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RESUMEN

La industria de celulosa kraft se considera un importante colaborador de
descargas de contaminantes, que provocan impactos adversos en los
ecosistemas acuaticos receptores. Sus efluentes se caracterizan por tener
materia organica, y ser de caracter mutagénico, genotdxico, e incluso
citotoxico. Se han implementado tecnologias de tratamientos secundarios de
tipo biolégico aerobio para la degradacién de la materia organica y eliminacién
del color presente en estos efluentes, siendo los sistemas de lodos activados
una de las técnicas mas utilizadas. Los parametros fisicoquimicos, tales como
demanda quimica de oxigeno, velocidad de carga organica y temperatura,
entre otros, no permiten identificar si el potencial toxicolégico es remediado
después de los tratamientos. Por ello, se deben combinar con ensayos de

toxicidad sobre organismos vivos.

El objetivo de este estudio fue determinar la toxicidad de un efluente de
celulosa kraft tratado con un sistema de lodos activados, en condicion de
operacion normal y de shock téxico, mediante el ingreso en el sistema de
diferentes concentraciones de licor negro (2, 4, 10 y 30 mL licor/L efluente)

proveniente del proceso productivo.

Se obtuvo una eficiencia de eliminacion de materia organica para la condicién
normal de 56%, que disminuyd de 65 a 20% desde la aplicaciéon del shock 1 al
4, resultado evidenciado por un descenso en la actividad heterdtrofa de la
biomasa tras la aplicacion de cada shock. No obstante, se observd una
recuperacion del sistema tras shock 4, manifestando cierta capacidad de

adaptacion de las bacterias del sistema.

Se evalud la toxicidad letal (LCso) y subletal (deformidad en el organismo)
mediante D. magna, expuesta a concentraciones de 100, 50, 25, 12,5y 6,25%
para cada shock. Los resultados evidencian que el efluente no presenta
toxicidad aguda (LCso), en ninguno de los shocks todxicos, sin embargo,
presenta alteraciones principalmente en el rostrum y espina caudal. Shock 1
evidencia un 10 % de deformidad en la espina caudal para el 50 y 100% y un
20% sobre el rostrum para el 50%. Shock 2, presenta un 20 % de deformidad
en espina caudal a 25 y 50%. Shock 3 sélo evidencia alteraciones al 25% con
20% espina caudal y 30% rostrum, y shock 4 presenta alteraciones en todas

las concentraciones con un 30% en la espina caudal en 12,5, 25, 50, 100% vy
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20% de deformidad en el rostrum al 50%. Ademas se evalué el potencial
mutagénico a través del Muta-ChromoPlate kit, basado en el test de Ames. Se
evidencia mutagenicidad con un 99,9% de significancia en los efluentes con
menor concentracién de licor negro (2 y 4 mL licor/L efluente), y citotoxicidad

para las concentraciones mas elevadas (10 y 30 mL/L efluente).

Se comprueba asi, que los sistemas de tratamientos secundarios
convencionales no logran eliminar el potencial mutagénico generado en el
proceso de la celulosa, pero si una disminucién considerable de la carga

organica presente.
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ABSTRACT

Bleached kraft pulp industry is considered a major contributor to discharges of
pollutants that cause negative impacts to aquatic ecosystems receptors. Kraft
pulp mills are characterized by a high load of organic matter, potentially
mutagenic, genotoxic, and even cytotoxic. Secondary biological wastewater
treatment technologies have been implemented, such as aerobic activated
sludge systems to degrading organic matter and removing its color.
Physicochemical parameters, including as chemical oxygen demand, specific
oxygen uptake rate and temperature, among others, do not identify whether
the toxicological potential is solved after treatments. Therefore, it should be

combined with toxicity tests on organisms.

The present study evaluates kraft pulp mill effluent toxicity, treated with
activated sludge system in normal operation and toxic condition, by different
black liquor concentrations into the system (2, 4, 10 and 30 mL liquor/L

effluent) from the production process.

Removal efficiency of organic matter for the normal condition was 56%, which
decreased by 65-20% since the implementation of shock 1 to 4, a result
evidenced by a drop in the heterotrophic biomass activity after applying each
shock. However, a system recovery was observed following shock 4, showing

up from the bacteria some ability to adapt in there.

Lethal toxicity (LCso) and sublethal toxicity (body deformities) by D. magna,
exposed to concentrations of 100, 50, 25, 12.5 and 6.25% for each shock, was
evaluated. The results indicate that the effluent has no acute toxicity (LCso),
none of the toxic shocks; however, presents disturbances mainly in the rostrum
and apical spine. Shock 1 evidence 10% apical spine deformity at 50 and 100%
and 20% rostrum deformity at 50%. Shock 2 presents a 20% apical spine
deformity at 25 and 50%. Shock 3 only evidence alterations at 25% with 20%
apical spine anomalies and 30% rostrum, and shock 4 shows changes in all
concentrations with 30% apical spine at 12.5, 25, 50, 100% and 20% rostrum
deformity at 50%. Mutagenic potential was evaluated by Muta-ChromoPlate Kit,
based on the Ames test. 99.9% mutagenicity level was evidenced in the
effluents with lower concentration of black liquor (2 and 4 mL liquor/ L
effluent), and cytotoxicity effects to higher ones (10 and 30 mL liquor/ L
effluent).
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It is verified that conventional secondary treatment systems do not remove the
mutagenic potential generated in the kraft pulp process, although a significant

decrease of this organic load is proved.
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1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes generales

La eliminacién de aguas residuales no tratadas proveniente de los procesos
industriales puede producir impactos ambientales negativos en los cursos de
agua receptores, en funcién de los contaminantes que dichos efluentes
contengan (Thompson et al., 2001). Alteraciones en determinados parametros,
tales como sédlidos suspendidos, materia organica, temperatura y nutrientes,

son un claro indicativo de contaminaciéon (Chamorro et al., 2013).

Existe una gran variedad de opciones tecnoldgicas para tratar las aguas
residuales, que pueden involucrar tratamientos fisicos, quimicos o bioldgicos. El
tipo de tratamiento y gestién de los residuos depende, entre otros factores, de
las caracteristicas y peligrosidad de los mismos, asi como la posibilidad de
recuperacion, de reutilizacion o de reciclado (Belmonte et al., 2006).
Actualmente, una de las tecnologias mas utilizadas para el tratamiento de
residuos liquidos son los procesos bioldgicos aerdbicos. Entre ellos, destacan
los sistemas de lodos activados (WEF, 2008), basados en la oxidacion de la

materia organica por parte de los microorganismos (Ramalho, 1996).

La industria de la celulosa es considerada como un gran consumidor de
recursos naturales (madera y agua) y energia, siendo un colaborador
significante de descargas de contaminantes que provocan impactos adversos
en los ecosistemas acuaticos (Latorre et al., 2005). Estos impactos son
complejos debido a la accion combinada de: 1) aspectos fisicos como el olor,
color o la turbidez; 2) sustancias toxicas potenciales, ya sean procedentes de la
madera (acidos resinicos, acidos grasos, lignina y sus derivados, esteroles
entre otros) o generados en el proceso, compuestos clorados, compuestos de
azufrados, y 3) la eutrofizacién, provocada por niveles de nutrientes tales como

fésforo y nitrégeno.

Estos efluentes se caracterizan por un alto contenido en compuestos organicos
toxicos e incluso inhibitorios, algunos de ellos con caracter mutagénico y
genotoxico, e incluso citotéxico (Costa et al., 2008). El analisis de estas
mezclas incluye técnicas cuali-cuantitativas para conocer su composicién, asi

como estudios en organismos modelo para establecer su toxicidad, resultando
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necesario el estudio de la dindmica de los contaminantes en los sistemas

bioldgicos (Belmonte et al., 2006).

1.2 La industria de celulosa

La industria de celulosa es en la actualidad, uno de los sectores industriales
mas importantes en el mundo, debido principalmente al crecimiento sostenido
de la demanda de papel, producto del cual es materia prima (Altesor, 2008).
De las 13 millones de hectdreas de plantaciones forestales que existen en el
mundo para abastecer la producciéon de celulosa, el 80% se encuentra en
América del Sur y Asia, y esta previsto que aumenten hasta 17,3 millones de
hectareas en 2020 (FAO, 2007). Anualmente se transan en el mundo
aproximadamente 48 millones de toneladas métricas de celulosa, en el que
Chile tiene una participacién del 6%, siendo el cuarto mayor exportador,

después de Brasil, Canada y Estados Unidos (Arauco, 2013).

La industria de celulosa en Chile es la base del sector forestal, que se ha
consolidado como uno de los pilares fundamentales del crecimiento econdémico
del pais y como motor de las exportaciones nacionales, abarcando un 35% del
total de productos forestales (ATCP, 2012). Segun reportes de Resource
Information Systems Inc. (RISI), la produccién mundial de celulosa en 2013
totalizd cerca de 179 millones de toneladas métricas, estableciendo a Chile en
la décima posicion, con el 3,1%. Gracias a las condiciones favorables que
ofrece el mercado internacional y las ventajas competitivas que el pais
presenta, la produccion de celulosa por parte de la industria chilena se ha
duplicado entre el afo 2000 y 2013, como producto de continuas y cuantiosas
inversiones en nuevas plantas y ampliaciones de capacidad industrial (Chiang
et al., 2010).

Actualmente, Chile se encuentra en condiciones de producir casi 6 millones de
toneladas de celulosa al ano. La Compaiiia Manufacturera de Papeles y
Cartones (CMPC S.A.) controla casi 3 millones de toneladas, seguida muy de
cerca por Empresas Arauco y Constitucién S.A., con 2,87 millones de toneladas
(Arauco, 2013; CMPC, 2014). Las principales especies utilizadas como materia
prima, Pinus radiata y Eucaliptus globulus, han logrado una buena adaptacién a
las condiciones de clima y suelo (Luraschi, 2007), estableciendo la zona centro

sur del pais como punto de concentracidén de esta industria.
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1.2.1 Proceso productivo de la industria de celulosa kraft

El proceso kraft es el mas utilizado para la elaboracion de celulosa (Bierman,
1996; Pokhrel and Viraraghavan, 2004). Se basa en la separacion de las fibras
de celulosa de los demas componentes de la madera, principalmente de la
ligninina y hemicelulosas, a través de la utilizacién de sulfuro (Chamorro et al.,
2005).

La variabilidad entre Pinus radiata (celulosa blanqueada de fibra larga; BSKP) y
Eucaliptus globulus (celulosa blanqueada de fibra corta; BEKP) (Luraschi,
2007), no sdblo se debe a las diferencias morfoldégicas sino también a su
composicién quimica. La Tabla 1, muestra los componentes de la madera
constituida principalmente de celulosa, hemicelulosa, lignina y compuestos
extractivos de la madera, entre los que se encuentran acidos grasos, acidos
resinicos y fitoesteroles, entre otros (LaFleur, 1996; Gutiérrez et al., 1998;
Rosa et al., 2010; Del Rio et al., 2000). Estos compuestos son importantes
debido a las propiedades fisico-quimicas que presentan, siendo responsables
del color, olor y proteccién de la madera (Diez et al., 2002). Se ha determinado
que P. radiata, presenta un mayor porcentaje de extractivos de la madera (0,5
- 7,0%), en comparacion a E. globulus (0,2 - 3,2%) (Lafleur, 1996).

Tabla 1. Constituyentes de la madera en E. globulus y P. radiata.

Constituyente Eucalyptus Pit_1us Referencia
madera globulus (%) radiata (%)
Celulosa 43,0-50,0 42,0-46,0 1-2
Hemicelulosa 25 35 1-2
Lignina 25,0-31,0 17,0-26,0 1-2
Compuestos extractivos 0,2-3,2 0,5-7,0
Acidos grasos 14,0-27,7* 4,0% 3-4
Acidos resinicos  N.D. 8,9% 3-4
Ceras 2,8-5,8% 1,6% 3-4
Triglicéridos 6,7-13,2* 7,3% 3-4
Fitoesteroles 1,2%* 32-51,7% 3-4

*: mg/100 g madera; (1) LaFleur (1996); (2) Rosa et al. (2010); (3)
Gutiérrez et al. (1998); (4) Del Rio et al. (2000).
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La industria de celulosa kraft blanqueada, basa su produccion en dos
principales procesos, pulpaje y blanqueo. Se inicia, tal y como se observa en la
Figura 1, con una etapa previa de preparacion de la madera, en la que ésta es

descortezada y reducida a astillas (Arauco, 2013).

En la etapa de pulpaje o digestidn, las astillas ingresan a un digestor continuo
en el que son sometidas a coccién con licor blanco, compuesto por hidréoxido de
sodio (NaOH) y sulfuro de sodio (Na2S), a un pH mayor a 12, bajo
temperaturas controladas entre 160-180 °C, y presidén, por un periodo entre
0,5-3 horas, lo que permite disolver la mayor parte de la lignina de las fibras

de la madera (Bierman, 1996).

El licor blanco con la lignina disuelta, se convierte en una solucién acuosa
residual muy compleja, compuesta de material organico y reactivos sobrantes,
conocida como licor negro. Este Uultimo, se concentra en una caldera
recuperadora para ser procesado en el sistema de recuperaciéon de productos
quimicos y energia (Ofate, 2006), generandose licor verde (sulfuro de sodio y
carbonato de sodio) (Bajpai, 2013). El licor verde obtenido, es llevado a un
proceso de caustificacion, donde se recupera licor blanco, que es devuelto al

proceso de digestion (Zaror, 2002).

Las fibras resultantes del proceso de digestion, son lavadas y filtradas
denominandose celulosa cruda, ya que aun contiene lignina residual y taninos
polimerizados, responsables de su coloracion marrén. Es por ello que se

requiere una etapa final de blanqueo (Gutiérrez et al., 2006).

La etapa de blanqueo convencionalmente se realizaba con cloro elemental
(Cl2). Sin embargo, investigaciones cientificas evidenciaron la generaciéon de
compuestos organoclorados (Absorbable Organic Halogens; AOX) presentes en
sus efluentes liquidos. Actualmente, se utilizan procesos libres de cloro total
(TCF) o libres de cloro elemental (ECF), mediante secuencia de blanqueo en
base a didéxido de cloro (ClO2) como agente oxidante, en varias etapas
sucesivas, que incluye etapas de extraccidon y lavados intermedios (Bajpai,
2013). Estos cambios han significado una reduccion importante de
componentes clorados (mas de un 90% en relacién con el proceso antiguo)
(Odendahl et al., 1990), los cuales han sido tradicionalmente considerados
responsables del mayor porcentaje de toxicidad aguda de los efluentes
(Campos, 2004).
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La pulpa ya blanqueada contiene un alto contenido en agua (entre 98 y 99%),
y es necesaria su eliminacidon por gravedad y vacio, formando una lamina
continua uniforme, que se seca con aire caliente, se dimensiona y embala para

su transporte y comercializacion (Arauco, 2013).

Descortezado
Astillado
Licor negro
Sistema de
Digestion recuperacion de
reactivos y energia
Licor blanco
Lavado de
pulpa
al Planta de
anqueo tratamiento
Secado y Emision de RILES a
embalado cuerpos receptores

Figura 1. Proceso productivo industria de celulosa kraft. RILES: Residuos

Industriales Liquidos. Fuente: Adaptado de Luraschi (2007).

1.2.2 Residuos liquidos de la industria de celulosa kraft

La industria de celulosa kraft, debido a las caracteristicas de su proceso
productivo, hace un uso intensivo del agua, ocupando el tercer lugar a nivel
mundial en cuanto a la extraccién de agua dulce, por detras de la mineria y la
industria quimica (Bajpai, 2013). Lo anterior, se evidencia en los elevados
voliumenes de descarga de efluentes que posee, con un valor promedio de 45
m?3 por tonelada de producto elaborado, llegando incluso a alcanzar los 60 m3
(Thompson et al., 2001).
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Esta industria ha sido durante afios considerada como una de las principales
fuentes de contaminacion del medio ambiente, debido a su toxicidad atribuida
principalmente a la fraccion de compuestos extraibles (Kovacs et al., 1992),
carga organica, soOlidos en suspensién y color (Ali and Sreekrishnan, 2001).
Debido a la composicion de las maderas utilizadas como materia prima, los
efluentes de la industria de celulosa Kraft son mezclas extremadamente
complejas, con sustancias de alto y bajo peso molecular (Vidal et al., 2001),
encontrandose una variedad de contaminantes que en algunos casos son

dificiles de detectar, caracterizar y por tanto, clasificar.

Durante el proceso de lavado, blanqueo y deslignificacién, compuestos
organoclorados (AOX), componentes de la madera, principalmente la lignina y
derivados, acidos resinicos y fitoesteroles, entre otros, quedan disueltos en el
efluente (Belmonte et al., 2006). Como resultado, el efluente de este proceso
es de tonalidad marrén oscura, color derivado de los compuestos poliméricos

cromoéforos de la lignina (Bajpai, 2013).

Existen fuentes de emisién no habituales, como son derrames de componentes
liguidos de la fase de digestion (Luraschi, 2007). Tal es el caso del licor negro,
que es generado como agua residual, con aproximadamente 7 toneladas de
licor negro por tonelada de pulpa producida. Contiene, tal y como se muestra
en la Tabla 2, elementos del licor blanco utilizado en la coccién y la lignina
disuelta, junto a otras sustancias propias de la madera que incluyen, acidos
carboxilicos, hemicelulosas (especialmente xilanos), metanol, entre otros

componentes que le otorgan la caracteristica de toxico (Bierman, 1996).
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Tabla 2. Composicion del licor negro.

Componentes Peso seco (%)

Organicos

Lignina 38
Acidos sacarinicos (hemicelulosas) 23
Acidos alifaticos (lignina y carbohidratos) 14
Acidos grasos y resinicos (extractivos) 0,5
Polisacaridos (celulosa y hemicelulosas) 3,0
Total 79
Inorganicos

NaOH 2,4
NaHS 3,6
Na2COs3 y K2COs 9,2
NaSOa4 4,8
Na2S20 y Naz2S 0,5
NacCl 0,5
Total 22

Fuente: Knowpulp. (2014).

Ha sido documentada la existencia de derrames de licor negro en plantas de
celulosa que han llegado al sistema de tratamiento de efluentes v,
considerando que las caracteristicas de este residuo liquido, tal y como se
indica en la Tabla 3, son distintas al efluente normal, su ingreso al sistema de
tratamiento puede tener repercusiones en el proceso de depuracion (Sandberg,
2009).
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Tabla 3. Caracteristicas del licor negro.

Parametro Unidad Valor
Temperatura oC 32
pH 11
CE mho/cm 32,6
DQO mg/L 28000
DBO mg/L 9000
ST mg/L 35000
SDT mg/L 22500
SST mg/L 12500
NTK mg/L 310
Sulfato (S0472) mg/L 130
Fosfato (PO472) mg/L 80,2
Cloruro (CI") mg/L 1533
AT (como CaCO03) mg/L 8000
AGV mg/L 975
Grasas y aceites mg/L 3250

CE: Conductividad Eléctrica, DQO: Demanda Quimica de Oxigeno, DBO:
Demanda Bioldgica de Oxigeno, ST: Soélidos Totales, SDT: Sélidos
Disueltos Totales, SST: Solidos Suspendidos Totales, NTK: Nitrogeno Total
Kjeldahl, AT: Alcalinidad Total, AGV: Acidos Grasos Volatiles. Fuente:
Bishnoi et al. (2006).

1.2.3 Tratamiento de residuos liquidos de la industria de celulosa kraft

Debido a la composicion de los efluentes del proceso productivo de celulosa
kraft, y a su impacto en el medio ambiente, es necesario implementar sistemas
de tratamiento de efluentes (Pokhrel and Viraraghavan, 2004). Generalmente,
se utiliza en las plantas de celulosa kraft, un sistema de tratamiento primario,
seguido de uno secundario de naturaleza bioldgica, y finalizando con un

proceso terciario (Doble, 2005).

El objetivo del tratamiento primario es la eliminacién de los sélidos suspendidos
alcanzando eficiencias del 80-90% (Thompson et al., 2001), con el empleo,

comlnmente, de sedimentadores.
El tratamiento secundario es utilizado principalmente para la eliminacion de

materia organica contenida en el efluente (Chamorro et al., 2005). Las

tecnologias implementadas son de tipo biolégica aerdbica, debido la presencia

21



de potenciales inhibidores de procesos anaerdbicos, tales como el sulfato
(Rodrigues et al., 2010). De esta manera, han sido utilizados sistemas en los
gue microorganismos degradan la materia organica en presencia de oxigeno,
entregando un efluente de mejor calidad. Estas pueden ser subdivididas, de
acuerdo a la forma de operacién, en sistemas de biomasa libre (los
microorganismos se encuentran suspendidos en el liquido de mezcla del

reactor) y adherida.

Dentro de los sistemas de biomasa libre, los lodos activados representan la
alternativa mas empleada, con eficiencias de eliminacién de Demanda Bioldgica
de Oxigeno (DBOs) de 65-99%, y eliminacion de Demanda Quimica de Oxigeno
(DQO) de hasta el 60%, pero sin sobrepasar dicho valor, debido principalmente
a la presencia de ligninas de elevado peso molecular y a compuestos fendlicos

clorados de dificil degradacién (Xavier et al., 2005).

De manera general, las plantas de tratamiento de efluentes de celulosa kraft,
consiguen atender los valores de vertidos correspondientes, en relaciéon a la
materia organica biodegradable. Sin embargo, como se observa en la Tabla 4,
debido al contenido de DQO residual, toxicidad y color, presentes en el
efluente, es recomendada la aplicacion de un tratamiento terciario, atendiendo
a las caracteristicas del ecosistema acuatico receptor. Tratamientos terciarios
son poco frecuentes en la actualidad, pero a medida que la legislaciéon se

vuelva mas estricta, se pueden tornar habituales (Thompson et al., 2001).

Tabla 4. Caracterizacion efluente secundario celulosa kraft.

Parametro Unidad Rango
pH 7,2-7,4
DBOs mg/L 16,0-34,9
DQO mg/L 202,9-213,7
Color (400 nm, pH 9) Abs 0,2-1,0
Fenoles totales (215 nm) mg/L 164,0-204,2
NT mg/L 1,7-1,9
PT mg/L 0,8-0,9

DBOs: Demanda Bioldgica de Oxigeno; DQO: Demanda Quimica de
Oxigeno; NT: Nitrogeno Total; PT: Fosforo Total. Fuente: Chamorro et
al. (2010); Lopez et al. (2011).
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1.3. Sistema de lodos activados

El tratamiento de aguas residuales mediante lodos activados es actualmente el
método mas empleado para la depuracidon de efluentes, debido a que presenta
resistencia a fluctuaciones en el caudal de entrada, carga orgdnica y
composicién del influente (Metcalf y Eddy, 2003). En general, son reactores
mas compactos, con cortos tiempos de retencion hidraulico (Xavier et al.,
2011), de mayor flexibilidad de operacion a través de un control racional de la
biomasa presente en el proceso, minimizacién de olores, y aplicacion a un

amplio rango de efluentes industriales (Metcalf y Eddy, 2003).

En general, el sistema se compone de dos partes, un tanque de aireacién y uno
de sedimentacién, tal y como se observa en la Figura 2. El tanque de aireacion
contiene un licor de mezcla, formado por un conjunto de microorganismos. El
ambiente aerobio en el reactor se consigue mediante el uso de aireadores
mecanicos, que sirven, ademadas, para mantener un sistema de mezcla
completa. Los microorganismos estabilizan la materia organica mediante
reacciones de oxidacion bioldgica, y tras un periodo de tiempo determinado, el
licor de mezcla se conduce hasta un tanque de sedimentacion, donde los
fléculos (unidad funcional del reactor) se separan por decantacion del agua
clarificada, que sera vertida a un cauce. Una parte de las células sedimentadas
se recircula para mantener en el reactor la concentracion de células deseadas,

mientras que la otra parte se purga del sistema (Metcalf and Eddy, 2003).

Tanque de Tanque de
aireacion sedimentacion

Afluente —3 P —» Efluente
Liquido de

mezcla

» Purga

Recirculacidn

Figura 2. Sistema convencional de lodos activados.
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1.3.1 Parametros operacionales

El proceso de lodos activados implica un sistema bioldgico de gran complejidad,
que puede verse afectado por modificaciones en las condiciones ambientales.
Se requiere, por tanto, un estrecho control sobre algunas variables
operacionales del sistema de tratamiento, para garantizar una operacion

adecuada.

Se considera que parametros como el pH, el oxigeno disuelto y la temperatura,
deben estar dentro de rangos determinados para la adecuada proliferacion y
desarrollo de los microorganismos. Ademads, existen condiciones de
funcionamiento que inciden en la eficiencia del proceso, tales como el tiempo
de residencia y las caracteristicas del agua residual, incluyendo relacion entre
materia organica y nutrientes, la toxicidad, la cantidad de microorganismos
presentes en el tanque de aireacién y la tasa de recirculacion, entre otros
(WEF, 2008).

A continuacion, se describen algunos parametros operacionales esenciales para

el control del sistema de lodos activados.

e Temperatura

La temperatura es uno de los parametros mas controversiales, debido a su alta
influencia en el desarrollo de los microorganismos y en las reacciones quimicas
y velocidades de reaccion. Incrementos importantes de temperatura afectan a
la solubilidad del oxigeno en el licor de mezcla, provocando una disminucion
desde 14,74 mg/L a 0°C hasta 7,03 mg/L a 35°C. Ademas, produce un
aumento en las velocidades de las reacciones quimicas, consumiendo el
oxigeno disuelto, llegando incluso a provocar un agotamiento de su
concentracion. Cabe destacar que, cualquier cambio brusco de temperatura,
puede generar la mortalidad de gran parte de los microorganismos (Metcalf and
Eddy, 2003; Ramalho, 1996).
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e pH

La concentracion del id6n hidrogeno (H*) es un claro indicador de calidad del
medio y afecta a la composicion de la biocenosis de los lodos activados. El
intervalo de pH tolerado por las bacterias es 4,0-9,5, existiendo un intervalo
optimo de operacién de 6,5-7,5 (Ramalho, 1996). Con valores de pH inferiores
a 6,5, se produce el crecimiento de hongos filamentosos en lugar de bacterias,
mientras que un pH por encima de 8,5-9,0, inhibe la actividad bacteriana.
Fluctuaciones repentinas del pH en el reactor, tienen como consecuencia, la
muerte de microorganismos, lo que afectard de manera indirecta la eficiencia

de eliminacion de materia organica del proceso (Sandberg and Holby, 2008).

¢ Oxigeno disuelto (OD)

Una concentracion de OD en el reactor es esencial para la correcta respiracién
de los microorganismos y oxidacién de la materia organica. Este parametro
debe hallarse en concentraciones superiores a 2 mgO2/L, siendo este valor, el
minimo necesario para un desarrollo adecuado de la biomasa (Metcalf and
Eddy, 2003; Ramalho, 1996). La relaciéon cantidad de oxigeno/cantidad de
alimento debe estar regulada y mantenerse estable. Una descompensacion en
un sentido o en otro, puede dar lugar a una aparicion de organismos
filamentosos que tienden a flotar en el decantador secundario, alterando
totalmente la separacion sdlido-liquido y tendiendo a ser lavados con el
efluente. Ademas, la agitacién debe estar bien controlada, para que el oxigeno

y el alimento se distribuyan de una manera homogénea.

¢ Tiempo de retencion hidraulico (TRH)

Para que se pueda dar el proceso de oxidacion bioldgica, es necesario que los
microorganismos permanezcan un tiempo de contacto suficiente con la materia
organica disuelta, siendo uno de los parametrosa considerar para una
operacion eficiente. Los sistemas convencionales presentan TRH entre 3-10 h,
mientras que los de aireacidon extendida de 12-36 h (Metcalf and Eddy, 2003).
Ademas, es un parametro importante de disefio, puesto que en relacién con el
caudal a tratar y el tiempo que debe permanecer en el reactor, se calcula el

volumen del mismo.
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¢ Velocidad de carga organica (VCO)

La VCO se refiere a la cantidad de materia organica que ingresa al sistema,
representdandose como la alimentacion de DBOs por unidad de volumen de
reactor, expresada como (kgDBOs/m3-d) (Zaror, 2002). La carga organica varia
con la operacién de la planta, tanto en flujo, como en concentracién de
material organico. Tipicamente, los valores de disefio se encuentran entre 0,3-
1,6 KgDBOs/m3-d (Ramalho, 1996).

e Concentracion de la biomasa en el reactor

La porcién organica de los sélidos que se encuentran suspendidos en el reactor,
estd representada por los SSV (Sdlidos Suspendidos Volatiles) del tanque de
aireacion, también denominados SSVLM (Soélidos Suspendidos Volatiles del
Licor de Mezcla), que comprenden los microorganismos vivos, muertos y restos
celulares. En un reactor convencional, los SSV tienen valores de concentracion
entre 1500-5000 mg/L (Metcalf and Eddy, 2003).

e Relacion alimento - microorganismos (A/M)

La relacion A/M hace referencia a la cantidad de materia organica alimentada,
expresada como DBOs 6 DQO por unidad de biomasa presente en el reactor,
como kgSSV. Valores tipicos se encuentran en el rango de 0,2-0,9
kgDBOs/kgSSV-d, siendo la relacion optima de 0,3-0,6 kgDBOs/kgSSV-d
(Ramalho, 1996; Zaror, 2002). Este parametro puede ser modificado desde la
operacion del sistema, ya que, la concentracion de microorganismos puede ser
rectificada aumentando o disminuyendo la purga de lodos (Metcalf and Eddy,
2003).

¢ Relacion materia organica y nutrientes

El nitrégeno y el fésforo son nutrientes esenciales en el desarrollo de los
microorganismos, siendo base para la sintesis de las proteinas (Metcalf and
Eddy, 2003). Deben encontrarse en cantidades suficientes para un correcto
crecimiento microbiano; de no ser asi, el consumo de materia organica por
parte de las bacterias se veria limitado. La relacién o6ptima entre materia

organica y nutrientes, expresada en unidad de masa como DBOs:N:P,
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corresponde a 100:5:1 en los sistemas de lodos activados convencionales (Diez
et al., 2002).

¢ Recirculacion

La recirculacién de los microorganismos desde el sedimentador al tanque de
aireacion, permite mantener una concentracién de biomasa constante en el
reactor. Valores de recirculacidon varian en funcion del caudal de entrada, desde
una fraccion de 0,25 a 1,25 de éste (Metcalf and Eddy, 2003).

e Edad del lodo

Corresponde al tiempo promedio en que los microorganismos permanecen en el
proceso de tratamiento. La edad del lodo puede variar de 4 - 15 d, en sistemas
convencionales. Cabe destacar que un lodo antiguo estara caracterizado por un
crecimiento disperso y tendra como resultado una pobre sedimentacion
(Metcalf and Eddy, 2003).

o Indice Volumétrico del Lodo (IVL)

El IVL es un indicador macroscopico que permite evaluar las caracteristicas de
decantacion del lodo. Corresponde al volumen en litros, que ocupa 1 gramo de
solidos en suspensidon del licor de mezcla en peso seco, después de sedimentar
por 30 minutos. Es un parametro Util para determinar si se esta produciendo
un aumento de volumen del lodo, denominado lodo floculento o Bulking. Este
fendmeno, se caracteriza por producir un IVL mayor a 100 mL/gSST, junto a la
presencia excesiva de bacterias filamentosas (Sezgin, 1982). Los valores
tipicos de IVL para lodos con buenas caracteristicas de sedimentacién estan
dentro del intervalo de 35-150 mL/gSST (Ramalho, 1996).

1.3.2 Microbiologia del lodo activado

El sistema de lodos activados constituye un ecosistema artificial donde se
desarrollan y proliferan los microorganismos en condiciones controladas y
limitadas (Parody, 1997), lo que conlleva una competencia continua entre
especies. Aquellos que son capaces de agruparse y formar fléculos, o los que

se adhieren a estos, son retenidos en el sistema de lodos activados, por el
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contrario, los que crecen libremente y de forma dispersa escapan del sistema
con el efluente. Los floculos constituyen una formacion estable del proceso de
fangos activados, ya que decantan y pueden ser recirculados sin ser evacuados

con el efluente (Rius, 2003).

Desde un punto de vista metabdlico, los microorganismos pueden dividirse en
descomponedores, correspondientes a bacterias responsables de Ia
biodegradacién de los contaminantes presentes, y en consumidores, entre los
que se encuentran protozoos y metazoos, que utilizan las bacterias y otras

células microbianas como sustrato (Madoni, 1994; WEF, 2008).

A continuacién, se describen los tipos de microorganismos mencionados,

representativos de los lodos activados.

¢ Bacterias

Son el principal componente del ecosistema del lodo activado y el constituyente
mas abundantes del floculo, correspondiendo a un 90-95% de la biomasa
presente en el licor de mezcla. Son las responsables de la oxidacién de la
materia orgdnica y de la transformacién de los nutrientes. Ademads, producen
polisacaridos y materiales poliméricos que ayudan en la en la floculacion (Mas
et al., 2008).

¢ Protozoos

Los protozoos son organismos unicelulares eucariotas, que se alimentan de las
bacterias libres presentes en el ecosistema, reduciendo la concentracion de
bacterias dispersas y materia organica, ayudando a que el efluente sea mas
claro y de mejor calidad (Villaseca, 2001). Cumplen un papel importante a nivel
de control y regulacién poblacional. Son utilizados como indicadores del
funcionamiento del proceso, ya que son muy sensibles a los téxicos y a los
cambios de oxigeno (Villaseca, 2001). Segun criterios de morfologia vy

movilidad, se clasifican en flagelados, amebas y ciliados.
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e Metazoos

Son organismos pluricelulares, que se alimentan de bacterias y pequefias
particulas organicas. Los grupos mas comunes son los rotiferos y nematodos, y
en menor frecuencia oligoquetos, gastrotricos y los tardigrados. Su presencia
es un indicador de lodo en fase madura (Villaseca, 2001). Los protozoos y
metazoos representan entre un 5-10% de la biomasa del sistema (Masdeu,
1997).

La relacién entre los diferentes microorganismos constituye una red troéfica
compleja, que va cambiando con el tiempo y en funcién de las condiciones del
sistema y, como se observa en la Figura 3, tiene como punto de partida (en la
base), la materia orgdnica que es consumida por las bacterias (Ramalho,
1996).

) Ciliados Grandes gimnamebas Metazoos
depredadore Grandes flagelados depredadores
Ciliados ) , Otros
bacteriéfago Gimnamebas Flagelados Rotiferos metazoos
Flagelados Bacterias Bacterias Bacterias
pequefios filamentosas dispersas floculantes

Materia organica disuelta y particulada

Agua residual

Figura 3. Red tréfica formada por los microorganismos del ecosistema del

proceso de lodos activados. Fuente: Mas et al. (2008).
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1.3.3 Ingreso de toxicos a un sistema de lodos activados

En la industria de celulosa, se utilizan gran variedad de sustancias quimicas,
presentando diferentes niveles de toxicidad, llegando incluso a desestabilizar el
sistema por completo. Dentro de éstas, se encuentran, extractivos de la
madera, sulfatos y compuestos organoclorados, encontrando que los biocidas,
acido acético monocldrico, jabdn suave y trementina, inhiben la absorcion de
oxigeno y por lo tanto, tienen un efecto téxico agudo sobre el lodo activado,
afectando la tasa de consumo de oxigeno y la eliminacion de materia organica
disuelta (Sarlin et al., 1999).

La presencia de toxicos en los efluentes de entrada al sistema de lodos
activados, no sélo inhiben o reducen la eficiencia de los procesos bioldgicos que
se desarrollan, observandose un menor nimero de especies indicadoras y una
disminucién de la actividad heterétrofa de la biomasa; sino que ademas,

suponen un grave problema en el ecosistema receptor (Fall et al., 2006).

Muchos de estos compuestos son liberados a través de la digestion del proceso
productivo propio de la celulosa kraft, y pasan a formar parte del licor negro
generado en dicha etapa. No obstante, el problema principal no son los
contaminantes presentes en el licor negro que posteriormente es recuperado,
sino aquellos que quedan adheridos en la fibra sucia y que son eliminados con
el agua de lavado, dando lugar a un residuo liquido que contiene cierto
contenidoen licor negro y por tanto, de esos nuevos contaminantes. Estos no
son recuperados y pasan, junto con los demas residuos liquidos del proceso, a
los sistemas de tratamiento (Sandberg, 2009), perjudicando su estrategia de

operacion.

No obstante, un posible derrame accidental de licor negro en el proceso de
produccion, tiene una notable importancia y acentla las consecuencias del
simple ingreso de pequefias concentraciones de ciertos componentes que no
son correctamente eliminados. De esta manera, el efluente se ve afectado con
todos los componentes del licor negro, en la proporcién en que éste ingresa al
sistema de manera inusual, y al no poder ser degradados, provocan efectos
potencialmente negativos en el sistema de tratamiento posterior, de caracter

téxico y mutagénico.
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Algunos de los efectos observados en sistemas de tratamiento bioldgico

aerobico sobre indicadores fisicoquimicos y bioldgicos, debido a la presencia de

estos contaminantes y shocks toxicos, se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Efectos observados a partir de shocks toxicos aplicados a sistemas de

tratamiento bioldgico aerdbico.

Tecnologia SL!s_tanma Efectos Referencia
adicionada
Debilitamiento y
Lodos desintegracion de los
. Sulfuro . ; 1
activados fléculos en presencia
de Fe(III)
Biocidas, acido acético Inhibicidn de la
Lodos i " . el
activados monocldrico, Jab_on veIOC|,dad de utilizacion 2
suave y trementina de oxigeno (VUO)
Lodos Sulfato de aluminio y Mala decantacion del >
activados abrillantador éptico lodo
Lodos Cambio en la
activados y Fenol y cianuro dominancia de ciliados 3
SBR fijos
Inhibicion de la
eficiencia de DQO de
MultiBio Licor negro e hidréoxido 1300 mg/L en 4
(multi-etapa) de sodio presencia de pH basico
y a 2500 mg/L a pH
neutro
Reduccién de la
actividad biolégica y la
MultiBio . eficiencia de
Licor negro 5

(multi-etapa)

eliminacién.
Desaparicion de
protozoos

SBR: Secuencial Batch Reactor.

Fuente: 1. Nielsen and Keiding, 1998; 2. Sarlin et al., 1999; 3. Papadimitriou et
al., 2007; 4. Sandberg and Holby, 2008; 5. Sandberg, 2009.
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1.4. Toxicidad en efluentes de celulosa

La evidencia cientifica existente a nivel mundial, respecto al dafio en
ecosistemas sometidos a efluentes de celulosa, sefiala que han sido
identificados muchos compuestos téxicos, principalmente organoclorados, como
dioxinas, furanos, y extractivos de la madera. De estos ultimos, se incluye una
gran variedad de compuestos agrupados en clases generales, tales como,
esteroles, terpenoides, acidos resinicos, grasas, ceras y compuestos fendlicos,
asi como otros componentes menores, tales como carbohidratos, péptidos y

compuestos inorganicos (Fernandez et al., 2001).

Este alto contenido en téxicos hace que los efluentes de celulosa causen en el
ecosistema receptor toxicidad aguda sobre variados organismos (Rosa et al.,
2010), cuyos efectos son observados a corto plazo, y toxicidad crénica, tras un
periodo prolongado de exposicion, de caracter genotéxico y mutagénico. Los
agentes genotoxicos son aquellos que interaccionan con el ADN, alterando su
estructura o funcidon. Cuando estos cambios se fijan de tal manera que se

pueden transmitir, se llaman mutaciones (Springer, 2000).

Debe tenerse en cuenta que la no evidencia de toxicidad aguda, no implica que
la carga organica residual presente efectos debidos a la toxicidad croénica y
actividad mutagénica, que son considerados subletales (Pessala et al., 2004).
Los analisis de toxicidad aguda para evaluar la toxicidad de efluentes
industriales no son suficientes y se recomienda que la genotoxicidad, la
toxicidad cronica y el efecto en el sistema hormonal se evalle simultaneamente
(Springer, 2000).

Los compuestos de baja masa molecular (<1000 Da), son los que presentan los
mayores riesgos toxicolégicos y mutagénicos, debido principalmente a su
hidrofobicidad y la capacidad de penetrar las membranas celulares (Heimberger
et al., 1988). Sin embargo, varios de los compuestos organoclorados presentes
en este tipo de efluentes son de alta masa molecular (>1000 Da) (Savant,
2006; Yan et al., 1994), muy persistentes en el ambiente por ser de dificil
biodegradaciéon, y biomagnificables, es decir, aumentan su concentracion
progresivamente a lo largo de las cadenas alimenticias (Ham et al., 2006).
Debido a su persistencia pueden viajar grandes distancias siendo arrastrados

por las corrientes atmosféricas, de agua dulce o marinas.
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En los ultimos anos, la atencion ha sido dirigida a identificar los compuestos
gue generan alteraciones a nivel cronico , debido a que muchos de los efectos
demostrados en el ecosistema receptor, son alteraciones en la funcion
reproductiva de una creciente cantidad de especies de crustaceos, aves,
mamiferos y peces (Argemi et al., 2005; Filali-Meknassi et al., 2005).

En la Tabla 6, se muestran algunas de las alteraciones provocadas por

efluentes de celulosa o algin componente especifico, sobre células y otros

organismos presentes en los ecosistemas receptores.
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Tabla 6. Alteraciones observadas sobre diferentes especies por la exposicién de efluentes o compuestos especificos de la industria de

celulosa kraft.

Efluente Especie Efectos Test realizado Referencia
/Compuesto
BKME Poecilia promelas Masculinizaciéon al 5-25% Exposicion adulto 42 d Larsson et al., 2002
BKME Gambusia affinis Masculinizacién al 100% Exposicién adulto 21 d Ellis et al., 2005
BKME Daphnia magna Crecimiento abdominal Eqsayos d_e toxicidad, CG-MS, Xavier et al., 2005
microscopia
BKME Fundulus heteroclitus Reduccion de testosterona en Exposicion adulto 7-57 d Dube and Mactlachy,

BKME, BKMP, Mixto,
fitoesteroles

BKME, BKMP, Mixto
BKME, BKMP, Mixto
BKM

Sedimento - BKM

DHAA (50 pg/L)

Sitoesterol (200
mg/g)

Daphnia magna
Saccharomy cescerevisae
Saccharomy cescerevisae
Gambusia holbrokii

Oncorhynchus mykiss

Danio rerio

Carassius carassius

plasma entre 1 y 5%

Crecimiento abdominal
Actividad estrogénica débil

Actividad Tipo dioxin like

Decrecimiento de hormonas

masculinas

Induccion VTG

Aumento de VTG (machos
F1); bajos niveles de VTG
(machos FO)

Reduccion en el tamafo de

las gonadas

2000; 2001

Ensayos de toxicidad, CG-MS,
microscopia

Union receptores estrogénicos
(YES-RYA)

Unidn receptores de
hidrocarburo de arilo AhR (RYA)

Xavier et al., 2005
Chamorro et al., 2010
Chamorro et al., 2011
Ensayos de toxicidad Jenkins et al., 2003
Exposicién juveniles 29 d

Orrego et al., 2005

VTG, ELISA, analisis Nagao et al., 2001

histoldgicos
VTG, GSI, HSI y analisis Christianson-Heiska et
histoldgicos al., 2008

BKME: Celulosa kraft blanqueada en base a Eucaliptus sp; BKMP: Celulosa kraft blanqueada en base a Pinus sp; BKM: Celulosa kraft
blanqueada; YES: Yeast Estrogen Screen; RYA: Recombinant Yeast Assay; VTG: Vitelogenina; ELISA: Ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay); GC-MS: Cromatografia de gas con detector de masa Gas (Chromatography-Mass
Spectrometry); GSI: indice gonadosomatico (Geological Strenght Index); HSI: indice hepatosomatico (Heat Stress Index).
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1.4.1. Técnicas para la evaluacion de la toxicidad en efluentes de

celulosa

Dada la elevada complejidad de los compuestos presentes en los efluentes de
celulosa y debido al conocimiento que existe sobre los efectos que pueden
ejercer en el medio ambiente, es prioritario conocer en profundidad la
composicién de estos vertidos y la potencialidad con la que se expone a la biota
(Kovacs et al., 2003).

Los parametros fisico-quimicos globales para el andlisis de la calidad del agua
como DQO, DBOs, COT, pH, entre otros, no permiten identificar si el potencial
toxicoldgico es remediado después de los tratamientos (Costa et al., 2008).
Para ello, es necesario complementar con técnicas o ensayos que evallen la
actividad y los efectos de los compuestos presentes en los efluentes de
celulosa, sobre organismos vivos, para dar una respuesta, respecto de la
potencialidad de estos y su relacion con las alteraciones observadas en el

medio ambiente (Zeng et al., 2005).

Una aproximacion para determinar los efectos toxicos del efluente y sus
componentes especificos, son los test de toxicidad o bioensayos, que se
realizan a través de la exposicion controlada de organismos de prueba
seleccionados, representativos de las comunidades en los ambientes acuaticos,
a concentraciones establecidas de compuestos quimicos (puros o en mezclas),
0 bien directamente a diluciones de muestras de los efluentes contaminantes
(Nielsen et al., 1998). Sus efectos se evallan a través de estudios de toxicidad
aguda por medio de respuestas letales (inmovilidad, mortalidad), lo que
permite expresar el resultado como una concentracion letal media (ClLso), para
un tiempo de exposicidon determinado, normalmente en exposiciones cortas de
24-48 horas (Larrain, A. 1996).

Debido a la facilidad de cultivo en el laboratorio, manejo y determinadas
caracteristicas en su ciclo reproductivo, con frecuencia se recurre a especies
plancténicas como organismos de prueba, y de manera particular a los
cladoceros, pues son éstos un componente fundamental en la comunidad
zooplanctonica, siendo un grupo dominante que funciona como el enlace
principal entre los productores primarios y los consumidores de niveles tréficos
superiores (Mount y Norberg 1984). Entre los cladoceros, Daphnia magna es la
especie mas utilizada y ha sido propuesta como especie de referencia en

multiples protocolos estandarizados de entidades reguladoras y organismos
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internacionales involucrados en la normalizacién de procedimientos de prueba

(Martinez-Jerénimo et al., 2000).

Existen en la actualidad, un gran numero de metodologias para la
determinacién de la toxicidad a nivel genético de un efluente especifico,
resultando imprescindible su realizacién como complemento a los ensayos de
toxicidad a corto plazo. La mayoria de estos ensayos utilizan como elementos
de experimentacion los microorganismos, sobre todo bacterias, o cultivos
celulares (Venitt y Perry, 1984). Las técnicas aplicadas con mayor frecuencia
para la evaluacién de la mutagenicidad y genotoxicidad son: test Umu (Schmitt
et al. 2005), test de Ames (Ohe et al. 2004), ensayo en gel de electroforesis
cometa o de células individuales (Lah et al. 2004), prueba Microtox de
bioluminiscencia (Dizer et al, 2002) y de micronucleos, asi como ensayos de

aberracion en anafase (Grover y Kaur 1999).

El test de Ames, desarrollado por el bioquimico norteamericano Bruce Ames en
1973, sigue una estrategia de operacidon inversa, a partir de bacterias
mutantes, se buscan compuestos quimicos que puedan modificarlas y vuelvan
asi al estado inicial de no-mutacién. Es un ensayo rapido y de gran utilidad
como medida basica de evaluacion de la peligrosidad de familias de
compuestos quimicos. La deteccion de mutagenicidad mediante este test utiliza
una cepa bacteriana mutante de la especie Salmonella typhimurium. Esta cepa
mutante no es capaz de formar colonias sin la presencia del aminoacido
histidina. Cuando estas bacterias se exponen a un compuesto mutagénico,
puede ocurrir un fendmeno llamado mutacion inversa, que genera la sustitucion
de la base incorrecta, revirtiendo la mutacion original. Con esta mutacién las
bacterias llegan a ser capaces nuevamente decrecer sin este aminoacido (Ames
et al., 1975).
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2. HIPOTESIS

La toxicidad del efluente de celulosa kraft se incrementa debido a derrames de

licor negro en la alimentacion de un sistema de lodos activados.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo principal

Evaluar la toxicidad del efluente de celulosa kraft, tratado con un sistema de

lodos activados, y expuesto a derrames de licor negro.

3.2. Objetivos especificos

1. Evaluar la operacién del sistema de lodos activados para el tratamiento de

efluentes de celulosa kraft.

2. Evaluar la operacion del sistema de lodos activados, expuesto a derrames

de licor negro.

3. Determinar la toxicidad aguda del efluente de celulosa kraft bajo

condiciones de shock de licor negro mediante Daphnia magna.

4. Determinar la mutagenicidad del efluente de celulosa kraft bajo condiciones

de shock de licor negro mediante el test de Ames.
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4. METODOLOGIA
4.1. Influente

Se utilizé un efluente procedente de una industria de celulosa kraft, localizada
en la regién del Biobio, que cuenta con un sistema ECF de blanqueo. Dicho
efluente se tomo6 después del tratamiento primario de la planta, basado
principalmente en la eliminacion de sodlidos suspendidos mediante
sedimentadores. El efluente fue almacenado en bidones de 30 L y refrigerado a

4 0oC, en la oscuridad.

Una caracterizacion previa del influente fue requerida para el control de los
parametros fisicoquimicos, tales como pH, temperatura, conductividad, DQO,
DBOs, SST y SST.

Se suministro nitrogeno al influente en forma de urea (CO(NH2)2), para cumplir
con las necesidades de nutrientes, en la proporcion 6ptima de DBOs:N:P
(100:5:1). ElI pH se mantuvo en torno a la neutralidad, siendo ajustado con

acido clorhidrico (HCI), cuando presenté valores superiores a 7,5.

4.2. Sistema de lodos activados
4.2.1. Indculo

La biomasa bacteriana empleada como indculo, fue obtenida de la linea de
recirculacion de un reactor de lodos activados de la planta de tratamiento de
aguas de la industria de celulosa kraft. Fue transportada en un bidon de 5 Ly
almacenada, bajo refrigeracion a 4 °C, en la oscuridad. Se determind la
concentracion de solidos, en las formas SST y SSV, asi como la actividad

heterétrofa de la biomasa.
4.2.2. Reactor

Se instald un sistema continuo de lodos activados a escala laboratorio, ubicado
en la Planta Piloto de Investigacién del Grupo de Ingenieria y Biotecnologia
Ambiental (GIBA), en la Facultad de Ciencias Ambientales y Centro EULA-Chile,

de la Universidad de Concepcion.
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El sistema experimental, presentado en la Figura 4, estéda formado por un
reactor de 1,20 L de volumen util, inoculado con 5 mgSSV/L, seguido de un
sedimentador de 0,390 L, con objeto de clarificar la salida del reactor y

recircular a este la mayor parte posible de biomasa sedimentada.

Se utilizaron dos bombas Masterflex, para la alimentacion y la recirculacién, y

un aireador para acondicionar el reactor.

Figura 4. Reactor de lodos activados (A: Reactor; B: Sedimentador).

4.2.3. Operacion

Los sistemas de lodos activados fueron operados en flujo continuo, por un
periodo de 44 dias, a una temperatura promedio de 22,01 + 2,01 °C. Se
diferencia entre una etapa de adaptacion previa de 14 dias con un TRH de 2 d,
y una etapa de operacion de 30 dias, con un TRH de 1 d. La concentracién de
oxigeno disuelto se mantuvo en valores superiores a los 2 mg/L mediante un
difusor de oxigeno, que ademas permitido la mezcla completa de la biomasa
suspendida. Se mantuvo la recirculacion del sistema en 1,4 veces el caudal de
entrada. La estrategia de operaciéon consideré una condicion de operacion
normal, alimentado con influente crudo y, una condicién de shock toxico,
siendo desestabilizado mediante la alimentacion de influente con licor negro,

durante 24 horas.
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Se realizaron 4 shocks toxicos agregando, al influente normal, licor negro
proveniente de una planta de celulosa kraft. Los shocks denominados S1
(Shock 1), S2 (Shock 2), S3 (Shock 3) y S4 (Shock 4), fueron aplicados por 24
horas, y tras ajuste de pH, en los dias de operacion 22, 29, 36 y 43,
aumentando progresivamente la concentracion de cada uno de ellos (2, 4, 10 y
30 mL de licor negro/ L de influente, respectivamente). En la Tabla 7, se
observan las caracteristicas de los shocks, en cuanto a concentraciones de licor

negro afadido por litro de influente normal.

Tabla 7. Caracteristicas de los shocks téxicos aplicados

Concentracion

Shocks Dias aplicacion
(mL licor/L)

S1 22 (01/12/14) 2
S2 29 (09/12/14) 4
S3 36 (15/12/14) 10
s4 43 (22/12/14) 30

Para evaluar la evolucién de la operacién, se determinaron parametros en el
reactor, tales como, oxigeno disuelto, pH, temperatura, y conductividad, estos
tres Ultimos medidos también en el efluente. Ademas, se determind TRH, VCO,
relacion A/M, valor de recirculacion, eficiencia de eliminacion de materia
organica en las formas de DQO y DBOs, y de color y compuestos especificos
detectables al ultravioleta. Con respecto a la biomasa se midid la concentracion
de sdlidos suspendidos totales y volatiles (SST y SSV) y se realizd una
observacion general de microorganismos. El nitrogeno total (NT) y el foésforo
total (PT), contenidos en el influente y efluente, fueron analizados para

determinar si la concentracion de nutrientes era adecuada.

Se determind el indice volumétrico del lodo (IVL), la actividad hetero6trofa de la
biomasa mediante una técnica respirométrica, y se realizé la observacion de
microorganismos indicadores. En los dias de aplicacién de los shocks toxicos,
se aumento la frecuencia de los andlisis, siendo necesario evaluar la actividad
de la biomasa, IVL, y observacion de microorganismos a las horas 0 y 24 para
cada uno de ellos. De igual manera, se monitorearon los parametros de control
pH, temperatura, conductividad, y oxigeno disuelto, y se mantuvo especial

atencién en las variaciones en las eficiencias de eliminacion en la forma DQO.
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4.3. Técnicas analiticas

4.3.1. Parametros fisicoquimicos

La determinacion de los pardmetros fisicoquimicos, para el influente, reactor y

efluente, se realizd mediante las técnicas analiticas que se detallan a

continuacion. Especificamente, las muestras utilizadas en el andlisis de, DQO,

DBO5, color, compuestos y nutrientes, fueron previamente filtradas por

membrana Wathman de 0,45um.

Temperatura y oxigeno disuelto: Fueron medidos a través de un electrodo
de oxigeno WTW Oxycal 323B.

pH y conductividad: Fueron medidos mediante un pH-metro WTW Inolab

pH level 1.

DQO: Se determind sobre muestras solubles, mediante el método
colorimétrico de reflujo cerrado 5220-D, del Standard Methods (APHA,
2005) a 600 nm, a través del equipo, ThermoSpectronic modelo Genesis
10 UV.

DBOs: Se determind sobre muestras solubles, por la prueba de DBO del
quinto dia, 5210-B (APHA, 2005). Se empled un volumen suficiente para
que la concentracién de oxigeno disuelto se reduzca a la mitad, durante 5

dias de incubacion a 20°C.

Sélidos: Los SST (Sélidos Suspendidos Totales) fueron determinados segun
el método 2540 D, y los SSV (Solidos Suspendidos Volatiles) por el método
2540 E (APHA, 2005).

Color: Se determind espectrofotométricamente a una longitud de onda de
440 nm, en cubeta de vidrio 1x1 cm, a través del equipo
ThermoSpectronic modelo Genesys 10 UV. A la muestra utilizada se le
ajusté el pH a 9, con acido clorhidrico (HCl) o hidréxido de sodio (NaOH),

segun fue requerido.

Compuestos especificos: Compuestos fendlicos totales (UV 215 nm),
lignina y derivados (UV 272 nm y UV 280 nm), compuestos aromaticos (UV
254 nm) y acidos lignosulfénicos (UV 346 nm) fueron medidos en cubeta
de cuarzo 1x1 cm, segun describe Cecen (2003). Todas las mediciones
espectrofotométricas se efectuaron con el equipo ThermoSpectronic

modelo Genesys 10 UV.
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e Nitrogeno total (NT) y Fosforo total (PT): Se determinaron mediante kit

especificos de Spectrocuant NOVA-60 de Merck.

4.3.2. Determinacion de IVL

En la determinacion de IVL, segun el Standard Method, se requiere un volumen
de 1 L de lodo, pero debido al volumen limitado del reactor, se tomaron 100
mL de muestra, dejandolo decantar durante 30 minutos en una probeta
graduada de 100 ml. La medida se llevdé a cabo una vez por semana, y en las
horas 0 y 24 durante los shocks téxicos. Para obtener el valor final del IVL,
fueron determinados los sélidos suspendidos totales de la muestra de lodo

empleada.

Figura 5. Determinacion experimental del IVL.

4.3.3. Determinacion de la actividad heterétrofa de la biomasa

La actividad heterdtrofa de la biomasa se evalud a través de una técnica
respirométrica, basada en la medida de la concentracién de oxigeno disuelto
con el tiempo. Se determina el oxigeno consumido por los microorganismos
durante la degradacién de un sustrato organico, empleando como tal acetato
de sodio (CH3COONa) 0,75 M. Para la realizacion del analisis, el lodo fue lavado
3 veces con una solucién tampdn compuesta por fosfato de potasio monobasico
(KH2PO4) y dibasico (K2HPO4), a pH 7. Tras el lavado, el lodo se burbujea
durante 30 minutos, hasta la saturacion. La concentracion de biomasa utilizada
en el ensayo fue de 1-1,5 mgSSV/L. El analisis respirométrico se baso en el

protocolo de Mosquera et al. (2005), con mediciones cada 15 segundos.
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4.3.4. Observacion microscoépica de la biomasa

Para evaluar la calidad del lodo, se observaron periddicamente los
microorganismos presentes en el licor de mezcla en suspensién, mediante un
analisis microscopico de las muestras frescas, con un microscopio éptico Leica
Microsystems, modelo DM500. El acople de una camara digital al lente del
microscopio, facilitd la captura de imagenes de la biomasa presente, y la
posterior identificacién de los diferentes tipos de microorganismos y variaciones

observadas mediante los shocks aplicados.

4.4. Determinacion de la toxicidad
4.4.1. Bioensayo con Daphnia magna

Se realizd un bioensayo con la especie indicadora D. magna, con la finalidad de

establecer el grado de dilucién a considerar en los de mutagenicidad.
Cultivos de Daphnideos

Los organismos fueron obtenidos desde cultivos del Laboratorio de Bioensayos
del Centro de Ciencias Ambientales EULA-CHILE y del Laboratorio de Ficologia
(Selenastrum capricornutum), ambos de la Universidad de Concepcidon. Los
cultivos se llevaron a cabo siguiendo el procedimiento de normativa chilena
(NCh2083. Of 1999). La preparacion del agua reconstituida, de dilucidén y
cultivo para el bioensayo, consistié en agua para analisis (agua destilada), a la
cual se le agregaron sales inorganicas; NaHCOs (2,59 g/L), MgS04-7 H20 (4,93
g/L), KCI (0,23 g/L), CaCl2:2H20 (11,76 g/L) completadas a 1L (NCh 2083. Of
1999) y con un contenido de oxigeno disuelto mayor al 80% (EPA, 1993). El
medio fue renovado tres veces por semana alimentados de acuerdo a Xavier et
al. (2005).
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Figura 6. Daphnia magna.

Figura 7. Cultivos de Daphnia magna
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Toxicidad aguda y subletal

Para evaluar los efectos agudos, se expusieron a neonatos de D. magna (<24 h
de edad), efluentes de celulosa kraft con distintos shock de licor negro (2, 4,
10 y 30 ml de licor negro/L de influente, para S1, S2, S3 y 54,
respectivamente) durante 24-48 h de exposicién, ademdas de su respectivo
control. Los efluentes fueron filtrados mediante membrana Whatman 0,45um vy
pH ajustado a 7. Se emplearon 4 réplicas para cada tratamiento, con 5
neonatos por cada envase (30 mL de vidrio). Los ensayos se realizaron con
fotoperiodo controlado de luz y temperatura (8 h oscuridad: 16 h Luz). La
respuesta evaluada al final del bioensayo fue la concentracion letal 50 (LCso),
mediante la mortalidad o inmovilidad de los organismos. Los datos se
analizaron mediante el programa estadistico Probit y Spearman-Karber (EPA,
1993). Para determinar el grado de efecto subletal se fotografiaron los
organismos expuesto a los distintos shocks (S1-S4), mediante micorscopio
Leika a un objetivo de 10X. Ademas en las fotgrafias se evalud la longuitud del
cuerpo (cabeza hasta la espina caudal) y abdomen con el fin de determinar la

tasa de crecimiento alométrica

® (
g .
J

Figura 8. Ensayo de toxicidad aguda 48 horas con Daphnia magna, a

diferentes grados de dilucién para el shock 4 (30 ml licor negro/L de efluente).
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4.4.2. Ensayo de mutagenicidad: Test de Ames

La deteccion de mutagenicidad se realizé con el Test Muta-ChromoPlate de la
empresa EBPI. Este test se basa en la mutacion reversa bacteriana
generalmente mas utilizada y validada, conocida como el test de Ames (Ames
et al, 1975), y emplea una cepa mutante de Salmonella typhimurium, con
dicha mutacién en el operén que codifica para la biosintesis del aminoacido
histidina, por lo que no puede sintetizarlo, necesitando un aporte externo de
histidina para su crecimiento. Cuando estas bacterias se exponen a agentes
mutagénicos, bajo determinadas condiciones, ocurre un proceso de mutacion
inversa que permite que la bacteria sintetice histidina y pueda crecer en el

medio sin este aminoacido.

Los reactivos del kit Muta-ChromoPlate deben estar refrigerados (2-8°C)
inmediatamente tras la recepcién. Los estandares mutagénicos, las bacterias y
algunos de los reactivos son sensibles a la luz, y deben ser almacenados en

total oscuridad.

El ensayo se realizd con la cepa TA 100 que se utiliza para detectar mutaciones
puntuales, y con la presencia de la enzima de activacién S9, que biotransforma
compuestos promutagenos (compuestos que al ser metabolizados dentro del
organismo son mutagénicos) en compuestos mutdgenos. Se utilizan placas de
96 pocillos, considerando cada pocillo una colonia. Tras un periodo de
incubacidon de 5 dias a 37°C, las mutaciones se determinan visualmente en las

placas debido a un cambio de color de purpura a amarillo.

Figura 9. Componentes del Muta-ChromoPlate kit y reactivos, y placa de

control de esterilidad o blanco.
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5. RESULTADOS
5.1. Caracterizacion fisicoquimica del influente

El influente de celulosa kraft, cuya caracterizacién se muestra en la Tabla 8, se
utilizé como alimentacién en condicién normal de operacion al reactor, y al que
se afadieron las diferentes cargas de licor negro en condiciones de shock

toxico.

Tabla 8. Caracterizacién fisicoquimica del influente de celulosa kraft

Parametro Unidad Promedio
pH - 7,10 = 3,91
CE mS 3,05 = 0,09
DBOs mg/L 345,00 + 41,20
DQO mg/L 477,13 + 76,10
SST g/L 0,41 £ 0,19
SSsv g/L 0,29 + 0,21
Color Abs 0,15 £ 0,03
Acidos lignosulfénicos Abs 0,05 + 0,06
Compuestos aromaticos Abs 0,59 £ 0,06
Lignina (uv 272 nm) Abs 2,98 £ 0,12
Lignina (uv 280 nm) Abs 2,12 £ 0,11
Fenoles totales mg/L 150,30 £ 57,83
NT mg/L < 0,50

PT mg/L 2,92 £ 0,59

CE: Conductividad Eléctrica; DBOs: Demanda Bioldgica de Oxigeno; DQO:
Demanda Quimica de Oxigeno; SST: Sdlidos Suspendidos Totales; SSV:
Sélidos Suspendidos Volatiles; NT: Nitrégeno Total; PT: Fosforo Total.

La caracterizacién del influente utilizado en condicion de operacién normal,
mostré rangos de variabilidad en el pH, en torno a la neutralidad (6,7 -8,0),
siendo necesario su ajuste con acido clorhidrico (HCI) en los casos en los que
fue superior a 7,5. En la etapa de adaptacion (primeros 14 dias de
funcionamiento del sistema de lodos activados), resulté complicado este ajuste
de pH, lo que provocd que en el reactor las condiciones de pH no fueran

optimas.
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La conductividad registré6 valores en el rango 2,67 - 3,05 mS, y al ser
relativamente constante, fue posible establecer una linea de base para la
comparacién con las mediciones de conductividad en el influente utilizado en
los shocks. En lo referido a la concentracion de materia organica, el influente
presentd valores promedio de 477,13 = 76,10 mg/L para DQO, y de 345,00 +
41,20 mg/L para DBOs. Se determind la biodegradabilidad del efluente,
mediante la relacién DBOs/DQO, indicando un valor promedio de 0,92. El
influente presenté coloracién marrén, con un promedio de absorbancia de 0,15
+ 0,03. Con respecto a los fenoles totales, se obtuvieron concentraciones entre
109,3-249,4 mg/L, con un valor promedio de 150,30 + 57,83 mg/L.

La determinacién de nutrientes, en las formas de nitrogeno total (NT) y fosforo
total (PT), presentd concentraciones menores a 0,5 mg/L para NT y de 2,92 =
0,59 mg/L para PT, a partir de las cuales se obtiene una relacién promedio
entre materia organica y nutrientes, representada como DBOs:N:P de
100:<0,5:1,1, comparada con la relacibn recomendada para un O6ptimo
funcionamiento del sistema, 100:5:1, resulta deficiente en nitrégeno (Diez et
al., 2002). Debido a esto, se afiadid urea ((CO(NH2)2) para aumentar la

proporcion de nitrogeno hasta los niveles requeridos.

En la Tabla 9, se presenta la caracterizacién realizada al influente alimentado

durante cada shock toxico.

Tabla 9. Caracterizacion del influente utilizado en la condicion de shock toxico

Fecha
Shock . L. pH DQO (mg/L) CE (mS)
aplicacion
S1 01/12/14 7,50 708 £ 3,91 3,47 £ 0,02
S2 09/12/14 7,20 1113 £ 7,01 3,79 £ 0,02
S3 15/12/14 7,30 1887 £+ 15,29 4,53 + 0,02
S4 22/12/14 7,12 3221 £112,03 6,35+ 0,02

DQO: Demanda Quimica de Oxigeno, CE: Conductividad Eléctrica, S1:
Shock 1, S2: Shock 2, S3: Shock 3, S4: Shock 4.

El licor negro es muy alcalino, con un pH mayor a 12, por lo que fue ajustado
con acido clorhidrico (HCl), obteniendo valores proximos a la neutralidad, entre
7,0 - 7,5.

48



En funcion de la concentracion de licor negro aplicada, se observa un
incremento en los niveles de DQO. Considerando un valor promedio en
condicion normal de operacién de 477,13 = 76,10 mg/L, se obtuvo un aumento
de 148, 233, 395y 675% en S1, S2, S2 y S4, respectivamente, alcanzando en
S4 una carga organica de 3221 + 112,03 mg DQO/L.

La conductividad fue un pardmetro critico, que se vio aumentado con la
cantidad de materia organica ingresada en el sistema desde una condiciéon de
operacién de 3,05 + 0,09 mS, a 6,35 £ 0,02 mS, en S4.

En la Figura 10, se observa la variacion de DQO y CE con respecto a cada

concentracién de shock téxico aplicado.
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Figura 10. Variacion de DQO (®) y CE (0) en los shocks aplicados.
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5.2. Caracterizacion del inéculo

Se realizdé la medicion del contenido de sdlidos presentes en el lodo con el fin
de inocular 5 gSSV/L en el reactor. Ademas, se determind la actividad de la
biomasa, para poder evaluar el comportamiento de ésta a lo largo de las
distintas condiciones de operacién. En la Tabla 10, se observan los parametros

analizados en el lodo.

Tabla 10. Caracterizacién del inoculo.

Parametro Unidad Rango
SST g/L 14,49 + 0,02
Ssv g/L 9,05 + 0,02
SSV/SST - 0,65
VUO mgO2/L-min 0,146 + 0,006
Actividad heterétrofa mg02/gSSV-min 0,097 £ 0,023

SST: Sélidos Suspendidos Totales; SSV: Sdlidos Suspendidos Volatiles;
VUO: Velocidad Utilizaciéon de Oxigeno.

El lodo presentd una concentracién de SST de 14,49 g/L, de los cuales, 9,05

g/L correspondieron a SSV.

La evaluaciéon de la biomasa, evidencié una tasa de Velocidad de Utilizacion de
Oxigeno (VUO) de 0,146 + 0,006 mgOz/L-min, encontrandose en condiciones
optimas de transferencia de oxigeno para su activaciéon en el reactor. La
actividad heterétrofa, con un valor promedio de 0,097 + 0,023 mgO02/gSSV-min
inferior a la velocidad de consumo, demuestra el estado de renovacidon de los

microorganismos.

5.3. Operacion del sistema de lodos activados

Uno de los parametros fundamentales en la operacion de un sistema de lodos
activados es la VCO, que junto al TRH, determinan la cantidad de materia
organica y el tiempo en que esta estara en contacto con la biomasa en el
tanque de aireacion (Chamorro et al., 2005). En la Figura 11, se observa la

evolucién en el tiempo de la VCO en el reactor.
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Figura 11. Evolucién de la Velocidad de Carga Organica (VCO) en el reactor,
donde S1: Shock 1; S2: Shock 2; S3: Shock 3; S4: Shock 4.

Durante el periodo de operacién normal, la VCO se mantuvo relativamente

constante, con un valor promedio de 0,39 + 0,04 kgDQO/m?3-d.

Especificamente, la VCO osciléo entre 0,34-3,22 kgDQO/m3-d. El rango de
variacion tan amplio se debe al aumento progresivo de la VCO por la aplicacién
de cada shock. Asi, a partir del dia 22, se observan en la Figura 8, los 4 picos
correspondientes a cada shock téxico. Durante S1 y S2, los valores de VCO
fueron 0,71 y 1,11 kgDQO/m3-d, respectivamente. Estos valores son 1,8 y 2,9
veces el valor promedio de VCO en operacién normal. Finalmente, en S3 la
VCO fue de 1,89 kgDQO/m3-d, representando un aumento de 4,9 veces, y de
3,22 kgDQO/m?3-d en S4, implicando un aumento de 8,3 veces.

Como se menciond anteriormente, junto con la VCO, un parametro
fundamental es el TRH. Entre los dias 1 y 14, el TRH fue de 2 d, estableciendo
un periodo de puesta en marcha, con el fin de permitir la adaptacion de la
biomasa a las nuevas condiciones ambientales y operativas. A partir del dia 14,
el TRH se redujo a 1 d.
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Parametros operacionales, tales como pH, T y OD, fueron monitoreados en
forma continua para llevar un control del sistema. La evolucion de la

temperatura y el oxigeno disuelto se encuentra en la Figura 12.
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Figura 12. Evolucion de la Temperatura (T) (®) y del Oxigeno Disuelto (OD)

(0) en el reactor.

Durante todo el periodo de funcionamiento, existié una variabilidad tanto para
la temperatura como para el oxigeno disuelto, relacionada a los cambios de
estacionalidad. El OD se mantuvo, en operacion normal y durante los shocks
téxicos, dentro del rango de 3,40-7,60 mgO2/L, con un valor siempre superior

al sugerido por Diez et al. (2002) de 2 mgO2/L.

El comportamiento del pH, presentado en la Figura 13, evidencié una tendencia
variable en el tiempo, tanto para el influente y efluente, sefialando los valores
promedio para ambos, segun el estudio realizado (rojo) y el valor de referencia

en condiciones éptimas de operacién (gris).
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Figura 13. Evolucion del pH en el influente (®) y en el efluente (0) del reactor.

En el influente, el pH promedio fue de 7,65 * 0,41, siendo correcto para el
desarrollo de los microorganismos, tanto en la condicion de operacién normal
como de shock tdéxico. Sin embargo, un ajuste mas cuidadoso, con un valor

promedio de 7,20 %+ 0,20, hubiera favorecido a la operacion del sistema.

Por otro lado, en el efluente, se observé un aumento del pH, con un valor
promedio de 9,01 + 0,23. Esta situacién se produjo, tanto en condicién normal,
como de shock téxico y, ademas de verse afectado por valores de pH de
entrada al reactor algo elevados, pudo ser consecuencia de la degradacién de
microorganismos que generan un aumento del pH en el reactor y por tanto en

el efluente, lo que también fue reportado por Vergara (2013) (Ramalho, 1996).
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Otro parametro estudiado, fue la concentracion de sélidos, que indica la
cantidad de materia organica e inorganica del reactor. La Figura 14, presenta la

concentracién de biomasa en el reactor durante el periodo de operacion.
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Figura 14. Concentracidon de SST (®) y SSV (0) en el reactor.

En particular, los SSV representan la biomasa en el tanque de aireacién, la cual
oscilé entre 2,64-5,94 g/L. Dicha concentracién, coincide con la reportada por
Xavier et al. (2009), operando un sistema de lodos activados con 2-6 gSSV/L.
Cabe sefalar que la concentracién de sélidos se mantuvo dentro de los niveles
de la condicién de operacidon normal, durante todos los shocks aplicados. Lo
anterior, debido a la tasa de recirculacién, que permitid mantener estable la
concentracion de sélidos en el reactor y a que no se presentd ningan fenémeno
gue implicara la salida de biomasa del sistema. El valor promedio de la relacién
SSV/SST durante la operacion del sistema de lodos activados fue de 0,67 %
0,05.
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5.4. Eficiencias de eliminacién de materia organica, color y compuestos
especificos

Como consecuencia de la operacion del sistema, asociada a los parametros
anteriormente analizados, se obtiene una eficiencia de eliminacién de materia
organica, la cual es el objetivo del sistema de tratamiento. Asimismo, a partir
de esta eficiencia, es posible establecer una condicion de estabilidad en el
reactor. De esta manera, cuando el sistema presenta eficiencias de eliminacién
de DQO de alrededor de un 60-65% y de DBOs de un 95%, se considera
estable (Metcalf y Eddy, 2003; Sandberg, 2009).

La Figura 15, muestra la eficiencia de eliminacién de materia organica obtenida

durante la operacién del reactor en términos de DQO y DBOs.
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Figura 15. Evolucién de las eficiencias de eliminacion de DQO (®) y DBOs (0)

en el reactor, donde S1: Shock 1; S2: Shock 2; S3: Shock 3; S4: Shock 4.
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Para la operacién normal del reactor, la eficiencia promedio de eliminacion de
DQO fue de 56,6 + 7,7%, alcanzando un maximo de 64,84% en el dia 14. Por
su parte, la eficiencia de eliminacién de DBOs fue de 78,3 = 6,5%, con un

maximo medido de 85,1%.

A partir del dia 21, se observan oscilaciones en la eficiencia de eliminacién de
DQO con respecto a la condicién de operacion normal. Los analisis realizados
después de S1, evidenciaron una eliminaciéon de DQO de un 71,67 %. Cuando
el reactor vuelve a ser alimentado con influente normal, la eficiencia decae a
valores cercanos al 50% de eficiencia, y se vuelve estable y similar a la de la
operacién normal. Es a partir del dia 35, cuando se observan, marcadas
oscilaciones, debido al ingreso de cargas organicas significativamente
superiores. Durante S3, la VCO fue 4,9 veces superior al promedio. En tanto,
durante S4, se aplico una VCO 8,3 veces superior a la normal, lo que se
evidencid en la eficiencia de eliminacion, ya que el dia 44, dos dias después de
la aplicacion de S4, es cuando se obtuvo el valor mas bajo de eficiencia
(20,34%).

El efluente de celulosa kraft, presenta ademds, compuestos caracteristicos,
como ligninas y derivados, fenoles y color, los que pueden ser eliminados por el
sistema de lodos activados. En la Figura 16, se observa la eficiencia de

eliminacién de compuestos en el reactor.

56



40

20 4

Eficiencia (%)
o

-20
-40 -
'60 L) L) L} 1
0 10 20 30 40 50

Tiempo (d)

Figura 16. Eficiencia de eliminacion de color (®), lignina (UV 280 nm) (0),

lignina (UV 272 nm) ( v), acidos lignosulfénicos (Q, compuestos aromaticos

(M) y fenoles totales () en el reactor.

Hasta el dia 21, considerado periodo de operacién normal, para el color, la
eliminacién oscilé entre 0,00 - 52,90 %. Por su parte, para fenoles totales el
rango fue de 7,50 - 40,34%.

El dia 31 se registra la menor eficiencia de eliminacion hasta entonces,
coincidiendo con las 48 horas después de la aplicacion de S3. Es a partir de ese
momento cuando las eficacias sufren variaciones (aumentos breves) pero con
una tendencia decreciente llegando a 50,65% de eliminacion de color al aplicar
S4. Esta situacion, ha sido documentada para sistemas de tratamiento
bioldgico aerdbico, en que el color aumentd entre 10-40% en algunos periodos.
Respecto a los maximos alcanzados, se ha establecido que el color en los
efluentes de celulosa kraft esta estrechamente relacionado con el contenido de
compuestos fendlicos, la lignina y sus derivados. Por esta razoén, la pobre
eliminacién, podria relacionarse con la resistencia de estos compuestos para
ser biodegradados (Xavier et al., 2009). En este caso, las eficiencias de
eliminacién de lignina y sus derivados, compuestos aromaticos y acidos
lignosulfonicos, estuvieron entre, 35,28-25,43%, 26,68-42,51% y 47,20-

14,68%, respectivamente.
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A raiz de la aplicacion de los shocks, se observa una disminucidn progresiva en
la eficiencia de eliminacion de compuestos y color. Desde la aplicacién de S2,
eficiencia de eliminacion de compuestos aromaticos, lignina y sus derivados,

disminuye hasta llegar a un minimo de 50,65%, 2 dias después de S4.

5.5. Evolucion del indice volumétrico del lodo

Durante todo el proceso de operacién, se obtuvo un rango de IVL de 34,78-
159,09 mL/gSSV, con un valor promedio de 92,64 + 36,25 mL/gSSV. Durante
los shocks téxicos S1, S2, S3 y S4, los valores de IVL fueron de 135,97 +
24,35, 113,07 + 24,87, 37,68 + 4,10 y 56,37 + 8,11 mL/gSSV,
respectivamente. Se obtuvo un rango de variabilidad de 37-135 mL/gSST para

todos los shocks, encontrandose siempre el IVL dentro del rango éptimo.

Es posible relacionar el IVL con la relacién A/M, con el objetivo de evaluar la
calidad microbioldgica del lodo y su capacidad de sedimentacion en conjunto, lo

cual es presentado en la Figura 17.
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Figura 17. Relaciéon entre IVL y relacion Alimento/Microorganismos (A/M)
observada en el reactor, donde S1: Shock 1; S2: Shock 2; S3: Shock 3; S4:
Shock 4.
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Se observa que el lodo tuvo durante el periodo de operacion normal (antes de
la aplicacion de los shocks téxicos, un promedio de A/M de un promedio de A/M
de 0,15 = 0,05 gDQO/gSSV-d, con un valor maximo de 0,25, siendo siempre
inferior a 0,3 gDQO/gSSV:d. Con estas condiciones, la biomasa presentaria
caracteristicas de lodo disperso, siendo considerado de sedimentacion
deficiente. Sin embargo, segun lo observado durante los ensayos, evidenciado
en los valores de IVL, el lodo de ambos reactores presentd buena
sedimentaciéon. Durante S1, se alcanza el mayor valor de IVL con 159,09
mL/gSSV con una A/M de 0,42 (gbQO/gSSv-d), clasificando el lodo como
floculento, mientras que S2 y S3, hacen del sistema un lodo disperso, de baja
sedimentabilidad. S4 presenta un valor de IVL de 62,19 mL/gSSV y una A/M de
0,69 (gDQ0O/gSSsV-d), evidenciando un lodo filamentoso.

5.6. Evolucion de la actividad de la biomasa

De acuerdo al metabolismo de las bacterias aerdbicas, la materia organica
biodegradable, es usada en parte como energia para respiracion y el resto en la
sintesis de nuevas células (Ramalho, 1996). El andlisis respirométrico de la
biomasa, permite establecer en forma preliminar la tasa de consumo de
oxigeno y correlacionarla con la velocidad de consumo de materia organica
(Villamar, 2009). Especificamente, la Velocidad de Utilizacion de Oxigeno
(VUO) puede ser expresada por unidad de biomasa, denomindndose velocidad
de utilizacion de oxigeno especifica y en este caso, actividad heterotrofa, la que

se aprecia en la Figura 18.
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Figura 18. Evolucién de la actividad heterétrofa en el reactor.

La actividad heterdétrofa varié en un rango de 0,091-0,332 mg0O2/gSSV-min, en

el reactor.

El valor minimo obtenido durante los shocks fue alcanzado el dia 36, a las 24
horas de aplicacion del S3, para luego mostrar un pequefio aumento, lo cual
coincide con un incremento de la temperatura debido a cambios en la

estacionalidad.

Los valores obtenidos para la actividad heterdtrofa de la biomasa durante los

dias de aplicacién de shock, se dan a conocer en la Figura 19.
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Figura 19. Evolucion de la actividad heterétrofa en el reactor durante shocks

téxicos, S1 (®), S2 (0), S3 ( V), y S4 (A).

Las mediciones de la actividad de la biomasa se realizaron en la hora, 2, 6 y 24
de cada shock. Se observd que en la hora 2, para S1, S2 y S3, el valor de
actividad heterétrofa fue similar, 0,32, 0,29 y 0,27 mg02/gSSV-min,

respectivamente. En tanto que en S4, fue de 0,16 mg02/gSSV:-min.

En la hora 6, la actividad se mantuvo practicamente constante para S2 y S3,
en tanto que para S1, disminuyd a 0,29 mg0O2/gSSV-min y para S2 aumento a
0,30 mg02/gSSV-min. S4 aumenté a 0,17 mg02/gSSV-min, y fue S3 quien
experimentd el descenso mas pronunciado, con una diferencia de 0,08
unidades. Por otro lado, en la hora 24, se presenté un aumento en la actividad
heterdtrofa, en S1, S2 y S4, alcanzando valores entre 0,25 y 0,33
mg02/gSSV-min. Sin embargo, en S3 se observd una variacion casi inexistente
de 0,19 a 0,20 mg02/gSSV-min, valor siempre dentro de los rangos usuales de

actividad.
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5.7. Microbiologia del lodo

Mediante la microscopia Optica, se realizd la observacion de los
microorganismos existentes en el lodo del reactor, los cuales son presentados
en la Figura 20. A partir de esta observacién, fue posible conocer la diversidad
de microfauna del sistema, la cual corresponde a un indicador de estabilidad de
operacion, siendo una herramienta Util para establecer la situacién de
operacion normal, la que luego fue comparada, con la condicion de shock

téxico.

Figura 20. Microorganismos observados en el reactor en condicién de

operacion normal. A: Fléculo; B, C y E: Ciliados fijos; D: Rotifero; F: Flagelado;
G: Ciliado mévil; H e I: Ciliados suctores.

Es posible observar el floculo unidad estructural del lodo activado, que presentd
una estructura compacta, predominante en el periodo de operacidon normal, y

de tamafio medio, entre 150-500 pm.

Alrededor del fléculo, nadando libremente, se identificaron flagelados, como

Euglena sp. y ciliados libres, como Paramecium sp. Estos Ultimos estan
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presentes en la iniciacidon del sistema e indican un buen proceso de depuracion
(Villaseca, 2001). Asociados al floculo, se observaron, ciliados suctores, como
Acineta sp., relacionados con la eliminacién de fenoles (Papadimitriou et al.,
2007). Asimismo, adheridos al floculo, se encontraron ciliados pedunculados,
como Vorticella sp., y Opercularia sp., los cuales son frecuentes cuando el
tratamiento funciona correctamente, ya que, su capacidad de fijacién supone
una ventaja adaptativa en este sistema, siendo eliminados en el efluente los
microorganismos que no la poseen. También fueron observados, rotiferos, que

indican un lodo maduro, ya establecido (Mas et al., 2008).

El analisis microscépico durante los shocks toxicos, dio a conocer cambios en la
microbiologia del lodo. Durante S1 y S2, la microfauna del lodo tuvo similares
caracteristicas a la observada en la condicidon normal de operacién. A partir del
S3, se comienzan a evidenciar cambios en la microfauna y especificamente en
S4, los ciliados fijos, presentaron estructuras de acumulacion de alimento
(vacuolas) visiblemente mas grandes que las observadas durante operacion
normal. Lo anterior, debido a que al aumentar la carga organica, existié una

mayor disponibilidad de alimento, el que fue almacenado. Se observaron

ademas, una mayor cantidad de ciliados suctores y nadadores libres.

Figura 21. Alteraciones del sistema observadas durante Shock 4. J: Estructura
externa de amebas, sin organismo (Teca); K: Ciliado fijo sin pedunculo (lodo

poco compacto); L y M: Acumulacidn de alimento en ciliados fijos.

63



Durante todos los shocks fue posible observar la formacién de espuma, siendo
muy abundante durante S3 y S4, pudiendo ser explicada por la presencia de
acidos grasos en licor negro, que forman espuma en ambientes de pH alto (9-
10) (Sandberg and Holby, 2008). Ademas, el efluente adoptd un color negro
muy oscuro, que aumentaba progresivamente su intensidad conforme el

influente contenia mayores cantidades de licor negro.

5.8. Toxicidad

5.8.1. Bioensayo con Daphnia magna

Los resultados del bioensayo llevado a cabo con Daphnia magna para la
determinacion de la toxicidad, presentados en la Tabla 11, muestran que S1,
S2, S3 y S4 no presentan toxicidad aguda, no pudiendo establecer la

concentracion letal (LCso).

En los resultados obtenidos para el S3, se evidencia mayor mortalidad que en
S1 y S2, pero menor que en S4, aun siendo este Ultimo el shock con mayor

concentracion de licor negro aplicado (30 mL licor/L).

De acuerdo con la observacién microscopica del organismo de ensayo tras la
realizacion del mismo, se calcul6 el porcentaje de deformaciéon (Tabla 11) en
cuanto a alteraciones en la espina caudal y acortamiento del rostro,
evidenciandose una mayor deformidad para ambos efectos en S3 y S4, y

conforme aumenta la concentracién del efluente (50 y 100%).
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Tabla 11. Resultados del ensayo de toxicidad con Daphnia magna en términos de LCso, y porcentaje de deformidad en cuanto a alteraciones

en espina caudal y rostro.

Muestra Resultado % Deformidad (segin % de dilucién)

Efluente 48h LCso 6,25% 12,5% 25% 50% 100%
s1 N.D 0 0 0 5822 fg’gtirn: caudal 109 espina caudal
S2 N.D 0 10% espina caudal 20% espina caudal fggjﬁ fg’sptip: caudal 10% espina caudal
s o : o 2 espiacauc o o
S4 N.D 20% espina caudal 30% espina caudal ‘;’822 (:c?s?tirn: caudal 3822 chsptipc? caudal ?822 (:sstirn: caudal

N.D: No detectado

66



También resultd evidente una variacion en la longitud del cuerpo y el abdomen

a medida que el organismo se expone a mayor concentracion de efluente

téxico, parametros que fueron cuantificados segun Xavier et al.

determinando la relacién

alométrica (TCA), y cuyos valores se presentan en la Tabla 12.

(2005),

longitud/abdomen como tasa de crecimiento

Shock Tratamiento Cuerpo (mm) Abdomen (mm) % TCA
Control 0,034 £+ 0,001 0,047 £+ 0,008 72,91

12,50% 0,037 £ 0,001 0,034 + 0,003 106,09

s1 25% 0,034 £+ 0,004 0,038 + 0,008 90,12
50% 0,040 + 0,006 0,037 + 0,004 108,79

100% 0,043 + 0,003 0,045 + 0,004 95,99

12,50% 0,039 + 0,004 0,037 £ 0,007 105,14

S2 25% 0,041 £ 0,003 0,043 + 0,005 95,76
50% 0,036 £ 0,011 0,061 + 0,008 56,08

100% 0,037 £ 0,007 0,065 + 0,012 56,35

12,50% 0,033 £ 0,002 0,033 + 0,002 64,54

s3 25% 0,032 £ 0,004 0,032 + 0,004 61,96
50% 0,037 £ 0,004 0,037 + 0,004 64,52

100% 0,055 £ 0,011 0,055 + 0,011 68,68

12,50% 0,037 £+ 0,001 0,057 + 0,002 106,09

sa 25% 0,045 + 0,004 0,064 + 0,005 90,12
50% 0,043 + 0,006 0,068 + 0,007 108,79

100% 0,052 £ 0,006 0,075 + 0,009 95,99

Tabla 12. Longitud total del cuerpo, abdomen y relacién de tasa alometrica en
Daphnia magna.

En el ANEXO I, se indican de manera grafica algunas de las deformaciones a las
que se hace referencia anteriormente, de los organismos sometidos al estudio
de toxicidad para cada uno de los shocks toxicos aplicados a diferentes

concentraciones de ensayo.
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5.8.2. Ensayo de mutagenicidad: Test de Ames

El kit de ensayo utilizado para evaluar la mutagenicidad del efluente de
celulosa se basa en una alternativa practica del test de Ames, conocida como
test de Fluctuacion (Gilbert, 1980), la cual detecta la induccién de la mutacién
en un cultivo bacteriano en medio liquido por un cambio de color en las celdas

de purpura a amarillo.

Tras 5 dias de incubacion a 37 ©°C, se obtienen los resultados finales del
ensayo. En las figuras 22 y 23, se muestran las diferentes placas de ensayo

con los cambios de color, indicativos de induccién mutagénica.

Figura 22. Placas test mutagenicidad. A: Blanco (control de esterilidad); B:
Background (indicativo de la tasa de mutacion inversa natural); C: Control

positivo (con material mutagénico estandar incluido en el kit).
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Figura 23. De izquierda a derecha, y de arriba a abajo: Placas
correspondientes a S1 24 horas, S1 48 horas, S2 24 horas, S2 48 horas, S3 24
horas, S3 48 horas, S4 24 horas, S4 48 horas.

Los resultados positivos (color amarillo) indican que, con base a las condiciones
de la prueba, una muestra induce mutaciones de punto por sustituciéon de
bases o del tipo frameshift en el genoma de estos microorganismos. Por otra
parte, los resultados negativos (color parpura) indican que, con base a las
condiciones de la prueba, la muestra no presenta actividad mutagénica frente a
las cepas probadas de S. typhimurium (Ames et al., 1975).
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Tabla 13. Resultados ensayos Muta-ChromoPlate

N © de pocillos positivos

Muestra Dia 3 Dia 4 Dia 5 Resultado
Blanco 0 0 o -
Background 16 18 20 -
Control positivo (estandar) 63 70 72 -
Influente S1 24 horas 25 31 37 Mutagenicidad con un 99% de significancia
48 horas 18 19 21 -
Influente S2 24 horas 43 43 45 Mutagenicidad con un 99,9% de significancia
48 horas 5 7 10 Posible citotoxicidad
Efluente S3 24 horas 23 25 27 Posible citotoxicidad
48 horas 15 19 25 Posible citotoxicidad
Efluente S4 24 horas 8 8 8 Posible citotoxicidad
48 horas 8 10 10 Posible citotoxicidad
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En la Figura 24 se muestra la evolucion de cada placa con referencia a la

induccién de mutacién, indicada como mayor nimero de celdas positivas (color

amarillo). El control positivo representa el maximo nivel de induccién de

mutacién. Se establecen como mutagénicos los efluentes de baja concentracién
de licor negro S1 (24 y 48 horas) y S2 (24 horas), cuya tasa de induccién es

muy elevada,

y S3 (24 y 48 horas) en menor medida.

Se evidencia

citotoxicidad (muerte celular) en S2 (48 horas) y, en las muestras de efluente

con la mayor concentracion de licor negro (30 mi/L) S4 (24 y 48 horas), con

induccién practicamente nula de la mutacién.

Celdas positivas

80 4

60

Tiempo (d)

Mutagenicidad

Citotoxicidad

Figura 24. Evaluaciéon de la induccion de mutacion en el tiempo. Blanco (®);
Background (0), Control positivo ( ‘5, S1 24h (A ), S1 48h (W), S2 24h (O),
S2 48h (@), S3 24h (<), S3 48h ( A), S4 24h ( /) y S4 48h (-°-).
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6. DISCUSION

6.1 Influente de celulosa e in6culo: Parametros fisicoquimicos

El proceso de celulosa Kraft, se caracteriza por generar aguas residuales con
altas concentraciones de materia organica medida como Demanda Bioldgica de
Oxigeno (DBOs) y Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) de hasta 13,3 gDBOs/
y 39,8 gDQO/L, respectivamente y los sdlidos suspendidos pueden alcanzar
valores hasta 6,1 g/L (Bajpai, 2000). Con el fin de evitar los efectos
ambientales de este tipo de efluentes, tecnologias aerdbicas bioldgicos tales
como los sistemas de lodos activados son ampliamente utilizados (Chamorro et
al., 2009).

Caracterizacion del influente de celulosa se presentan en la Tabla 8. Este
presentd valores de DQO y DBOs de 477,13 + 76,10 y 345,00 £ 4,20 mg/L
respectivamente. Valores similares fueron registrados en investigaciones
relativas al efluente del tratamiento primario de la industria de celulosa kraft,
con rangos de 444,5-491,4 mg/L para DQO y de 150,0-168,0 mg/L para DBOs
descritos en Pozo et al. (2011), y Villamar et al. (2009). La relacion de
biodegradabilidad DBOs/DQO presenta un valor de 0,92 evidenciando que es un
vertido que se puede depurar de forma bioldgica. Sin embargo, existe la
presencia de compuestos recalcitrantes como compuestos aromaticos, lignina y
sus derivados que, ademas de aportar valor a la DQO, son causantes del color
en el efluente, con un promedio de absorbancia de 0,15 + 0,03 (Diez et al.,
2002; Pozo, 2010; Villamar et al., 2009). Por su parte, la concentraciéon de
fenoles totales 150,30 + 57,83 mg/L, se encuentra dentro de los valores
registrados por Villamar et al. (2009), y Chamorro et al. (2005), con rangos
117,2 - 150,0 mg/L y 190,0 - 350,0 mg/L, respectivamente. Derrames
inesperados de licor negro en este tipo de efluentes pueden alterar la carga
organica aumentando la concentracion de DQO en el influente entre, 888-1965
mg/L en 24h, las que consideran un aumento entre 154-243% con respecto al
influente normal (Sandberg, 2009). Estos valores coinciden con lo observado
en este estudio, donde shocks de licor negro aplicados en concentraciones de 2
a 4, mL/L efluente (S1-S2), evidencian una alza en la DQO de 158 y 248%,

respectivamente, que ingresa en el sistema.
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La conductividad eléctrica (CE) por su parte, también se ve incrementada de
manera proporcional, con valores de 3,47, 3,79, 4,53 y 6,35 mS, para S1, S2,
S3 vy S4.

Otros parametros igualmente importantes para condiciones Optimas del
sistema son temperatura, oxigeno disuelto y pH. Las variaciones de pH en
cuanto a la neutralidad constante a la entrada del reactor, son un factor a tener
en cuenta, puesto que se ha determinado que la neutralizacion del pH de un
influente téxico, implica un menor impacto de éste en el sistema de bioldgico y
una menor alteracién de su funcionamiento (Sandberg and Holby, 2008). Este
ultimo parametro, tuvo un valor promedio de 7,65 + 0,41 en entrada del
reactor, tanto en condicion normal como de shock tdxico, variando en
ocasiones hasta valores de 8,4. Debido a esto, el influente no entré al reactor
en las condiciones realmente Optimas, pudiendo afectar al correcto
funcionamiento del sistema. Este ajuste de pH es importante, ya que se ha
establecido que para un mismo shock con licor negro, un pH normal en el
influente, produce una menor inhibicion de la biomasa que un pH no
estabilizado (Sandberg, 2008).

La relacion SSV/SST es importante debido a que a partir de ella se puede
establecer el comportamiento potencial de bacterias activas Utiles para la
degradacion efectiva de la materia organica compleja presente en efluente, ya
gue estos porcentajes se asocian a la biomasa formada. El valor tipico de esta
relacion para un tratamiento bioldgico es de un 0,70 de biomasa viable, la cual
es entendida como la cantidad de biomasa presente en el reactor aerobio
referida al contenido celular. El valor promedio durante la operacion del
sistema de lodos activados fue de 0,67 = 0,05, evidenciando un
comportamiento efectivo de las bacterias en cuanto al proceso de depuracion.
Es evidente una tendencia decreciente de la biomasa en el reactor por la
aplicacién progresiva de los shocks, al tratarse de un influente de entrada de
caracter muy téxico. Inicialmente valores de actividad heterdétrofa de la
biomasa fue de 0,097 £+ 0,023 mg02/gSSV':min y velocidad de utilizaciéon de
oxigeno (VUO) fue de 0,146 = 0,006 mgO2/L'min. Estos valores se encuentran
por debajo de lo observado por Pozo et al. (2011), donde indica valores para
VUO de 0,30 £ 0,01 mgO2/L-min y para actividad heterotrofa de 0,12 £+ 0,02
mg02/gSSV-min. En este caso, valores menores pueden deberse a que es
necesario considerar un periodo de tiempo de adaptacion de la biomasa a las
condiciones de tratamiento y una vez acondicionada, es previsible que ésta

alcance su maxima actividad.
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6.2 Performance del reactor

En la industria de celulosa es ampliamente conocida la tecnologia de
tratamiento primario y secundario, el primero se basa en la eliminacion de
sélidos suspendidos, ademdas de neutralizar pH, enfriar y homogeneizar el
efluente (Metcalf y Eddy, 1995). El tratamiento secundario es un tratamiento
bioldgico, ya sea bajo condiciones aerdbicas y/o anaerdbicas que consiste en la
degradacion de la materia organica mediante el uso de microorganismos los
que requieren una fuente de carbono y nutrientes para su crecimiento (Slade et
al., 2004; Gerardi, 2006). El tratamiento bioldgico logra eficiencias de
eliminacién de carga organica biodegradable DBOs (Demanda Bioquimica de
Oxigeno a los 5 dias) entre 65-99% y una reduccién en la DQO (Demanda
Quimica de Oxigeno) entre 25-65% (Diez y col., 2002). Las tecnologias
implementadas en la industria de celulosa para tratamiento secundario, son de
tipo bioldgica aerdbica, por lo tanto, a continuacion se describe el proceso de
tratamiento aerobico, las cinéticas de reaccidén y la microbiologia del proceso
que involucra el consumo oxigeno. En ese sentido, la Figura 15 muestra las
eficiencias promedio de eliminacion de materia organica, en términos de DQO vy
DBOs, estas fueron de 56,6 £ 7,7% y 78,3 = 6,5%, respectivamente. Estos
datos concuerdan con los obtenidos por Pozo et al. (2011), donde fueron
reportadas eficiencias de eliminacion de DQO de 56,0 £ 1,2 % y de DBOs de
80,5 + 1,6%. Igualmente, Xavier et al. (2011), reportaron valores de eficiencia
de eliminacién de DQO de 63,3 + 10,3% en un sistema de lodos activados. Es
importante destacar que la eficiencia de eliminacién para DQO como DBOs, no
alcanzaron los 6ptimos 90-95% (Xavier et al., 2011). Prueba de ello, teniendo
en cuenta que el valor mas alto obtenido para la eliminacion de materia
organica biodegradable fue de 85,1%. En todos los shocks aplicados (S1-54),
se observd una disminucién de eficiencia del sistema; en S1 disminuyo de 64,8
a 58,6%, en S2 de 74,4 a 53,9%, pero fue en los siguientes donde el descenso
fue muy pronunciado, desde 64,1 a 40,1% en S3 y de 83,3 a 20,3%. Estos
descensos de eficiencia se producen en mayor proporcion cuanto mayor es la
concentracion de licor negro, y tras un corto periodo, el sistema se recupera y
se torna estable, (operacién normal). Este aumento de eficiencia, puede
deberse a que la biomasa aun permitia el ingreso de materia organica,
tolerando una VCO 1,8 veces la acostumbrada y a que el influente con licor
negro, contiene materia organica disponible para los microorganismos. En S2,
para una velocidad de carga organica 2,9 veces superior a la normal, la
eficiencia de eliminacién de DQO no se vio notablemente afectada. Lo anterior
es confirmado, con los estudios realizados por Sandberg and Holby (2008), que

mencionan que en derrames moderados, la mayor parte de la DQO degradable
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sera eliminada, existiendo una buena eficiencia. A partir de la aplicacion S3 se
observan marcadas oscilaciones con una tendencia decreciente de la eficiencia,
debido al ingreso de cargas organicas significativamente superiores para esta
etapa la velocidad de carga organica fue 4,9 veces superior al promedio. En
tanto, durante S4, se aplicé una velocidad de carga organica de 8,3 veces
superior a la normal, lo que se evidencid en la eficiencia de eliminacidn, ya que
el dia 44, dos dias después de la aplicacidon de S4, es cuando se obtuvo el valor
mas bajo de eficiencia (20,34%). Una explicacién a esto es que el licor negro
sigue en el sistema por un periodo prolongado y va saliendo diluido con el
efluente, contribuyendo a la concentracidon de materia organica de éste. En un
derrame accidental de licor negro en una planta de celulosa, la eficiencia de
eliminacién tard6 mas de 150 horas en restablecerse (Sandberg, 2009).
Considerando lo anterior, desde el dia 35, las oscilaciones de eficiencia de
eliminacién, dan cuenta de una desestabilizacion de sistema, consecuencia en

este caso, del ingreso de una carga organica elevada, aplicada en S3 y S4.

Durante todo el proceso de operacion se observdé una correlacion en la
eliminacion de todos los compuestos y el color (Villamar, 2008). Con la
aplicacion de los shocks toxicos, el color en el sistema aumenta, adoptando un
color muy oscuro, que se intensifica con S3 y S4. A partir del ingreso de licor
negro en dgrandes concentraciones, la eficiencia de eliminacion de color
disminuye hasta un 50,65% tras la aplicaciéon de S4, ocurriendo de manera
similar con los demas compuestos. La persistencia de esta ineficiencia en la
eliminacién puede estar producida por contenido de lignina y compuestos del
licor negro, que permanecen en el sistema por un largo tiempo y salen diluidos
en el efluente (Sandberg and Holby, 2008).

6.3 Evolucion de la actividad de la biomasa

Ciertos autores, afirman gque un lodo posee buena decantaciéon cuando presenta
valores de indice volumétrico del lodo (IVL) entre 35-150 mL/gSST (Ramalho,
1996) y una relacién microorganismo (A/M) entre 0,3-0,6 gDBOs/gSSV-d.
Durante todo el proceso de operacion, incluyendo durante los shocks toxicos, el
IVL tuvo valores dentro de ese rango de referencia, teniendo una buena
decantacion. Valores similares presentan Xavier et al. (2009), en un sistema de
lodos activados, donde este parametro se mantuvo alrededor de 50 mL/gSST.
Por otro lado, Sandberg and Holby (2008), presentan valores entre 70-100
mL/gSST. Sin embargo, el valor promedio de IVL en este estudio fue de 92,64
+ 36,25 mL/gSSV, superior a los 50 mL/gSST recomendados. Esto puede estar
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relacionado con el tamafio del fléculo, ya que, un mayor tamafio de éste,
aumenta el IVL. En este caso los fléculos fueron de tamafio medio (150-500
um) (Sezgin et al., 1982). También ese valor de IVL pudo estar influenciado

por una baja concentracién de sélidos en el reactor.

Se observa una disminucion progresiva del IVL comparando los 4 shocks
aplicados en su hora 24, desde 135,97 mL/gSST en S1 hasta 56,37 mL/gSST
en S4. Ello puede deberse a que este parametro es influenciado por factores
como, el tamano de los fléculos, la concentracién de sélidos y sobre todo la
presencia de organismos filamentosos. Cuando la concentracién de organismos
filamentosos es baja y existe una concentracién fija de SST en el reactor, el IVL
se ve influenciado principalmente por el tamano de los fléculos (Sezgin et al.,
1982). Durante el estudio no se observaron cambios significativos en cuanto al
tamafio de los fléculos, pero si se destaca su caracter disperso durante casi
toda la operacion, a excepciéon de la aplicacion del S4, que evidencié un lodo
filamentoso de acuerdo a sus parametros de IVL con respecto a A/M. Sin
embargo, segun lo observado durante los ensayos, evidenciado en los valores

de IVL de 37-135 mL/gSST el lodo del reactor presentd buena sedimentacion.

La actividad heterétrofa (Figura 18) varié en un rango de 0,091-0,332
mg02/gSSV-min, en el reactor, encontrandose dentro del rango de actividad
normal, tal y como reporta Pozo (2010) con un promedio de 0,095
mg02/gSSV-min. La baja tasa de actividad registrada a la hora 2 de aplicacion
de S4, puede justificarse debido a la alta concentracion de licor negro
contenida (30 mL/L), lo que provoco una desestabilizacion en la biomasa, que
no se encontraba adaptada a este tipo de influente. Aunque dicho valor estd
considerado dentro de los rangos medidos, al ser el menor comparado con las
mediciones de la hora 2 de los otros shocks, puede ser un indicio de un efecto
de la toxicidad del licor negro. Cabe destacar, que en la hora 24 de aplicacion
de S4, el sistema se recuperd hasta 0,25 mgO2/gSSV-min, superando la
actividad de incluso S3, sin apenas variacién y registrando la tasa mas baja
(0,20 mg02/gSSV-min). Esta alza puede explicarse por la robustez del sistema
de lodos activados, el que se encontraba en una condicion muy estable,
situacion que le permitié resistir los shocks y restablecer la velocidad de carga
organica. Ademads, dicho comportamiento coincide con la maxima
concentracion de DQO en el sistema (3221 mg/L) pudiendo ser la mayor
disponibilidad de materia organica un factor que influyd, ya que es posible
detectar la presencia de alzas en la carga organica, a través de un aumento en

la actividad de la biomasa (Chalasani y Sun, 2007). Se evidencia asi cierta
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capacidad de adaptacion de las bacterias del sistema, tras la aplicaciéon

constante de cargas toxicas.

Ademas, se ha documentado la existencia de una relacién entre la actividad de
la biomasa y la temperatura, siendo los lodos mas activos en virtud de una
temperatura mas alta (Chalasani and Sun, 2007), coincidiendo asi ese aumento

en S4 con las altas temperaturas (29,3°C) debido al cambio de estacionalidad.

En general, se observd un potenciamiento de la actividad y no una inhibicién.
Resultados de ensayos realizados a escala industrial y de laboratorio, muestran
que la velocidad de carga organica, fue inhibida en el sistema de tratamiento
de aguas residuales a concentraciones de 3500 mgDQO/L, con un incremento
en la DQO, producido por el ingreso de licor negro (Sandberg, 2009). En este
caso, las concentraciones de licor negro del influente, llegaron hasta 3221
mgDQO/L, no observandose un efecto significativo de disminuciéon de la
actividad por efecto téxico, dentro de lo cual el sistema fue alterado en mayor
grado por la aplicacién de S3 y, posiblemente, el pH del influente no ajustado
en ocasiones hasta la neutralidad, el que afectdé a las bacterias y pudo

potenciar los compuestos toxicos del licor negro (Sandberg and Holby, 2008).

6.4 Microbiologia del lodo

La presencia o ausencia de determinada especie microscépica, establece el
estado del lodo presente en el reactor, afirmacion que es corroborada por la
eficiencia de eliminacidén, pero que a diferencia de ésta, también nos permite
visualizar la dinamica de las distintas especies presentes en este tipo de

sistemas de tratamiento (Villamar, 2008).

Los ciliados fijos y los rotiferos son un indicativo del buen funcionamiento del
sistema. Pellizzaro et al. (2005), plantean que un buen rendimiento del sistema
esta directamente relacionado con la especie dominante en el proceso. De esta
manera, la predominancia de ciliados pedunculados y libres es indicativa de

buenas condiciones de depuracién.

En un sistema de lodos activados, es posible tener indicios de derrame con
componentes de material orgdnico y tdéxico, a través de las caracteristicas y
composicién de la biomasa, representadas en el IVL, la actividad heterétrofa y
los microorganismos indicadores. Durante este estudio, fue posible observar
gue una mayor concentracién de DQO (3221 mg/L) en el influente, producto de
la adicion del licor negro (2, 4, 10 y 30 mL licor/L efluente, conllevdé una

disminucién progresiva de la eficiencia de eliminacion hasta un 20,34%. En
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este sentido, la desestabilizaciéon del sistema, fue evidenciada por una
alteracién de la actividad heterétrofa, disminuyendo de manera general en
todos los shocks (indicativo de toxicidad). Se vio aumentada en la hora 24 de
aplicacion para cada uno de ellos, debido a la mayor disponibilidad de alimento
y a la robustez del sistema, siendo este el indicio de un ingreso repentino de
carga organica extra (708, 1113, 1887 y 3221 mg/L, desde S1-S4). Lo anterior
se confirma en la Figura 21, donde se observa que, las vacuolas de
alimentacién de los ciliados fijos (Vorticella sp.) fueron notablemente mas
grandes luego de S3 y S4. Sin embargo, la actividad heterétrofa en el caso de
S3, no pudo recuperarse tras las 24 horas de aplicacidén, casi sin variacion
desde 0,190 a 0,202 (mg02/gSSV min), lo que si ocurrié con el S4, a pesar de
tener una concentraciéon 3 veces mayor, llegando a 0,254 (mgO2/gSSV min).
Aqui se evidencia, por tanto, una capacidad de adaptacién de las bacterias tras
la exposicion continua a grandes gradientes de téxicos, pues éstas son capaces
de recuperarse y adaptarse al sistema. Un factor clave para ello, fue la
neutralizacion del pH del influente, ya que, por un lado, las bacterias son
sensibles a los cambios de pH y por otra, la toxicidad de ciertos compuestos del
licor negro se potencia con un pH mas bdsico. Lo anterior se confirma con
experiencias realizadas por Sandberg and Holby (2008), que mencionan que
cuando el pH de la alimentacién, se ha ajustado a aproximadamente 7, las
bacterias pueden resistir concentraciones mas altas de licor negro antes de ser
inhibidas.

En el caso de la observacion de presencia/ausencia de microorganismos
presentes en el lodo, se evidencia la presencia de compuestos toxicos en el
sistema, a través de la disminucién del numero de microorganismos
indicadores. Conforme el shock tuvo mayor cantidad de licor negro, fue
observada una menor cantidad de ciliados fijos y rotiferos, organismos muy
sensibles a la contaminacién toxica. Sin embargo, en ningun momento el
sistema se vio inhibido. Especificamente en S4, se observd un numero
abundante de flagelados, lo que es indicativo de una depuracion inadecuada,
ya que, la elevada densidad de estos microorganismos ocurre en la puesta en
marcha o bien asociada a un mal funcionamiento del proceso, debido por
ejemplo a un exceso de carga organica, situacién que concuerda con las mas
bajas eficiencias de eliminacién de materia organica (24,34%) (Madoni, 1994).
De igual forma, un aumento en los ciliados nadadores en un lodo bien formado,
es indicio de anomalias en el proceso, como podria tratarse del caso de una
carga excesiva. En ocasiones, también puede estar relacionado con la entrada
de vertidos toxicos, ya que se eliminan las comunidades estables del proceso,

presentando los reactores una situacidon semejante a la puesta en marcha
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(Villaseca, 2001). Como se observa, es a partir de S3 y S4 cuando se comienza
a evidenciar, a través de los microorganismos, un aumento en la carga
organica, indicativo de desestabilizacion y también signos de la toxicidad del
licor negro. Ademas, a partir de la aplicacion de S2, se destaca el caracter
disperso del lodo, y en S4 se evidencia un lodo filamentoso en términos de IVL
con respecto a A/M, con un valor de 0,69 (g DQO/g SSV d) para este ultimo

parametro, indicativo también de toxicidad.

6.5 Bioensayos de toxicidad con Daphnia magna

El uso de métodos bioldgicos para la evaluacién de la contaminacion muestra
una alternativa importante para conocer el potencial de las aguas residuales
descargadas a ecosistemas acuaticos (Kim et al., 2008; Ignace et al., 2011).
En este sentido, el destino y los efectos de los efluentes de celulosa Kraft, han
sido evaluados mediante variados organismos, entre ellos Daphnia sp. (Hewit
et al., 2006). Bioensayos clasicos con esta especie incluyen ensayo de toxicidad
aguda en la que el parametro medido es la muerte (24-48h.), y pruebas
cronicas, donde la fertilidad es el punto final mas frecuentemente utilizado
(Gaete et al., 2000). Si bien es cierto, se ha demostrado que la toxicidad
generada por estos efluentes, se ha visto reducida en un 100% debido a la
sustitucion del blanqueo convencional y la implementaciéon de tratamientos
bioldgicos (Chamorro et al., 2005), ensayos cronicos han evidenciado que auln
existen compuestos refractarios que son capaces de interferir con el
metabolismo de Daphnia sp. (van den Heuvel et al., 2008). Ademas, estudios
realizados en este ambito, muestran que compuestos presentes en los
efluentes tienen la capacidad de actuar como moderadores hormonales
incidiendo principalmente en el crecimiento (Xavier et al., 2005). Al respecto,
se ha visto que puede existir una alteracién en la relacién cuerpo/abdomen de
al menos un 25.6%-27.8% en Daphnia magna sobre la tendencia normal
(Lépez et al., 2011). Actualmente, existe una necesidad de desarrollar ensayos
bioldgicos de corto plazo, como alternativa a los de larga duracion y que
puedan prever efectos a largo plazo como los mencionados (Guillermino et al.,
1999; Gaete et al., 2000). De acuerdo a esto, en la ultima década ha habido
una creciente evidencia de la aplicacién de ensayos de toxicidad subletal de
corto plazo (24h) (Barata et al., 2007), de tal forma, ensayos realizados sobre
el metabolismo vy fisiologia en Daphnia magna, reflejan efectos directos sobre la
reproduccion y crecimiento del organismo y efectos indirectos sobre la
estructura de la comunidad (McWilliam et al., 2002). En este sentido, los

ensayos de toxicidad aguda con los shocks toxicos de licor negro presente en
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efluentes de celulosa, corroboran que el tratamiento bioldgico disminuye la
letalidad, no evidenciando toxicidad aguda (LCso) a las 24-48h para ninguno de
los shocks. Cabe destacar que a pesar que no se detecta LCso, si existen
evidencias de mortalidad en S3>S2>S1, lo que resulta evidente puesto que la
concentracién de téxicos aumenta progresivamente, sin embargo, respecto a
S4, cuya concentracién es la mas alta (30 ml licor/L), no se presenta
mortalidad. En este sentido, es probable que a la maxima concentracion de
shock existan compuestos que provoquen un efecto antagonico. Estudios en
este sentido ha visto que al 100% de efluente de celulosa existen una mayor
disponibilidad de compuestos especificos, entre ellos triterpenos, ketonas y
fitosteroles entre otros, que pueden producir un efecto beneficioso para los
organismos disminuyendo la toxicidad aguda. Este efecto ha sido ampliamente
discutido por varios autores, observando que los fitoesteroles son capaces de
ingresar en la ruta metabdlica actuando como antagonista de hormonas
naturales (Martin-Creuzburg and Von Elert, 2004). La presencia de esteroles en
la dieta de Daphnia sp es un factor determinante en cuanto a la alimentacion
se refiere, ya que estos compuestos son muy similares estructuralmente al
colesterol, principal fuente alimenticia de Daphnia, (Martin-Creuzburg et al.,
2005) y a la hormona ecdisoma (Clubbs et al., 2007), por lo que pueden ser
incorporados y transformados en colesterol, generando un sinergismo de
condiciones optimas para su crecimiento y reproduccion (Sperfeld and Wacker,
2009; Piepho et al., 2010).

Ademas de los ensayos de letalidad se realizaron pruebas subletales para
determinar el grado de alteracién a nivel morfolégico en D. magna.
Deformacion a nivel de la espina caudal (acortamiento y curvatura), del
rostrum, y crecimiento del abdomen, aumenta significativamente con la
concentracién de toxicos en el efluente y a menor grado de dilucién en la
realizacion del ensayo. En relacién a esto, se observa que a las 48h, existe una
fuerte tendencia la deformidad de la espina caudal, para el shocks 1 y 2,
presenta un maximo de 10% para la concentracion de 50 y 100%, y este grado
de alteraciéon se va incrementando a medida que el licor negro es mas
concentrado. S2, presenta un 20% de deformidad en espina caudal a 25 vy
50%, cabe que S2 y S3 al 100% se presenta una disminucién en la alteracién
de la espina caudal a la maxima concentracion, coincidiendo con lo descrito,
que efluentes de celulosa pueden contener compuestos especificos que de
algun modo benefician al organismo para aplacar el grado de alteracién
ambiental que puedan estar sufriendo. De esta misma forma, shock 3 solo
evidencia alteraciones al 25% con 20% espina caudal y 30% rostro. Por ultimo

shock 4 presenta alteraciones en todas las concentraciones (6,25-100%), con
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un maximo de 30% en la espina caudal en 12,5, 25, 50,100% y 20% de
deformidad en el rostrum al 50%. Para relacionar estas alteraciones fisioldgicas
también se realiz6 mediciones en la longuitud del cuerpo y abdomen
(crecimiento alométrico). Esta relacion ha sido usada como criterio de
valoracion tras la exposicion a compuestos disruptores endocrinos Es asi que
Olmstead and LeBlanc (2000), demostraron que tanto dietilbestrol (DES) y
metopreno, aumenta el tamafio abdominal en relacién con el cuerpo (21d),
siendo esta una relacion que expresa alteraciéon estrogénica. Por otro lado,
Xavier et al. (2005), por su parte, discute que dafnidos expuestos a efluentes
de celulosa, presentan una temprana maduracion sexual, y alteraciones
morfoldgicas de tipo endocrino. Sin embargo, no se ha observado si existe una
alteracion temprana (24-48h) en el organismo. En este sentido la Tabla 12
evidencia la relacidon alométrica de D. magna expuesta a los distintos shocks
toxicos. En este sentido, se observa en general que el proceso de crecimiento
tanto para el cuerpo como para el abdomen siguen patrones de alteracion
endocrina en S1, donde se presenta una tendencia a desarrollar mas el
abdomen que el cuerpo en todas las concentraciones expuestas. Por su parte,
shock 2 evidencia un crecimiento mayor en el abdomen al 12,5% con respecto
de los organismos control. S3, no presenta diferencias significativas en el
crecimiento alométrico en ninguna de las concentraciones respecto del control
y S4 por su lado, presenta una mayor tendencia al crecimiento del cuerpo con
respecto del control en todas las concentraciones expuestas. De acuerdo a
esto, se puede inferir que solo el S1, tendria una incidencia en el desarrollo del
abdomen sobre el cuerpo, indicando una alteracion endocrina. Estos resultados
son concordantes con lo observado por Xavier et al. (2005), quienes evidencias
que un efecto positivo en el crecimiento abdomen/cuerpo de hembras
expuestas a bajas concentraciones de efluente de celulosa (5%), relacionando
estos efectos con alteraciones endocrinas. Un dato interesante serian datos
medidos a través del tiempo, sobre las generaciones (multigeneracional), para

evaluar los efectos cronicos especificos asociados a los shock de licor negro.

6.6 Test de mutagenicidad : Test de Ames

El bioensayo con Salmonella typhimurium, mas conocido como “Test de Ames”,
(Ames et al., 1975), mide la actividad de una sustancia para mutar células
bacterianas. Este ensayo ha sido ampliamente utilizado para determinar la
mutagenicidad de mezclas complejas, como lo son los efluentes de celulosa
(Xavier et al., 2011). La Tabla 13, presenta los valores de mutagenicidad del

ensayo realizado a los shocks toxicos, cuyos potenciales de induccién de
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mutacion se pueden observar de manera grafica en la Figura 24. Los resultados
muestran mutagenicidad en los efluentes con menor concentracién de licor
negro S1 y S2, mientras que en S3, la induccién de la mutacién es de caracter
muy moderado, este punto estd muy relacionado con los efectos vistos en D.
magna, ya que justamente es a esta concentracién de shock téxico (S3) que se
presenta la menor deformidad en rostrum y espina caudal y no existe una
alteracion en el crecimiento alométrico. Por su parte, S4 con una concentracion
en licor negro de 30 mL licor/L, no evidencia mutagenicidad, debido a que se
induce muerte celular o citotoxicidad. Respecto de la mutagenicidad vista en
los efluentes de celulosa, esta se ha atribuido principalmente a compuestos
especificos tales como acidos resinicos (abiético y dehidroabiético) (Fernandez
et al., 2007) y esteroles (Lehtinen et al., 1996) contenido en los efluentes de la
planta de Kraft. De esta forma Xavier et al. (2011), evalué componentes tales
como estigmasterol, B-sitosterol, encontrados para ellos ser genotdxicos a
bajas concentraciones y contribuir en general a potenciar este efecto. Mas aun,
estos autores detectaron que el sistema de tratamiento aerdbico puede generar
un aumento en la muta-genotoxicidad en los efluentes tratados. Por su parte,
Rao et al. (1995), determind mutagenicidad en efluentes filtrados a una
diluciéon de 4 mL y observdo ademas potencial genotdxico a aproximadamente
0,28 mL. Lo que indica que este tipo de tests son bastante sensibles para
determinar alteraciones a nivel celular. De concordante a lo descrito, los
efluentes analizados en este estudio mostraron potencial mutagénico vy
citotdxico, lo que comprueba que los sistemas de tratamientos secundarios
convencionales no logran eliminar el potencial mutagénico generado en el

proceso de la celulosa (Springer, 2000).
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CONCLUSIONES

La eficiencia de eliminacién de materia organica obtenida para la condicion de
operacién normal fue de 56,6 £ 7,7%, y varidé entre 64,84 y 20,3% desde la
aplicacion de S1 a S4 con un TRH de 1 d y relacién DBOs:N:P de 100:5:1.

El IVL se mantuvo en un rango de 34,8 159,1 mL/gSSV, observando para S1
valor fuera de rango 6ptimo. El lodo se clasific6 como disperso durante casi
todo el periodo de operacién, y filamentoso para la condicién de S4,
confirmando desestabilizacién del sistema de lodos activados para la

concentraciéon de 30 mL licor negro/L efluente.

La actividad heterdtrofa de la biomasa presentd valores entre 0,091 0,332
mg02/gSSV-min, para toda condicién de operacion, presentando los valores
mas altos durante la hora 24 de S1 y S2, evidenciando una disminucion de la

actividad con la aplicaciéon de S3 y S4.

Se observaron anomalias en el sistema mediante la observaciéon de
microorganismos; una disminucion en el niumero de ciliados fijos y rotiferos a
medida que aumentd la intensidad de los shocks, se refleja en la baja eficiencia

de eliminacién correspondiente a S4.

El efluente no presenta una toxicidad aguda (LCso), en ninguno de los shocks
toxicos, sin embargo, presenta alteraciones principalmente en el rostrum vy
espina. S1 presenta alteracion a la concentracion de 50 y 100%, evidenciando
un 10 % de deformidad en la espina caudal para ambas concentraciones y un
20% sobre el rostrum para el 50%. S2, presenta un 20 % de deformidad en
espina caudal a 25 y 50%. S3 sélo evidencia alteraciones al 25% con 20%
espina caudal y 30% rostro. Por Ultimo, S4 presenta alteraciones en todas las
concentraciones (6,25-100%), con un 30% en la espina caudal en 12.5, 25
,50, 100% y 20% de deformidad en el rostrum al 50%.

Se evidencia mutagenicidad en los efluentes con menor concentracién de licor
negro (S1 y S2, con 2 y 4 mL licor/L, respectivamente), mientras que en S3
(10 mL licor/L) la induccion de la mutacion es de caracter muy moderado, y S4

(30 mL licor/L), no se produce induccién alguna, lo que indica citotoxicidad.
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Fue posible determinar a través de los ensayos realizados, toxicidad con
efectos subletales y potencial mutagénico y citotdxico, de los efluentes de la
industria de celulosa kraft, sometidos a shocks de licor negro con
concentraciones de hasta 3221 mg/L, durante 24 h, con un TRH de 1 d y una
relacion DBOs:N:P de 100:5:1, por tanto, se acepta la hipdtesis. Se comprueba
que los sistemas de tratamientos secundarios convencionales no logran

eliminar el potencial mutagénico generado en el proceso de la celulosa.
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ANEXO

ANEXO I. Deformaciones del organismo de ensayo Daphnia magna,
para cada shock toxico, a nivel espina caudal ( —) y rostrum ( ).

Sustitucion del exoesqueleto ( «—).
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