29,95 En este trabajo 

Chlorella vulgaris Panzer Gold® 60,8 % 8,64 En este trabajo 

Chlorella vulgaris Sulfosato Touchdown® 62 % 7,37 En este trabajo 

Chlorella vulgaris Roundup Ultramax® 74,7 % 3,85 En este trabajo 

 

Por otro lado, luego de analizar las hojas de seguridad de los formulados testeados, se 

observó que en ninguna de éstas se mencionó el valor de 96 hs-EC50 o 72 hs-EC50 para 

microalgas (Anexo I). Sin embargo, numerosos autores han destacado que el fitoplancton 

es tal vez el más promisorio de todos los indicadores de alerta temprana de cambios en 

las características ecológicas de los humedales, causados por productos químicos (Luna y 

Carmenate, 2004). Por ejemplo, en un trabajo reciente Mensah y col., (2013), luego de 

exponer a diferentes organismos (Baetis harrisoni, Burnupia stenochorias, Caridina 

nilotica, Chlorella protothecoides, Chlorella sorokiniana, Daphnia pulex, Oreochromis 

mossambicus y Tanytarsus flumineus) al formulado de glifosato -Roundup®-, 

encontraron que las microalgas C. protothecoides y C. sorokiniana fueron las especies 

más sensibles a ese herbicida. 



80 

 

Mediante la comparación de la sensibilidad de C. vulgaris con la de otras especies de 

Chlorophyceae expuestas a formulados comerciales a base de glifosato, se observó que 

las 96 hs-EC50 obtenidas en este trabajo estuvieron por debajo a las EC50 registrada por 

otros investigadores: Tsui y Chu (2003) obtuvieron a las 96 h valores de EC50 de 5,81 mg 

L-1 para Selenastrum capricornutum expuestos a Roundup®, en este trabajo se encontró 

una EC50 menor para el Roundup Ultramax® (3,85 mg e.a L-1), en tanto que Romero y 

col., (2011) registraron EC50 de 55,62 mg L-1 luego de exponer a C. kessleri al formulado 

Atanor® durante 96 h, este valor es mayor a la EC50 encontrada para el formulado menos 

tóxico de este trabajo (Eskoba 96 h- EC50: 29,95 mg a.e L-1). Contrariamente, los 

estudios llevados a cabo por Sáenz y Di Marzio (2009) demostraron valores aún 

superiores de EC50 en diferentes especies de microalgas expuestas a Roundup® durante 

96 h, con rango entre 120 y 154 mg L-1. Los resultados muestran que la sensibilidad de la 

microalga a glifosato depende de la especie y que es altamente dependiente de la 

composición química de las formulaciones probadas. 

En cuanto el estímulo del crecimiento de C. vulgaris observado en este trabajo a bajas 

concentraciones de glifosato en los ensayos de inhibición del crecimiento donde se 

evaluaron los formulados sin tratamiento, cabe mencionar que resultados similares fueron 

encontrados por otros autores tales como Calabrese y col., 1999,  Sáenz y col. (2012) y 

Regaldo (2013). Además, Wong (2000) y Zalizniak (2006), trabajaron con una 

formulación comercial de glifosato con el 35,6% de ingrediente activo y Roundup 

Biactive®, encontrando que a concentraciones de 0,2 y 16 mg L-1, respectivamente, se 

estimuló el crecimiento de Scenedesmus quadricauda y de Pseudokirchneriella 

subcapitata. La estimulación mencionada anteriormente también podría resultar del uso 

del glifosato como una fuente de carbono o nitrógeno, según lo propuesto por Maršálek y 

Rojíčková (1996). En este sentido, Qiu y col. (2013), mostraron que el glifosato es una 

fuente de fosforo (P) adecuada para el crecimiento de Microcystis aeruginosa en la 

concentración de 1 mg L-1 P Roundup®.  

Para el caso de los cladóceros el formulado de mayor toxicidad fue el Sulfosato 

Touchdown® con una 48 h-LC50  (mg e.a L-1) de 1,62 y 0,31 para D. magna y C. dubia 

respectivamente,  siendo C. dubia   la especie más sensible. 

En este trabajo se obtuvieron resultados similares a los encontrados en otros estudios,  en 

cuanto a la mayor sensibilidad de C. dubia frente a  D. magna. Regaldo, 2013 encontró 

que C. dubia fue más sensible que D. magna y Moinodaphnia macleayi cuando expuso 

estas especies a cromo, plomo y cobre. Wong y Dixon 1995; Rinderhagen y col. 2000; 
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Olvera-Ramírez y col., 2010, reconocen también que C. dubia es un bioindicador más 

sensible que D. magna. 

Comparando los valores de 48 h-LC50  encontrados en este trabajo, con los reportados por 

otros autores que evaluaron diferentes formulados comerciales de glifosato, se puede 

observar que las 48 h-LC50  difieren según la especie y el formulado, por ejemplo: para D. 

magna se registraron valores de  48 h-LC50   de  7,9 mg L-1 expuesta a Faena®, 61, 72 mg 

L-1 expuesta a Ron-do®, 190 mg L-1 a Roundup®. Los rangos de toxicidad registrados 

para C. dubia  oscilaron entre  5,39 mg L-1  (Roundup®) y 415 mg L-1 (Rodeo®) 

(Alberdiy col., 1996; Domínguez-Cortinas y col., 2008; Raipulis y col., 2009; Tsui y 

Chu, 2003). Reno y col., 2014, encontró valores de 48 h-LC50 de 21,5 e.a mg L-1 cuando 

expuso Simocephalus vetulus al mismo formulado comercial evaluado en este trabajo 

(Eskoba®).   

Las diferencias encontradas entre las toxicidades aguda registradas en este trabajo y otros 

aquí considerados, podrían ser atribuidos a la composición de las formulaciones 

comerciales (es decir, a las diferencias respecto a las asociaciones químicas del 

ingrediente activo y la proporción y naturaleza de los coadyuvantes o aditivos utilizados 

en la formulación comercial, que podrían ser más tóxico que el  ingrediente activo  

(Tabla 22). 

En este sentido, Tsui y Chu (2003) encontraron que para el Roundup®  el coadyuvante 

polioxietileno-amina (POEA) siempre fue más tóxico que el ingrediente activo (por 

ejemplo, 48 h-LC50= 5,39, 1,77 mg L-1, para la formulación comercial, pero 1,15 y 0,57 

mg L-1de C. dubia y Acartia tonsa, respectivamente, después de haber sido expuestos a 

POEA. Estos valores pueden ser comparados con 48 h-LC50  para el glifosato ácido = 

35,3; 147 mg L-1, para el cladócero y el copépodo,  respectivamente. 
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Tabla 22: Comparación de la toxicidad del glifosato (N- fosfonometil glicina), las formulaciones comerciales y los 

tensioactivos o coadyuvantes comerciales más comunes. 

Ingrediente activo Especies 48 h-CL50 

(mg e.a L-1) 

Referencias 

N-fosfonometilglicina Daphnia magna 146 Domínguez-Cortinas y 
col., (2008) 

N-fosfonometilglicina Daphnia magna 199,61 Demetrio (2012) 

N-fosfonometilglicina Ceriodaphnia dubia 35,3 Tsui y Chu (2003) 

Formulación Comercial 

Raundup® Ceriodaphnia dubia 5,39 Tsui y Chu (2003) 

Raundup DuraMax® Daphnia magna 0,1 Appendices to Glyphosate 
(2010) 

Raundup UltraMax® Daphnia magna 11 Appendices to Glyphosate 
(2010) 

Faena® Daphnia magna 7,9 Domínguez-Cortinas y 
col., (2008) 

Eskoba® Daphnia magna 29,48 Reno y col., 2015 

Roundup Ultramax® Daphnia magna 11,68 En este trabajo 

Panzer Gold® Daphnia magna 2,12 En este trabajo 

Sulfosato Touchdown® Daphnia magna 1,62 En este trabajo 

Eskoba® Ceriodaphnia dubia 14,49 En este trabajo 

Roundup Ultramax® Ceriodaphnia dubia 4,84 En este trabajo 

Panzer Gold® Ceriodaphnia dubia 0,54 En este trabajo 

Sulfosato Touchdown® Ceriodaphnia dubia 0,31 En este trabajo 

Coadyuvantes 

POEA Ceriodaphnia dubia 1,15 Tsui y Chu (2003) 

POEA Daphnia magna 0,097 Brausch y Smith (2007) 

Ethoxylated alcohols 

C9-15 EO9 

Daphnia magna 1,13 Dorn y col. (1993) 
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Como en el caso de los 96 h-CE50 determinados para C. vulgaris, los resultado obtenidos 

tomando como modelo biológico a D. magna y C. dubia y considerando la 48-CL50, 

muestran que también en este caso, la sensibilidad al glifosato difiere entre especies 

estudiadas y es altamente dependiente de la composición química de los formulados 

ensayados.  

En el caso de los ensayos de recuperación y crónicos en este trabajo se evaluaron 

concentraciones de glifosato que están cercanas o por debajo de las encontradas en el 

ambiente, entre  0,0005 y 0,56 mg Kg-1 en material particulado en suspensión (Aparicio y 

col, 2013) y  las reportadas por la Subsecretaria de Recursos Hídricos, República 

Argentina, 2003 y la Canadian, Water Quality Guidelines for the Protection of Aquatic 

Life, 2012, como valores guías para la protección de la biota acuática (entre 0,2 a 2,7 e.a 

mg L-1) donde tanto los módulos de λ como los valores de  Ro fueron ˂ 1. 

Esta condición indicaría que poblaciones expuestas de forma aguda durante 48 h o 

durante una exposición crónica a estas concentraciones tienen tendencia a no recuperarse 

al evento de estrés o desaparecer localmente del ambiente. 

Resultados similares a los encontrados en este trabajo, en el caso de los ensayos de 

recuperación, fueron reportados por Hua y Relyea (2014), quienes demostraron que la 

abundancia de cladóceros no se recuperó al final del ensayo (18 semanas), después de ser 

expuesta a clorpirifós, a pesar de la degradación de este compuesto (2,8 % a la tercera 

semana). Esto indicaría que la población de cladóceros no se pudo recuperar de la 

toxicidad inicial de clorpirifós. Choung y col., 2013, reportaron que las comunidades en 

ensayo en microcosmos a concentraciones de 10 µg/l de terbufos (insecticida-nematicida, 

organofosforado) y en mezcla con atrazina, divergieron significativamente con el control 

después de la aplicación (˂48 h), pudiendo atribuirse  a la eliminación de  los cladóceros 

y a la reducción de hydracarina. 

En cuanto a la mortalidad de neonatos observada en los ensayos de recuperación, esto 

podría deberse a efectos genotóxicos que estarían condicionando las viabilidad de la 

progenie. En este sentido, Thai-Hoang y col., 2010, informaron que el glifosato  afecta la 

expresión de genes fundamentales para el metabolismo de los ácidos grasos y esteroides 

después de una exposición de 24 h a concentraciones agudas.  

En este trabajo como en los realizados por Emlen y Springman 2007, Harper y col., 2008 

y Santadino y col., 2014, se demostró que el análisis a partir de MMP es una  herramienta 

útil para determinar efectos ecotoxicológicos  actuantes a diferentes edades o estados del 
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ciclo de vida de la población experimental bajo análisis. Además, es escaso el 

conocimiento sobre  cómo responden demográficamente las especies a situaciones de 

contaminación puntuales y de corta duración. En este sentido, la realización de un ensayo 

de recuperación y el análisis a partir de MMP con simulaciones de Monte Carlo 

permitieron obtener un parámetro que integró variables demográficas relevantes, tales 

como la supervivencia, el crecimiento y la fecundidad, posibilitando generar información 

de complejidad intermedia entre los ensayos agudos y crónicos. 

En el caso de los ensayos crónicos en este trabajo se mostró que la fecundidad fue el 

atributo más sensible, mientras que la supervivencia mostró pocas diferencias entre los 

tratamientos y controles para las dos especies de cladóceros estudiadas. Melnichuk y col., 

2007 reportaron una disminución en la fecundidad de Ceriodaphnia affinis a 

concentraciones muy bajas (de hasta 0,01 mg L-1) en ensayos con el formulado comercial 

Fakel® (48% e.a glifosato-IPA). La presencia de huevos sin eclosionar o embriones 

abortados, también fue reportada por Cuhra y col., (2013) luego de exponer a D. magna a 

1,35 mg L-1 de Roundup® en ensayos crónicos. 

Las dos especies estudiadas en este trabajo mostraron retraso en el inicio de la primera 

reproducción. Resultados similares fueron reportados por Papchenkova y col., (2009) y 

Gagneten y col., (2014), luego de exponer a C. reticulata y D. magna al formulado 

comercial Roundup® y Ron–do®, respectivamente. Por otro lado, Reno y col., (2014), 

informaron que en el cladócero Simocephalus vetulus se atrasó la edad de la primera 

reproducción así como en el copépodo Notodiaptomus conifer, el tiempo para alcanzar el 

estado adulto (pasando de copepodito 5 a copepodito 6).  

La formación de los huevos abortados en los ensayos con D. magna expuesta a C1 y C2 

de Panzer Gold®  en ensayos crónicos, así como la formación de un efipio a los 17 días de 

exposición pueden interpretarse como respuestas adaptativas de evasión ante el efecto 

prolongado de un tóxico. Cabe destacar además que en las dos concentraciones 

mencionadas, esta especie tampoco se reprodujo. Como señalan  Lass y Spaak (2003), 

los cambios en la asignación de la energía pueden alterar el fitness o adecuación 

biológica del organismo, el cual es una medida de su capacidad reproductiva. En este 

contexto, el cladócero no estaría invirtiendo los recursos energéticos asignados a la 

reproducción en la formación de neonatos (con escasas probabilidades de supervivencia) 

sino a la formación de huevos de resistencia, con mayores probabilidades de 

supervivencia futura (en el caso de cesar la exposición al tóxico). Con respecto a  la tasa 

neta de crecimiento poblacional (Ro), Ceresoli y Gagneten (2003) demostraron que es un 
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buen parámetro de adecuación biológica en ensayos crónicos de exposición continua y 

enfatizan la importancia de considerar parámetros poblacionales integradores y no sólo la 

mortalidad determinando la LC50, punto final comúnmente utilizado en ensayos de 

toxicidad aguda. 

Los resultados obtenidos en este trabajo aportan a discusiones actuales en el marco de  la 

teoría ecofisiológica, en el sentido de que para muchas especies, la supervivencia es el 

rasgo de historia de vida más importante de conservar. Para cumplir con este objetivo los 

organismos pueden adoptar una estrategia de trade-off, que implica disminuir otras 

funciones biológicas, como la movilidad, la madurez sexual, la fecundidad e incluso el 

crecimiento, para poder sobrevivir a eventos de estrés (Dodson y Hanazato, 1995). 

La contaminación ambiental por agroquímicos expone a organismos no blanco a la 

urgencia de responder rápida y eficientemente a eventos de estrés debiendo efectuar un 

balance entre las distintas demandas energéticas que entran en conflicto al no poder ser 

satisfechas todas en forma simultánea. En este sentido, la necesidad de eliminar una 

sustancia tóxica puede romper el equilibrio entre los diferentes componentes del 

presupuesto energético, causando modificaciones en la dinámica poblacional. Según 

Sibly y Calow (1989) puede establecerse un compromiso entre la capacidad de sobrevivir 

al tóxico, la tasa de crecimiento y la fecundidad. Por otro lado, Calow y Sibly (1990) y 

Stearns (1993), reportaron que los organismos generalmente no aportan recursos a todas 

las funciones que pueden estar involucradas en una situación de estrés. En este contexto, 

este trabajo mostró que las dos especies de cladóceros utilizadas como organismos test 

asignaron mayores recursos energéticos a la supervivencia, en detrimento de la 

fecundidad, en todos los formulados de glifosato evaluados. Sin embargo, tales 

desbalances pueden tener consecuencias ecológicas de relevancia a nivel poblacional, 

comunitario y ecosistémico. 

En cuanto a la evaluación del proceso UV/H2O2   con C. vulgaris, en todas las muestras 

obtenidas al final del proceso (360 min., M3), el % I no superó el 18,2% para las 

formulaciones ensayadas, lo que indicaría la eficacia del proceso para reducir la toxicidad 

del glifosato. 

Cabe destacar que como en la evaluación de los formulados sin tratamiento, en M2 y M3 

de Eskoba® y M3 Panzer Gold®, Sulfosato Touchdown® y Roundup Ultramax®, durante 

la primera 48 h de la prueba, la densidad de células en las muestras superaron al control. 

En este sentido, Manassero y col., (2010), en una investigación previa sobre la 

degradación del glifosato ácido por el proceso UV/H2O2, lograron identificar los 
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siguientes intermedios de reacción: glicina, ácido fórmico, formaldehído, amonio, y 

como productos  terminales, los iones de nitrato y fosfato,  que en el caso de C. vulgaris 

podrían  utilizarse  como nutrientes para  el crecimiento. 

De acuerdo a estos estudios y a los resultados obtenidos en este trabajo, sería importante 

tener en cuenta la respuesta de hormesis (estimulación temprana por sustancias tóxicas) 

que generan este tipo de herbicidas o los efluentes generados de su degradación. En 

ambientes naturales podría estimular el crecimiento con el posible incremento en la 

eutrofización del sistema. 

En el caso de los cladóceros los resultados indican que sería necesario aumentar el 

tiempo de aplicación del proceso de UV/H2O2  para muestras con Eskoba® y Roundup 

Ultramax®, ya que el porcentaje de la mortalidad  de D. magna y C. dubia, fue mayor o 

cercano al 50%.  

Por otro lado, es importante mencionar que las formulaciones de agroquímicos están 

compuestas por diferentes aditivos o coadyudantes  que con frecuencia no están 

especificadas en las etiquetas de las presentaciones comerciales. Estos ingredientes 

podrían estar generando intermediarios de reacción durante la aplicación del proceso 

UV/H2O2 afectando a la toxicidad de las muestras independientemente de la 

concentración de glifosato. Piola y col., (2013), después de comparar la toxicidad de dos 

formulaciones de glifosato en Eisenia andrei (Oligochaeta), determinó que los efectos 

adversos observados a dosis cercanas al CL50 podrían atribuirse a la efectos de algunos 

de los llamados coadyuvantes o ingredientes inertes debido a una toxicidad intrínseca 

directa o a una mejora en la biodisponibilidad y/o bioacumulación del ingrediente activo. 

En síntesis, dados los resultados aquí obtenidos y lo reportado en el mismo sentido por la 

bibliografía especializada, se muestra la importancia de especificar cada componente de 

las formulaciones comerciales de fitosanitarios en las etiquetas o marbetes de los 

productos que se comercializan. 
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1. INTRODUCCIÓN  
 
En los últimos años se han ido desarrollando múltiples aplicaciones de las microalgas, 

entre las que se destaca la alimentación animal y humana por sus elevados valores 

proteicos, potenciados por poseer un buen balance de aminoácidos y bajos valores de 

ácidos nucleicos, en comparación con otras fuentes de proteínas unicelulares (Markovits 

y col., 1989; Tsukada y Kawahara 1997; Hinzpeter y col., 2006; Quevado y col., 2008; 

Benavides y Rito-Palomares, 2008).  

Se ha encontrado que distintas especies del género Spirulina tienen diferentes tipos de 

esteroles como el clionasterol, los cuales presentan la capacidad de incrementar la 

producción de factores activadores de plasminógeno en células endoteliales vasculares, 

facilitando la prevención de enfermedades vasculares. Compuestos antioxidantes como 

β-carotenos y astaxantina aislados de microalgas tienen el potencial de proteger frente al 

estrés oxidativo causado por un amplio espectro de enfermedades y por el propio 

envejecimiento. Estudios pre-clínicos sugieren que el consumo de astaxantina producida 

por Haematococcus pluvialis podría modular funciones como: actividad anti-

cancerígena, protección contra los rayos UV, actividades antiinflamatorias, salud 

cardiovascular, entre otras. La luteína (pigmento amarillo que se encuentra en vegetales 

y en el grupo  de las xantófilas) es usada para la prevención y tratamiento de 

enfermedades degenerativas (Stringheta y col., 2006). 

Otro género muy utilizado con estos fines es Chlorella; la sustancia más importante en 

su composición es el β-1,3-glucano, que es un inmuno-estimulador activo, un captador 

de radicales libres y un reductor de lípidos de la sangre. Además se han identificado 

otros efectos beneficiosos para la salud como acción preventiva anti-tumoral y contra la 

arteriosclerosis (Lourenço, 2006).  

Las microalgas también han sido evaluadas con el objetivo de generar recursos 

económicos de diversa índole, como por ejemplo producción de luteína (Shi y col., 2000, 

2002). Entre otros usos se encuentran: la producción de hidrógeno para combustible por 

bio-fotólisis, la producción de metano en biodigestor, la producción de biodiesel, la 

eliminación de emisiones de CO2 residual, la fabricación de cosméticos y también se la 

emplea como vector para la producción de proteínas recombinantes (Scragg y col., 2003; 

Miao y Wu 2004; Sanchez y col., 2008; Plata y col., 2009; Palomino y col., 2010). 

Otra línea de investigación es la utilización de las microalgas con fines ecotoxicológicos. 

Este enfoque surgió para dar respuesta a los crecientes problemas de contaminación de 
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los sistemas acuáticos, que crearon una nueva demanda: eliminar por medio de 

microalgas, los elementos contaminantes aún presentes en las últimas fases del 

tratamiento de efluentes, que no pueden ser removidos por métodos químicos.  

Las microalgas poseen una capacidad depuradora conocida como ficorremediación (Park 

y col., 2011, Rawat y col., 2011, Prajapati y col., 2013), definida como el uso de 

macroalgas y/o microalgas para la eliminación o biotransformación de contaminantes, 

desde aguas residuales y desde un medio gaseoso (Dominic y col., 2009, Doušková y 

col., 2010, León y Chaves, 2010, González-López y col.,. 2011, Hongyang y col., 2011, 

Rawat y col., 2011, Abdel-Raouf y col., 2012, Infante y col., 2012; Prajapati y col., 

2013; Maity  y col., 2014). Entre los contaminantes más analizados por esta tecnología 

se encuentran los derivados del petróleo, los metales pesados, los detergentes y efluentes 

industriales de muy diversa composición -orgánicos y/o inorgánicos- (Rachlin y Grosso, 

1991; Iannacone y Gutierrez, 1999; Chong y col., 2000; Mehta y Gaur, 2001; Salomon y 

col., 2003; Sáenz y col., 2004; Johnstone y col., 2006; Rodriguez y col., 2007; Vera y 

col., 2009). 

Si bien el proceso UV/H2O2 evaluado en el capítulo I  ha demostrado la eficiencias en el 

tratamiento de agua contaminada con glifosato, la mineralización total por este medio 

podría ser costosa, por eso ha comenzado a investigarse la posibilidad de  complementar 

ese proceso químico, con tratamientos biológicos, lo que aportaría la opción de reducir  

costos para la degradación total de compuestos orgánicos (Marco y col., 1997; Zhang y 

col., 2014). 

En el año 1960 surgió una alternativa a los tratamientos convencionales, que consistió en 

el empleo de sistemas “bacterianos-algáceos”. El concepto de tratamiento de efluentes 

integrado por estos dos sistemas fue creado por William Oswald (1919-2005) (Oswald, 

1988). En la segunda mitad de los años 80 se fortaleció el interés por investigar el 

aprovechamiento de la biomasa algal para distintas aplicaciones (Albeliovich, 2004). Por 

ejemplo, la utilización de microalgas para remoción de nutrientes ha sido estudiada por 

más de 50 años (Sandbank y Hepher 1978; Lavole y de la Noüe, 1985; Becker, 1994; 

Olguin, 2003; Larsdotter, 2006; Shi y col., 2007; Andrade  y col., 2009; Hanumantha-

Rao y col., 2011; Mendez-Suaza y col., 2011; Marchello y col., 2015), comprobando que 

la biomasa algal obtenida tiene un alto contenido de proteínas, lípidos, carbohidratos, y 

otros productos de valor agregado. De esta manera, los esfuerzos para cultivar este tipo 

de microorganismos en aguas residuales han buscado conseguir un doble beneficio, la 
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producción de biomasa para diferentes usos y un efluente limpio con una tecnología 

relativamente simple (Pulz y Gross, 2004; Rawat y col., 2011). 

Entre las aplicaciones más recientes de las microalgas se encuentra la remediación de 

purines de vaca y de cerdo, con aprovechamiento de la biomasa obtenida para otros usos. 

Kim y col. (2007) cultivaron a Scenedesmus sp. en medio de cultivo con 3% de efluentes 

de cerdos obteniendo una biomasa rica en clorofila y carotenoides, además de reducir la 

concentración de carbono, nitrógeno y fósforo 12,9, 87 y 83,2% respectivamente. 

Morales-Amaral y col., (2015) cultivaron el mismo género de microalga en reactores al 

aire libre obteniendo un óptimo de efluentes de 30% en el cultivo, y una reducción de 

nitrógeno y del fósforo proporcional a la productividad de biomasa,  38,0 mgNL1 dia1y  

3,9 mgPL1 dia1 respectivamente. 

En este sentido, en la  Argentina surge un escenario para la ficorremediación de efluentes 

a partir de microalgas debido a cambios que se fueron dando en el sector productivo, 

como resultado de la expansión de la frontera agrícola, que ha disminuido la superficie 

destinada a la cría extensiva de ganado. Así, la cría intensiva de ganado bovino y  

porcino han experimentado  cambios que en los últimos años que se  manifiestan en un 

menor número de establecimientos de cría, pero de gran tamaño y con mayor capacidad 

de producción (Universidad Nacional del Centro de la Provincia de Buenos Aires, 2008).  

La alta concentración de ganado por unidad de superficie genera problemas ambientales 

que requieren medidas de remediación. Entre ellos, cabe destacar la alta producción  de 

nutrientes como el amonio y el ortofosfato, que pueden incorporarse por distintas vías a 

los sistemas acuáticos superficiales o a las napas por infiltración, escorrentía o arrastre de 

suelos fertilizados con abonos nitrogenados y fosfatados, así como por descargas de 

aguas residuales sin tratamiento, o por aguas tratadas insuficientemente (De la Noüe y 

col., 1992; Vargas y col., 2004). 

Los efluentes originados en la cría intensiva de ganado bovino (tambos) y porcino, 

contienen excretas, orina y agua de lavado de las instalaciones, además de restos de leche 

o alimento, detergentes y otros productos químicos utilizados en el proceso de 

desinfección del establecimiento. Debido a ello, la composición del efluente tiene alto 

contenido  de sólidos, nutrientes, materia orgánica y microorganismos que son capaces 

de  modificar negativamente al ambiente que recibe esta descarga (cuerpo de agua, napa 

y/o suelo). Los residuos generados, fundamentalmente excretas, resultan responsables de 

impactos sobre el aire, el suelo y el agua porque se concentran en áreas reducidas y son 

una fuente de nutrientes, antibióticos y otras drogas veterinarias y patógenos (Herrero y 
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Gil, 2008). Sumado a la degradación de los recursos agua y suelo, estos desechos cobran 

importancia por la proliferación de plagas sinantrópicas (moscas, roedores, entre otras) y 

la generación de olores indeseables producidos cuando no poseen una correcta 

disposición. (FAO - INTA, 2012). Es así que además de constituir un foco potencial de 

infección, los sitios donde son descargados los residuos sólidos  representan además una 

fuente importante de contaminación del aire (Cervantes y col, 2007), derivando en 

“perjuicios ecosistémicos ED (ecosystem disservice por sus siglas en inglés). 

Los perjuicios ecosistémicos incluyen riesgos naturales e impactos negativos de la 

contaminación del agua, suelo y/o aire, como pueden ser la presencia de plagas,  

infecciones, alergias, ataques de animales, presencia de organismos venenosos y 

carnívoros entre otros (Sandifer y col., 2015). Este término es nuevo y poco divulgado ya 

que no tiene la aplicabilidad de los servicios ecosistémicos, pero derivarían por influencia 

antrópica (Von Döhrena y Haase, 2015). Estos llamados perjuicios ambientales se 

consideran principalmente como un peligro para cumplir con la función beneficiosa del 

ecosistema y como peligros para el bienestar socioeconómico. Se propone en este texto 

usar el término perjuicio ambiental para ilustrar la pérdida de servicios ecosistémicos en 

sistemas acuáticos por la movilización de sustancias tóxicas y a la vez a la afectación de 

servicios ecosistémicos de depuración, provisión de agua para riego y para 

mantenimiento ecológico (Sandifer y col., 2015). 

Si consideramos cada uno de los tipos de producción bovina y porcina en Argentina 

anteriormente citadas, la producción láctea (tambos) genera 30 a 40 litros de 

efluente/día/animal. Trabajos realizados en Miguel Riglos, en la provincia de La Pampa, 

muestran que un tambo con 140 vacas en ordeñe y una producción de 2500 L día-1 

promedio de leche, genera unos 4000 L de efluentes por día, equivalente a 1,6 L de 

efluentes por litro de leche producida (Diez, 2012). En el caso de la producción porcina, 

según Vicari, 2012, si se consideran los  cerdos  en gestación,  en lactancia, lechones 

destetados y cerdos de 25-100 kg, en Argentina se producen alrededor de 26.910 

toneladas de efluentes por día.  

La incorporación de nutrientes a los cuerpos de agua dulce determina su alteración 

química  por la carga excesiva con nitratos y fosfatos (eutrofización), que se traduce en 

cambios de la estructura y función de comunidades de fitoplancton y zooplancton (Wu, 

1999). A éste proceso se atribuye un tercio de la disminución de la biodiversidad en ríos, 

lagos y humedales en el mundo (UN-Water, 2015). En el contexto del sistema productivo 

argentino aquí presentado, y teniendo en cuenta que gran parte de la producción de purines 
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se genera en la tradicional cuenca lechera del país, coincidente con el área de influencia 

de  la Universidad Nacional del Litoral, deriva la importancia regional del estudio de 

remediación que se propone. 

En este escenario nacional y local, la aplicación de ficorremediación para tratar efluentes 

de la producción láctea y porcina surge como una herramienta que permita minimizar los 

perjuicios ecosistémicos. 

Lo anteriormente expuesto demuestra la  importancia de generar herramientas de gestión 

ambiental que contemplen  aspectos de sustentabilidad  de los sistemas de producción, 

considerando la salud  ambiental  y a la sociedad en el cumplimento de la normativa 

vigente, a partir de los diferentes usos y aplicaciones que pueden tener los cultivos de 

microalgas y la biomasa obtenida de los mismos. 
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2. OBJETIVOS 
 

Objetivo General: 

Evaluar a escala de laboratorio el potencial  de una matriz biológica constituida por la 

microalga Chorella vulgaris como complemento de tratamiento del proceso UV/H2O2; 

remediar efluentes que pueden causar contaminación orgánica y evaluar 

bioquímicamente la biomasa obtenida en estos procesos. 

La información generada aportará conocimientos sobre el uso y aplicaciones de la 

microalga C. vulgaris, tendientes a mejorar la gestión de los residuos orgánicos y obtener 

biomasa que podría ser transformada en productos comercializables.  

 

Objetivos Específicos: 

1. Evaluar a escala de laboratorio el potencial  de C. vulgaris para remover glifosato 

utilizando los mismos formulados de glifosato empleados en la aplicación del proceso 

UV/H2O2 y desarrollado  en el Capítulo I.  

2. Evaluar el potencial de C. vulgaris en la remoción de nutrientes presentes  en efluentes 

provenientes de producción láctea y porcina y conocer la concentración de clorofila-a y 

el porcentaje de proteínas brutas en la biomasa algal obtenida en ambos efluentes.  

3. Evaluar bioquímicamente la calidad de la biomasa de C. vulgaris obtenida en cultivos 

en fotobiorreactores. 

3. HIPÓTESIS 
 

1. Chlorella vulgaris tiene un alto potencial para remover glifosato de  cuatro soluciones 

de formulaciones comerciales. 

2. Chlorella vulgaris tiene el potencial  para crecer y remover nutrientes de los efluentes 

de la producción láctea y porcina obteniendo una biomasa con altos valores de clorofila-a 

y porcentaje de proteínas brutas.  

3. La biomasa de C. vulgaris obtenida en el fotobiorreactor a escala de laboratorio tiene  

alta calidad bioquímica  para su uso en diferentes aplicaciones. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
4.1. Remediación de glifosato utilizando C. vulgaris 

Chlorella vulgaris (Beijerinck Novakova, 1890) (CLV2) fue empleada para realizar 

todos los ensayos de remoción de las cuatro soluciones de plaguicidas con glifosato 

(Eskoba®, Panzer Gold®, Roundup Ultramax®, Sulfosato Touchdown®), seleccionadas en 

este trabajo. Las microalgas se cosecharon en fase de crecimiento exponencial, se 

centrifugaron 2 veces y se resuspendieron en agua bidestilada ultrapura estéril 24 h antes 

del inicio de cada ensayo de remoción. Su concentración fue estimada con cámara de 

Neubauer (1.028.000 cél.mL-1) y espectrofotometría (Abs= 1.5 λ a 650 nm). 

Se colocaron 50 mL del concentrado algal en cada recipiente (Figura 17) y se agregaron 

las siguientes concentraciones de los formulados: 9,65; 8,65; 7,35y 0,78 mg e.a L-1de 

Eskoba®, Panzer Gold®, Roundup Ultramax®, Sulfosato Touchdown®, respectivamente. 

Se decidió trabajar con estas concentraciones de glifosato por ser cercanas a las 

concentraciones finales de glifosato previamente obtenidas mediante la aplicación del 

proceso UV/H2O2 (muestras (M3)). 

Se seleccionaron  tres tiempos de exposición para avaluar la eficiencia de remoción de C. 

vulgaris: T0= inicio del ensayo; T1; T2 y T3= 120, 240 y 360 min. respectivamente. Todos 

los ensayos fueron realizados por triplicados. 

El ensayo fue realizado en cámara de incubación bajo condiciones controladas de 

temperatura (25 ±1°C), iluminación continua (3000 lux) y agitación cada 60 min. A los 

120, 240 y 360 min.de exposición las microalgas se centrifugaron durante 10 min a 3.500 

r.p.m., separando el pellet de algas del sobrenadante. En esta última matriz se determinó 

la concentración de glifosato, siguiendo la metodología utilizada en el punto 4.1 del 

Capítulo I. 

Además, se registró el pH y la Abs a 650 nm del pellet resuspendido en agua bidestilada 

ultrapura estéril para cada tiempo de exposición. Se realizaron correlaciones de Pearson 

entre las concentraciones de glifosato y los diferentes tiempos de exposición. También se  

realizó un ensayo sin C. vulgaris, bajo las mismas condiciones antes mencionadas 

(tiempo de exposición, temperatura, iluminación, intensidad lumínica -120 µE m-2 s-1, 

aproximadamente- y agua bidestilada ultrapura estéril) utilizando el formulado Panzer 

Gold® y se evaluó la fotodegradación del glifosato. 
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Como variable respuesta se tomó la tasa de crecimiento (µ) expresada en días -1, la que se 

obtuvo a partir de la siguiente fórmula:  

µ i-j= (lnXj - lnXi ) /  tj - ti    ( días -1) 

donde  µ i-j = tasa de crecimiento entre los tiempos i-j; Xi = biomasa en el tiempo i; Xj= 

biomasa en el tiempo j (OECD, 2011). 

Los ensayos tuvieron una duración de 10 días, durante los cuales  se determinó la 

variable respuesta día por medio. Con estos datos se realizó la cinética de crecimiento 

para determinar la fase de crecimiento exponencial del cultivo. 

 

4.2.3 Ensayo definitivo 

Chlorella vulgaris fue cultivada en erlenmeyer de 2 L a la concentración y tipo de 

efluentes determinado en los ensayos preliminares; el ensayo se realizó por cuadriplicado 

y las condiciones del cultivo (Tº, aireación, iluminación y agitación) fueron las descriptas 

en el punto 4.2.2 del presente capítulo. Los efluentes fueron recolectados a la salida de 

galpón donde el ganado vacuno descansa luego de ser ordeñado (Figura 18, A y B), para 

la limpieza de los galpones se deja correr 3 veces por día una ola de 30.000 L de agua, 

que caen  en una pileta primaria donde parte de los sólidos quedan en la superficie 

(Figura 19). 

Luego de 30 días la parte sólida y líquida de los piletones son mezcladas nuevamente en 

una proporción 4:2 y se esparcen en los campos como abono utilizando una estercolera. 

El resto de la parte líquida es enviado al segundo piletón (Figura 20) para su posterior 

eliminación en canales que desembocan  en el Río Salado. 

 



 

Figura 18 A: Salida de los galpones d
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 la rutina de ordeñe 



 

Figura 18 B: Sitio donde se tomó la m
nutrientes 
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Figura 19: Primer sitio de disposición de efluentes 
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C =  �11,6 x A�665)) − �1,31 x A�645)) − �0,14 x A�630))   (3) 

 

Cálculo de clorofila-a (µg L-1)  

Cla = C/V x 10/L x S/10   (4) 

 

donde: Cla: clorofila-a; C: resultado de la ecuación de Strickland y Parsons; V: volumen 

de la muestra  filtrada (0,25 L); L: longitud de la boca de la cubeta (1 cm); S: volumen de 

acetona utilizado (0,01 L). 

Para evaluar si C. vulgaris puede utilizar el efluente como fuente de nutrientes, al inicio y 

al final del ensayo se determinaron en el sobrenadante obtenido, luego de centrifugar las 

microalgas durante 10 min a 3500 r.p.m., las siguientes variables: amonio, nitritos, 

nitratos, fosforo total, DBO, DQO, pH y conductividad en el mismo laboratorio y 

siguiendo la metodología descripta en el punto 4.2.1 del presente capítulo. 

 

4.3. Cultivo de C. vulgaris en fotobioreactor para obtención de biomasa algal 

Chlorella vulgaris fue cultivada en medio BBM,  en un fotobiorreactor vertical de 

acrílico transparente de 10 L, de forma cilíndrica y con fondo plano. El fotobiorreactor en 

la parte superior estuvo cerrado por una tapa transparente, que evita que distintas 

sustancias (polvo, insectos, etc.) se introduzcan en el mismo, aunque la tapa no cierra 

herméticamente el recipiente, de modo que pueden salirlos gases generados (Figura 21). 

La inyección de aire y CO2 fue realizada por dos aireadores marca Precision (modelo SR-

7.500), con una caudal de 7.500 cc/min., esto generó dos columnas de burbujas a ambos 

lados del fotobiorreactor que sirvieron para evitar la sedimentación de las células y 

permitir el mezclado, favoreciendo así la homogeneización de las condiciones en el 

cultivo, la transferencia de nutrientes, el movimientos de algas entre las diferentes zonas 

del fotobiorreactor y la transferencia de gases y energía; también fue necesario para 

romper los gradientes de difusión en la superficie de la célula y retirar el oxígeno 

generado fotosintéticamente (Carvalho y col., 2006)  

La iluminación fue continua, aportada por dos lámparas de luz blanca fría de 22 W,  

introducidas dentro del cultivo en capuchones herméticos de acrílico; la temperatura se 

mantuvo constante a 25±1 ºC, ya que el fotobiorreactor se mantuvo dentro de una cámara 

de cultivo lo que permitió regular este parámetro de forma eficiente (Figura 22). 

Una vez que se logró comprobar el crecimiento de C. vulgaris en el fotobiorreactor, se 

realizó un cultivo con el objetivo de determinar su  cinética de crecimiento. Para este 
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Figura 21: Cultivo de C. vulgaris en fotobioreactor. 
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Figura 23: pellet húmedo de C. vulgaris (A) y liofilizado (B) 

 

 

5. RESULTADOS 

5.1. Remediación de glifosato utilizando C. vulgaris 

En el ensayo sin C. vulgaris el glifosato tuvo una fotodegradación del 15 % a los 360 min 

de exposición, pasando de una concentración inicial de  9,8 a 8,37 mg e.a L-1al final del 

ensayo. 

Con el agregado de las microalgas y manteniendo las condiciones de ensayo, para el 

mismo formulado (Panzer Gold®) la remoción de glifosato fue menor en T3 (360min.), 

siendo de 7,6 %. 

Se observaron diferencias significativas en los % de remoción entre los diferentes 

formulados evaluados (ANOVA-MR, p= 0.0458). 

La concentración de glifosato disminuyó con el tiempo de exposición, resultando 

negativas todas las correlaciones: Eskoba®, r2 = 0,7458 (p˃0,05); Panzer Gold® r2 = 

0,8135 (p˃0,05); Roundup Ultramax® r2 = 0,6 (p˃0,05); Sulfosato Touchdown®, r2 = 

0,9542 (p<0,05) (Figura 24). 
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Figura 24: Evolución de la concentración real de glifosato (mg e.a L-1) y el % de remoción en diferentes tiempos de 
exposición: T0: inicio del ensayo; T1, T2 y T3 = 120, 240, 360 min respectivamente. A) Panzer Gold®; B) Eskoba®; C) 
Roundup Ultramax® y D) Sulfosato Touchdown®. 

 

En cuanto al % de remoción, C. vulgaris removió más glifosato cuando fue expuesta al 

formulado Eskoba®= 11,22 % a los 360 min. (T3), mientras que la menor remoción se dio 

en el Roundup Ultramax®= 4,7 %. Cabe destacar que para este formulado la disminución 

en la concentración de glifosato se registró durante los primeros 120 min. (T2) de 

exposición, sin sufrir modificaciones en la continuación del ensayo (Tabla 23). La Abs a 

650 nm, disminuyó de 1,5 a 1,4 en tres de los formulados a los 360 min. de exposición 

(T3); esto  puede atribuirse a efectos tóxicos que causan estos formulados sobre las 

microalgas. 

Los valores promedios de pH al iniciar y finalizar los ensayos estuvieron entre: 5,63 

(±0,16) y 8,84 (±0,24) (p<0.001) respectivamente. 

 

Tabla 23: Concentraciones reales de glifosato, % de remoción y absorbancia a 650 nm  para cada tiempo de exposición 

(T1: 120; T2: 240 y T3: 360 min) en el ensayo de remoción de glifosato con C. vulgaris. 

 Glifosato 
(mg e.a  L-1) 

% de remoción Absorbancia 
(650 nm) 

    
Panzer Gold®    

T0 8,65 (± 0,09) 0 1,5 (±0,009) 
T1 8,17 (± 0,14) 5,5 1,5 (±0,002) 
T2 8,17 (± 0,30) 5,5 1,5 (±0,001) 

T3 7,99 (± 0,28) 7,6 1,5 (±0,001) 

Eskoba®    
T0 9,65 (± 0,97) 0 1,5 (±0,002) 
T1 8,45 (± 0,7) 8,66 1,4 (±0,02) 
T2 8,39 (± 0,33) 10,20 1,4 (±0,01) 
T3 8,30 (± 0,59) 11,22 1,4 (±0,03) 

Roundup Ultramax®    
T0 7,35 (± 0,31) 0 1,5 (±0,04) 
T1 7 (± 1) 4,7 1,4 (±0,02) 
T2 7 (± 0,88) 4,7 1,4 (±0,04) 
T3 7 (± 0,55) 4,7 1,4 (±0,002) 

Sulfosato Touchdown®    
T0 0,78 (± 0,20) 0 1,5 (±0,01) 
T1 0,76 (± 0,4) 2,5 1,5 (±0,01) 
T2 0,72 (± 0,2) 7,6 1,5 (±0,03) 

T3 0,71 (± 0,7) 8,9 1,4 (±0,01) 
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5.2. Remediación de efluentes de producción porcina y láctea utilizando C. vulgaris 

5.2.1. Caracterización de los efluentes de producción láctea y porcina 

Los efluentes presentaron la siguiente caracterización físico-química:  

 Tabla 24: Caracterización físico-química de efluentes de producción láctea y porcina. 

 

5.2.2. Ensayos preliminares 

En el efluente de producción láctea (tambo) C. vulgaris creció en todas las 

concentraciones, mostrando diferencias significativas en la tasa de crecimiento con el 

efluente de la producción porcina (ANOVA, p <0,05).  

En la Figura 25 A, se puede ver que a una concentración del 20% del efluente se obtiene 

la máxima tasa de crecimiento, decayendo a 30%. Con el objetivo de conocer si a 

concentraciones intermedias C. vulgaris seguía creciendo, se ensayó un cultivo con 25% 

de efluente (Figura 25, B).  

 

 
Figura 25 A: Crecimiento de cultivos de C. vulgaris a diferentes concentraciones de efluentes de producción láctea 

(tambo) 

Efluente pH 

(UpH) 

Amonio 

(mg/l) 

Nitratos 

(mg/l) 

Nitritos 

(mg/l) 

Fósforo total 

(mg/l) 

DBO 

(mg/l – O2) 

DQO 

(mg/l – O2) 

Lácteo 7,09 294 43,6 0,064 60,1 2981 6078 

Porcino 8,2 1719 39 0,011 8,13 624 2204 
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Figura 25 B: Crecimiento de cultivos de C. vulgaris a diferentes concentraciones de efluentes de producción láctea 

(tambo) 

 

En la Figura 25 B se puede observar que a 25% de concentración  del efluente de tambo 

la tasa de crecimiento de C. vulgaris, sigue aumentando. El post test de Tukey-Kramer 

mostró que al 25% del efluente se encontraron diferencias significativas en todos los 

casos cuando se lo comparó con los demás tratamientos (p<0,05), con  µ (día-1) = 0,18. 

En el caso de los efluentes de la producción porcina, C. vulgaris no pudo crecer durante 

los 5 días del ensayo. 

Estos resultados, nos permitieron determinar que C. vulgaris logró crecer hasta en un 

25% de efluentes de tambo, permitiendo considerar esta concentración para el ensayo 

definitivo. 

Para conocer el tiempo de cosecha de C. vulgaris y que coincida con la fase de 

crecimiento exponencial de los cultivos, se determinó la cinética de crecimiento de los 

cultivos (Figura 26), obteniéndose la máxima densidad celular a los 8 días de cultivo. 

 



108 

 

 
Figura 26: Cinética de crecimiento de cultivo de C. vulgaris al 25% de efluente de la producción láctea (tambo). 

 

5.2.3. Ensayo definitivo 

En la Tabla 25 se muestran los valores de los parámetros analizados al inicio y al final 

del ensayo; en la mayoría de los casos hubo una reducción de nutrientes, siendo el 

amonio el que mostró la reducción más importante = 97,1 %.  Podría  considerarse que 

C. vulgaris puede tomar  para su crecimiento, los nutrientes aportados por el efluente. 

A los 7 días de cultivo, la clorofila-a y el % de proteínas alcanzaron valores de 1,68 µg L-

1 y 3,75 %, respectivamente. 
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Tabla 25: Caracterización físico-química del efluente puro y del sobrenadante obtenido al inicio y al final del ensayo, 

al  cultivar C. vulgaris en medio con  25% de efluentes de producción láctea (tambo). 

 Efluente puro 25% inicial 25% final % de 
reducción 

Amonio (mg L-1) 294 67,2 1,9 97,1 

Nitrato (mg L-1) 43,6 31,1 15,6 49,8 

Nitrito (mg L-1) 0,064 0,067 0,107 - 

Fósforo total (mg L-1) 60,1 48,4 19 60,7 

DQO (mgL-1) 6078 1846 353 80,8 

DBO (mg L-1) 2981 947 173 81,7 

pH (UpH) 7,09 7,58 8,79 - 

Conductividad (µS cm-1) 4070 1665 1192 28,4 

 

5.3. Cultivo de C. vulgaris en fotobioreactor para obtención de biomasa algal 

El cultivo de C. vulgaris en fotobioreactor de 10 L, mostró la siguiente cinética de 

crecimiento (Figura 27):  

A los 10 días de crecimiento alcanzó la mayor producción de biomasa seca que fue de  

0,508 g L-1. 

 

 
                 Figura 27: Cinética de crecimiento de cultivo de C. vulgaris en fotobioreactor de 10 L. 
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5.3.1. Caracterización bioquímica de la biomasa de C. vulgaris obtenida en cultivos 

en fotobioreactor 

Las determinaciones bioquímicas fueron realizadas durante la fase de crecimiento antes 

mencionada y los resultados se muestran en la Tabla 26. 

Tabla 26: Caracterización bioquímica del liofilizado de C. vulgaris. 

Componentes  Metodología utilizada para la 
determinación 

Carbohidratos (%) 7,5 Método Dubois 

Lípidos (%) 3,28 Método de Folch 

Nitrógeno total (%) 7,11 Método Kjeldhal 

Proteínas brutas (%) 44,43 Método Kjeldhal 

Fibra cruda (%) 0,20 Método Weende (equipo Tecator) 

Clorofila-a (µg L-1) 1,26 Strickland y Parsons (1972); 
Otero-Paternina y col., (2013) 

 

A partir de estos datos se realizó una evaluación informal del liofilizado de C. vulgaris en 

cosmetología en el “Instituto de Estética Ana Fischer” de la ciudad de Santa Fe. La 

misma consistió en identificar los beneficios y efectos posibles sobre la piel de un 

emplasto de la microalga. En este sentido, en el futuro de sugiere realizar pruebas  

mediante protocolos estandarizados a los fines de precisar los resultados descriptos en 

esta tesis (Anexo II). 

6. DISCUSIÓN  

En este capítulo se evaluó el uso de C. vulgaris en la ficoremediación de efluentes 

contaminados con glifosato tomando como punto de partida las concentraciones finales 

obtenidas a los 360 min. (M3) luego de la aplicación del proceso UV/H2O2 que fue 

evaluado en el capítulo I.  

Los resultados  mostraron que la remoción del glifosato por C. vulgaris alcanzó un 

máximo de 11,22 % a los 360 min, para el formulado comercial Eskoba®, en 

comparación con el 76 % de degradación por el proceso UV/H2O2obtenido para el mismo 

formulado y tiempo de evaluación. Estos resultados señalan que si se desea reducir aún 
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más la concentración de glifosato sería más conveniente extender en el tiempo la 

aplicación del proceso UV/H2O2 que utilizarla microalga como proceso complementario. 

En esta misma línea de trabajo, Lipok y col., (2009) reportaron que en medios con 

concentraciones superiores a 1 mg e.a L-1, C. vulgaris no  removió  glifosato en 

cantidades significativas, como consecuencia probablemente de  que bajo las condiciones 

de ensayo, no se rompieron  los enlaces C-P, paso previo necesario para que la microalga 

pudiera tomar al herbicida como fuente de P. El mencionado valor limite (1 mg e.a L-1) 

informado por estos autores, es muy cercano a la mínima concentración ensayada en esta 

tesis,  que fue de 0,78 (± 0,20) mg e.a  L-1para el formulado Sulfosato Touchdown® 

Por otro lado, diferentes autores han encontrado porcentajes de remoción de glifosato 

superiores, en mayores tiempos de exposición, con diferentes especies de cianobacterias, 

bacterias y hongos. Salman y Abdul-Adel (2015) evaluaron la capacidad de Oscillatoria 

limnetica para remover glifosato, utilizando la presentación comercial Roundup®, y 

encontraron diferencias significativas en la velocidad de remoción a partir  de los 3, 5, 7, 

14 y 35 días de tratamiento. Registraron 97,5% después de 7 días a una concentración 

inicial de 5 mg L-1 de glifosato, 57,9% y 37,1% después de 14 días a concentraciones 

iníciales de 10 y 15 mg L-1 respectivamente. 

Trabajos de Lipok y col., (2007 y 2009), utilizando el formulado comercial Roundup® 

360, informaron que especies de Spirulina sp. puede remover glifosato, obteniendo entre 

0,2 y 1 % de remoción a concentración inicial de 10 mg L-1; 20 y 70% a concentración 

inicial de 0,4 mg L-1, después de 4 y 10 días respectivamente. Además, reportaron la 

capacidad de la cianobacteria Spirulina platensis y la bacteria Streptomyces lusitanus 

para catalizar la molécula de glifosato y del hongo Fusarium dimerum para remover y 

utilizar este herbicida como la única fuente de fósforo. 

Otro de los aspectos considerados en esta Tesis es la capacidad de remoción de nutrientes 

de efluentes de la producción láctea. En el tratamiento de aguas residuales se busca 

eliminar la demanda bioquímica de oxígeno (DBO), sólidos suspendidos, nutrientes y 

coliformes (Dominic y col., 2009, Park col., 2011, Rawat y col., 2011, Abdel-Raouf y 

col., 2012). 

En este trabajo se encontraron valores de reducción de DBO (81,7 %) mayores y menores 

a los reportados por Colak y Kaya, 1988 quienes, en estudios sobre la utilización de 

microalgas para descontaminar aguas residuales urbanas, registraron valores de remoción 

de DBO de 68,4 %. En 2008, Hodaifa y col. registraron similares resultados obteniendo 

una remoción de 67,4% en cultivos de Scenedesmus obliquus, utilizando como sustrato  
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agua residual procedente de la producción de aceite de oliva. Por otro lado, León y 

Chaves (2010) lograron una reducción de 91,4 % en tratamientos con lagunas de 

estabilización y microalgas. 

En cuanto a la utilización de la DQO como parámetro indicativo de la eficiencia de los 

tratamientos, los resultados de remoción obtenidos (80,8 %) están cercanos a los 

reportados en la bibliografía por Hammouda y col., (1995) quienes registraron para 

Scenedesmus sp. y C. vulgaris, una remoción de DQO de 89 y 91,7 %, respectivamente. 

Hongyang y col., (2011) trabajaron con Chlorella pyrenoidosa para bioremediar aguas 

residuales del procesamiento de soja, obteniendo una remoción de DQO entre 80 y 84%. 

Li y col., (2011) registran valores de DQO de 90,3 y 90,8% en sus experimentos con 

Chlorella sp. Estos autores concluyeron que las microalgas utilizaban rápidamente 

diferentes compuestos orgánicos como fuente de carbono, además del CO2. 

En lo que respecta a la remoción de otros compuestos, Wang y col., (2010), informaron 

la efectividad del uso de efluentes de la producción láctea digeridos, como suplemento de 

nutrientes para el cultivo de Chlorella sp., reportando valores de eliminación de diversos 

compuestos similares a los encontrados en este trabajo: amoníaco, nitrógeno total y 

fósforo total  = 100%, 75,7-82,5% y 62,5-74,7%, respectivamente. Además los autores 

utilizaron diluciones que estuvieron entre 10, 15, 20 y 25 % de efluente, encontrando una 

relación lineal inversamente proporcional (r2= 0.982) entre la tasa de crecimiento y la 

turbidez inicial durante los primeros 7 días, lo que podría estar explicando por qué C. 

vulgaris creció poco o no creció con un porcentaje mayor al 25% de efluente.   

Por otro lado, Woertz y col. (2009) obtuvieron una remoción de amonio y ortofosfato 

entre 96 y > 99% respectivamente, cultivando algas verdes en cultivos suplementados 

con CO2 y efluentes de la producción láctea. Estos valores de eliminación de amonio se 

encuentran muy cercanos a los expuestos en la presente Tesis, que fue de  97,1 %. 

Otro aspecto considerado en este trabajo se refiere a la calidad de la biomasa algal 

obtenida. En este sentido, si comparamos los valores de clorofila-a y el % de proteínas 

brutas obtenidas cuando C. vulgaris fue cultivada con y sin efluentes de la producción 

láctea, registramos que en el caso de la clorofila-a prácticamente los valores no variaron, 

entre 1,68 y 1,26 µg L-1 respectivamente, pero el % de proteínas mostró  una disminución   

de  44,43 % (en cultivos en fotobioreactores sin efluentes) a 3,75 % (en cultivos con 

efluentes). Estos valores muestran que el agregado de efluentes  modifica la composición 

bioquímica de la biomasa obtenida, independientemente de la tasas de crecimiento del 

cultivo y de la fase de  crecimiento en la que sea cosechado. 
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Por otra parte, se realizó  la caracterización bioquímica de la biomasa obtenida al cultivar 

C. vulgaris en fotobioreactor. Las diferencias encontradas entre el % de proteínas 

obtenido y los otros elementos cuantificados (carbohidratos, lípidos, fibra cruda) puede 

deberse a que cultivos de microalgas en fase de crecimiento exponencial contienen más 

proteínas, mientras que los cultivos en la fase estacionaria tiene más hidratos de carbono, 

tales como el glucógeno (Mata y col., 2010). Las diferencias encontradas pueden deberse 

a que en este trabajo los cultivos fueron cosechados en fase de crecimiento exponencial. 

Por otro lado, al comparar  las concentraciones de  los componentes encontrados en este 

trabajo con los reportados en la bibliografía, se observan algunas variaciones. Por 

ejemplo, en un trabajo previo realizado en el Laboratorio de Ecotoxicología de la 

Facultad de Humanidades y Ciencias (Reno, 2011) se determinaron valores = 46% de 

proteínas brutas para Chorella sp. Otros datos reportados son los de Morris Quevedo y 

col. (1999) (44 %), Sansawa y Endo (2004) que informaron 12 %; Andrade y col. (2006) 

(44 %), y Zhengyun y Xianming (2006) obtuvieron  una producción del 30% de proteínas 

brutas, en tanto que Sharma y col., (2012) informaron entre 54,2 y 52,6%, con diferentes 

regímenes lumínicos y Sankar y Ramasubramanian (2012), cultivaron C. vulgaris  en el 

mismo medio de cultivo utilizado en esta tesis (BBM), informando 36,16 % de proteínas 

en 20 días de cultivo, con fotoperíodo 12 L: 12 O. Chia y col., (2013) cultivaron  C. 

vulgaris  en medio CHU obteniendo un 50% de proteínas. Las proteínas se componen de 

diferentes aminoácidos y la calidad nutricional de una proteína se determina básicamente 

por el contenido, la proporción y la disponibilidad de sus aminoácidos. Becker (2007) 

comparó el perfil de aminoácidos de diversas microalgas con alimentos convencionales 

básicos y un patrón de referencia bien equilibrado de una proteína, recomendado por la 

OMS/FAO (1973). El autor observó que el patrón de aminoácidos de casi todas las algas, 

entre ellas C. vulgaris,  fue favorable en relación con el patrón  de referencia y las otras 

proteínas de los alimentos (huevo y soja) analizados. 

Lo aquí evaluado, considerando la alta calidad de las proteínas obtenidas a partir de la 

biomasa de microalgas, determina  que  las mismas se transformen en un producto de alto 

valor agregado que no sólo podría ser utilizada en la alimentación humana y animal, sino 

también en la industria cosmética. En tal sentido, Lourenço, 2006; Spolaore y col. (2006) 

entre otros autores, sostienen que extractos de C. vulgaris estimulan la síntesis de 

colágeno, facilitando  la regeneración de tejidos y la reducción de líneas faciales. 

En lo que respecta a los demás componentes, Morris Quevedo y col. (1999), informaron 

para C. vulgaris la obtención de 16,0; 8,20 y 0,29 % de carbohidratos, fibras y lípidos 
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respectivamente. Por otra parte, Nain y col., (2011) encontraron los siguientes valores de 

lípidos en C. vulgaris: 69,5; 57,14 y 56,54% en cultivos a 30 mg N-NH4 l
-1. Bertoldi y 

col., (2006) informaron la producción de entre 18,21 y 15,02 % de lípidos luego de 

cultivar a C. vulgaris en diferentes medios de cultivo. 

Estas diferencias en los valores reportados para la misma especie es posible que ocurran  

debido a que, tal como sucede en los vegetales superiores, en  las microalgas la 

composición de la biomasa y la bioquímica puede variar de acuerdo a las condiciones del 

entorno y la edad del cultivo (Lourenço y col., 1997; Renaud y col., 1999; Araújo y 

Garcia., 2005). 

Los resultados obtenidos en este capítulo demuestran la potencialidad de la microalga C. 

vulgaris para  los diferentes usos y aplicaciones previamente discutidos, los que pueden 

ser de diversa índole: desde la reducción de compuestos contaminantes  utilizando aguas 

residuales, con la reducción de la DBO y DQO, la remoción de nitrógeno y fósforo de 

efluentes de producción pecuaria, así como la comercializan de la biomasa obtenida, 

como suplementos alimentarios, medicinales y cosméticos. 

 

VI. CONCLUSIONES GENERALES 

CAPÍTULO I: Contexto ambiental. Uso de plaguicidas.  Aportes de la Ecotoxicología 

para el  control y monitoreo ambiental. Bioensayos como herramientas para evaluar 

procesos de remediación ambiental. 

Este trabajo contribuye al debate actual sobre la sostenibilidad del sistema de producción 

de granos a gran escala, basado en el uso de importantes volúmenes de formulaciones a 

base de glifosato. 

En el desarrollo de la tesis se realizaron pruebas agudas para determinar la 48h-CL50  de  

cladóceros y la 96 h-CE50 de  la microalga C. vulgaris para cuatro formulaciones 

comerciales de glifosato (Eskoba®, Panzer Gold®, Roundup Ultramax®, Sulfosato 

Touchdown®), encontrando diferencias entre los formulados en los valores registrados  y 

con los reportados en la bibliografía, para los distintos modelos biológicos utilizados.  

Por otro lado, se realizaron de ensayos de recuperación, analizados a partir de MMP y 

estudios de simulación de Monte Carlo y crónicos, demostrando la necesidad de llevar 

adelante pruebas considerando el ciclo de vida completo de las especies y no sólo la 

mortalidad, sino también otros atributos de historia de vida tales como supervivencia, la 

fecundidad, la edad de madurez sexual y el crecimiento. En este sentido, estos ensayos se 

convierten en una herramienta de gestión que contempla los efectos subletales de este 
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tipo de xenobióticos a partir de parámetros biológicos integradores con sentido 

ecológico. 

Tales parámetros, como λ y Ro, deberían ser tenidos en cuenta para la elaboración de 

valores guía, ya que aportarían a una gestión del ambiente más eficiente y orientada a la 

protección de la biota acuática en su conjunto, y por ende a la conservación de la 

integridad ecosistémica. 

En este capítulo también se realizó la evaluación de la toxicidad de las muestras 

recogidas en diferentes tiempos luego de aplicar el proceso UV/H2O2, trabajando  con las 

mismas formulaciones de glifosato de los ensayos ecotoxicológicos antes mencionados.  

En el caso de C. vulgaris se demostró que las muestras obtenidas a los 360 min (M3) del 

proceso UV/H2O2 son adecuadas para obtener efluentes descontaminados, ya que en 

ninguno de los casos evaluados se llegó al 50 % de inhibición del crecimiento para la 

microalga. 

Por otro lado, los resultados obtenidos al usar C. dubia para evaluar el proceso UV/ H2O2 

siguieren que deberían aumentarse los tiempos de reacción del tratamiento de 

descontaminación de algunos formulados, tales como Eskoba® y Roundup Ultramax®, ya 

que en estos compuestos el % de mortalidad para C. dubia fue mayor al 50 % a los 360 

min (M3) del proceso. 

Al considerar la adecuación de los cladóceros D. magna y C. dubia como modelos 

biológicos para la evaluación del proceso UV/H2O2, se  llegó a los mismos resultados que 

en los ensayos donde se determino la toxicidad de diferentes formulaciones de glifosato y  

donde la especie más sensible fue C. dubia. Estos resultados destacan la importancia de 

realizar estudios ecotoxicológicos con especies de biota nativa y representativa de las 

regiones donde se aplican estos formulados y procesos de remediación tales como el 

UV/H2O2. 

En relación con los coadyudantes presentes en las formulaciones comerciales de 

agroquímicos, a pesar de que en general se consideran sustancias inertes, nuestros 

resultados indican que  los mismos modifican la toxicidad de los formulados.  

En los ensayos con microcrustáceos se demostró que independientemente de que las 

formulaciones evaluadas tengan el mismo principio activo las toxicidades no son 

similares y varían según la presentación comercial evaluada y la especie de prueba 

utilizada. En el caso de la evaluación del proceso, cuando comparamos el % I o el % de 

mortalidad en muestras tratadas (M3 (UV/H2O2)) y sin tratamiento para C. vulgaris y los 

cladóceros respectivamente, no encontramos una relación clara. Este fenómeno podría 
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deberse a la presencia de intermediarios de reacción propios del catión isopropilamina, 

por ejemplo, del anión glifosato y de los coadyudantes que estarían modificando la 

toxicidad de las muestras obtenidas con el proceso. 

Esto demuestra la importancia de tener un mayor y mejor conocimiento de  la totalidad 

de los compuestos que  integran las formulaciones comerciales de agroquímicos, ya que 

en estas presentaciones sólo se informa la cantidad de principio activo, sin mencionar los 

demás componentes o incluir las correspondientes fórmulas químicas. 

Finalmente, concluimos que en este capítulo se realizaron diferentes ensayos y 

evaluaciones de formulaciones de glifosato y la aplicación de un proceso de remediación, 

utilizando especies planctónicas no-blanco, obteniendo  resultados que permitirán aportar 

información relevante a entes públicos y privados encargados de la  gestión ambiental. 

En este trabajo se abordó la problemática de los agroquímicos con  un enfoque  

integrador, consciente de que la multidisciplinariedad permite aportar al desarrollo de 

evaluaciones de riesgos e implementar medidas de control más adecuadas que posibilitan 

una mejor gestión de  agroquímicos de amplio uso en nuestro país. 

 

CAPÍTULO II: Chlorella vulgaris: Usos y aplicaciones 

A partir de los resultados obtenidos en el capítulo I, y tomando como punto inicial las 

concentraciones de glifosato obtenidas a los 360 min (M3), se evaluó la capacidad de C. 

vulgaris para  remover glifosato. En este caso, el objetivo fue comprobar si el proceso 

físico-químico-UV/H2O2- podía ser complementado con  una etapa de ficoremediación 

para lograr mayor eficiencia de descontaminación en la última etapa, previo a su descarte 

en un curso de agua receptor. 

Los resultados demostraron que C. vulgaris tiene poca capacidad de remover glifosato en 

soluciones acuosas, por lo que en el caso de considerar complementar el proceso 

UV/H2O2 con un etapa de bioremediación, es recomendable utilizar otros 

microorganismos, tales como  bacterias,  cianobacterias o bien extender la aplicación del 

proceso UV/H2O2. 

Dado este resultado, pero en conocimiento de la eficiencia de C. vulgaris para actuar en 

diferentes procesos de bioremediación, en esta tesis decidimos evaluar su  potencial  para 

absorber  nutrientes de efluentes de la producción láctea y determinar la calidad de la 

biomasa obtenida.   

Los valores  de remoción registrados  fueron similares a los relevados en la bibliografía 

especializada, reportando en esta tesis % de remoción de 97,1; 80,8; 81,7 para el amonio, 
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DQO y DBO, lo que muestra la capacidad y potencialidad de C. vulgaris para este uso y 

abre nuevos caminos para aportar al área de la bioremediación de efluentes que se 

producen en grandes volúmenes en el centro este de Argentina, tradicionalmente 

considerada, junto con la región pampeana, las principales  regiones agrícola-ganaderas 

del país.  

Con respecto a la calidad de la biomasa obtenida al cultivar C. vulgaris con efluentes de 

la producción bovina y porcina, la cantidad de proteínas brutas obtenida fue de 3,75 %. 

Seguramente, las condiciones extremas de cultivo bajo un estrés importantes limita el 

posible uso de la biomasa obtenida, para otros fines. Sin embargo, cuando C. vulgaris se 

cultivó en medio de cultivo y en un fotobioreactor, el % de proteína obtenida aumentó a 

44,43 %. Este resultado  es promisorio  dado que la biomasa obtenida  de cultivos de  C. 

vulgaris, puede  ser un producto de interés para   diferentes usos, tales como en la 

industria alimenticia o cosmética, que en este trabajo fue probado en una primera 

instancia preliminar con resultados positivos.  
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Anexo I 

 

Hojas de seguridad de las formulaciones empleadas en 

esta tesis 
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Anexo  II 
 

 

 

Usos del liofilizado de Chorella vulgaris en 

cosmetología 
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1. INTRODUCCION 

La evaluación sobre el uso de Chorella vulgaris fue realizada por el Instituto de Estética 

“Ana Fischer” de la ciudad de Santa Fe. La misma consistió en identificar los beneficios 

y efectos posibles sobre la piel del emplasto C. vulgaris. 

 

2. MATERIALES Y MÉTODOS  

La prueba tuvo una duración de 6 sesiones semanales,  donde se trabajo el rostro por 

hemicaras. En la hemicara derecha, se aplicó un jabón de manzanilla orgánico como 

limpieza de arrastre, luego un fango natural para la exfoliación, un agua termal como 

tónico y, finalmente, un emplasto de C. vulgaris. En la hemicara izquierda sólo se 

colocó el emplasto, sin preparación de la piel. 

Previo a la evaluación personal del Instituto, tomo los siguientes datos personales y 

realizo un diagnostico de la piel a tratar: 
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2.1. Datos personales de la modelo 

Sexo: Femenino 

Hora de trabajo: 8h 

Peso: 53 kg 

Altura: 1,61 m 

Hijos: 3 

Hábitos y Consumos 

Ingesta de Agua: Normal 

Diuréticos: No 

Consumo de Hidratos de Carbono y Grasas: Moderado 

Consumo de alcohol: Moderado 

Fumadora: No 

Medicamentos: Levotiroxina y Vitamina D. 

Exposición Solar: Si 

Productos cosméticos de uso cotidiano: Hidratante 

Diagnostico de la Piel 

Tipo de Piel: Mixta 

Color: Normal 

Textura: Lisa 

Brillo: Opaco 

Espesor: Normal 

Turgencia: Buena 

Hidratación: Deshidratada (Observaciones: Leve) 

Sensibilidad: No 

Orificios pilo-sebáceos: perceptibles (Observaciones: Leve) 

Lesiones Elementales: Comedones (Observaciones: Leve) 

Parpados: Ojeras (Observaciones: Leve) 

Pigmentación: Hiperpigmentación 

Arrugas: Frontales-Glabalares-Periorbiculares-Nasogenianas. 

Flacidez: Parpados-Mejillas-Cuello 

Dermatosis: No. 

 



 

Para constatar los posibles c

con USB Digital Microscop

tratamiento y después del mi

 

Figura 1: USB Digital Microscope T

del ensayo 

 

3. RESULTADOS 

En la evaluación de las foto

pudieron constatar que la

desvitalizada, opaca y con l

identificó un incremento en l

y se intensificó a lo largo d
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Estos resultados fueron posi

la hemi cara que recibió trata

 

Hemi cara de

Figura 2: Fotografías del día 1 de 
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roscope TK-U602B (Figura 1), durante las 6 sesi
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ope TK-U602B, utilizado para tomar fotografías de la piel y rea

s fotografías las profesionales del Instituto junto c

ue la piel, al inicio del tratamiento, se enc

 con líneas notorias (Figura 2). Desde la primera
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u vitalidad (Figura 3). 
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ra derecha                  Hemi cara izquier

 1 de las dos hemi caras,  previo al tratamiento con emplasto
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