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RESUMEN

Los efluentes de la industria de celulosa y papeitienen disruptores endocrinos de
naturaleza quimica originados naturalmente, talesioc los fitosteroles o esteroles
vegetales, los cuales estan relacionados con utedad de anormalidades fisiologicas y
morfologicas de los peces habitantes en aguastoeasple estos efluentes. Asi también,
estos constituyentes de los extractivos de la raaderian responsables de los efectos
genotoxicos en los peces expuestos a residuos ibeluatria de celulosa Kraft, lo cual
sugiere que tales efectos no tienen relacion algonalas tecnologias de blanqueo TCF
(Total Chlorine Free) o ECF (Elementary Chlorinedjr

El objetivo del presente trabajo fue evaluar laogexicidad de los efluentes de la industria
de celulosa Kraft y relacionar el efecto genotdxdeodichos efluentes con la presencia de
fitosteroles en los mismos, utilizando el ensayz™conBacillus subtilisy el test de Ames
conSalmonella typhimurium.

Los resultados obtenidos indican que Pesitosterol y estigmasterol presentan efecto
genotoxico demostrado por la diferencia relativaalerevivencia entre las cedassubtilis
rec(+) y B. subtilis rec(-), siendo estos fitosteroles responsables,parte, de la
genotoxicidad de los efluentes de la industria éelasa Kraft blanqueada, la que es
reducida luego del tratamiento biolégico tanto BEraomo anaerobio. Los ensayos con el
test de Ames no demostraron mutagenicidad evidintes esteroles vegetales, asi mismo
en los efluentes con y sin tratamiento biolégicm, cbal significa que las muestras
ensayadas no son mutagénicas. Estos resultadodarsefjae otros ensayos de

genotoxicidad/mutagenicidad son necesarios paranfirmacion de los mismos.
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[.1. INTRODUCCION

Las nuevas tecnologias de blanqueo, libres de eleraental (ECF) y totalmente libres de
cloro (TCF), que han realizado una eliminacion ighrg total de cloro como agente
blanqueante, han resultado en la disminucion dedoguestos organoclorados emitidos al
ambiente (AOX) (Stromberet al, 1996), los que han sido considerados, traditioeate,
responsables del mayor porcentaje de la toxicidadod efluentes de la industria de
celulosa Kraft blanqueada. Sin embargo, existe eemi@d que la toxicidad de estos
efluentes se debe no solamente a compuestos AGX tanbién, a variados compuestos
no clorados provenientes de la fraccion extraalizda madera, tales como los fitosteroles
y acidos resinicos, los que durante la etapa deajulde la madera (separacién de la
lignina de los otros componentes de la madera) ajugarcialmente absorbidos en la
pulpa, la que posteriormente es lavada. Estas atgiéssado, llevan consigo, entre otros
compuestos, fitosteroles. Estos son finalmentestna@os por dichas aguas hacia el
efluente total, contribuyendo, por lo tanto, adgitidad cronica de los peces expuestos a
estos efluentes. La toxicidad cronica se manifiestaefectos bioldgicos tales como:
alteracion en el nivel de esteroides sexuales gilasima de peces y disminucion de su
capacidad reproductiva. Estos disruptores endagrifeonados también fitoestrogenos, son
conocidos como “precursores de compuestos conigadivnormonal”. En los efluentes de
celulosa Kraft blanqueada existe una cantidad tidikc de fitosteroles, siendo g4
sitosterol el compuesto predominante del total deereles detectados (25-47%)
(Mahmood-Khan & Hall, 2003). Una via de eliminaciba los fitosteroles presentes en los
efluentes es mediante los tratamientos biologismsembargo el porcentaje de remocion
puede ser variable (KostardoKukonen, 2003).

De los contaminantes identificados en los efluemtesla industria de celulosa Kraft
blanqueada, un nimero significativo son clasifisacmmo clastogénicos, carcinogénicos y

genotoxicos.



Las sustancias genotoxicas presentes en los eftu@at tendrian relacion alguna con el
cloro o tipos de procesos de blanqueo. Esto sugigedos derivados provenientes de los
extractivos de la madera serian los responsabléghbes efectos genotoxicos (Ericson &
Larsson, 2000). Los &cidos resinicos son conogmossu genotoxicidad (Mariat al,
2004; Pacheco & Santos, 2002), mientras que lssadoformacion sobre los fitosteroles
sefala que estos no muestran actividad mutagévidange (Wolfreys & Hepburn, 2002).
No obstante, se ha establecido la actividad gereatd@e metabolitos de estradiol y estrona
(estrégenos).

Los tratamientos secundarios podrian reducir oietimla genotoxicidad de los efluentes,
sin embargo el tratamiento no siempre reduce feotg&icidad, sino que, en algunas
instancias, puede incrementarla. Por lo tantogef@ayos de genotoxicidad constituyen una
medida efectiva para el monitoreo medio ambientgbaya seleccionar procesos de

tratamientos apropiados (Claxtenal, 1998).



1.2. HIPOTESIS

Los fitosteroles, constituyentes de la fracciorraetiva de la madera, son responsables de
la genotoxicidad presente en los efluentes de thsinia de celulosa Kraft. Dicha
genotoxicidad es reducida por los tratamientosdgiobs aerobios y anaerobios.

[.3. OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo general

Evaluar la genotoxicidad de los efluentes de laistiie de celulosa Kraft y relacionar el

efecto genotdxico de dichos efluentes con la paeate los fitosteroles en los mismos.

1.3.2. Objetivos especificos

» Evaluar la genotoxicidad desitosterol y estigmasterol.

» Evaluar la genotoxicidad de los efluentes provdeiede la industria de celulosa Kraft

blanqueada sin previo tratamiento bioldgico.

» Evaluar la genotoxicidad de los efluentes tratadwsébica y anaerdbicamente.
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CAPITULO I

I.1. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

11.1.1. Los extractivos de la madera

Los principales componentes de la madera son: osaul hemicelulosa, lignina y
extractivos apolares de la madera.

La celulosa es un polisacarido resultante de langoizacion lineal de grupos anhidro-
glucosa, con enlaces 1fAglucosidicos, insoluble en agua y alcalis o eddgcdiluidos a
temperatura ambiente (Vidal, 1994).

La hemicelulosa esta formada por polisacaridos mtulasicos, producto de la
polimerizacion heterogénea de varios azucaresne §i seis atomos de carbono, pentosas
(xylosa, arabinosa) y hexosas (manosa, glucosactgah) respectivamente, y de acidos de
azucares. La hemicelulosa de la madera dura cenpiencipalmente xylanos, mientras que
la hemicelulosa de la madera blanda contiene jpahtiente glucomananos, de aqui su
heterogeneidad quimica. La hemicelulosa, es elnslegpolisacarido mas comun en la
naturaleza, representa sobre el 20-35% de la barigsocelulésica (Saha, 2003). El
grado de polimerizacién es bajo por lo que su slidialdl en agua, alcalis y acidos diluidos
a temperatura ambiente es algo superior (Vidal4)199

La lignina es una sustancia mucho mas complejaltaese de la polimerizacion reticulada
en tres dimensiones de monémeros aroméaticos, cogrado de polimerizacion ain no
definido (Vidal, 1994). Es un polimero formado eselmente por unidades de
fenilpropano. Los grupos funcionales de la lignirssociados a estas unidades de
fenilpropano, varian segun la especie, los mas ritapies son: metoxilo, hidroxilo
fendlico, hidroxilo alifatico, carbonilo. Las pripales unidades estructurales presentes en
la lignina son el alcohol trans-coniferilico, aloblrans-sinalpilico y el alcohol trans-p-

cumarilico (Guifiez, 2002).



Por otra parte, los extractivos son sustanciasfilipgs constituyentes de la madera,
solubles en solventes organicos o apolares, comitene®nocidos como resinas de pino
(pich), constituidos principalmente de: triglicé$d acidos grasos y resinicos, ceras,
alcoholes grasos, esteroles y esteril ésteres @@ataal, 2001). La mayor parte de la
fraccion no polar de la madera, esta compuestaapioios resinicos y grasos (Ucar &
Balaban 2002), no obstante, esto puede cambiansagila especie. En la Tabla II.1 se

muestra la composicion de los extractivos en datenas distintas, pino y eucaliptos.

Tabla Il.1. Principales constituyentes de los extractivos @nentes de diferentes especies

de madera.

Constituyentes de la fracciorn Pinus sylvestris  Eucaliptus globulus
lipofilica de la madera (mg/g madera) ( mg/g madera)
Acidos grasos 4,0 0,28
Acidos resinicos 8,9 N.E.
Esteroled’ 0,2 0,49

Ceras 1,6 0,06
Esteres de esteroles 1,2 0,52
Triglicéridos 7,3 0,13

N.E.: no estudiado

(*) el valor dado corresponde sélo a la concenbradep-sitosterol.

La variabilidad de las especies de arboles, no &8t& dada por sus diferencias
morfoldgicas, sino también por su composicion qoéngspecialmente de los extractivos,
los cuales son responsables del color y olor deddera y en el mismo alcance, de sus

propiedades fisicas.



Estos extractivos juegan un rol importante en latqucion de la madera hacia ataques
biolégicos, tanto del arbol viviente como de losdarctos de la madera. Sin embargo,
pueden tener efectos adversos en el procesamienta chadera, causando problemas
técnicos y ambientales (Doradbal, 2001).

Las composiciones en promedio, sobre la base de ge®, de la madera son: celulosa
(43%), hemicelulosa (25%) y lignina (28%) y en nregxtension los extractivos de madera
(4%). No obstante, estos valores pueden variarnsebfipo de madera, de éste modo, la
madera blanda (MB) como &linus pinastero Pinus radiatay madera dura (MD) como
Eucaliptus globulu® Populus nigrase diferencian fundamentalmente en su composicion

quimica, tal como se muestra en la Figura 2-1.

MADERA
MD: 21%
MB: 25% 2-8%
Lignina Extractivos
Carbohidratos
45% MD: 35%
MB: 25%
Celulosa Hemicelulosa

Figura 2-1. Composicion quimica de la madera.



Por otro lado, con relacién a los extractivos denkdera, se observa que las maderas
blandas, como el pino, presentan mayor cantidacexdectivos (0,5- 7,0%) que las
maderas duras, como es el caso del eucalipto8 (892} (La Fleur, 1996). Asi también, el
contenido de los extractivos fluctia segun el tipacrecimiento de la madera, ya sea éste
rapido o lento. De este modo, el total de los ektras es de 4,2 y 5,1% para arboles de
crecimiento rapido y lento, respectivamente (UcaB&laban, 2002). Por otra parte, las
maderas blandas son ricas en acidos resinicos |fa, A996; Mellaneret al, 1996),
mientras que en las maderas duras abundan logefites (La Fleur, 1996; Veret al.,
1996). No obstante, en @inus nigra var. pallasiangMB) se ha encontrado altas
cantidades de esteroles y menores de acidos m@sinimientras que en el pifdgacian
black (MD) la concentracion de los &cidos resinicosriwgor que la de esteroles, siendo
esto considerado como un “ecotipo geogréfico” (UgaBalaban, 2002), atribuyéndose
éste incremento a condiciones ecoldgicas y climatide la region. Cualquiera sea la
especie de madera blandas, duras, de crecimigitiord lento, éstas contienen extractivos
en variadas concentraciones.

En la madera dEucaliptus globuluslos esteroles y ésteres de esteroles encontyaslos
respectivas concentraciones en (g/g madera) fueemmpesterol (1,15B-sitosterol (48,1),
estigmastanol (5,8), fucosterol (2,3), cicloarterid)7), 24-metilenecicloartenol (0,96),
citrostadienol (1,54), ésteres piasitosterol (33,3) y ésteres de estigmastanol (@&l Rio

et al, 1999).

Las concentraciones de esteroles encontradas enrestasiones muestreadas del rio
Lanyang en el noreste de Taiwan, y sus respeatmasentraciones eng/gde peso seco
del material suspendido total, para una estacidbana a una reserva natural, fueron
(ng/g): campesterol (14,8), estigmasterol (45,B}sjtosterol (101,0) ( Jeng & Kao, 2002),
mientras que para la estacion que esté lejos @sdava natural, las concentraciones fueron
menores: campesterol (4,13), estigmasterol (1,§93iyosterol (6,39) ( Jeng & Kao, 2002),
esto deja en evidencia que las plantas mayorefisates predominantes de esteroles, pues

se supone que producto del aumento de las pertonieacantropogénicas, la erosion de los
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suelos se ve agravada y en consecuencia, estosiestop presentes en los arboles llegan a
las aguas de dicho rio.

Dado que los esteroles, al igual que los ésteresstimoles, son los constituyentes mas
abundantes de la fraccion lipofilica de la madéefabla 11.1), son los principales
responsables de los problemas generados sobrkdadcdel producto y operacionales, asi
también de los impactos ambientales. De esta folosagsteroles vegetales o fitosteroles
juegan un papel importante como constituyenteosl@xtractivos de la madera, pues son
responsables de la toxicidad de los efluentes gdnsren la industria de celulosa Kratft.
Algunos fitosteroles cominmente encontrados erefloentes de la industria de celulosa
Kraft son:p-sitosterol, estigmasterol, campesterol y estigamdt La Figura 2-2 muestra

la estructura quimica de los esteroles anteriorene@ncionados.

Sitosterol Estigmasterol

Campesterol Estigmastanol

Figura 2-2: Estructura molecular de esteroles vegetalestétoles).
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[1.1.2. Proceso productivo de la industria de celasa Kraft

La celulosa constituye el principal producto chiletle exportacion forestal. El tipo de
celulosa que mas se produce en Chile es la blantibrd larga BSKP (Bleached Softwood
Kraft Pulp) dePinus radiata destinada principalmente a la exportacion. Tamisé
produce celulosa de fibra larga no blanqueada UNK®leached Kraft Pulp) y la celulosa
blanca de fibra corta BEKP (Bleached Eucalyptudtiralp). Chile produce actualmente,
cerca de 2,8 millones de toneladas de celulosa,Keadto cruda (15%) como blanqueada
(85%). El pais exporta el mayor porcentaje de sadymcion (82%), a paises de la
comunidad europea, norteamericana y secundariaraeXge.

La pulpa es un producto que se obtiene de la matkspués de separar las fibras de
celulosa de los otros compuestos organicos (hemhdsa, lignina, fitosteroles, extractos
resinosos, entre otros) presentes en éste recurso.

En general y tal como se ilustra en la Figura @kproceso de produccion de la celulosa se
puede separar en cinco operaciones unitarias catemdefinidas: preparacion de la
madera, etapa de pulpaje, separacion y lavado daska, blanqueo, secado y embalado.
También se identifica a la etapa de pulpaje consfase critica, pues compuestos como
los fitosteroles, liberados en esta etapa desdmdaion extractiva de la madera, serian
probablemente responsables de la genotoxicidadefligénte final de la industria de
celulosa Kraft.

A continuacién, se hace una descripcion sucint@sierincipales procesos que intervienen
en la produccion de celulosa Kraft y se identifit@principales contaminantes generados

en la etapa de reduccién de la madera o etapalpiggu
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En una primera etapa la madera es descortezadegy heducida a astillas. La corteza
desprendida es usada como combustible en las aslder poder para generar vapor y
energia eléctrica, insumos requeridos en distifdgags de la planta. Proximamente, las
astillas ingresan a un digestor continuo dentracdal son sometidas a coccion junto con el
licor blanco, compuesto por hidroxido de sodio (MAG/ sulfuro de sodio (N&), a
condiciones controladas de temperatura (130-1799@¥sion. El proposito de la etapa de
coccion es liberar las fibras de celulosa de lossatomponentes de la madera, mediante la
disolucion de la lignina que las mantiene unidasnt@uamente, se agregan y retiran
liquidos de coccion, y en la medida que la mezelastillas va descendiendo dentro del
digestor, se transforma lentamente en una pastpuwsta por fibras de celulosa, lignina y
licor de coccidn, mientras que una parte importdetéa lignina disuelta es retirada en los
liquidos de coccion en forma de licor negro (megddicor blanco y lignina disuelta). En
esta fase se genera una gran cantidad de resi@udibrd de celulosa, los que al ser
depositados en los cuerpos de agua, generan ursoexde materia organica. En
consecuencia, el efluente liquido generado estdpgesto por solidos suspendidos (fibras)
y productos de degradacion de la lignina. Es dei@rimportancia destacar que en la etapa
de pulpaje se liberan también compuestos que fopaae de la fraccion extractiva de la
madera tales como fitosteroleg-qjtosterol, estigmasterol, campesterol, entre sptyp
acidos resinicos ( acido abiético, acido dehidetadn, etc).

La pasta fibrosa proveniente de la etapa de redludaiaft, sigue una etapa de lavado a
altas temperaturas dentro del digestor, en el flupls de agua a contracorriente van
eliminando el licor negro de la pasta, el que estggmrmente tratado para regenerar el
licor blanco, a través de un proceso de caustiboacSin embargo, esto no significa la
ausencia de residuos liquidos con alto contenidsudéancias organicas (lignina, acidos
resinicos, fitosteroles, entre otros), tanto pardake de pulpaje de la madera como de

separacion y lavado.
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Mas tarde, la pasta continla varias etapas dedaparh eliminar el resto de licor negro,
luego pasa al clasificador de nudos (astillas gqualcanzaron una coccion completa). Estos
son devueltos al digestor continuo y las fibrasifitadas pasan a sucesivas etapas de
separacion y lavado, obteniéndose finalmente lalasd Kraft sin blanquear (pasta café)
gue posee todavia altos niveles de lignina.

Los extractivos de la madera tales como los fitokts, originados previamente en la etapa
de pulpaje, son liberados en las aguas de lavadm medera y arrastrados finalmente por
estas aguas hacia el efluente total, asi estosumstys causan serios disturbios fisiolégicos
y bioquimicos sobre los peces expuestos a losreélaale la industria de celulosa Kratft,
pues actlian como disruptores endocrinos en orgasitiabitantes de aguas receptoras de
estos residuos industriales. Por lo que, los Brodés son conocidos como fitoestrégenos o
pueden actuar como precursores de compuestos teiadt hormonal. Es sabido que los
esteroides hormonales poseen propiedades gendpxima obstante, no se conoce
informacién respecto de la genotoxicidad de lassféroles, como constituyentes de estos
efluentes y contribuyentes de la toxicidad de ddesst

La pasta clasificada y lavada, prosigue varias astage blanqueo para eliminar el
remanente de lignina contenida en la pasta. Péoa s utilizan diferentes productos
guimicos, tales como, cloro elemental JjCldioxido de cloro (ClQ, oxigeno (Q),
peroxido de hidrogeno @@,) y soda caustica (NaOH). El proceso de blanqudtege a
cabo a través de una serie de etapas, las quatepamstsecuencias de blanqueo, usadas
alternativamente. Estas secuencias se clasificammesngrupos: estandar, se utiliza cloro
elemental; ECF, libre de cloro elemental, se @atiltd0,; TCF, totalmente libre de cloro, es
decir, no se utiliza ningun agente clorado durémtecuencia.

Las plantas de celulosas mas modernas cuentan mopraceso adicional de pre-
deslignificacion con oxigeno, reduciendo sustarealte el consumo de quimicos clorados
de blanqueo. Algunas plantas usan ozong) y@&nzimas como agentes blanqueantes. En la
fase de blanqueo se producen reacciones que sodwnbih lignina residual y se forman
grupos cromoéforos, los que dan el color café rogida salida de la etapa de coccidn (licor

negro), lograndose una pulpa blanqueada.
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La pasta procedente de la planta de blanqueo @ésbdida uniformemente sobre el
fourdrinier para extraer el exceso de agua proddoge las primeras uniones entre las
fibras. A continuacion, es conducida hacia las gaerde rodillos, donde se le extrae gran
cantidad de agua. La hoja, que a esta altura poseeonsistencia de aproximadamente un
46%, entra a los presecadores y luego a los sexsagdncipales. A la salida de esta area,
la hoja posee una consistencia de 87-92% seco.

Finalmente, la hoja pasa por la cortadora dejandoldorma de pliegos, se embalan en
forma de units y se pesan antes de ser guardaddasemodegas. También existe la

posibilidad de enrollar la hoja de celulosa sirr ls@ortadora, formandose las bobinas.
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11.1.2.1. Tratamiento de los efluentes y su caraatizacion fisicoquimica

Algunas variables relevantes para medir el niveltaeécidad de las descargas de los
efluentes son: solidos suspendidos totales (SS&jppadda bioquimica de oxigeno,
usualmente medida después de 5 dias, por lo goensee como DBE) y los AOX, que
mide la concentracion de compuestos organoclor&dioslmente, el pH, debe aproximarse
a neutro. La DB@es originada por la presencia de compuestos féoternbiodegradables,
tales como los carbohidratos y los acidos organicasoxicidad se atribuye a compuestos
extractivos de la madera, tales como terpenosiledatcidos resinicos y fitosteroles, y a
los efluentes de blanqueo, que contienen computsidicos clorados.

A continuacion en la Figura 2-4, se muestra un esguexplicativo de los tratamientos

aplicados a residuos de la industria de celulosdt Kr

TRATAMIENTOS

Tratamiento Tratamiento
primario terciario
v

Tratamiento
secundario

anaerobio aerobio

Figura 2-4. Tratamientos aplicados sobre residuos liquidos dedustria de celulosa
Kraft.
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-Tratamiento primario

Los residuos liquidos procedentes de los diversosepos de la planta son llevados a la
planta de tratamiento primario, donde existe unfedador o piscina de decantacion, cuya

funcion es retirar los solidos suspendidos. Lasaitson llevadas a la superficie del agua
con la ayuda de burbujas de aire inyectadas eondbfy retiradas por rebalse a través de
los bordes superiores de la piscina. Los solidos pesados, una vez decantados, son
retirados desde el fondo por rastrillos rotatories, que posteriormente, junto con las

fibras, son prensados para retirarle el agua ertedg depositados en vertederos

especialmente habilitados o para ser quemadoddgras de poder.

El efluente prosigue a una etapa de neutralizacidnge se le agregan aditivos quimicos

neutralizantes para que los residuos finales no &ei@os ni alcalinos. Posteriormente, el

efluente esta en condiciones para ser devuelio.ahlgunas plantas mas modernas, como
las recientemente construidas en Chile, poseenratantiento secundario para estos

efluentes, cuyo objetivo principal es reducir legeaorganica.

-Tratamiento secundario

Tratamiento bioldgico aerobio los tratamientos aerobios han sido los primeros
tratamientos bioldgicos secundarios aplicados,at@bjetivo de reducir la carga organica
biodegradable (DB§), siendo habituales tanto en las industrias d@ggomo en las
integradas de pulpa y papel. En los procesos deslattivos se alcanzan elevados
porcentajes de eliminacion de la carga en BRf@neralmente en el rango 65-99% (Vidal
et al, 1996). La eficacia de eliminacion de la DQO aaein funcion de la relacion
DBO/DQO, siendo inferior en el caso de los eflusnpeocedentes de los procesos de
pulpado quimico, en los que dicha relacion es bag. eliminacion de color es

practicamente nula.



18

El tratamiento aerobio reduce fuertemente la tdadi acuatica de los efluentes de
digestion y o coccion de las pulpas mecanicas migas, al degradarse aquellas sustancias
como los &cidos grasos, acidos organicos y cienxdsctivos de la madera. Durante el
tratamiento de aguas residuales, las concentracaextractivos fueron reducidas sobre
un 97%. En el tratamiento con lodo activado solor®486 de los acidos resinicos y sobre
un 41 % de los esteroles fueron degradados o tranatios en otros compuestos (Kostamo

& Kukonen, 2003). No obstante, estos porcentajesrdecion pueden ser variables.

Tratamiento biolégico anaerobida aplicacién de la digestion anaerobia al tra¢ato de
los efluentes de la industria de la pulpa y papeingié a mediados de la década de los
ochenta, se incremento fuertemente su presenciasenltimos afios de la misma. La
digestion anaerobia presenta diferentes ventagawefral tratamiento aerobio (Tabla 11.2),
principalmente cuando los efluentes estan fuerteaneontaminados por la materia

orgéanica.

Tabla 11.2. Ventajas de los tratamientos aerobio y anaerobio.

Tratamiento aerobio Tratamiento anaerobio

Mayor estabilidad del proceso Menor tasa de produccién de fangos
Mayor capacidad de eliminacion de la DB®ajo consumo energético

Proceso de degradacion mas rapido Operatividad con mayor DBO del influente
Menor tiempo de retencion hidraulico Generacion de metano como producto

secundario utilizable
Menor volumen de muestra

Por tanto, la aplicacion del tratamiento anaerodsopreferentemente indicada en los
efluentes de pulpado mecénico, termomecéanico oigoimecanico y a los condensados

de los evaporadores de los sistemas de recupetids procesos Kraft.
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Otro aspecto a considerar, a favor de la digestitaerobia de este tipo de efluentes, es el
menor requerimiento de nutrientes que en el cadosdgatamientos aerobios, tanto desde
un punto de vista econdmico como ambiental. Coneldmpi efluentes de mayor
biodegradabilidad y baja toxicidad los porcentaeslepuracion varian entre el 60-99%.
Como ya se ha comentado, parte de los efluentessapys por los procesos de pulpa de
celulosa y papel (principalmente aquellos proceziede los procesos de blanqueo, pulpado
semiquimico y pulpado quimico) son de dificil bigdedabilidad y presentan toxicidad
para la biomasa implicada en los sistemas biolégdm tratamientos. Sin embargo, una
dilucion apropiada de los efluentes hace posiblgpuasta en marcha adecuada de los

digestores para que los microorganismos anaertdmgan una maxima adaptacion.

-Tratamiento terciario

Si la aplicacién de tratamientos secundarios bioi&yno ha sido suficiente, se puede
pensar en aplicar algunos de los pre-tratamiergasetbxificacion, tales como adsorcion,
precipitacion u oxidacion de los téxicos organidd#.os procesos como, la filtracién con
arena y osmosis inversa se pueden utilizar paaepualquier contaminante residual que
no haya sido eliminado durante los procesos danianto bioldgico previos. No obstante,
la aplicacién de un tratamiento anaerobio-aerohiedp evitar en gran medida la toxicidad

y viabilizar la eliminacion de la DBO
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[1.1.3. Principales contaminantes presentes en l@fluentes y su composicion quimica

Los agentes blanqueadores mas comunmente usatlogdostria de celulosa y papel son
los quimicos clorados. Sin embargo, el uso de es@mdivos resulta en la formacion de
compuestos organoclorados prioritariamente polata(dlel Rioet al, 2000). El uso de
métodos de blanqueo con oxigeno, ozono o perdxaduidtogeno (TCF), saludables para
el ambiente en la produccion de la pulpa, estampizando los quimicos clorados de
blanqueo. No obstante, nuevos problemas respedi® teicidad de los efluentes tienen
origen con la introduccién de los procesos TCF.UAlis de ellos, dicen relacion con los
compuestos constituyentes de los extractivos deddera, los cuales causan problemas
ambientales en la industria de celulosa y papel, dgrante la etapa de pulpaje, los
extractivos de la madera forman particulas coleglale resinas. Los fitosteroles, especies
guimicas constituyentes de estos coloides, sol@r\ava etapa de pulpaje siendo liberados
en las aguas de lavado durante la etapa de cogcide blanqueo, pudiendo quedar
almacenados en diferentes partes de la industrsuspendidos en estas aguas hasta
finalmente ser descargados en los efluentes, amdoua cantidad de los extractivos de la
madera en las aguas de lavado disminuye dramatitaraetravés de los procesos (cerca
del 99% de reduccion)(Gutiérrezal, 2001).

Un estudio realizado por la empresa nacional ddasd de Pontavedra, Espafia, la cual usa
madera de eucaliptos en un proceso Kraft con b&mdUCF, caracterizd extractos
coloidales y aguas de procesos, y fueron comparemioda composicion lipofilica de la
madera. La Tabla 1.3 muestra la composicion digdecion extractiva de la madera, y la
Tabla 1.4 los principales esteroles libres y aBtaidos. Presentes en las muestras antes

mencionadas.
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Tabla I1.3. Principales extractivos de la madera Egcaliptus globulusdetectados en

extractos coloidales y en las aguas de proceso.

Extractivos de la Madera de Extractos coloidales Aguas de proceso
madera Eucaliptus globulus (g/g madera) (mg/10 | de agu®)
(g/g madera)
Esteroles 61,5 69,2 1598
Esteres de esteroles 50,0 41,0 610
Acidos grasos 26,9 25,0 N.E.
Cetonas esteroidale$ 21,2 21,2 28,8
Hidrocarburos 14,4 30,8 48,0

(*) corresponde a las cantidades de extractivos erctogren aguas del primer y segundo lavado de e pul

después de la coccion de esta.
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Tabla 1l.4. Principales esteroles y esteres de esteroles memtes de la fraccion
extractiva de la madera dicaliptus globulugpresentes en extractos coloidales y en las

aguas de proceso.

Compuestos Madera de Extractos Aguas de proceso

Eucaliptus globulus coloidales  (mg/10 | de agu&)
(9/g madera) (g/g madera)

[-sitosterol 48,1 51,9 1134

Estigmastanol 5,80 13,5 236

Fucosterol 2,30 1,54 145

Campesterol 1,15 0,19 N.E.

Otros esteroles 4,23 2,12 83

Esteres d@-sitosterol 33,7 27,5 243

Esteres de stigmastanol 6,70 9,60 85

Otros ésteres de esteroles 10,0 3,80 282

(*) corresponde a las cantidades de extractivos erctngren aguas del primer y segundo lavado de e pul

después de la coccion de esta.

En consecuencia, la composicion de los extraceva®ntrados en las particulas coloidales
y en las aguas de procesos, fue similar a la cagiposlipofilica de la madera de
eucaliptos. Del mismo modo, la composicion de Istereles libres y esterificados fue
proporcional a la encontrada en la madera, siehflesgosterol y ésteres dgesitosterol y

de estigmastanol los mas predominantes (deeRéb, 1999).

Aunque los extractivos de la madera correspondemagequeiia fraccion (0.26%) de esta,
muchos de sus constituyentes, como ya se ha dielnmanecen aun después del pulpaje
contribuyendo a la formacién de los extractos =8 constituidos especialmente de

esteroles y ésteres de esteroles, los que somipaskente dispersados en la fase acuosa.
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Esto indica, que bajo condiciones alcalinas emkxién Kraft, los esteroles y ésteres de
esteroles forman jabones, no ocurriendo mayoresbicamestructurales de estos
compuestos, por lo tanto, son los principales dosintes de los residuos liquidos
generados (del Riet al, 1999).

La Tabla I.5 muestra las concentraciones de ldsrass totales encontrados en los
efluentes tratados y no tratados de la industriccelalosa y papel, las cuales poseen
distintos procesos de reduccion de la madera (cé@luenecénica o quimica) y sistemas de
tratamiento de sus efluentes (lagunas aireadas,dotivado). Mientras que la Tabla 11.6
muestra las concentraciones de los fitosteroleticpkres presentes en los efluentes

tratados y no tratados.
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Tabla 11.5. Concentracion de esteroles totales presente®sefluentes tratados y no

tratados.
Esteroles totales (ng / 1)
Madera Referencia
Antes Después
M ° 361-436 353-131 Mahmood-Khan & Hall, 2003
MB NM 255 Van der Heuveet al, 2002
MB/MD 1027 100 Mattsonet al, 2001
MB/MD NM °© 72-1056 Mellanenet al, 1999
MB 350-1734' 77-555 Cooket al, 1997
MB 66,67-166,67 10-55 Strombercet al, 1996
MD 37-755,6 3,4-282 Stromberget al, 1996
MB 20-40 <10-220 Vertaet al, 1996
MB/MD 1060-3420 50-210 Vertaet al, 1996
MD 610-680 400 Vertaet al, 1996
M P 1200 280" MacLatchy and van der Kraak, 1995

(a) esteroles totales antes y después del trattomigolégico para distintos procesos y plantas,n)esta
claro el tipo de madera empleada, (c) no medidpyétbres considerando remocién media de 78% de la
cantidad minima emitida y 68% de remocion de laonagntidad emitida, (e) menor y mayor valor mesido

por el autor para distintas plantas que procesarisgho tipo de madera, (f) exclusivameftsitosterol.
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Tabla 11.6. Concentracion de los fitosteroles presentes enefhgentes tratados y no

tratados.
Concentracion de Fitosterolesyg /1)
Madera | Fitosteroles Referencia
Antes Después
Campesterol| 16,550 — 87,750 3,64 -28,10
Estigmasterol 23,640 — 105,34 5,20 - 33,71
MB Cook et al., 1997
B-sitosterol | 283,77 —1422,0 62,43 — 455,10
Estigmastano] 26,000 — 05,340 5,72 -33,70
MB/MD | B-sitosterol | ~ ----------- 44 - 711 Mellanen et al.,
1999
Campesterol|  ---------- 7,6
Estigmasterol ~  ---------- 21,2
MB Van der Heuvel et
B-sitosterol |  ----mmee- 165,4 al., 2002
B-sitostanol |  ---------- 61,2
Campesterol 85-67 52 - 36
Estigmastero 38-30 18 - 20 Mahmood-Khan &
M Hall, 2003
[3-sitosterol 126 - 240 17 - 37
B-sitostanol 112 -98 21 - 38

(a) estimaciones realizadas por Ceolal, 1997, considerando un caudal de 192.Z1ton. y 17.84 ni/ ton.

de pulpa producida para el minimo y maximo valatojarespectivamente.
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I1.1.4. Toxicidad de los efluentes y sus efectoskse los organismos acuaticos

A partir de los estudios realizados soBrerca fluvialitis (1984/1985), se ha demostrado
gue los efluentes provenientes de las industriascel@losa Kraft con blanqueo
convencional causan serias alteraciones sobreulasohes bioquimicas y fisioldgicas
vitales, las cuales pueden afectar la sobreviveleils peced.os resultados revelan que
los peces son fuertemente afectados por estonefueAlgunos sintomas son: reduccion
del crecimiento gonadal, dilatacion del higado,rtRienduccion de la actividad de
ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD) en el higadteracion en el metabolismo de
carbohidratos, disturbios en el balance ionicopieetma, estimulacion en la produccion de
células rojas y una alterada capa de células ldandacando un debilitado sistema inmune.
La disminucion en la talla de las gonadas indit¢abinion del crecimiento gonadal y un
subsiguiente dafio o retardo en el desarrollo dedksas germinales. Esto va acompafiado
por reduccién de los niveles esteroidales, lo doalalece las sospechas de que la
exposicion de los peces a los efluentes de la friduwe celulosa Kraft blanqueada produce
serios disturbios en su reproductividad fisiolégi&én consecuencia, los pardmetros
bioquimicos y fisiologicos (ej. Actividad de EROEgmafio de gdénadas, cantidad de
linfocitos, metabolitos de carbohidratos y compidsicionico del plasma), pueden ser
usados como indicadores sensitivos y confiableslode efectos toxicos sobre las
poblaciones naturales de peces expuestos a ekteste§ (Forliret al, 1995). Aunque la
toxicidad de los efluentes en general ha disminuiisante las Ultimas décadas,
alteraciones reproductivas son comunes en los peceptores y se han asociado con un
estado hormonal alterado.

La disrupcion endocrina observada en los peceseskmsl a los efluentes de las industrias
de celulosa Kraft, dice relacion con los compuest@ggnoclorados como las dioxinas y
furanos, que se generan durante el proceso deudarmpn cloro elemental o estandar. Sin
embargo, los efectos sobre la reproduccion de tganismos acuaticos, en andlisis de
terreno y laboratorio, para los efluentes provee®mle los procesos de blanqueo ECF y

TCF, se siguen observando.



27

Esto sugiere que los compuestos derivados de lamnmatbmo los fitosteroles, presentes en
los efluentes de la industria de celulosa Krafedan causar cambios hormonales en peces,
estos compuestos hormonalmente activos llamadossfrbgenos, han sido identificados
en numerosas plantas comestibles y asociados eotogfadversos sobre la reproduccion
del ganado y de la vida silvestre. La madera coatiffoestrogenos tales como [l
sitosterol. Estos estrogenos derivados de la maitetayendo elp-sitosterol pueden
suprimir la produccion de esteroides testicularesnsecuentemente impedir la capacidad
de reproduccion en el pez macho (Mellapeal, 1999). Ademas, se ha encontrado que el
poliqueto Mustela putoriusexpuesto a dosis de fitosteroles, ademas de slifrinpcion
endocrina, cambios en los niveles de testoster@srgdiol, su metabolismo intermediario
también se ve afectado con un incremento en eko@d de glicobgeno en el higado, asi
como una aumentada actividad de glucosa 6-fosfatakaifion y disminucién en los
niveles de colesterol “malo” o LDL (Lipoprotein Dty Light) (Niemineret al, 2002).

Por tanto, se ha demostrado que los efluentes mhellistria de celulosa Kraft pueden ser
una fuente de fitosteroles (fitoestrégenos) paraedio acuatico. Asi, @-sitosterol reduce

la capacidad reproductora en el pearassius auratugpor disminucion de niveles de
testosterona y 11-Ketotestosterona en los machaseles de testosterona y fi#estradiol

en las hembras. Ademas,(etitosterol induce la expresion del gen vitelogeren trucha
Oncorhynchus mykigdlieminenet al, 2002).

El higado de pez macho o juvenil puede ser indupioio estrogenos para sintetizar y
secretar grandes cantidades de ésta proteinaingstzion conduce a la disminucion del
tamafio de huevo y gbnada, decrecimiento de lastesisticas sexuales secundarias y
reduccion de los niveles de esteroides sexualepldsia luego de la exposiciénpa
sitosterol, pudiendo ser, tales sintomas, indepetes de los efectos en la gbnada
pituitaria. De esta manera, el nivel de vitelogaren pez macho, puede ser usado como un
biomarcador ecotoxicoldgico especifico y confiable contaminacion estrogénica de los

efluentes (Mellanert al, 1999).



28

Algunos resultados indican que el efecto estrogéesta asociado con la exposicién hacia
los efluentes de la industria de celulosa Krafgegal incremento de la expresion del gen
vitelogenino en peces machos, visto en la ceradamila industria en estudio, es inducido
por contaminantes estrogénicos derivados de la nmarleus semejantes presentes en los
efluentes. La industria de celulosa Kraft blanqaeas responsable de las grandes
descargas de compuestos derivados de la madesactat®, esteroles y acidos resinicos,
en fracciones solubles y particuladas, dentro dejo.l Compuestos estrogénicos
descargados en el licor negro y en los efluenteglgou causar continuos problemas de
reproduccion en los peces, ya sea en ausenciaadgueglo con cloro o en presencia de
tratamiento secundario.

Por otra parte, un fuerte efecto de algunos efasedé la industria de celulosa y papel es el
desarrollo de caracteristicas sexuales secundamasculinas (disrupcion endocrina
androgénica) en pez hembPmecilia reticulata(Larssonet al, 2002). Los fitosteroles
presentes en el licor negro no pueden ser elimgadmo una fuente de masculinizaciéon
porque bajos niveles de éste licor estan presemtdss efluentes. La escasez de hembras
altamente masculinizadas permite predecir que wtliccion total en el grado de
masculinizacion esta asociado con la recuperaadnat-oil (licor negro). Las industrias
ahora recuperan aproximadamente el 97% del tallyil terpenos (productos
complementarios a los procesos de deslignificagéla pulpa de madera) (Cody, 1997).
Otros estudios indican que los fitosteroles, tatemo el B-sitosterol, campesterol y
estigmasterol contienen anillos esteroidales y ipadser potencialmente convertidos por
mycobacterium spen esteroides, incluyendo androstadienedionadyoatenediona, los
cuales pueden actuar como androgenos (Lares@i, 2002; Jenkingt al, 2001). La
modificacion bacteriana no es la Unica fuente pesille compuestos androgénicos
presentes en los efluentes de la industria deasalu} papel, sino que también pueden ser
suplidos directamente, al menos en pequefias cdaidaor los productos vegetales. Por
ejemplo, la androstenediona se ha identificado lempoéen del pino scotchPfnus

sylvestris.
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Los esteroides presentes en estos efluentes pueden efectos masculinizantes como
andrégenos o como precursores de andrégenos oapaortdrferencia con esteroides
biosintéticos o por los procesos de biodegradaeidtos ovarios, tejidos renales o higado
(Jenkinset al, 2001). EI mecanismo de accion de los disruptenekcrinos, provenientes
de los efluentes de la industria de celulosa, adesta dilucidado (Larssat al, 2002).

Por otro lado, la induccién de la actividad de afioh reductasa (GR) por los efluentes de
la industria de celulosa en experimentos, “in Vitrdin vivo”, es una respuesta al estrés
oxidativo que puede indicar la presencia de contpsesn los efluentes que causan
incremento en la demanda de glutation reducido (G3Kuchos compuestos o sus
metabolitos pueden sufrir ciclos redox y generar,lp tanto, oxiradicales causando dafio
oxidativo.

Aunque haya una gran cantidad de fitosteroles tdtlss en los extractos coloidales (del
Rioet al, 1998), en las aguas de proceso (Gutiatet, 2001) y consecuentemente en los
efluentes de la industria de celulosa Kraft (Caatkal 1997), elB-sitosterol es el
compuesto dominante en la fraccién de esterolexietos. Debido a los efectos adversos
de estos compuestos, se hace necesario reduainidee de ellos hacia el medio acuatico,
empleando tecnologias de tratamientos de eflueotes lagunas de estabilizacion aireada
y lodos activados. Estudios ya realizados con 2htpt de pulpaje en EE UU muestran
eficiencia de remocién de los fitosteroles en ebjade 64-79% (Cooékt al, 1997). En el
mismo contexto, en la industria de celulosa Kraft blanqueo ECF localizada al este de
Finlandia, durante el tratamiento de sus aguagiualgs, las concentraciones de los
extractivos de la madera fueron reducidas sobreQ#. En el tratamiento de lodo
activado, sobre un 94% de los acidos resinicosbyesan 41% de los esteroles fueron
degradados o transformados en otros compuestosaffos Kukkonen, 2003). Esteroles
totales medidos en los efluentes de la industriaatidosa fueron removidos, mediante el
sistema de tratamiento de lodo activado, con umedio de eficiencia de remocion de un
72 y 66% para las dos industrias inspeccionadashihdod-Khar& Hall, 2003).
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11.1.5. Genotoxicidad de los efluentes de la indusa celuldsica

La genotoxicidad es el efecto que se produce selb#®N y otros blancos celulares que
controlan la integridad del material genético. Hatuye induccion de aductos de ADN,
ruptura de la doble hélice, mutaciones puntual@$eyaciones cromosomales (estructurales
y numeéricos) (Gollapudi. Krishna, 2000). En otras palabras, la genotoxetiemel dafio a
nivel del ADN producto de las interacciones entre moléculas de ADN y compuestos
guimicos toxicos.

La modificacion quimica de ADN es generalmente &mpcomo una etapa de iniciacion
de la carcinogénesis, por lo tanto, futuras gemmmas podrian ser afectadas por una
reducida viabilidad embrionica y desordenes geogtisiendo de crucial importancia la
evaluacién de la genotoxicidad en los estudios emtalies (Ericso& Larsson, 2000).

Se han identificado varias industrias, tales conamufactureras de tinturas, refinerias de
petréleo, de metales e industrias de celulosa \elpagppmo emisoras de efluentes
genotoxicos y mutagénicos (Claxtenal, 1998).

Aunque los analisis quimicos son los métodos [pales para evaluar el potencial de
toxicidad de los efluentes, esta claro que tabdpracion contiene limitaciones inherentes.
En contraste a los analisis quimicos, los bioersgyoveen un medio de evaluacién de
toxicidad de mezclas complejas sin un previo canagito sobre la composicién quimica
de la mezcla. Asi, la genotoxicidad de los efluemeede ser efectivamente evaluada, a
través de bioensayos sin requerir informacion presdabre su composicion quimica. La
evaluacién biologica, toxicidad aguda y test deogexicidad, para las descargas de los
efluentes es obligatoria en algunos campos, memmnaotros los efluentes son evaluados
s6lo por sus propiedades quimicas vy fisicas.

En los efluentes de la industria de celulosa Kokfhqueada, que son descargados a partir
de las eficientes plantas de tratamiento secundseidna detectado baja toxicidad aguda.
Sin embargo, tales efluentes pueden incluir contpaegue causan efectos a largo plazo,

siendo, por ejemplo, genotdxicos, hormonalmente@cb bioacumulativos.
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Muchos de estos compuestos aparecen a bajas cawi@més 0 son de caracteristicas
guimicas desconocidas y esto no solo hace quenéisia quimicos requieran tiempo, sino
también métodos de alta tecnologia. Por ésta raddnso de ensayos bioldgicos en el
monitoreo de los efluentes puede ser util. Resodtaduestran que los efluentes o aguas
residuales pueden tener diversas propiedades galabésto su evaluacion podria no ser
limitada s6lo analisis quimico o a uno o dos ensajyor tanto, una rapida bateria de
bioensayos para la evaluacion de la toxicidad agudadnica, la genotoxicidad y los
efectos hormonales podria ser conveniente pareositoneo bioldgico del efluente total
(Piia Pessalat al , 2004)

De los procesos de pulpaje resulta una complejeadgs conteniendo lignina disuelta,
productos de degradacién de la celulosa y extieiile la madera tales como terpenoides,
acidos resinicos, fitosteroles y constituyenteslfeas. Ademas, compuestos derivados del
proceso de blanqueo. De los contaminantes ideadifi€ en los efluentes de la industria de
celulosa Kraft un namero significativo de quimig@®bre 300) son clasificados como
clastogénicos, mutagénicos y carcinogénicos. Hal®9Z) enumerd 31 compuestos
genotoxicos, originados naturalmente de la pulf@mados en la etapa de cloracién. Los
efluentes totales provenientes de la industria ggadora de la madera son una de las
mayores fuentes de contaminacion acuética, puesendactivacion de biotransformacion
y genotoxicidad a diferentes niveles bioldgicos. [Estudios de genotoxicidad
(mutagenenicidad) con bacterias se ha demostrado lap) efluentes de la industria
celulésica poseen un potencial dafio sobre el ADtlizahdo el test de Ames, se ha
descrito la induccion de mutacion, principalmemer sustitucion de bases. Estudios
recientes han demostrado que los efluentes dedlsstima de celulosa Kraft blanqueada
podrian ser una fuente de compuestos genotéxioes, $&¢ ha observado un aumento en la
concentracion de aductos de ADN dosis-dependiemt®rehorhynchus tshawytscha
Perca fluvialitis,indicando que los peces fueron expuestos a coragateis potencialmente

genotoxicos.
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Por otra parte, se demostro elevados niveles demnticleos hepaticos en trucha rainbow
(Onchorhynchus mykisslespués de la inyeccion de una fraccion mutagémimeeniente

de extractos de efluente de industria de pulpaesarpde la ausencia de respuesta
mutagénica usando la cefa typhimuriumTA-100 sin activacidon microsomal. En otros
trabajos, mediante el test de Ames, se ha eviddmaganotoxicidad en trucha, debido al
contenido de mutagenos en dichos efluer{tdaria et al, 2003; Pirjo Sipiet al, 1997;
Ericson& Larsson, 2000).

Los estudios de genotoxicidad, utilizando el test Aimes, han mostrado que licores
provenientes de la etapa de cloracién son sigtifer@ente mas genotoxicos que otros
procesos de extraccion de lignina (extraccion mlaaletapas de dioxido de cloro o
hipoclorito), y que los efluentes liofilizados sgenotoxicos en cultivos de células de
mamiferos. Ensayos “in vivo” e “in vitro” han demi@slo que quimicos principalmente
clorados de bajo peso molecular son responsablisatividad genotoxica (Mariet al,
2004). No obstante, se ha demostrado el potenerabtgxico de acido dehidroabiético
(DDHA) y acido abiético (AA) (Pachec& Santos, 2002; Mari@t al., 2003. Otros
estudios, indican que los efluentes bioblanquegtiesnicelulasa) poseen leve efecto
genotoxico, seflalando que compuestos clorofengticesentes, en el efluente derivado del
proceso de blanqueo convencional Kraft, estan gamiesentes en el efluente del proceso
de blanqueo enzimético (Pérez-Alzofa Santos, 1997). No asi, en un experimento
recientemente realizado en el laboratorio, truelbow(Oncorhynchus mykisgxpuestas

a un efluente de industria de celulosa kraft preame de un proceso totalmente libre de
cloro, exhibieron formacion de aductos de ADN dgalb, sugiriendo que, al menos parte
de sustancias genotoxicas presentes en los eftueletda industria no tienen relacion
alguna con el cloro o tipos de procesos de blangdebido que, al parecer derivados
provenientes de los extractivos de la madera sdomesponsables de dichos efectos

genotoxicos (Ericso& Larsson, 2000).
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Los &cidos resinicos son conocidos por su mutaigewidgenotoxicidad), mientras que la
escasa informacion sobre los fitosteroles (fit@gmnos) seflalan que estos y ésteres de
fitosteroles no muestran actividad mutagénica ewagleen ninguno de los ensayos
utilizados (ensayo de mutacion bacteriana y ensiayaberracion cromosomal “in vitro”)
cuando es evaluado de acuerdo a las pautas OECgani®ation for Economic Co-
operation and Development) para la evaluacion detetoxicidad de quimicos (Wolfreys
& Hepburn, 2002). Otros resultados muestran queonoentrado de oxido de fitosteroles
conteniendo aproximadamente un 30% de oxido destétoles no posee potencial
genotoxico ni evidencia de toxicidad cuando es athtnado en la dieta de rata por 90 dias
consecutivos (Leat al, 2004) En contraste, se ha establecido la actividad ggiuast@e
los metabolitos de estradiol y estrona. El potdngenotoxico de estradiol, estrona y
acetato de ciproterona con sus analogos puede jugaol anormal bajo condiciones
fisiologicas y terapéuticas (Joosttal , 2004).

La activacion de ciertos xenobidticos resulta eprizduccion de oxiradicales, los cuales
reaccionan con muchas moléculas biolégicas, inadyel ADN cuya integridad puede ser
afectada. Considerando los riesgos asociados coADd, la implementacién de
biomarcadores de genotoxicidad tales como aductdDd¢, ruptura de la doble hélice de
ADN, microndcleo y anormalidades nucleares eritice$ (ENAs; Erythocytic Nuclear
Abnormalities) es de particular importancia.

La predominancia de los metabolitos epoxidos, jwoto los metabolitos de saturacidn y/o
conjugaciéon de la fase Il, contribuyen a la formdacile enlaces covalentes con el ADN.
Asi, efectos genotoxicos pueden ser esperados@etes expuestos hacia xenobibticos, si
la fase Il (conjugacion) es estresgdal mecanismo de reparacion de ADN es inhibiio
obstante, no ha sido posible establecer una relaitre actividad de biotransformacion y
genotoxicidad, puesto que los resultados obtersdosvariables, asi por ejemplo, An
anguilla expuesta a &acido abiético, una baja actividad dBERepatico parece ser capaz
de inducir un incremento en la ruptura de las reedesADN, mientras que anormalidades
nucleares eritrociticas (ENAs) fueron observadde déspués de una larga exposicion

hacia mayores concentraciones de acido Abiéticaifdaal, 2004).
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En otros estudios, la induccién de ENA An anguilla expuesta a los efluentes de la
industria celulésica no fue asociada con una indacgrecedente o simultanea de EROD,
sefialando que ésta respuesta genotoxica no dedendea alta variedad de actividad de
biotransformaciéon. Sin embargo, los mayores nivdeeEENA fueron observados cuando
los peces exhiben los mayores niveles de actividad EROD, sugiriendo que,
particularmente para acido dehidroabiético (DHAAlna fuerte actividad de
biotransformacioén podria potenciar la expresionlalegenotoxicidad. Por lo tanto, la
eventual interdependencia entre las respuestampnawede variar con el contaminante.
Algunos autores sugieren que la actividad enzimaiementada de la fase |, tal como la
actividad de EROD, es una importante alteracidoligica que puede promover un efecto
genotoxico adverso, causado por la biotransformacié algunos compuestos de los
efluentes, tales como DHAA, AA, fitosteroles y reteen metabolitos activos. Sin
embargo, la relacion entre la induccion de las endgas de funcion mixta (MFO; Mixed
Function Oxigenase) y la genotoxicidad en pecessté completamente clarificada (Maria
et al, 2003).

Los tests de genotoxicidad de complejos efluemtdssiriales y sitios medio ambientales
contaminados demostraron que éstas mezclas ambgeatatienen toxicos potencialmente
cancerigenos no identificados, y por lo tanto,egutados. Se ha demostrado que extractos
de los efluentes de la industria celulésica coetiemctividad mutagénica e inducen
respuestas bioquimicas en los peces, tal como atiddad aumentada del sistema
enzimatico MFO.

Los tratamientos de los efluentes de la induseiaelulosa Kraft han mostrado reduccion o
eliminacion de la genotoxicidad. Sin embargo, taslds demuestran que los compuestos
genotoxicos estan aun presentes luego de serdsatath lodo activado, pues las rupturas
de las hebras de ADN, en muestras de sangre y lereizgdo de higado de peces, ocurrié
a las 72 horas de exposicion. En otros casosnhtratéo y remediacion, han mostrado
aumento de la genotoxicidad, tal como el trataroielet aceite crudo mediante degradacion

por hongos (Claxtoet al, 1998).
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Debido a que, muchas veces la genotoxicidad dead¢mms residuales industriales o
efluentes permanece aun después de ser tratadgs,|swsiguiente interrogante ¢son las
sustancias genotoxicas no biodegradables? la m&spwes probablemente no. Los
compuestos genotdxicos son, en general hidrofopi@gmimente absorbidos dentro del
lodo. Por lo tanto, una vez que la interaccién kédtaco-ADN toma lugar, estos toxicos
podrian ser modificados biolégicamente tornAndesenetabolitos aiin mas toxicos. Esto
debe ser otro factor desconocido involucrado enbl@®s rangos de remocion de la
genotoxicidad en los procesos de lodo activadoi@Baki et al, 2002). La genotoxicidad
remanente en los efluentes tratados sugiere quéiavumicropolutantes genotéxicos
desconocidos pueden pasar a través de los prodedostamiento de aguas residuales, tal
como sucede en el tratamiento de lodo activadaulRe®s del ensayo “rec” d& subtillis
muestran que la contaminacion genotoxica es amefitan extendida en las aguas
ambientales y éste tipo de contaminacion no puedesfectivamente removida por los
procesos de tratamientos convencionales. En coaseiel para proteger los ecosistemas,
se hace necesario desarrollar nuevas estructuresciglogia ambiental (Takigaret al,
2002). Estrategias de tratamiento han fluctuaddelssnples hasta sofisticados esfuerzos
de ingenieria que incluyen el aumento del pH daleete, substitucion de cloro por
diéxido de cloro, tratamiento de los efluentes chdxido de sulfuro, uso de lagunas
aireadas, y el uso de métodos de intercambio iénico

Los procesos de tratamiento podrian reducir o simia genotoxicidad de un efluente. Un
ejemplo donde el tratamiento puede reducir efectergde la genotoxicidad del efluente
industrial en varios 6rdenes de magnitud es ildsti@or el uso de tratamiento secundario
de aguas biotratadas (lagunas de aireacion) dedlsstria de celulosa. Sin embargo, el
tratamiento de aguas no siempre reduce la gendalaegiade los efluentes y puede en
algunas instancias incrementar la genotoxicidadld’@anto, los ensayos de genotoxicidad
proveen un medio efectivo para el monitoreo medibiantal y para seleccionar procesos
de tratamientos apropiados (Claxttral, 1998).
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Los estudios sobre la genotoxicidad de los eflieemgustriales, evaluados principalmente
a traves del bioensayo de mutagenicida® etyphimuriumindican que estos presentan un
relativo potencial mutagénico.

Cerca del 60% de los estudios han usado el engay8.ayphimuriuno test de Ames, el
22% han utilizado otros ensayos de mutacion, 1084«ensayos cromosomales, y el 7%, el
ensayo “rec” deB. subtillis, para determinar dafio al ADN; Aproximadamente 8P,
utilizaron ensayos con animales vivos (Claxairal, 1998). La razon por la que se ha
usado mayormente el ensayo &Grtyphimuriuny el uso limitado de otros ensayos es que
este (Ames) representa mejor lo que sucederia erémlas eucaridticas (organismos
superiores).

Aunque los bioensayos comunmente disponibles ndgouproveer informacién precisa y
detallada sobre la naturaleza quimica de los mntggdetectados, tales ensayos proveen
una posible respuesta a la interrogante si las tnaseexaminadas contienen mutagenos a
niveles potencialmente dafiinos para los organisrRos. lo tanto, se ha visto que la
estrategia mas razonable para la evaluacién denisstras ambientales es el uso de
ensayos biolégicos como un test preliminar paraatet la presencia de compuestos
mutagénicos y genotdxicos.

El ensayo “rec” déB. subtilisfue especialmente disefiado para evaluar la geicatad de
varios tipos de aguas. Este ensayo puede ser uraarienta muy poderosa, gracias a su
mayor sensibilidad para la deteccibn de mutagemodag aguas altamente poluidas,
comparado con otros ensayos de mutagenicidad @rakeg al, 2002).

Aunque el ensayo “rec” d8. subtilis ensayo de dafio a nivel de ADN, no es un ensayo de
mutagenicidad, este es muy Util, sumado a los essmutagénicos para programas de
screening preliminares (Mazza, 1982). El acoplatoide ensayos utilizando bacterias (test
de Ames) con ensayos quimicos amplia la utilidadesk®s bioensayos y permite el
aislamiento e identificacion de fracciones quimickinidas que contienen actividad

genotoxica (Claxtoet al, 1998).
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Estos bioensayos son complementarios cuando sooca@dps a un screening de los
efluentes de la industria de celulosa Kraft blaagaepor su potencial genotéxico (Reto
al., 1995).

Los bioensayos de genotoxicidad constituyen uneaiméenta integral en la evaluacion de
compuestos genotoxicos presentes en el ambientaistrando informacion util sobre los

posibles riesgos hacia el medio ambiente y su gfensa.



CAPITULO 1lI
MATERIALES Y METODOS
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CAPITULO llI

l1I.1. MATERIALES Y METODOS

[11.1.1. Disefio Experimental

Se evaluo la genotoxicidad mediante el ensayo ‘tle@acillus subtilisy la mutagenicidad
con Salmonella typhimuriuno test de Ames sin activacion metabdlica, sobresima® de
fitosteroles que correspondieron a soluciones datés def-sitosterol y estigmasterol
cuyas concentraciones fluctuaron entre 1 y 32 mgisi también, muestras de efluentes de
la industria de celulosa Kraft con y sin tratamaeiplogico, en dosis de 0,1 a 0,5 mL. Para
estigmasterol se realizo el ensayo de mutageni@dgoresencia de activacion metabdlica

(mezcla S9).

[11.1.2. Muestras de efluentes de la industria dealulosa Kraft blanqueada

Las muestras fueron obtenidas de industrias déosaliraft blanqueada que utilizan como
materia prima ePinus radiata.Las etapas de blanqueo de éstas industrias eg&iassa
tecnologias libre de cloro elemental (ECF), conusecias de Blanqueo D-Eop-D-D,
previo a una etapa de deslignificacién con oxigeno.

Las muestras de efluente de la industria celuléfigaon previamente sometidas a
tratamiento bioldgico aerobio y anaerobio en ebtatorio de biotecnologia ambiental del
Centro de Ciencias Ambientales EULA, Chile. Dicliadamientos corresponden a laguna

aireada y a un biorreactor anaerobio con biomasavitizada.
[11.1.3. Reactivos
Los fitosteroles,3-sitosterol (22,23-Dihydrofucosterol) cuyo peso ewollar es 414,7

g/gmol con un 95% de pureza, constituido por uB%bde-sitosterol y un 13,0% d@-
sitostanol, y el estigmastero}-Bydroxy-24-ethyl-5,22-Cholestadiene, con peso by
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412, 7 g/gmol y un 95% de pureza fueron proveidos @albiochem y Sigma,
respectivamente.

Araclor 1254 inducido en KCI, preparaciones de hgemeizado de higado de rata
(fraccion microsomal S9) y nicotinamin adenin diadtido fosfato reducido, NADPH

Regensys A, fueron obtenidos de Gene X Fr#esScience Business
[11.1.4. Ensayo “rec” de Bacillus subtilis

El ensayo “rec” déB. subtilisse llevo a cabo de acuerdo a lo descrito por M§r28a2),
utilizandose las cepd& subtilis1652 rec(+) yB. subtilis1791 rec(-).

Se prepar6 una solucién estandar de 100 hagp-sitosterol y estigmasterol. A partir de
ellas se realizaron diluciones crecientes de 4, 8, 16 y 32 mgL'. Luego desde un cultivo
de B. subtilisde toda la nochse efectio una dilucion seriada de la cepa rec(recft)
hasta 10 y ésta ultima diluida a la mitad. A continuaci@aslicion6 0,1 mL de cada una
de las concentraciones, anteriormente mencionddatosterol correspondiente y 0,1 mL
de cada cepa previamente diluida, en tubos quesmiam agar soft mantenidos en bafio
maria en seco a una temperatura de 45°C. Finalmelintentenido de estos tubos fueron
vertidos sobre placas petri rotuladas y preparadasagar nutritivo, agitando cada vez los
tubos antes de ser vertidos en un vortex model®®IQ-12-26 y distribuyendo la mezcla
homogéneamente sobre la superficie de las placasvelz solidificado el agar, las placas
se incubaron a 37°C durante 19 a 24 horas. Elaosgrrealiz6 del mismo modo pero en
ausencia de las solucionesflisitosterol y estigmasterol. Después de incubaeakzo el
recuento de las colonias desarrolladas en las phadas resultados fueron expresados
como unidades formadoras de colonias (UFC).

Las muestras de efluentes ajustadas a pH 7,0 fpeeotamente filtradas a traves de filtros
millipore de 0,25um y se realiz0, posteriormente, el ensayo “recBdsubtilisdel mismo
modo descrito para los fitosteroles. En dosis de @3 y 0,5 mL de efluente. Todos los

ensayos se realizaron en duplicado.
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El ensayo “rec” dé. subtilisse basa en la diferencia relativa de sobrevivghzido) de la
cepa rec(+) capaz de reparar el dafio causado sloAERN, y su cepa deficiente rec(-). La
diferencia entre sus sobrevivencias es, por lootamtterpretado simplemente como
genotoxicidad. Usando este criterio los resultasas expresados en una curva dosis-
respuesta, donde un claro efecto se manifiestadouansobrevivencia de la cepa rec(-) es
significativamente menor respecto de la sobreviede la cepa rec(+), a medida que
aumenta la dosis o concentracion de la muestralaav Por lo tanto, el valor de eficiencia

de placa (A) menor que 1 indica presencia de efgmtotoxico, Asi:

A = N/No rec(-) / N/No rec(+) (1)

Donde,

-N/No rec(-) = unidades formadoras de colonias (Wé€la cepa rec(-) de placa ensayo en
presencia del contaminante o muestra / UFC depa m(-) en ausencia del contaminante
(control).

-N/No rec(+) = unidades formadoras de colonias (U&€la cepa rec(+) de placa ensayo
en presencia del contaminante o muestra / UFC deepm rec(+) en ausencia del

contaminante (control).

I11.1.5. Test de Ames

Los analisis de mutagenicidad se realizaron utitipeel test de Ames descrito por Anets
al. (1975) y modificado por Maron & Ames (1983).

A tubos con top agar, suplementado con 0,05 mMistalima y biotina, y mantenidos en
bafio seco a 45°C, se adiciond en duplicado 0,1mtada una de las diluciones de las
soluciones estandares, anteriormente preparadadifadéerol correspondiente, luego se
agreg6 por separado 0,1mL de un cultivo de 18-@4 $. typhimuriumgepas TA-100 y T-
A98. A continuacion, se agit6 el contenido de dat® en un vortex modelo M-16710-12-

26 y se vertio sobre placas petri con agar minilmcoga adecuadamente rotuladas y se
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homogenizaron manualmente. Una vez solidificadagar de superficie (top agar), las
placas se incubaron a 37°C durante 72 h. Se efetttgcuento y los resultados fueron
expresados como numero de revertantes promediplpoast desviacion estandar (DE)
para tratamientos y controles.

Las muestras de los efluentes ajustadas a pH Tiframn a través de filtros millipore de
0,25um y se realizé el test de Ames del mismo modo despara los fitosteroles. En
dosis de 0,1, 0,3 y 0,5 mL de efluente. Todos tesagos se realizaron en duplicado.

El test de Ames con activacidon metabolica, en p@aale fraccion S9, fue realizado sélo
para el estigmasterol, agregando 0,5 mL de éstaifraen los tubos con top agar, antes de
adicionar las diluciones de la solucion estandaestigmasterol.

Para cada ensayo se realizd un control positivoOchmL de 2-Antramina y un control
negativo con 0,1 mL de agua estéril, cada unolds eh duplicados.

Previo a los ensayos se confirmaron las caradtagstenotipicas de las cepas utilizadas.
La determinacion de la tasa de reversion espontééasa de reversion por accion de un
agente mutageno conocido (control positivo) y kbilidad de la cepa se realizaron en cada
experimento.

Usando éste procedimiento, la mutagenicidad sees&pen términos de la razon de
mutagenicidad (RM), expresada como la relacioneegitnimero de revertantes obtenidas
con la muestra ensayada y el nimero de revertaatagles (reversion espontanea).

Se considera una respuesta positiva cuando la Riager o igual a 2 y existe un claro

efecto dosis-respuesta. Asi,

RM=E/C )

Donde,
-E = nimero de colonias revertantes placa ensayerantes inducidas).

-C = numero de colonias revertantes en la placaaamegativo ( revertantes espontaneas).
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111.1.6. Andlisis estadistico

Los resultados del ensayo “rec” Be subtilisasi como también, del test de Ames fueron
tratados con el programa Statistix for Windows 2.2.

Con el propésito de encontrar diferencias sigrifies (p<0,05) los resultados obtenidos

de eficiencia de placa y razén de mutagenicidadaigs dependientes), fueron sometidos
a analisis de varianza de una y dos vias (ANOVAjedo de encontrar diferencias se
aplicé la prueba paramétrica Bonferroni para coengén de promedios, ya sea de

eficiencia de placa y/o razon de mutagenicidad,isegorresponda. Las variables

independientes utilizadas fueron dosis (0 conceidinq y muestra, la cual en algunas

instancias posee réplicas, es decir el ensayo azdeanas de una vez con la misma
muestra. En el caso del test de Ames se incluymasiéa variable independiente cepa con
dos niveles, TA-100 y TA-98.



CAPITULO IV
RESULTADOS
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CAPITULO IV
IV.1. RESULTADOS
IV.1.1. Ensayo “rec” deBacillus subtilis

En la Figura 4-1 y 4-2 se muestran los resultadesgenotoxicidad al ensayar los

fitosteroles3-sitosterol y estigmasterol, respectivamente Bosubtilis

IV.1.1.2. B-sitosterol

En la Figura 4-1 se observan los resultados olisnal ensayar eB-sitosterol. La
sobrevivencia de ambas cepas se mantiene consiaste los 16 mgt. A partir de esta
concentracion la cepa rec(+) tiende a incrementaobrevivencia a medida que aumenta
la concentracién d@-sitosterol, lo que podria deberse a que dicho cestp estaria siendo
metabolizado por esta cepa. Mientras que la soleeia de la cepa rec(-) se ve levemente
afectada en presencia de éste compuesto puestaighe, cepa se caracteriza por ser
incapaz de reparar el dafio causado a nivel del AfaNlo tanto, eB-sitosterol muestra un
efecto genotéxico a concentraciones superiores mdl6', debido a la diferencia relativa

de sobrevivencia existente entre las cepas.
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Figura 4-1. Fraccion de sobrevivencia de las cepaB.dgubtillis 1652 rec(+) \B. subtillis

1791 rec(-) en presencia de diferentes concentraside3-sitosterol.

IV.1.1.3. Estigmasterol

En la Figura 4-2 se muestran los resultados oldenal ensayar el estigmasterol. Se
observa que la sobrevivencia de la cepa rec(+g stdriaciones, y la relacion N/Ngs
mayor que 1, en cambio dicha relacion para la cep&) se mantiene constante. Pero
existe una marcada diferencia entre los valores di@ccion de sobrevivencia de la cepa
rec(+) y rec(-) respectivamente, lo que significee @l compuesto ensayado presenta una

actividad genotoxica, en el rango de concentraegindiada.
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Figura 4-2. Fraccion de sobrevivencia de las cepaB.dgubtillis 1652 rec(+) \B. subtillis

1791 rec(-) en presencia de diferentes concentraside estigmasterol.

El valor promedio de eficiencia de placas para @sterol demuestra que el estigmasterol
es mas genotoxico (A = 0,6917) queBeditosterol (A = 1,1342) (Bonferroni), existiendo
diferencias significativas entre estos valores (PSP Sin embargo, los valores promedios
de eficiencia de placas, no son significativamelifierentes entre las concentraciones por
fitosterol usado (interaccion concentracion-compm)es

En general, la sobrevivencia promedio de cada erlasicepas, ya sea pargditosterol

o el estigmasterol, son significativamente difezenina de otra (p<0,05), asi la cepa rec(+)
posee mayor sobrevivencia promedio (N/No= 1,501@) lq cepa rec(-) (N/No = 1,1187).

Por tanto, ambos fitosteroles tendrian un efectoigico.
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IV.1.1.3. Influentes primario

En la Figura 4-3 se muestra una fotografia delyen&eec” donde es posible apreciar la
diferencia relativa de sobrevivencia de las cepaB.dsubtilis 1652 rec(+) yB. subtilis
1791 rec(-)en funcion de la dosis creciente de Influente l¢ual representa un efecto
genotoxico, ya que a medida que aumenta la doklaftieente (de izquierda a derecha) las
unidades formadoras de colonias desarrolladas @ocepa rec(+) son mayores en
comparacion con las UFC de la cepa rec(-), y estasvez, son menores que las placas del
control. En la figura 4-4, se presentan en ladiigerior el crecimiento de colonias Be
subtilis 1652 rec(+) y en la fila inferior las UFC de lagpaedeB. subtilis 1791 rec(-),

desarrolladas en ausencia del contaminante (IrtéuBn
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Figura 4-3. Diferencia relativa de sobrevivencia de las cejgd3. subtilisen funcion del
aumento de la dosis de influente 1. Donde la fifzesior corresponde a UFC de la cepa de
B. subtilis1652 rec(+) y la fila inferior a UFC d& subtilis1791 rec(-).

Figura 4-4. UFC de la cepa dB. subtilis1652 rec(+) (fila superior) y UFC d& subtilis

1791 rec(-) (fila inferior) desarrolladas en ausamiel contaminante.
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En la Figura 4-5 se muestran los resultados oldsratlensayar una muestra de efluente de
la industria de celulosa Kraft sin previo tratanbdebiolégico (Influente 1).
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Figura 4-5. Fraccion de sobrevivencia de las cepaB.dgubtillis1652 rec(+) yB. subtillis

1791 rec(-) en presencia de diferentes dosis deelme 1 con tres réplicas (A, By C).
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El Influente 1 (Figura 4-5) presenta efecto genictden el rango de dosis usada, ya que
existe diferencia entre las sobrevivencias de amsbpsas, siendo la sobrevivencia de la
cepa rec(-) menor (N/No = 0,9444) respecto de pa cec(+)(N/No = 1,0026), exepto en la
réplica A, donde el valor de eficiencia de placanpedio en la dosis de 0,1 mL es distinto
estadisticamente de la réplica B y C en esta mdwss. Asi también dentro de la misma
réplica (A) el valor de eficiencia de placa proneedila dosis de 0,1 mL es diferente de las
dosis de 0,3 y 0,5 mL (Bonferroni). Esto Ultimoepa ser atribuido a la elevada desviacion
estandar en esta primera dosis respecto de las, oehido a un error experimental al
ensayar dicha dosis (Figura 4-5-A). De hecho, IBssDfren cambios entre las réplicas,
aunque no significativos estadisticamente, sieadw#lores de las desviaciones estandares
de las Figuras 4-5-B y C mayores en comparacioriaonalores de las DE de la Figura 4-
5-A. De lo contrario, podriamos inferir que lasigeiones en la sobrevivencia de la cepa
rec(+) de la réplica A se debe a que las bactatizarian los compuestos presentes en el
influente como sustrato para sus procesos metalgliz no a las variaciones de las
desviaciones estandares de la sobrevivencia depa @ec(+) entre las dosis ensayadas
(Figura 4-5-A). La sobrevivencia de la cepa red{gminuye a medida que aumenta la
cantidad de influente ensayado (Figura 4-5-A),de gignifica un efecto genotoxico en las
dosis ensayadas. En resumen, el Influente 1 (Fidpamuestra efecto genotoxico en las
dosis ensayadas, no existiendo diferencias sighi@s entre los valores promedios de
eficiencia de placas de cada una de las réplicaB (AC), a pesar de que las Figuras 4-5-B
y C presentan mayores desviaciones estandaresngracion con la Figura 4-5-A. No
obstante, la eficiencia de placa promedio variaifsogtivamente con la dosis ensayada por
réplica realizada (interaccion réplica-dosis; p&p,0

En la Figura 4-6 se presentan los resultados aleril ensayar un efluente sin previo

tratamiento biologico con dos réplicas D y E (Iefite 2).
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Figura 4-6. Fraccion de sobrevivencia de las cepaB.dgubtillis 1652 rec(+) \B. subtillis

1791 rec(-) en presencia de diferentes dosis deeimie 2 con dos réplicas (D y E).

Podemos observar que hay variaciones en las deswacestandares de las sobrevivencias
de las cepas en cada una de las réplicas realipadatsis evaluada, asi por ejemplo, la
desviacion estandar de la sobrevivencia de la ieag a los 0,3 mL es mayor en la réplica

D, mientras que a los 0,5 mL la desviacion estaddda sobrevivencia de ésta misma cepa
decrece en la réplica E, no asi la desviacidon datate |la sobrevivencia de la cepa rec(+),

pues se ve aumentada en ésta dosis con respackagaiia 4-6-D.
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Probablemente la variacion de las desviaciones@mtés de las sobrevivencias de las
cepas entre las dosis por réplicas efectuadasa s@a0n por la cual no es posible encontrar
un efecto genotdxico constante en cada réplicd emgo de dosis evaluado. Sin embargo,
es posible apreciar la presencia de genotoxicidadele Influente 2 (Figura 4-6),
simplemente por la existencia de diferencia erasesbbrevivencias de la cepa rec(+) en
relacion a la cepa rec(-) no encontrandose dif@aensignificativas de los valores
promedios de eficiencia de placas entre las réplitaen su interaccion con las dosis
ensayadas. Por otra parte es posible sefalar kEteegia de un efecto citotdxico,
demostrado por la disminucion de la sobreviveneitactepa rec(+)(Figura 4-6-E).

Ambos efluentes de celulosa Kraft sin previo traéento bioldgico, Influentes 1 y 2,
muestran efecto genotoxico (Figura 4-5 y Figura),4-6ncontrandose diferencias
significativas en sus promedios de eficiencias thEgs entre las réplicas de ambos
Influentes por dosis ensayada (p<0,05). Por tadatgenotoxicidad se hace evidente en
cada una de las réplicas de los influentes, panokaria diferencia existente entre la
sobrevivencia de la cepa rec(+) respecto de la caga en el rango de dosis empleada,
siendo la fraccién de sobrevivencia de la cepatjem@yor respecto de la cepa rec(-) en
cada una de las réplicas de los Influentes ensayatip?2).

Las Figuras 4-7 y 4-8 muestran los resultados dleeime 2 sometido a tratamiento

anaerdbico y aerdbico, respectivamente (eflue@snslarios).



IV.1.1.4. Efluente secundario anaerobio
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Figura 4-7. Fraccion de sobrevivencia de las cepaB.dgubtillis1652 rec(+) \B. subtillis

1791 rec(-) en presencia de diferentes dosis derg# tratado anaerdbicamente.

IV.1.1.5. Efluente secundario aerobio
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Figura 4-8. Fraccion de sobrevivencia de las cepaB.dgubtillis 1652 rec(+) \B. subtillis

1791 rec(-) en presencia de diferentes dosis derg# tratado aerobicamente.
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La muestra tratada anaerobicamente presenta unpralmedio de eficiencia de placa (A =
0,9844) mayor que la obtenida del tratamiento aeoofA = 0,9256), indicando que éste
altimo tratamiento presentaria mayor efecto gernotdxen tanto que para el tratamiento
anaerébico casi no hay efecto. No obstante, estlitses promedios de A entre ambos
tratamientos, no son estadisticamente diferentes.

Los tratamientos secundarios, anaerobio y aerObesbycirian la genotoxicidad de los
efluentes sin previo tratamiento bioldgico, puesAopromedio de las réplicas A, E (Figura
4-5 y Figura 4-6) y los tratamientos bioldgicos g{fa 4-7 y Figura 4-8) varian
significativamente en las dosis por muestra anddizanteraccion dosis-muestra; p<0,05).
Tal diferencia no se pudo apreciar con los Figdr&sB, 4-5-C, 4-6-D y los tratamientos
(Figura 4-7 y Figura 4-8), debido probablementa m&yor desviacion estandar que poseen
las réplicas de la Figura 4-5-B y 4-5-C, con réacia la Figura 4-5-A, y a la variabilidad
de las desviaciones estandares en la Figura 4¢6dpecto de la Figura 4-6-E, entre las
cepas.

Por lo tanto, la genotoxicidad de los efluentes g@in tratamiento es significativamente
diferente (p<0,05). Los tratamientos biolégicogdheo y anaerdbico), reducen los efectos
genotoxicos de los efluentes sin mostrar diferencéstadisticas entre uno y otro
tratamiento.

Debido a la poca diferencia existente entre losrédmedio de los fitosteroles versus los
efluentes e influentes es posible inferir que laspncia de estos compuestos en los
efluentes de la industria celulésica potenciariafetto genotoxico de dichos efluentes, el

cual es reducido por los tratamientos biolégicos.



IV.1.2. Test de Ames

En la Tabla IV.1 y Tabla IV.2 se muestran los reglds de mutagenicidad al ensayar los
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fitosteroles, 3-sitosterol y estigmasterol, respectivamente &ortyphimurium /Test de

Ames.

IV.1.2.1. B-sitosterol

Tabla IV.1. Deteccion del efecto mutagénico fesitosterol utilizando las cepas &

typhimurimTA-100 y TA-98 en ausencia de la fraccion S9.

Revertantes por placast DE RM
Concentracion (mgL?)

TA-100 TA-98 TA-D0 TA-98
1 15,5+ 4,05 29,% 2,12 0,97 1,05
2 10,5+ 2,12 31,80 0,66 1,11
4 8,5+2,12 18,5 2,12 0,53 0,66
8 11,0+ 2,83 16,8 5,66 0,69 0,57
16 13,0+ 5.66 27.% 0,71 0,81 0,98
32 12,5+ 2,12 28.8 2.83 0,78 1.0
0,1 mL de agua destilada estj % 0+ 5.66 28 @ 2.83
0,1 mL de 2-Antramina 75+ 12 6.8 2.83




IV.1.2.2. Estigmasterol
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Tabla IV.2. Deteccién del efecto mutagénico de estigmasteildando las cepas de.

typhimurimTA-100 y TA-98 en ausencia de la mezcla S9.

Revertantes por placast DE RM
Concentracion (mgL™Y)

TA-100 TA-98 TA-100 TA-98
1 07,5+ 2,12 20,6 4,24 0,47 0,71
2 12,5+ 4,95 26,% 13,4 0,78 0,95
4 10,5+ 2,12 22,6 11,3 0,66 0,79
8 13,0+ 1,41 18,% 2,12 0,81 0,66
16 18,5+ 7,78 29, 8,49 1,16 1,04
32 10,5+ 3,54 21,8 11,3 0,66 0,75
0,1 mL de agua destilada esteii!5 0+ 5.66 28.@ 283
0,1 mL de 2-Antramina 754212 26.8 2 83

El pB-sitosterol y estigmasterol no presentan efectaggrtico evidente, no encontrandose

diferencias significativas entre ellos. Es dea@rrdzon de mutagenicidad (RM) promedio

de las cepas no difiere significativamente entsefilmsteroles analizados. Sin embargo, el

estigmasterol presenta una razén de mutagenicideadgolio mayor que @ksitosterol.
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IV.1.2.3. Estigmasterol con activacion metabolica

Tabla IV.3. Deteccidon del efecto mutagénico de estigmastdiliando las cepas d§.

typhimurimTA-100 y TA-98 empresencia de la fraccion S9.

Revertantes por placast DE RM
Concentracién (mgL™Y)

TA-100 TA-98 TA-00 TA-98
1 321+ 30,4 16,5 4,95 1,44 0,63
2 288+ 14,8 21,5 14,8 1,29 0,83
4 295+ 20,5 15,5 4,95 1,32 0,60
8 306+ 39,6 23,% 6,36 1,37 0,90
16 295+ 137 2% 5,66 1,32 1,04
32 274+ 120 212,12 1,23 0,83
0,1 mL de agua destilada estégjl73+ 841 54148
0,1 mL de 2-Antramina 203+ 141 26127

La RM varia con la cepa por estigmasterol con yS8n(p<0,05). Es decir, para ambos,
estigmasterol con y sin S9, la razén de mutageanicite la cepa TA-100 es mayor respecto
de la RM de la cepa TA-98. En otras palabras, shyar el estigmasterol en presencia de
S9 se tiene que la razén de mutagenicidad de BTAHALO0 incrementa significativamente
(p<0,05) con relacion a la RM de esta misma cepa ph estigmasterol ensayado en
ausencia de activacion metabodlica. Esto sugiergrésencia de un efecto, lo que
significaria que el estigmasterol por accion deels@mas hepaticas se activaria, por tanto,
actuaria como un promutdgeno, siendo necesarioizaeakl ensayo a mayores

concentraciones para confirmar su comportamier@mptagénico.
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IV.1.2.4. Influentes primarios

Las Tablas IV.4 y IV.5 muestran los resultadosddgs después de ensayar la muestra de

Influente 1y 2, respectivamente con la c8p&yphimurim.

Tabla IV.4. Deteccion del efecto mutagénico del Influente ilizahdo las cepas dS.

typhimurimTA-100 y TA-98 en ausencia de la fraccion S9.

Revertantes por placast DE RM
Dosis (mL)

TA-100 TA-98 TA-00 TA-98
0,1 120,5+ 0,71 23,5 2,12 0,84 1,62
0,3 91,5+ 10,6 16,5 7,78 0,64 1,13
0,5 131+ 16,97 16,8 2,83 0,91 1,10
0,1 de agua destilada estéril 1440+ 39.60 1450,71
0,1 de 2-Antramina 189,0+ 29,70 29.@ 11,31

Se observa una disminucion en el numero de revegaan comparacion con el control, lo
gue podria significar un efecto citotoxico sobre kmcterias ensayadas. Por lo tanto, se

debe realizar el ensayo con menores dosis de latraue
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Tabla IV.5. Deteccion del efecto mutagénico del Influente ilzahdo las cepas dS.
typhimurimTA-100 y TA-98 en ausencia de la fraccion S9.

Revertantes por placast DE RM
Dosis (mL)

TA-100 TA-98 TA-00 TA-98
0,1 129,5+ 9,19 20,% 2,12 0,90 1,41
0,3 142,0+ 4,24 197,78 0,99 1,34
0,5 143,0+ 1,41 20,& 2,83 0,99 1,38
0,1 de agua destilada estéril | 144 0+ 39,60 1450,71
0.1 de 2-Antramina 189,0+29,70 29,8 11,31

Los Influentes 1 y 2 poseen razon de mutagenicsirficativamente diferentes entre las
cepas TA-100 y TA-98 (p<0,05). Siendo la razon d#tagenicidad de la cepa TA-98
mayor que la razén de mutagenicidad de la cepadA(Bonferroni). Por tanto, se sugiere
la presencia de compuestos que alterarian el ndedectura en estos influentes. Para
confirmar la presencia de estos compuestos esareresalizar estos ensayos aumentando

la cantidad o dosis de las muestras.



IV.1.2.5. Efluente secundario anaerobio
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Las Tablas IV.6 y IV.7 presentan los resultadosted® de Ames coi®. typhimurimal

ensayar influente sometido a tratamiento anaergkaerobio, respectivamente (efluentes

secundarios).

Tabla IV.6. Deteccion del efecto mutagénico del Influente 8 tratamiento anaerdbico

utilizando las cepas d& typhimurimlA-100 y TA-98 en ausencia de la fraccion S9.

Revertantes por placast DE RM
Dosis (mL)

TA-100 TA-98 TA-100 TA-98
0,1 210,0+ 5,66 17,5 6,36 1,0 0,76
0,3 218,00 18,% 6,36 1,04 0,80
0,5 196,5+ 4,95 20,% 10,61 0,94 0,89
0,1 de agua destilada estéril | 209 5+ 9,19 2307,07
0.1 de 2-Antramina 2475:37,48  32,59,19
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IV.1.2.6. Efluente secundario aerobio

Tabla IV.7. Deteccion del efecto mutagénico del Influente 2 t@tamiento aerdbico

utilizando las cepas d& typhimurimlTA-100 y TA-98 en ausencia de la fraccion S9.

Revertantes por placast DE RM
Dosis (mL)

TA-100 TA-98 TA-100 TA-98
0,1 92,0+ 15,56 18,@ 1,41 0,64 1,24
0,3 107,0+ 18,38 16,& 4,24 0,74 1,10
0,5 139,0+ 14,85  17,% 1,21 0,97 1,21
0,1 de agua destilada estéril 144,0+ 39,60 145 0,71
0,1 de 2-Antramina 189.0+29.70  29.8 1131

La razon de mutagenicidad varia significativamestda la cepa y los efluentes usados
(p<0,05). Asi, La razén de mutagenicidad promediarap el efluente tratado
anaerobicamente es menor que la razén de mutadgthidel efluente tratado via aerdbica,
siendo, en consecuencia, mas efectivo el tratamiemaerobico en la remocion o
eliminacion de compuestos genotéxicos de las maged# influentes. Asi también, la razén
de mutagenicidad de la cepa TA-98 del efluentad@aerdbicamente es mayor que para el
efluente obtenido del tratamiento anaerdbico. Btotgue, la razon de mutagenicidad de la
cepa TA-100 del efluente anaerobio es mayor queftieinte aerdbico.

Para las muestras de los efluentes con y sin tiatéon bioldgico, la razén de
mutagenicidad de la cepa TA-98 es significativamembayor que la razén de
mutagenicidad de la cepa TA-100 (p<0,05; Bonfejroni

La razén de mutagenicidad de las cepas es difesggédicativamente entre las muestras
de efluentes con y sin tratamiento (p<0,05). Sidadazon de mutagenicidad promedio de

los influentes mayor que para los efluentes (Boafe).
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La razon de mutagenicidad varia significativamertte las cepas, TA-100 y TA-98, por
muestras analizadas (p<0,05). No encontrandosesddias significativas en la razon de
mutagenicidad promedio de la cepa TA-100 entrentaestras de efluente con y sin
tratamiento biolégico. En tanto que, la razon deagenicidad promedio de la cepa TA-98
de las muestras sin y con tratamiento poseen dde® significativas. Siendo, la muestra
de efluente sin tratamiento biologico (influenta)gue posee una razon de mutagenicidad
promedio, de la cepa TA-98, mayor que las muesti@slos efluentes ya tratados
(Bonferroni).

La razon de mutagenicidad varia entre las muedgasfluentes, efluentes y fitosteroles
(p<0,05). Ambos fitosteroles estudiados poseennrai® mutagenicidad menor que las
muestras de los efluentes con y sin tratamienguiesido la razon de mutagenicidad de
influentes, efluentes y fitosteroles un orden deerge, respectivamente. Entre los
fitosteroles,3-sitosterol y estigmasterol no hubo diferencias. ®m parte se tiene que la
RM varia entre las cepas por muestras (p<0,05)aasz6én de mutagenicidad de la cepa
TA-98 es mayor para influentes que para los efegmientras que para la cepa TA-100 la
RM es mayor para los efluentes que influentes.

Auln cuando se han encontrado diferencias signiasien la razon de mutagenicidad entre
las muestras de influentes y efluentes; influenédisientes y fitosteroles, no es posible
afirmar que existe mutagenicidad, ya sea de soslfitude pares de base o desplazamiento
del marco de lectura, puesto que no hay ningurr ee@oazon de mutagenicidad superior o
igual a dos. Pero los resultados sugieren actividathutagénica para el estigmasterol y la
posible presencia, en los efluentes provenientesad@dustria de celulosa Kraft, de
compuestos que causarian mutacion por alteraciocuddro de lectura. En consecuencia,

a mayores concentraciones o dosis de las muestmsisia manifestar la mutagenicidad.



CAPITULO V
DISCUSION
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CAPITULO V

V.1. DISCUSION

El B-sitosterol presenta una leve disminucion de laesabencia de la cepa rec(-) lo que
confirma su incapacidad de reparacion genéticanivéie que, la cepa rec(+) tiende a
incrementar su sobrevivencia en presencia de estuesto, lo cual demuestra que este
esterol vegetal podria estar siendo metabilizado g¢ioha cepa. Por su parte, el
estigmasterol muestra genotoxicidad en el rangoatheentracion estudiada, debido a la
relativa diferencia de sobrevivencia entre una cgpatra, no obstante los valores de
eficiencia de placa varian dentro del rango de eatnacion, debido a que la fraccion de
sobrevivencia de la cepa rec(+) sufre variaciomesanto que la cepa rec(-) se mantiene
practicamente constante, resultando esto en unrgsisg aumento de los valores de
eficiencia de placa hasta los 16 rifgg. un descenso de esta luego de dicha concentracién
Por tanto, el efecto genotéxico mostrado se ve icammhdo por las variaciones que
presenta la sobrevivencia de la cepa rec(+) y nalemrecimiento paulatino de la
sobrevivencia de la cepa rec(-) ante un agentendaf®sto indica entonces que
probablemente este fitosterol cause dafio sobreD& Aelular, pero ambas cepas serian
capaces de reparar dicho dafio, sélo que la ceffa) res mas eficiente en reparar en
comparacion a la cepa rec(-) cuyo mecanismo deaeipa se encuentra alterado.

Aln cuando los valores de eficiencia de placa eldse concentraciones usadas por
fitosterol analizado no son estadisticamente dastinel valor promedio de eficiencia de
placa para eB-sitosterol es significativamente mayor que paraséigmasterol, indicando
gue este ultimo tendria un efecto genotoxico magiarembargo ya hemos sefialado que la
disminucion de la eficiencia de placa del estigerastno se debe principalmente al
decaimiento de la sobrevivencia de la cepa resiify a las variaciones de la razon N/No
de la cepa rec(+). No obstante, la diferencia dagresobrevivencias de ambas cepas indica

la presencia de efecto genotdxico.
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Se sabe que las maderas blandas son ricas en és$flnisos en tanto que en las maderas
duras abundan los fitosteroles, pero cuando sé&aunilambos tipos de madera, la
concentracion de los fitosteroles descargados £rflaentes se acentia aun mas (Tabla
I1.5), lo que no implica la ausencia de estos casfms en los efluentes provenientes de
procesos en los que se utiliza so6lo madera blamtao ces elPinus radiata. Estas
concentraciones pueden ser variables y no estatasujinicamente al tipo de madera sino
también a las condiciones geograficas que la afe@cotipo geografico). Ademas, la
madera blanda deinus radiataes de crecimiento rapido y en consecuencia posgerm
cantidad de extractivos que las maderas de cretimiento, por lo tanto el procesamiento
de la madera eliminaria cantidades detectablesstigotes provenientes de la fraccidon
extractiva de la madera. De hecho, en las dos pasnetapas de lavado de la pulpa se
liberan significativas cantidades de fitosteroles,que son reducidos a través del proceso
productivo. Sin embargo, cuando la remocion der@ste totales es considerable, estos
estan aln presentes en el efluente final (3,4 thglTabla 11.5), por lo tanto, la
genotoxicidad de estos efluentes podria ser ati@yien cierta medida, a los fitosteroles
como elB-sitosterol y estigmasterol, puesto que ambos ptase=fecto genotdxico en el
rango de 1-32 mgt, segun el ensayo “rec” d& subtilisrealizado. Siendo ¢-sitosterol,

el esterol predominante encontrado en los extreetie la madera, en las aguas de lavado
y consecuentemente en los efluentes, no obstastte esterol no muestra un claro afecto
genotoéxico en las primeras concentraciones ensayadss mgL?), por lo que este podria
causar efectos dafiinos sobre el ADN, cuando losn@gmos son expuestos a los efluentes
en un tiempo prolongado permitiendo asi su bioatacran.

Si bien es cierto, las cantidadesdsitosterol y estigmasterol encontradas en loestks

de la industria de celulosa Kraft son pequefiasléTii®), cabe sefalar que estos pueden
tener efecto genotoxico adverso sobre los orgamsmouaticos, puesto que tales
compuestos, como ya se menciono, podrian bioacuseuldo biomagnificarse, siendo
posible la presencia de ellos a mayores conceatresien dichos organismos, causando tal

efecto.
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En este mismo contexto, se sabe que los fitostersbe liposolubles, por lo que se
solubilizan facilmente en las membranas biologpasnitiendo el ingreso de estos a los
organismos por via dérmica pudiendo ser de este omddoacumulados y/o
biomagnificados.

En las tres réplicas de Influente 1 existe presedeigenotoxicidad debido a la diferencia
manifestada de las sobrevivencias entre las cepas,encontrandose diferencias
significativas entre los promedios de eficienciacpl por réplicas, sin embargo las
diferencias fueron dadas por las dosis ya quelpgramera réplica a la dosis de 0,1 mL la
eficiencia de placa promedio es significativamemi@yor en comparacion a las demas
réplicas a esta misma dosis y dentro de la misplacae Esta diferencia se atribuiria a un
error experimental ocurrido, de ahi su mayor desmaestandar, y por tal razén se repite
el ensayo resultando entonces la réplica B, doade <laramente una disminucion de los
valores de eficiencia de placa a medida que aunantisis de la muestra ensayada,
sugiriendo que la fraccion de sobrevivencia de analeaas decrecen, siendo la cepa rec(+)
mas eficiente en reparar el dafio causado sobreDsui puesto que su mecanismo de
reparacion no se encuentra mutado sino en coneégiaormales, no asi la cepa rec(-).
Debido a las mayores desviaciones estandares eadanén esta réplica se realizé una
tercera réplica, la cual confirma la presencia tkete genotdxico para este influente
(Influente 1) y que la variabilidad en las deswaes estandares se puede deber no tan sélo
a errores experimentales sino también a errorasoaies.

El Influente 2 muestra genotoxicidad en ambas gaplino existiendo ningun tipo de
diferencia estadistica entre ellas. Sin embargo,ep@aumento de la sobrevivencia de la
cepa rec(-) en la dosis de 0,3 mL se efectué ummnsi réplica mejorandose tal
irregularidad, lo cual queda demostrado por la melssviacion estandar lograda, de la
cepa mutada, en esta Ultima réplica. No obstastgosible apreciar también un efecto
citotoxico, pues la sobrevivencia de la cepa médrele a disminuir progresivamente, en
tanto que, la cepa rec(-) se mantiene relativameostante, esto probablemente ocurra
debido a un dafio sobre la membrana de la célulaenwisando consecuentemente la

muerte de ella y la declinacion en su sobreviverespecto de su cepa mutada.
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Los tratamientos biolégicos reducen la genotoxitigmesente en los efluentes de la
industria de celulosa Kraft, puesto que la difel@rentre las sobrevivencias de ambas
cepas de los efluentes bioldgicamente tratadosee®mtomparada con los influentes. Esto
indica que la genotoxicidad de los efluentes luelgp ser tratados es reducida o
practicamente eliminada, pues en el tratamienterab&o casi no hay efecto debido a la
muy poca diferencia existente entre las sobreviasnde las cepas, mientras que en el
efluente tratado aerdbicamente la diferencia esiise sobrevivencias es un poco mayor,
pero menor respecto de los influentes. No obstaateres de eficiencia de placa promedio
son menores para los efluentes, aunque no signcaente, en comparacion con los
influentes lo que puede ser atribuido a las irrgdddes que presenta la fraccién de
sobrevivencia de la cepa rec(+) en tanto que la cep(-) se mantiene practicamente
constante en todas las muestras de efluentesuernitdls S6lo para el caso del tratamiento
anaerébico el promedio de A es mayor que el infligirigura 4-4-E), aunque no

significativamente, sefialando con esto que elriaasto anaerobio seria mas eficiente en
reducir la genotoxicidad de los efluentes de laigtida de celulosa Kraft que el tratamiento
aerdbico ya que el efluente obtenido de este tiatdmposee un A promedio menor que
dicho influente, y que el efluente proveniente tdalamiento anaerdbico. Es conocido que
el tratamiento bioldégico aerobio presenta ventagalsre el tratamiento anaerobio tales
como metabolismo celular rapido por tanto una magduccion de la materia organica,

mayor estabilidad del proceso y facilidad de sutrobnEn contraste, el metabolismo

anaerobio es mas lento por lo que requiere maylomean y las sustancias toxicas deben
permanecer mas tiempo en el reactor (mayor tierep@sidencia), ademas implica mayor
dificultad de operacion dado que una falla en eteso significa consumo de tiempo para
gue los microorganismos colonicen el reactor y doneuevamente en funcionamiento.

Sin embargo, el tratamiento anaerobio genera uja fraduccién de fangos, produce

metano como subproducto utilizable y no necesiergda para su funcionamiento. La

mayoria de las plantas de tratamiento biologicosval industrial son de tipo aerobias,

pues el principal objetivo es lograr una mayor cettin de la DB@ con facilidad de

operacion.
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En este contexto, segun los resultados obtenidtss @o son suficientes para afirmar la
eficiencia de uno u otro tratamiento, pues calpo#abilidad que el efluente aerdbico posea
mayor genotoxicidad debido a la transformacion de materia organica en otros
compuestos que causen dafio sobre el ADN celul&igdiai et al, 2002), que contenga
una mayor DB® debido a una mayor cantidad de materia celulgopryotra parte la
posible eliminacion de la genotoxicidad por paeétthtamiento anaerdbico se deba a que
la tasa de destruccion de los organicos peligrasosha maximizado mediante la
inmovilizacion de la masa sobre un soporte. Adenmd@s,se encontraron diferencias
significativas entre estos tratamientos de modo spigoueda asegurar la eficiencia de
eliminacion o aumento de la genotoxicidad por pdektratamiento anaerobio y aerobio
respectivamente (Claxtaat al, 1998). Pero si se observa eliminacion de la tgermdad

de los efluentes tratados biolégicamente, lo qteriesde acuerdo con la reduccion de los
fitosteroles contenidos en ellos luego de serdosa

De los fitosteroles, analizados con el test de Arnossvalores de razon de mutagenicidad
sugieren que el estigmasterol con y sin S9 induamitacion por substitucion de base CG,
mientras que dp-sitosterol causaria mutacion por desplazamientel enarco de lectura.
Ademas la marcada diferencia en la RM de la cepd0@\para el estigmasterol ensayado
con S9 respecto de la RM del estigmasterol sinn8aria que el sistema de activacion
metabdlico estaria biotransformando los compuestometabolitos mas reactivos hacia el
ADN, los que serian responsables de la mutacioresplazamiento del marco de lectura.
Sin embargo, no existen diferencias significatiease los valores promedio de la razon de
mutagenicidad de cada una de las cepas por coropessidiado, ni existe, al menos, un
valor superior a dos, de modo que no se puede afigue estos fitosteroles posean una
respuesta positiva, es decir, sean mutagéenicosesanxia o ausencia de fraccion S9, segun
corresponda. No obstante, el estigmasterol muestisidad promutagénica, puesto que
ensayado con fraccion metabdlica se activaria.lé®’gue se hace necesario profundizar
estos estudios variando las concentraciones, andia fraccion S9 y otros ensayos, Yy

realizar bioensayos cuyas respuestas sean daflascein del tiempo.
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Las muestras de influentes provenientes de la indwe celulosa Kraft nos indican que
luego de ser tratadas biologicamente estas dis@mmsy razén de mutagenicidad, sin
embargo, ambos, influentes y efluentes, inducirfartaciones por desplazamiento del
cuadro de lectura, esto se explica porque losrmtgeson mezclas complejas donde uno de
los contaminates son los fitosteroles, entre oti®dos miles de compuestos gentdxicos
existentes en estos efluentes, tales como acidgsaes, compuestos clorados, etc.(Houk,
1992; Mariaet al, 2004; Pachec& Santos, 2002; Mariat al, 2003; Pérez-Alzola &
Santos, 1997). Pero esta induccién podria serfisigtivamente menor luego de que el
Influente (2) es sometido a tratamiento secund&ioel efluente obtenido luego de ser
sometido a tratamiento aerobico se sugiere la pcesale compuestos que causarian
mutacién por desplazamiento del marco de lectatas tcompuestos no serian eliminados
eficientemente por este tratamiento desde la naiestrinfluente (2), mientras que en el
efluente resultante del tratamiento anaerébicaiestgpresentes compuestos que causarian
mutacién por sustitucion de bases (GC), esto ingicaluego del tratamiento anaerébico
compuestos organicos biodegradables presentesleituehte (2) serian biotransformados
en compuestos capaces de causar mutacion pousidstitle bases. Debido a que la razén
de mutagenicidad promedio de la muestra sometidatamiento anaerdbico es menor, se
cree que este tratamiento bioldgico es mas efedjiv® el tratamiento aerdbico en la
eliminacion de la genotoxicidad.

Los resultados obtenidos con el test de Ames natrare al menos un valor superior a 2, y
no existe un claro efecto dosis-respuesta, pootawtes posible afirmar con certeza de que
los fitosteroles, influentes y efluentes sean ménaps, pero si muestran o sugieren cierto
efecto mutagénico, haciéndose necesario usar uegade bioensayos para determinar la
presencia o0 ausencia efectiva de la mutagenicigadofoxicidad), ya que debido a las
diversas propiedades y respuestas bioquimicassdeflleentes de la industria de celulosa
Kraft, la evaluacion de estos efluentes podria slansente estar limitada a uno o dos
bioensayos o solo a analisis quimico, sino a uteribade métodos, puesto que la ausencia
de un efecto especifico no siempre refleja la arlgede contaminacion con efecto

genotoxico/mutagénico.
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Siendo necesario medir varias respuestas biolégexasevaluar los efectos antropogénicos
sobre los ecosistemas acuaticos y particularmentesdefluentes, logrando asi una mayor
comprension de los efectos bioldgicos de los efegen

Por otra parte, los resultados obtenidos en eldestmes y ensayo “rec” d&. subtilis
sugieren que una respuesta tiempo dependiente cesam@ y Util de ser evaluada,
considerando que los compuestos contaminantes doofitosteroles pueden ser
bioacumulados y biomagnificados en el tiempo.

Por otro lado, compuestos con actividad hormonaltrdgenos), derivados de los
fitosteroles, muestran respuestas genotéxicasgdsientonces los fitosteroles precursores
de compuestos con actividad genotdxica. (Joosteal , 2004; Larssoret al, 2002;
Jenkinset al,, 2001)

En el test de Ames para un screening general sersugealizar una secuencia
metodoldgica (tier aproach) usando las cepas TA+*9BA-100 con y sin activacion
metabdlica. En este caso luego de obtenerse upaesta negativa con las cepas ya
mencionadas lo recomendable es usar otras cepasc@aino TA1535 y TA97 con y sin
activacion metabdlica, confirmando el experimerito si se obtiene una respuesta positiva
usando las condiciones y cepas en la cual se @b$emespuesta mutagénica. Si con la
cepa TA97 se obtiene respuestas leve o erradapka TA1537 puede ser usada en una
tentativa por clarificar los resultados (Mortelm&ngeiger, 2000).

Los resultados obtenidos con el test de Ames astari acuerdo con Wolfregs al (2002)
gue encontré que los fitosteroles y ésteres dstéitoles no muestran ninguna evidencia de
actividad mutagénica en ninguno de los ensayosyende mutacion bacteriana y ensayo
de aberracion cromosomal “in vitro”. Por otro lagb,ensayo “rec” dd. subtilissefiala
gue los fitosteroles presentan actividad genotdxioeo con los influentes de la industria
de celulosa Kraft, la cual disminuye luego de trida influentes biolégicamente. Estando
de acuerdo esto con informes que dicen que lagtditoles o sus derivados como hormonas
esteroidales presentan genotoxicidad, asi tambgmrfluentes de la industria de celulosa
Kraft (Kinae,et al 1981; Kotelevtsewt al, 2000; Raoet al., 1995), los cuales pueden
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incluir sustancias peligrosas que causan efectdargo plazo, siendo por ejemplo,
genotoxicas, hormonalmente activos o bioacumulgtigechas sustancias aparecen a bajas
concentraciones o0 son de caracter quimico desamot cual hace que su andlisis
guimico requiera tiempo y métodos de alta tecnaldgor lo tanto, el uso de bioensayos en
el monitoreo de los efluentes tiene una gran aili(Piia Pessaket al , 2004)

En resumen, se puede decir que ambos ensayosilesrpata determinar efecto a nivel del
ADN, sin embargo, dado las diversas propiedadesosleefluentes de la industria de
celulosa Kraft, los resultados son variables, siecmhveniente usar una rapida bateria de
bioensayos a pequefia escala para la evaluaciom dgeriotoxicidad y los efectos
hormonales, complementado con bioensayos de taxi@duda y crénica, con el propdésito
de establecer una relacion entre toxicidad y gewmmtiad, y esclarecer aun mas los
resultados (Raet al, 1995; Mariaet al, 2004; Mariaet al, 2003). Ademas la respuesta
negativa en el test de Ames no necesariamenteaiagdisencia de genotoxicidad pues solo
se evalla un cambio genético en el operdn de imatichientras que el ensayo “rec” Be
subtilis evalGa el dafio en el ADN total, por lo tanto afid encontrado en este ensayo
podria deberse a otro mecanismo o propiedad del ADM sélo a un mecanismo de
mutacion expresado por la reversion de la mutagioel operon de histidina. Un estudio de
genotoxicidad y/o mutagenicidad no puede evaluzogseun par de ensayos, se sugiere una
bateria de ensayos donde se incluyan otros orgasjsadlemas de bacterias, tales como

hongos, células animales, entre otros (Gollapulri&hna, 2000).
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CAPITULO VI

VI.1. CONCLUSIONES

1. Los resultados obtenidos, de acuerdo al ensayd Gedacillus subtilis,indican
gue los fitosteroles, estigmasteropgitosterol, muestran efecto genotoxico. Estos

no son mutageénicos segun el test de Ames.

2. El efecto genotoxico de los efluentes ensayadosriastlado, en parte, por la

presencia de los fitosteroles contenidos en ellos.

3. Los tratamientos bioldgicos, aerobio y anaerobsmitiuyen el efecto genotoxico

de los efluentes provenientes de la industria tdasa Kraft.

4. Considerando que los resultados presentados stmipeges, se sugiere realizar

otros ensayos para la confirmacién de los mismos.

5. Es importante destacar que no existe informacioriaeliteratura acerca de las
propiedades genotdxicas de los fitosteroles comgtitayentes de los efluentes de
la industria de celulosa Kraft, por lo tanto losukéados obtenidos serian un aporte

en este contexto.



CAPITULO VII
BIBLIOGRAFIA



76

CAPITULO VI

VII.1. BIBLIOGRAFIA

e Ames B., J. McCann, E. Yamasaki (1975) Methods detecting carcinogens and
mutagens with the Salmonella/mammalian-microsomedaganicity test. Mutation
Research, 31: 347-364.

e Claxton L., V. Houk, T. Hughes (1998) Genotoxiaifyindustrial wastes and effluents.
Mutation research, 410: 237-243.

e Cody R., S. Bortone (1997) Masculinization of masgjish as an indicator of
exposure to Kraft mill effluent. Bulletin Environmigal Contamination & Toxicology,
58: 429-436.

e Cook D., L. La Fleur, A. Parrish, J. Jones, D. H&997) Characterization of plant
sterols from 22 US pulp and paper mills. Water s@@eTechnology, 35: 297-303.

» del Rio J., J. Romero, A. Gutiérrez (2000) Analydisleposits produced in Kraft pulp
mills using a totally chlorine free bleaching seoge Journal of Chromatography A,
874: 235-245.

* del Rio J., A. Gutierrez, F. Gonzales-Vila (1999)alsys of impurities occurring in a
totally chlorine free-bleanched Kraft pulp. Jouro&Chromatography A, 830: 227-232.

e del Rio J., A. Gutierrez, F. Gonzalez-Vila, F. Mart J. Romero (1998)
Characterization of organic deposits produced i@ Kraft pulping of Eucaliptus
Globuluswood. Journal of Chromatography A, 82: 457-465.

 Dorado J.,, T. van Beek, F. Claassen, R. Sierrar&iwa2001) Degradation of
lipophilic wood extractive constituents iRinus sylvestrisby the white-rot fungi
Bjerkandera spAnd Trametes versicoloWood Science and Technology, 35: 117-125.

* Ericson G. & A. Larsson (2000) DNA Adducts in PefcRerca Fluvialitis)Living in
coastal water polluted with bleached pulp mill edihts. Ecotoxicology and
Environmental Safety, 46: 167-173.



77

Espinosa C. (2000) Evaluacion de los impactos deprizduccion de celulosa.
Publicaciones Terram, 4: 1-11.

Field J., R. Sierra-Alvarez, G. Lettinga, J. Riata1992). Environmental
biotechnology for the treatment of forest induginflutants profiles on biotechnology,
IV Congreso Nacional y | Hispano-Luso de Biotecigido(BIOTEC): 357-395.

Forlin L., T. Andersson, L. Balk, A. Larsson (1998jochemical and physiological
effects in fish exposed to bleached Kraft mill edfhts. Ecotoxicology and
Environmental Safety, 30: 164-170.

Gollapudi B., G. Krishna (2000) Practical aspedtsnatagenicity testing strategy: an
industrial perspective. Mutation Research, 455281-

Gutiérrez A., J. Romero, J. del Rio (2001) Lipojhiéxtractives in process waters
during manufacturing of totally chlorine free Krdéffom eucalypt wood. Chemosphere,
44: 1237-1242.

Houk V. (1992) The genotoxicity of industrial wastand effluents. A review,
Mutation Research, 227: 91-138.

Jansson M., P. Wormald, O. Dahlman (1995) Reactainsood extractives during
ECF and TCF bleaching of Kraft pulp Pulp and P&pemadian, 96: 42-45.

Jenkins R., R. Angus, H. McNatt, W. Howell, J. Kgramen, M. Kirk, E. Wilson
(2001) Identification of androstenediona in a rivantaining paper mill effluent.
Environmental Toxicology and Chemistry, 20: 132313

Jeng W.-L. & S.-J. Kao (2002) Lipids in suspendeatter from the human-disturbed
Lanyang river, northeastern Taiwan. EnvironmentbiGgy, 43: 138-144.

Joosten H., F. van Acker, D. van den DobbelsteenH@bach, E. Krajnc (2004)
Genotoxicity of hormonal steroids. Toxicology Lesel51: 113-134.

Kinae N., T. Hashizume, T. Makita, I. Tomita, I.riiira, H. Kanamori (1981) Studies
on the toxicity of pulp and paper mill effluents-Mutagenicity of the extracts of the
liver from spotted sea tro(@ilibea mitsukurii) Water Research, 15: 25-30.

Kostamo A.& J. Kukkonen (2003) Removal of resin acids andoigdrom pulp mill
effluent by activated sludge treatment. Water Rete@7: 2813-2820.



78

Kotelevtsev S., O. Hanninen, P. Lindstrom-SeppaH&uskonen, L. Stepanova, V.
Glaser, A. Beim (2000) Mutagenicity of bleached amubleached effluents from
Baikalsk pulp and paper mill at lake Baikal, Rusg\guatic Ecosystem Health and
Management, 3: 95-104.

Larsson D., K. Kinnberg, J. Sturve, E. Stephend&nSkon, L. Forlin (2002) Studies
of masculinization, detoxification, and oxidativieess responses in guppié¥gcilia
reticulatg) Exposed to effluent from a pulp mill. Ecotoxicgioand Environmental
Safety, 52: 13-20.

LaFleur L. (1996) Sources of pulping and bleachilegived chemical in effluents.
Environmental fate and effects of pulp and papel eiffluents, M. Servos, K.
Munkittrick, J. Carey, G. van der Kraak, (Eds),L8tie Press, Delray Press, FL. : 21-
31.

Lea L., P. Hepburn, A. Wolfreys, P. Baldrick (20@&gfety evaluation of phytosterol
esters. Part 8. Lack of genotoxicity and subchraaidcity with phytosterol oxides.
Food and Chemical Toxicology, 42: 771-783.

MacLatchy D. & G. Van der Kraak (1995) The phytoegéen p-sitosterol alters the
reproductive endocrine status of goldfish. Toxigyi@and Applied Pharmacology, 134:
305-312.

Mahmood-khan Z& E. Hall (2003) Occurrence and removal of plantadgein pulp an
paper mill effluents. Journal Environmental Engiteg Science, 2: 17-26.

Maria V., A. Correia, M. Santos (2004) Anguilla alta L. genotoxic and liver
biotransformation responses to abietic acid exgodtcotoxicology and Environmental
Safety, 58: 202-210.

Maria V., A. Correia, M. Santos (2003) Genotoxicd almepatic biotransformation
responses induced by the overflow of pulp mill essatondary-treated effluents on
Anguilla anguillaL. Ecotoxicology and Environmental Safety, 55: 1137 .

Maron D.,& B. Ames (1983) Revised methods for the Salmomallidagenicity test.
Mutation Research/Environmental Mutagenesis andtBelSubjects, 113: 173-215.



79

Mattsson K., K-J. Lehtinen, J. Tana, J. Hardig{ukkonen, T. Nakari, C. Engstrom
(2001) Effects of pulp mill effluents and restrdtdiet on growth and physiology of
rainbow trout (Oncorhynchus mykissEcotoxicology and Evironmental Safety, 49:
144-154.,

Mazza G. (1982Bacillus subtilis“rec assay” Test with isogenic strains. Applied an
Environmental Microbiology, 43: 177-184.

Mellanen P., T. Peténen, J. Lehtimaki, S. Méakela.,Bylund, B. Holmbom, E.
Mannila, A. Oikari, R. Santti (1996) Wood-derivedtregens: studieg vitro with
breast cancer cell lines ammal vivo in trout. Toxicology and Applied Pharmacology,
136: 381-388.

Mellanen P., M. Soimasuo, B. Holmbom, A. Oikari,Fantti (1999) Expression of the
vitellogenin gene in the liver of juvenile whitdfigCoregonus lavaretus L. s.exposed
to effluents from pulp and paper mills. Ecotoxigpfoand Environmental Safety, 43:
133-137.

Guifiez D. (2002) Efecto del porcentaje de sustituae cloro por dioxido de cloro
sobre las caracteristicas de los efluentes de ldende pulpa Kraft dBinus radiata.
Informe de memoria de titulo para optar al tituboldgeniero Civil Quimico. Facultad
de ingenieria, departamento de ingenieria quirtinazersidad de Concepcion.
Mortelmans K. & E. Zeiger (2000) Test Ames Salmtmélmicrosome mutagenicity
assay. Mutation Research, 455: 29-60.

Nieminen P., A. Mustonen, P. Lindstrém-Seppé, Jkasen, H. Mussalo-Rauhamaa,
J. Kukkonen (2002) Phytosterols act as endocrireg raetabolic disruptors in the
european polecaMustela putorius Toxicology and Applied Pharmacology, 178: 22—
28.

Pacheco M. & M. Santos (2002) Biotransformatiomagexic, and histopathological
effects of environmental contaminants in europeah @nguilla anguilla L.)
Ecotoxicology and Environmental Safety, 53: 331-347



80

Pérez-Alzola L. & M. Santos (1997) In vitro gendtevaluation of conventional
bleached and biobleached softwood pulp mill effteeMutation Research, 395: 107-
112.

Pessala P., E. Schultz, T. Nakari, A. Joutti, S\vel€2004) Evaluation of wastewater
effluents by small-scale biotest and fractionatiprocedure. Ecotoxicology and
Environmental Safety, 59:263-272.

Rao S., B. Quinn, B. Burnison, M. Hayes, C. Me&all995) Assesment of the
genotoxic potential of pulp mill effluent using beacal, fish and mammalian assays.
Chemosphere, 31: 3553-3566.

Saha B. (2003) Hemicellulose bioconversion. J Indrébiol Biotechnol, 30: 279-291.
Sipi P., C. Rosenberg, Z. Rudek, P. Jappinen, Hini®aH. Norppa (1997)
Cytogenetic effects of softwood Kraft pulp bleachieffluents and methanesulfonyl
choride in chinese hamster ovary cells. Mutatiosdech, 390: 105-112.

Stromberg L., R. Morck, P. Sousa, O. Dahlman (19BBgcts of internal process
changes and external treatment on effluent chgmistivironmental fate and effects of
pulp and paper mill effluents, M. Servos, K. Mutkak, J. Carey, G. van der Kraak,
(Eds), St Lucie Press, Delray Press, FL., USA.93-1

Takigami H., S. Matsui, T. Matsuda, Y. Shimizu (2D0rhe Bacillus subtilis“rec
assay”: a powerful tool for the detection of gematosubstances in the water
environment. Prospect for assessing potential impécpollutants from stabilized
wastes. Waste Management, 22: 209-213.

Ucar G. & M. Balaban (2002) Ciclohexane extractsbt#ck pine wood naturally
grown in eastern Thrace. Holz als Roh- und Werks&@rf. 34-40.

Vidal G. (1994) Biodegradacion de compuestos taxieo efluentes de industrias de
madera. Memoria de grado para optar al grado dedpor la Universidad de Santiago
de Compostela. Departamento de ingenieria quimicayersidad de Santiago de
Compostela.

Vidal G., R. Méndez y J. Lema (1996) La industrglutbsica de pasta y papel.

Departamento de ingenieria quimica, Universida8atgiago de Compostela, 139-145.



81

Verta M., J. Ahtiainen, T. Nakari, A. Langi, E. Kal (1996) The effect of waste
constituents on the toxicity of TCF and ECF pulpdahing effluents. Environmental
fate and effects of pulp and paper mill effluefis, Servos, K. Munkittrick, J. Carey,
G. van der Kraak, (Eds), St Lucie Press, Delrag®rEL.: 41-51.

Van den Heuvel M., R. Ellis, L. Tremblay, T. Stuttye (2002) Exposure of
reproductively maturing rainbow trout to a New Zea pulp and paper mill effluent.
Ecotoxicology and Environmental Safety, 51: 65-75.

Wolfreys A. & P. Hepburn (2002) Safety evaluation of phytostersters. Part 7.
Assesment of mutagenic activity of phytosterolsytpsterol esters and cholesterol
derivative, 4-cholesten-3-one. Food and Chemicaicbdogy, 40: 461-470.
Informacion obtenida de las siguientes paginas: vewyc.cl, www.papelnet.cl,

www.arauco.cl.



82

ANEXO

Publicaciones

- Xavier, C. R.,_Ofiate, EMondaca, M. A. and Vidal, G. 2005. Genotoxicitys@ss on

kraft pulp mill effluent treated by activated sledgnd aerated lagooEcotoxicology and

Environmental Safetfsubmitted).

Congresos

1.

Onate, E.Decap, J., Chamorro, S., Vidal, G. y Mondaca, M2804. Evaluacion de la

genotoxicidad de fitosteroles presentes en eflgewnke fabrica de celulosa Kraft
mediante el ensayo “Rec” d®acillus subtilis XXVI Congreso Chileno de

microbiologia. Valparaiso, 1 al 3 de Diciembre.

Onate, E. Xavier, C., Belmonte, M., Vidal, G., Mondaca, M. 2005. Ensayo “rec”
con Bacillus subtilisusado para evaluar la remocion de la genotoxicidad el

tratamiento de efluentes de la industria de cetukdsft. XXVII Congreso Chileno de

microbiologia. Pucén, 13 al 16 de Octubre (Enviado)

Onate, E., Xavier, C., Mondaca, M. A., Belmonte, M., Vidal,. @005. La
genotoxicidad como indicador de eficiencia en gisi® de tratamientos aerobicos. XVI

Congreso de Ingenieria Sanitaria y Ambiental AlQlsite. Vifia del Mar, 23 al 26 de
Octubre (Aceptado).
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