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RESUMEN

Los efluentes de la industria papelera se caraeateripor presentar altas
concentraciones de carga organica facilmente bradagle, lo que se refleja en una
Demanda Biologica de Oxigeno (DBGuperior a 770 mg/L. La cual puede ser utilizada
por los microorganismos de un reactor de biopealidé lecho mévil (MBBR), en la
formacion de polihidroxialcanoatos (PHAS). Los PH#&s poliésteres que se acumulan en
las células en forma de granulos intracelularesocoeserva de carbono y energia. Los
PHAs, poseen caracteristicas fisicas y térmicag permiten su utilizacion como
bioplastico y pueden considerarse como una aligenatlos plasticos convencionales. Se
estudiaron las condiciones 6ptimas de nutrientes lpaconversion de materia organica del
efluente a PHAs y la eficiencia de eliminacion d@@y DBG; con distintas condiciones
de nutrientes aplicadas (100:5:1 y 100:1:0,3). Bkcaron VCO de 0,81 a 2,83 kg
DBOs/m*-d. El sistema MBBR obtuvo méximas eficiencias timieacion de materia
organica de 79,22% y 97,01% de DQO y BBO/CO de 0,81 kg DBEM>-d y relacion
de nutrientes de 100:5:1, obteniendo ademas el mpayoentaje de células que acumulan
PHAs (88,11%) e intensidades de fluorescencia §B22a esta VCO vy relacién de
nutrientes . No encontrando diferencias significetial cambiar la relacion de nutrientes
de 100:5:1 a 100:1:0,3. Bajo estas condicionegdedio, se evalud la eficiencia de
eliminacion de actividad estrogénica del efluentepdipelera mediant8accharomyces
cerevisiaerecombinante con el bioensayo Yeast Estrogen Scf€El). Obteniendo
valores de actividad estrogénica de 0,307 Eq. H2 ey el influente la cual fue eliminada
en el MBBR a VCO de 0,81 kg DRGN*-d.



ABSTRACT

The effluents from the paper industry are charatdrby high concentrations of
readily biodegradable organic load, which is ra#dcin a biological oxygen demand
(BODs) higher than 770 mg/L. Which can be used by ther@organisms in a moving bed
biofilm reactor (MBBR) in the formation of polyhyokyalkanoates (PHAs). PHAs are
polyesters which accumulate in cells as intracatlgkanules as a carbon and energy store.
PHAs have physical and thermal characteristics #tlatv its use as bioplastic as an
alternative to conventional plastics. We studiegl dptimal conditions of nutrients for the
conversion of organic matter in the effluent to PHa#nd the removal efficiency of COD
and BOD with different nutrient conditions applied (10@5y 100:1:0,3). The removal
efficiencies of organic matter was 79.22% and 9% @t COD and BObat OLR of 0.81
kg DBOs/m®d and nutrient ratio 100:5:1. Under this condiiome also obtained the
higher percentage of cell accumulation of PH@S8,11%). There was no significant
differences by changing the ratio of nutrients fr@60:5:1 to 100:1:0,3. We studied the
removal efficience of estrogenic activity in thiflent usingrecombinantSaccharomyces
cerevisiaewith the bioassay Yeast Estrogen Screen (YE®}aining values of estrogenic
activity of 0.307 Eq. E2 ng/L in the influent whigas eliminated in the MBBR at OLR of
0.81 kg-d DB@m°.



1. INTRODUCCION

1.1Industria del papel en Chile

El sector forestal en Chile, representa el 3,1%RIBI nacional (CORMA, 2010)
donde el 36%, corresponde al Sector Industrialdtakee la Industria del Papel. En Chile,
la Industria de Papel se encuentra enfocada palmgnte al mercado interno y en menor
porcentaje a exportaciones a paises de Sudaménica: Argentina, Perd, Colombia y
México (Diagnostico APL, 2005).

Su desarrollo se da preferentemente en la ZonardC&uor y Zona Sur del pais,
principalmente debido a que las especies utilizadaso materia primaPinus radiatay
Eucaliptus globulusposeen gran adaptacion a las condiciones cliagitig de suelo de
estas zonas. Chile cuenta con 2,3 millones de fteestéle plantaciones forestales, donde el
40% de éstas, se encuentra en la Region del Biab%,en la Region del Maule y 20% en
la Regién de la Araucania (INFOR, 2007).

En la actualidad, existen 11 plantas productorapajel, cuatro de ellas estan
ubicadas en la region del Biobio (principalmentedpctoras de papel de diario), cuatro en
la Region Metropolitana y una en la Sexta, Séptngcima region (Tabla 1). La mayor
industria productora de papel, corresponde a e@pi@MPC, que cuenta con seis plantas
a lo largo de Chile, totalizando el 72% de la pomilbn nacional, seguida por Norske Skog
(10,5%) y Compaiiia Papelera del Pacifico (5,2%agDodstico APL, 2005).



Tabla 1. Plantas de produccién de papel en Chile

Produccion
Empresa Ubicacién (miles ton Tratamiento Descarga
/afo)

Cartulinas CMPC S.A. Maule, 360 TP, TS Rio Maule
VIl Region

Cartulinas CMPC S.A. Valdivia, 70 P, TS Rio Calle Calle
X Region

Inforsa S.A. CMPC Nacimiento, 195 TP,TS (MBBR)  Rio Vergara
VIl Region

Papeles Cordillera S.A. Puente Alto, RM 320 ™, TS (BAS.),’ T Rio Maipo

(Desinfeccién)

CMPC S.A. Laja, 80 TP, TS Rio Biobio
VIl Region

CMPC S.A. Ta'gf\lﬂa”te’ 33 TP, TS (LA) Rio Maipo

Papeles Norske Skog SA San Pedro d_g la Paz, 120 TP, TS (LA) Rio Biobio
VIl Region

San Francisco de

Cia. Papelera del Pacifico Mostagz,ﬂl, 60 TP, TS Estero Tronco
VI Region

Carrascal S.A. Quinta normal, RM 45 TP (DAF) -

Forestal y Papelera Coronel,

Concepcion S.A. VIII Regién 50 TP, TS (LA), TT Fuera ZPL

Papeles Industriales S.A. Lampa, RM 57 (Desinfegci  Estero Lampa

TP: Tratamiento primario; TS: Tratamiento secur@afiT: Tratamiento terciario; MBBR: Moving Bed
Biofilm Reactor; LA: Lodos activados; BAS: Biofilmerated sludge; DAF: Dissolved air flotation (INFOR
2007).

1.2. Proceso productivo
1.2.1. Materia prima

El 98% de las especies utilizadas en la induseiapdpel como materia prima,
corresponde a plantaciones forestales de espemi@sehs:Pinus radiatay Eucaliptus
globulus(CORMA, 2010).
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La Tabla 2, muestra el porcentaje de los princgpatmstituyentes de la madera son
celulosa, hemicelulosa, lignina (polimero aromatieocadena larga que le da resistencia
mecanica a la madera) y compuestos extractivoss Edtimos corresponden a compuestos
mayoritariamente lipofilicos y de bajo peso molacutomo: taninos, aceites, acidos
resinicos, grasas, fitoesteroles, ceras y terpenmnpuestos encargados del
almacenamiento de nutrientes y proteccion de asanuierobianos, entre otros (Dorago
col., 2000).

Como se observa en la Tabla 2, el tipo de compsiesttyactivos presente en la
madera, varia dependiendo de la materia prima queatibce. Debido a su naturaleza
lipofilica, estos compuestos tienden a acumularsdas maquinarias del proceso de
produccién de papel, formando depoésitos llamadascHp que afectan el correcto
funcionamiento de las maquinas generando pérdictasdeicas y técnicas en el proceso
(Gutiérrez y col., 1998).

Tabla 2. Principales constituyentes de la madera y compsiestiactivos en

Eucaliptus globuluy Pinus radiata

Constituyente madera  Eucalipto (%) Pino (%) Referencia

Celulosa 43,0 - 50,0 42,0 - 46,0 1-2
Hemicelulosa 25,0 35,0 1-2
Lignina 25,0-31,0 17,0 - 26,0 1-2
Compuestos extractivos 0,5-7,0 0,2-32
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
Esteroles 32-51,7* 1,2* 3-4

*: mg / 100 g madera. (1) LaFleur, 1996; (2) Rosaly, 2010; (3) Gutiérrez y col., 1998;
(4) Del Rio y col., 2000.
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1.2.2. Produccion de papel

El proceso productivo del papel requiere de unpaet®e produccion de pulpa, la
cual puede obtenerse mediante procesos quimicacanmcos. En la produccion quimica,
los trozos de madera se mezclan con agua y pradguaimicos hasta separar las fibras de
celulosa. Mientras que en la produccion mecanasafibras se separan por trituracion de
la madera, sometiéndola a altas temperaturas jopess La pulpa obtenida en este caso
presenta residuos de lignina, hemicelulosas, resjnatros. La reduccion mecénica se
puede realizar bajo distintos procesos, tales casfoiador de pulpa mecanica (RMP),
pulpaje termomecénico (TMP) o desfibrador presdozgeGW).

En la Figura 1, se muestra el proceso TMP, el coasta de una primera etapa de
Planta de Madera, donde se ablandan las astillasvapor de agua para facilitar la
separacion de las fibras. Posteriormente, se imterd las astillas a presion en una zona
entre dos discos rotan en direcciones opuestayaonta distancia. La accion de una serie
de ranuras y barras sobre la superficie de essmoglisepara las fibras (Planta TMP).
Pudiendo obtener hasta tres estaciones de referaderie. Una vez obtenida la pulpa, ésta
es clasificada vy filtrada de impurezas para past@ente pasar a una Maquina Papelera
(MP-1 y MP-2), que formara la hoja de papel. La pasara por cilindros alimentados con
vapor, obteniendo una hoja de papel con un 8% deetad. Finalmente, ésta pasa por
baterias de acero lisas que giran alisando su fgipernrollando finalmente el papel en

una barra de acero, el cual serd embalado y almdoem bodegas (Papelnet, 2010).
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Figura 1. Proceso productivo Termomecanico (TMP) y RILES gedes en el proceso.
MP: Maquina papelera.

1.3. Aspectos ambientales del proceso

La principal problemética ambiental relacionadaaandustria papelera son los
residuos industriales (RILES). Debido a que el agpiaitiliza en distintos procesos, tales
como transporte de las materias primas y aditifmsdo de intercambio de calor,
produccién de vapor y agente lubricante, entresq®alomé y Goikoetxea, 2006). Proceso
en el cual ademas se generan emisiones atmosfé&ocas: vapor de agua y material
particulado proveniente de la combustion de la meada las calderas y residuos sélidos
(cenizas, corteza sucia, chatarra, etc) (Pokhvetaraghavan, 2004).

La preocupacion por el cuidado y la conservacionndedio ambiente ha sido
entendida por la industria y actualmente se trabajaminimizar la cantidad de agua
utilizada y en reutilizar los recursos y la em@rdo que se refleja en los sistemas de
gestion ambiental aplicados, tales como AcuerdoBrdduccion Limpia y Certificaciones
ISO 14001, las que ademas brindan un respaldonatdiemal a la industria. Muy
importante en el ahorro de recursos, en el casagdes, es la aplicacion de la mejor
tecnologia disponible (BAT: Best Available Techrpiy lo que permite mantener o
mejorar la eficiencia de produccion y aumentar @mmromiso con el cuidado del medio
ambiente.
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Salomé y Goikoetxea, (2006), exponen un ejemplestie al mencionar que en la
produccién de papel periédico se utilizan 3bda agua/ton de papel mediante tecnologias
antiguas. Sin embargo, mediante la utilizaciénedeéjor tecnologia disponible, es posible

reducir este gasto entre 10 - 15ton de papel.

1.4. Efluentes de la industria del papel

La industria papelera genera grandes volimenefuntes, entre 10 - 70 %on
de papel (Rintala y Puhakka, 1994; Lacorte y @ilQ3). Las caracteristicas y compuestos
presentes en este tipo de efluentes, dependerdipaale materia primaP{nus radiata
Eucaliptus globulu® mixto), de la tecnologia utilizada y del tratanto aplicado (Hewitt
y col., 2003; Lacorte y col., 2003).

Estos efluentes, previo al sistema de tratamiemtcasacterizan por presentar altas
concentraciones de carga organica facilmente bradagle tales como carbohidratos
simples y de cadena corta, lipidos y péptidosue sp refleja en una Demanda Biologica
de Oxigeno (DBG) superior a 770 mg/L. Ademas, la lignina, sélidaspendidos, acidos
grasos y acidos resinicos generan una alta coacénirde compuestos recalcitrances que
requieren de agentes oxidantes para su reduccitrayelo concentraciones de Demanda
Quimica de Oxigeno (DQO), superiores a 1900 mgiLy(Sreekrishnan, 2001).

El tratamiento de estos efluentes consta de siste&tearatamientos primarios y
secundarios. Los tratamientos primarios se encatgada remocion de sélidos suspendidos
(80 — 90%), neutralizacién y disminucién de tempges. Posteriormente, se realiza un
tratamiento secundario, en el cual los microorgaospresentes utilizan materia organica
biodegradable como fuente de nutrientes y enegyi@ $u propagacion (Thompson y col.,
2001, Latorre y col., 2007). Dentro de los tratartos secundarios, se mencionan sistemas
de tipo aerdbico o anaerobio, siendo mas comudddgo aerdbicos de tipo convencional
como lodos activados y lagunas aireadas. Con eficie de eliminacion de DB@ntre 73
- 92% y mayor al 90%, respectivamente. Mientras pa el caso de DQO, estos se
encuentran entre 50 - 92% y 40 - 60% respectivaan@elmonte y col., 2005; Schnell y
col., 2000; Stuthridge y col., 1991; Thompson y,c2001; Welander y col., 1997).
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En la actualidad, la industria ha comenzado azatilitratamientos de biomasa
adherida como el sistema MBBR (Moving Bed Biofilnedgtor), por las ventajas que
presenta. Entre ellas, requiere menor volumen detoeya que la biomasa crece como
biopelicula en carriers, los cuales permiten queretimiento de la biomasa se de en una
mayor area superficial, favoreciendo el crecimieni® biopeliculas en el soporte.
Otorgandoles una mayor resistencia a alteracioglemedio, evita recirculacion de lodos y
posee la capacidad de eliminar altas concentraxid@eontaminantes, al permitir una alta
concentracion de biomasa por inmovilizacion. Estsdrealizados, han determinado
eficiencias en eliminacion de DB®@ntre 85 - 99%, mientras que para el caso de la DQO
del 24 - 85% (Magnus y Carlber2000; Odegaard, 2000; Pokhrel y Viraraghavan, 2004)

1.5. Produccion de polihidroxialcanoatos (PHAS)

Otro de los inconvenientes asociados al tratamidatestos efluentes, consiste en
controlar grandes concentraciones de biomasa gknera los sistemas de tratamiento
secundario. Correspondiendo aproximadamente a fadnde la DB@ de entrada al
tratamiento (Metcalf y Eddy, 1995). Constituyendoaosto para la industria ya que deben
ser tratados y llevados a disposicion.

Es por esto que se plantea la produccion de PHAstdéin de otorgar un valor
agregado a estos lodos generados. Los PHAs sasstaoéis, sintetizados por mas de 300
cepas bacterianas en forma de granulos citoplasms&bmo reserva de carbono y energia
bajo condiciones adversas de crecimiento tales ceroeso de fuente de carbono y
escases de nutrientes como nitrégeno y fosforon(C2e0).

La Figura 2 indica la estructura general de los Pldénde n puede ser n = 1 con
un grupo R= Hidrogeno, metil, etil, propil, bulentil, hexil, heptil, octil o nonil; n=2 con
R=Hidrdégeno 6 n=3 con R=Hidrégeno.
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Figura 2. Estructura general de los PHAs

Los PHAs se dividen, ademas, en dos categoriansg#giimero de carbonos en el
mondmero. PHAs de cadena corta (scl), los cuade® tentre 3 - 5 &tomos de carbono y
PHAs de cadena mediana (mcl) con 6 — 14 atomosad®mo. Estos pueden generar
copolimeros que presentan caracteristicas superame respecto a polimeros que solo
contienen unidades de cadena corta o media.

Las caracteristicas fisicas, mecanicas y térmices presentan los PHAs, han
permitido que éstos sean considerados como unanalt@a biodegradable para la
produccién de bioplasticos. En la Tabla 3 se ptesena comparacion entre Poli (3HB),
un PHA que con n=1 y R= metil y un plastico sim@ticomo el polipropileno. La
produccién de PHAs se ha estudiado desde hace a3 aifios, sin embargo, ha cobrado
especial importancia recientemente debido a praitieas ambientales relacionadas con la
utilizacion de petroleo para la produccion de jdast convencionales y al incremento de

los costos (Keshavarz y Roy, 2010).
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Tabla 3. Comparacion de propiedades fisicoquimicas de Rglif@no
(derivado de petréleo) y PHAs

Propiedad Poli (3HB) Polipropileno
Temperatura de Fusién (°C) 177 176
Temperatura de Transicion vitrea (°C) 4 -10
Cristalinidad (%) 80 70
Fuerza Tensil (MPa) 40 38
Elongacion al quiebre (%) 6 -

Poli(3HB): Poli(3-hidroxibutirato). Chen, 2010.

El mecanismo de biosintesis de los PHAs derivantigmediarios de la sintesis de
acidos grasos (Figura 3). Su produccién dependerfaatores como el tipo de sustrato,
temperatura, cantidad de sustrato (favorecido eesexde fuente de carbono), tipo de
bacteria y enzimas especializadas para la sintesBHAs que éstas posean (Nelson y
Cox, 2008). El almacenamiento de PHAs se da pmfemeente luego de periodos de
“hambruna” de la célula ya que la célula se lingtacrecimiento celular y favorece el
almacenamiento de la fuente de carbono porquenigdea de enzimas y ARN requerido

para esos procesos es menor (BDiasl., 2006).
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Figura 3. Mecanismo de biosintesis de ms-PHA desde carbdbidra
Modificado de Chen, 2010.

Estudios realizados en la produccion de PHAs hdizado cultivos puros de
bacterias Azotobacter vinelandii, Pseudomonas oleovoras, &areus denitrificans y
Escherichia colirecombinante, entre otrag)fuentes de carbono concentradas tales como
glucosa, lo que incrementa el costo para su pradlucg logrando porcentajes de
acumulaciéon entre 76 — 90% en peso seco del lodbamte reactores batch (Tobella y
col., 2005; Silva y col., 2007; Wang y Lee, 1997).

Debido a lo anterior, es que se ha estudiado lduprddn de PHAs a partir del
tratamiento secundario de efluentes de la induftrestal de celulosa y papel. Pozo y.col
(2011), realiz6 ensayos en batch con cultivos mixtoefluentes de celulosa kraft con
limitaciéon de nutrientes logrando acumulacione2fle- 30% de células que acumulan
PHAs. Mientras que en la industria papelera, Bemggtcol, (2008), utilizo reactores de
tipo batch con limitacion de nutrientes, lograndw wlacumulacion de 43 — 48% vy sin
limitacion de nutrientes del 32% en peso secoath. |
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La utilizacion de efluentes provenientes de la gtda papelera propone un ahorro
en la fuente de carbono, presentando valores desBBferiores a 770 mg/L y cultivos
mixtos de bacterias donde no serd necesario ugsligation del medio, disminuyendo
los requerimientos de control del equipamiento statemo esterilizacion de éstos
(Chanprateep, 2010). Actualmente, existe un intpa¥sproduccion de PHAs mediante
cultivos mixtos debido a que considera una singaldion en los procesos de control en los
sistemas de tratamiento, mejora en la utilizaciérdésechos y disminucion en costos de
esterilizacion. Demostrando bajo estas condiciacesnulacion del 48% en peso seco del

lodo (Takabatake y col., 2002; Bengsston y col0&0

1.6. Disrupcion endocrina en efluentes de la indusa del papel

La gran mayoria de los estudios basados en lathlfisrestal en via a detectar los
posibles efectos generados por compuestos disegpeordocrinos han sido desarrollados
en celulosa kraft, donde el proceso a diferenciaddeproduccion de papel, adiciona
quimicos para el blanqueado de la pulpa (Ali y Bisknan., 2001). En los ultimos 25
afos se ha logrado disminuir el impacto de esthgemkes a los ambientes acuaticos
diseflando nuevos tratamientos y mejorando las legias de produccion de celulosa, a
través de la sustitucion de cloro molecular pokidid de cloro (ECF: Elemental Chlorine
Free) logrando de esta manera la disminucion deitiad aguda (Hewitt y col., 2008). Sin
embargo, existen evidencias que demuestran laspmrsia de toxicidad cronica en
organismos expuestos a efluentes de celulosa (@afeégo y col., 2009, 2010; Lopez y
col., 2011; Xavier y col., 2005). Estos correspande tipo de disrupciéon endocrina,
principalmente, debido a la presencia de compuestoactivos de la madera, los cuales se
comportan como compuestos disruptores endocrind3E$L y que pueden poseer
actividad estrogénica o antiestrogénica (Guzmaaml#ano, 2007). Como lo muestra la
Tabla 4, la actividad disruptora, se atribuye sifiailitud estructural de ciertos compuestos
extractivos de la madera con hormonas esteroiddee(By Lester, 2003).
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Tabla 4. Propiedades fisicoquimicas de algunos compuedstagptores endocrinos

Peso

Compuesto Estructura Log Kow  Solubilidad Ref.
molecular
Fitosteroles
]
0T
AP
Estigmasterol o 412,7 10,3 <0,0001 1-3
C
h /\.j
B-sitosterol A 414,7 9,6 <0,0001 1-2
\l\ ,:\\,»L,
P =
/\L-"\/"'->
Campesterol L 400,7 - <0,0001 1-4
Acidos resinicos
—y ::jf;,lr<
|
Acido abiético caon 302,5 46-75 2,75 5
1O
LA
Acido dehidroabiético coow 300,4 57-72 5,11 5-6

Ref: Referencia; Log Kow: Coeficiente de partic@zianol/agua
(1) Cook y col., 1997; (2) Giiglii-Ustiindag y Temelh04; (3) Khan y Hall, 2003; (4) Kamaya y coD03;

(5) Lahdelma y Oikari, 2005; (6) Kiparissis y c@0Q03
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Como se encuentra representado en la Figura #cahtarse un CDE (estrogeno)
en el citoplasma, se une al receptor de estrogdi®y el cual cambia su conformacién
pudiendo ingresar al nucleo. Alli se une a un loespecifico de la cromatina operando
como activador transcripcional ya que aumenta ld@vidad de la RNA polimerasa
favoreciendo la generacibn de RNAmM que codificaapdistintas proteinas ligadas al
sistema endocrino (Nelson y Cox, 2005).

| plasmatica

@ ESTROGEND

|

|EF* HESTRﬂGEND |

\ Micleo /

Figura 4. Esquema de la interaccion estrégeno-receptor ddetta célula
Modificado de Nelson y Cox, 2005.

El origen de los CDEs puede ser estrégenos esadgsichaturales, estrdgenos
sintéticos, fitoestrégenos o mdltiples quimicosustdales (Auriol y col., 2006) cuyo
efecto fenotipico sobre los organismos dependestaldio del desarrollo del organismo,
tiempo de exposicion, y dosis del compuesto (Guzynmdambrano, 2007). Algunos CDEs
gue se pueden encontrar en efluentes de papelera@dos grasos (acido palmitico, acido
oleico), acidos resinicos (acido abiético), esesrdl-sitosterol, estigmastanol), ceras, entre
otros (Latorre y col., 2003; Gutiérrez y col., 2D06

Los tratamientos bioldgicos implementados en laaictad no son eficientes en
eliminacion de compuestos disruptores endocrinoatofke y col., 2003), debido

principalmente a las propiedades fisicoquimicas gresentan como: baja solubilidad en
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agua y coeficiente de particion octanol-agua,JKCuando los valores de log,K> 4,
existe tendencia de estos compuestos a bioacumutargersistir en los organismos
(biomagnificacién) (Auriol y col., 2006). Acumul&ei que dependera ademas de la edad,
sexo y organismo expuesto (Geyer y ,c8000). Los mas estudiados son los acidos
resinicos y fitosteroles (Tabla 4).

Los &cidos resinicos son terpenos triciclicos, axidébiles, insolubles en agua,
solubles en solventes organicos y neutros no mleetativamente lipofilicos y poseen un
alto coeficiente de particion octanol agua log, & 4 (Frigon y col., 1999; Belmonte y
col., 2005). Por otro lado, los fitoesteroles poseea estructura quimica muy similar al
colesterol (nucleo ciclopentanoperhidrofenantresol, compuestos polares, poco solubles
en agua (solubles en diclorometano y metil-tercygtenuy lipofilicos con valores de log
Kow > 6 (Hewitt y col., 2000, Guzman y Zambrano., 2007

La Tabla 5, muestra los principales efectos desestonpuestos en peces, se ha
observado disminucion en el tamafio de las gonddasz(y col, 2005), pérdida de
fertilidad, bajo desarrollo de caracteres secundarimenor produccion de oocitos
(McMaster y col.,, 1991), induccion de vitelogeniea machos y disminucion de
produccién de hormonas sexuales, entre otras (Hewibl., 2008). Algunos estudios
sobre efectos de efluentes de industrias papetenasprocesos productivos mecanicos
integrados (TMP y PGW) en Trucha marré8alno trutta trutta mencionan la
acumulacién de &cidos resinicos en los efluenteergado dafio celular, necrosis en
células de higado e inhibicion en el crecimientdodepeces, asi como también indican que
la exposicion a este tipo de efluentes durantesdwmlollo y crecimiento de los peces afecta
a futuro en la fertilidad y calidad de los huevdshipnsen y col., 1998; Johnsen y col.,
2000).
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Tabla 5. Efectos de compuestos disruptores endocrinos @ntdsespecies

Especie Efluente o Compuesto Efecto Referencia
Oncorhynchus
mykiss Celulosa Kraft Disminucién en tamafio de gbnadas 1
Reduccién de hormonas sexuales 2

Disminucion tamario de larvas

Induccion de actividad EROD en machos e

inhibicién en hembras

Oncorhynchus
mykiss 17p-estradiol, estrona, Induccién vitelogenina (VT@)neachos 2
17a-estinilestradiol

Daphnia

magna Celulosa Kraft Reduccidn en tasa de crecimientmétdco 3

Catostomus

commersoni Celulosa Kraft Bajo desarrollo de caracteres seatios! 4
Menor producciéon de oocitos

Salmo trutta Papelera Disminucion niveles de testosterona 5-6
Menor crecimiento
Disminucién de fertilidad
Inhibicion de actividad EROD en machos

Percillia

gillissi Celulosa Kraft Aumento en produccién de esterof{tis 7-8

Trichomycterus

areolatus Celulosa kraft Induccion de madurez 7-8

Sobreestimulacién del sistema reproductor
Aumento tamafio de las gonadas

(1)vVan den Heuvel y Ellis, 2002; (2) Orrego y ¢@010; (3) Lépez y col., 2011; (4) McMaster y ¢4P91;
(5) Johnsen y col., 2000; (6) Johnsen y col., 1¢BBChiang y col., 2009; (8) Chiang y col., 2011.
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1.7. Deteccion de disrupcion endocrina mediante Bensores

Detectar disrupcion endocrina en efluentes de dmstiia del papel podria ser
fundamental para evaluar sus posibles efectos eaméliente acuatico, de manera de
prevenir que este tipo de compuestos llegue a afextla poblacion. Por lo antes
mencionado, el uso de biosensores como célulgglogdeseria altamente beneficioso ya
que mediante el uso de éstos, se estaria evitandacgficio de organismos al ser

utilizados como bioindicadores.

1.7.1. Fundamentos de la utilizacion de levadura®mo biosensores

Un ejemplo de biosensor, corresponde a levaduradificamlas genéticamente
(Saccharomyces cerevisiaecombinante) mediante el ensayo YES: (Yeast &stro
Screen) el cual permite la deteccion de disrupei@ocrina de tipo estrogénica (Routledge
y Sumpter, 1996). El uso de una levadura presesnéapas que facilitan su utilizacion,
tales como: ser un hongo unicelular, poseer céligdagpo eucarioticas, presentar ciclos de
vida corto, gran capacidad de reproduccion y fadiivo.

Otras caracteristicas que avalan la utilizacioledadura, es que estas no presentan
otro tipo de receptor nuclear homologo a los déebeados que pudiera interferir, ademas
de que el plegamiento y modificaciones post-tramedes de proteinas de vertebrados en
levaduras, es bastante similar a la de mamifesogué resulta bastante relevante ya que
determina la especificidad del sistema, la cuarsaientra determinada por los elementos
genéticos externos insertados en la levadura (Nobyeol., 2006).

El bioensayo YES, descrito por Routledge y Sumgi€96), consiste en la
transformacion d&accharomyces cerevisisecombinante a nivel cromosontan un gen
receptor nuclear (hER)} y con un plasmido que contiene elementos de estpu
estrogénicos (ERES) que controla la expresion elelrgportero (LacZ). Por lo tanto ante la
presencia de un agente con potencial biolégicolemeglio (estrégeno), se activara la
transcripcion del receptor el cual funcionara cambtvador transcripcional de LacZ, que

codifica para la sintesis de la protefrgalactosidasa.
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Cuya actividad enzimatica, puede ser faciimenteafatla y cuantificada mediante
el sustrato cromogénico clorofenol rojo-B-D-gal@itanésido (CPRG) el cual cambia de

color amarillo a rojo (Figura 3) (Brix y col., 2010

ESTROGENO

RECEPTOR DE
ESTROGENO

RECEPTOR ACTIVADO
B - GALACTOSIDASA

\ CPRG
Amarillo
S

2 @K 4

CPRG
Rojo

MUCLED

\ CITOPLASMA _/

Figura 5. Funcionamiento del ensayo YES en presencia degestod
Modificado de Routledge y Sumpter, 1996.

1.7.2. Aplicacion de biosensores para deteccion disrupcion endocrina

Estudios realizados en deteccion de disrupcion @imdo por Saccharomyces
cerevisiaerecombinante por Chamorro y col. (2010), evaluanedliante YES la presencia
de compuestos estrogénicos en efluentes de cellMada después de tratamiento
secundario, en industrias con distintas materi@sgpPinus radiata Eucaliptus globuluy
combinaciéon de estos dos. Los resultados obteniddsaron mayor actividad de
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disrupcion endocrina, en efluentes He globulus (1,475 ng/L de EE2 eq.), luego en
efluentes mixtos (0,849 ng/L de EE2 eq.). Mientjas el deP. radiata (0,383 ng/L de
EE2 eq.), presentdé menor potencial. Por otro I&@onandez y cql (2007), utilizé otro
biosensor basad&accharomyces cerevisi@aecombinante para deteccion de disrupcion
endocrina conocido como RYA (Recombinant Yeast Wsgzara detectar actividad
estrogénica de efluentes de una planta de cellladtluego de un tratamiento de lodo
activado resultando una concentracion de 40 - 82 o E2 eq. La diferencia de potencial
estrogénico entre las distintas materias primaslebe a su composiciébn de compuestos
extractivos,E. globuluspresenta mayor cantidad de hidrocarbonos y fitoelsts y en
menor medida presencia de triterpenos, esterolesgles. Por lo que se espera encontrar
en este tipo de efluenfesitosterol, estigmastanol, escualeno, campesterasterol. En

el caso deP. radiata, esta compuesto mayormente por acidos resinicodpsAgrasos,
hidrocarbonos y en menor medida esteroles por éoeguposible detectar en este efluente
compuestos como el acido abiético, acido dehidéiabi acido pimarico,acido abietanico,
acido sandaracopimaricf;sitosterol y estigmasterol (Gutiérrez y col., 898ostamo y
col., 2004; Chamorro y col., 2009, 2010; Van derutét y col., 2009; Xavier y col.,
20009).

Pocos son los estudios en actividad estrogéniedl@entes de la industria de papel.
Hamm y col. (2006), evaluaron efectos endocrinosferentes de 13 industrias papeleras
con distintos procesos productivos y tratamienteftieentes mediante YES. Mencionando
que de las 16 muestras en estudio, 10 presentatouidad estrogénica y destacando
mayores indices de actividad en tres muestras.dérellas corresponde a una muestra de
papelera que utiliza dos tercios de pulpa producidednicamente en un proceso integrado
y las dos muestras restantes utilizan pulpa retactmmo materia prima. Sin embargo, no
es posible comparar estos resultados con los olo®ein ensayos realizados a efluentes de
la industria celulosa ya que el sistema de medid®ractividad estrogénica utilizado no
corresponde a un sistema de medicidn universale&§ia caso, se indica la tasa de

induccion de-galactosidasa obteniendo valores entre 2 — 2,8.
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Hipotesis
El sistema de tratamiento de biomasa adherida MBBReficiente para la
produccién de Polihidroxialcanoatos (PHAS), ten@ndcidencia en la eliminaciéon de

compuestos disruptores endocrinos presentes eengdhide la industria papelera.

Objetivos generales
Evaluar la operacion de un sistema MBBR para obtdPidAs y eliminar

compuestos disruptores endocrinos en efluentes idelistria papelera.

Objetivos especificos
- Estudiar las condiciones 6ptimas de nutrientes pa& conversion de materia

organica del efluente a polihidroxialcanoatos (PHAs

- Evaluar la eficiencia de eliminacion de DQO y DB®©on las distintas

condiciones de nutrientes aplicadas al sistemeatintiento.
- Evaluar la eficiencia de un sistema de tratarni@dBBR para la eliminacion de

compuestos estrogénicos presentes en efluentea dedustria papelera mediante

Saccharomyces cerevisimcombinante.
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2. METODOLOGIA

2.1. Influente

Se utilizé un efluente proveniente de una plantalpetora de papeles y cartones.
La cual utiliza como materia prima 95P6nus radiatay 5% Eucaliptus globulusen un
proceso productivo de tipo TMP (pulpaje termomem@niLas muestras, fueron extraidas
previo a dosificacién de nutrientes. Se transpontgralmacenaron en bidones de 50 L de

capacidad y refrigeraron &@ en oscuridad.

2.2. Caracterizacion del reactor MBBR

Como se muestra en la Figura 6, se implement6 stensa MBBR el cual se
encontraba en un tanque de vidrio de volumen ét0 @50 L. Se utilizaron 100 soportes
de tipo AMB (Assistin Moving Bed) de polietileno reapermitir la adhesion de la

biomasa. Estos soportes presentan una densidaé5g/tl y 850 rffm”.

3
’ ‘® °®
e [® %
o@3®@i 5
o o ots
@I 4

Figura 6. Disefio de reactor MBBR

1: Influente; 2: Bomba peristéltica; 3: Difusor adgeno; 4: Carriers para el
crecimiento de la biopelicula; 5: Efluente.
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2.2.1. Operacion del reactor

El sistema se operd en continuo y se alimento flaerdges de la industria papelera
a los cuales se les adicion6 en una primera etépégbino (NHCI) y Fosforo (kHPQOy)
para lograr una relacion optima de nutrientes deODB:P (100:5:1). El influente se
mantuvo a una temperatura ambiente (18,90 — 2£)1% ¥na concentracion de oxigeno
disuelto entre 3,80- 6,60 mg/L. Se ajustd a un pireer,42 — 7,69.

En la Tabla 6 se indica la estrategia de operad&oual se realizé En distintos
tiempos de retencion hidraulica (TRH) de 48 y 1/ahq distintas relaciones de nutrientes
para DBQ:N:P, siendo la primera de 100:5:1 y la segundargpeesente una limitacion
de nutrientes de 100:1:0,3.

El reactor se inoculé con una concentracion deSSyf/L.

Tabla 6. Plande trabajo y operacién del reactor MBBR

Parametro Unidad DBOs:N:P
Dosis de nutrientes C:N:P 0015:1 100:1:0,3
Periodo d 1-73 74-109 110-167
TRH h 48 14 14
VCO kg DBOs/m*d 0,81 2,7€ 2,87

2.2.2. Caracterizacion microscopica
Para evaluar indicadores de calidad del lodo, aézagon observaciones de la
biomasa pluricelular en suspencion mediante miomscoptico acoplado a una camara.

Se observaron protozoos, rotiferos y otros.
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2.3. Métodos analiticos
2.3.1. Parametros fisicoquimicos

Se realizaron caracterizaciones fisicoquimica taleanfluente como de efluente
donde se determinaron los siguientes parametro®©,MBOs y Compuestos fendlicos
totales (U\i45) semanalmente y Nitrégeno total (NT) y Fosforat¢PT) del influente una
vez al mes.

La DQO se determiné espectroscopicamente (660 nmjliamte el equipo
(Spectronic unicam-Genesis 10 UV), después de@digkstion a temperatura 150 °C con
solucion de dicromato de potasio y sulfato de plata DBQO; se realizd utilizando el
método de Winkler con un in6culo de 1 ml de agwasidas, se empled un volumen de
muestra suficiente para que la concentracién dgeoxwi disuelto se reduzca a la mitad,
durante cinco dias de incubacién a 20 °C (APHA8)L9Bor otro lado, los compuestos
fendlicos totales se determinaron por absorbangibaxm en cubeta de cuarzo.

Los analisis de Nitrégeno total y Fosforo totalrire medidos por Kits Merck

Spectroquant-Nova 60

2.3.2. Determinacion de la actividad heterétrofa d& biomasa

Se evaluo la actividad heterotréfica de la biomasatravées de andlisis
respirométrico en cada una de las etapas. Alli etermhind el consumo de oxigeno
consumido por los microorganismos que degradasustrato organico, en este caso,
correspondiod a acetato (§EOONa).

Para realizar el andlisis se lavé 3 veces el tmouna solucion de tampén fosfato
en base a KWPOy y Ko2HPOy DE pH 7. La concentracion de biomasa utilizadade®,8 a
1 gr SSV/L y un volumen de muestra de 10 ml. Sebdis muestra hasta la saturacion por
30 minutos para lograr una concentracion de oxigent— 8 mg/L.

El analisis respirométrico se basé en el protoa#oMosquera y col. (2005),

modificado a 20°C y mediciones cada 15 segundos.
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2.3.3. Biosintesis de PHAs

La acumulacion de PHAs se determind mediante agfiectrimetria y citometria
de flujo. En primer lugar se realiza una desflocidia del lodo bacteriano (pirofosfato de
sodio 0,01% vy lubrol 0,01%) (Gayford y Richards,7QPLas muestras se midieron
mediante densidad 6ptica (OD) a 600nm (UV-Vis 8pebotometer, TU-1810 Split
Beam) para estandarizacion a 0,8 — 1. Se agregarl @6 rojo de nilo (2Bmol /L en
DMSO). Se incuba a 30°C por 60 min (Spiekermanaly £999).

Luego se mide por espectrofluorimetria la interside fluorescencia a una
excitacion de longitud de onda de 290 nm en elga&) — 600 nm. Mientras que el
porcentaje de celulas que acumulan PHA se determetiante citometria de flujo (Flor
citometry FACSCalibur system). Los resultados dentaiestras se basan en el andlisis de
20.000 eventos (Godoy y col., 2003; Silva y cdQ?).

Se realizé un conteo de células vivas y muertas acual se agrego 12 uL de
tincién vivas/muertas (Live/De8@aclight™ INVITROGEN ). Las muestras se incubaron
en oscuridad a temperatura ambiente por 7 min8@4diltraton en filtros de policarbonato
(0,2 um de poro). La visualizacion de células sdizé utilizando microscopio Olympus

BX51 con camara Cool SNAP-Procf.Monochome acoplada.
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2.3.4. Extraccion en fase solida (SPE: Solid PhaBa&traction)

Se utilizaron cartuchos Accu-bond® Il ODS-C18 dé &fly x 6 mL que poseen un
soporte llamado octadecilsilano. Se realizé un dictonamiento de los cartuchos pasando
2 volimenes de agua destilada y posteriormentdinemes de etanol. Luego el efluente
se paso a través de estos cartuchos con un flu§ondle por min. Para obtener la muestra
concentrada se pasaron dos volumenes de etanotlooual se pudo trabajar para los

bioensayos.

2.3.5. Yeast Estrogen Screen (YES)

El ensayo se realizd segun la metodologia despotaRoutledge y Sumpter,
(1996). Para lo cual se utilizé la levaduBaccharomyces cerevisiaecombinante
modificada en el Departamento de Genética de Gldanada por la profesora Marcia
Dezotti del Departamento de Ingenieria Quimica ded®n de Aguas de la Universidad
Federal de Rio de Janeiro.

El analisis se realizé en microplacas de 96 pacdl@8 °C. Se tomo una alicuota de
250 pL de un cultivo de 24 horas @&accharomyces cerevisigecombinante y se
incorporé al reactivo cromogénico CPRG (rojo clerafl-D-galactopiranosido). Se
tomaron alicuotas de 200 pL de esta mezcla y sesfii@ron en cada pocillo de la
microplaca, ésta también contiene un control negatetanol) y un control positivo
(patrén) el cual corresponde a una serie de dihesiale 1B-estradiol en un rango de 54
ng/L a 26 ng/L. Luego, las microplacas fueron skeltay agitadas por 5 minutos y se
incubaron por 72 h a 30 °C. La respuesta se obsetmavés del cambio del color amarillo
a rojo, el cual fué medido espectrofotométricamenteavés de un lector de placas EL x
800, BioTex a 570 nm y a 630 nm (Chamorro y,@i10).
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3. RESULTADOS

3.1. Caracterizacion fisicoquimica del influente
La Tabla 7 muestra los resultados de la caractdizarealizada al influente

obtenido de la industria papelera.

Tabla 7. Caracterizacion fisicoquimica del influente de perze

Parametro Unidad Rango Promedid
pH 6,46 - 7,04 6,77 £ 0,22
DBOs gO2/L 1,60-2,16 1,67 £0,13
DQO gQI/L 2,19 - 3,38 2,97 £ 0,62
Fenoles totales U5 nn g/L 7,12 - 10,67 8,89+1,16
Color (440 nm, pH ¢ Abs 0,50-0,51 0,51 +0,01
Fosforo total mg/L 5,40 - 5,50 5,45 + 0,07
Nitrogeno total mg/L 9,52 -10,00 9,76 + 0,34
SST g/L 0,15-0,16 0,16 £ 0,01
SSV g/L 0,52 - 0,59 0,56 + 0,05
ST g/L 2,02 - 2,36 2,19+0,24
SV g/L 1,76 - 1,98 1,87 £0,16

'Valores promedio de 6 determinaciones

33



3.2. Operacion del reactor MBBR
3.2.1. Caracterizacion del inéculo

Previo a la puesta en marcha del reactor MBBR sxteiz6 el lodo obtenido de
una planta de lodos activados para tratamientagdasaservidas de forma de inocular 5 g
SSV/L en el reactor y conocer la actividad de lantdsa para poder evaluar el
comportamiento de esta a lo largo de las distieti@gsas de operacion.

Tabla 8. Caracterizacion del in6culo

Parametro Unidad In6culo
pH - 7,00 - 7,20
SST g/L 5,38 - 6,58
SSV g/L 4,68 - 5,2
SSV/SST 0,79-0,80
Velocidad de consumo de oxigeno mglLGOd 0,11-0,12
Actividad heterotroéfica mg &g SSV-d 0,30-0,40

3.2.2. Pardmetros operacionales

Como se observa en la Figura 7, el pH del influesstenantuvo durante todo el
periodo a 7,54 £ 0,10. Mientras que para el efieleslt pH obtenido en una primera etapa
fue de 5,01 por lo que se afadido 1 g/L de Nakl€& lo cual se logré obtener un
promedio de pH de efluente de 7,63 (x 0,27). Laceatracién de oxigeno disuelto se
mantuvo en 5,55 (£ 1,02) mg/D con el fin de generar la mezcla completa. LauFag7
indica la operacion del reactor, el TRH, la relad@dBOs/DQO de influente y efluente y la

velocidad de carga orgénica volumétrica (VCO).
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Figura 7. Evolucion del pH de influente &

disuelto ( @ ) durante el periodo de operadéhreactc..

Tabla 9. Operacién del reactor MBBR

Parametro Unidad

Relacion de nutrientes DBM:P 100:5:1 100:1:0,3
Periodo d 1-73 74 - 109 110- 170
TRH h 47,78+ 0,36 14,00+ 0,44 13,88+ 0,28
Caudal L/d 0,43t 0,03 1,46+ 0,05 1,47+0,03
DBOs/DQOinfiuente 0,66 + 0,22 0,61+ 0,05 0,62+ 0,01
DBOs/DQO¢fiyent: 0,20+ 0,11 0,21+ 0,02 0,37 + 0,07
VCO-Volumétrica kg DQO/Mid 1,39 + 0,31 4,13+ 1,48 4,20+ 1,22
VCO-Volumétrica kg DB@m®-d 0,81+ 0,08 2,67+0,02 2,83 0,08

), pH de efite( {1 ) y oxigeno
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3.3. Parametros de eficiencia de operacion

La Figura 8 muestra la eficiencia de eliminaciércdega organica obtenida durante
la operacion del reactor en términos de DQO y BBGi como la eliminacion de
compuestos fendlicos totales en las distintas stegmobserva que los maximos valores de
eliminacién de DQO y DB@se obtuvieron a VCO de 0,81 kg DB®*-d y relacién de
nutrientes 100:5:1, alcanzando valores de 79,229%8,§1% respectivamente. A VCO de
2,67 kg DBQ/m*-d la maxima de eliminacién de DQO y Dgide de 74,59% y 91,9%
de. Mientras que a VCO de 2,83 kg D®-d y relacién de nutrientes 100:1:0,3,
disminuye la eliminacion de ambos parametros ablraha maximas de eliminacion de
68,06% y 84,6% para DQO y DBQrespectivamente. En cuanto a la eliminacion de
fenoles totales, se observa una mayor eficiencieeloeinacion a VCO de 0,81 kg
DBOs/m>d con un promedio de 41,21%a la cual disminuydasnVCO de 2,67 kg
DBOs/m®d y 2,83 kg DB@m>-d a 14,82% y 16,94%, respectivamente. La Tabla 10
muestra los valores de entrada y salida de estamp#os.

DBO_: N: P 100: 5: 1 100: 1: 0,3
TRH (h) 48 14 14
VCO (kg DBOJ;T(I)E) 0,81 2,67 2,83
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Figura 8. Eficiencia de eliminacion de DQ(O ), DBO 4 ) y compuestos
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Tabla 10.Concentraciones de entrada y salida del reactdx@@, DBG;y Fenoles totales (Udsnn

Parametro Unidad DBG:N:P
100:5:1 100:1:0,3

VCO kg DBOs/m®.d 0,81 2,67 2,83
DQOinfiuente g/L 2,63+0,84 2,67 +0,38 2,63 + 0,08
DQO efient o/L 0,74 +£0,15 0,87 £0,15 0,89+ 0,05
DBOs influente o/L 1,61+0,15 1,61+0,13 1,65+ 0,04
DBOs efiuent g/L 0,16 + 0,09 0,18 £ 0,04 0,33+ 0,06
Fenoles Totaleguente g/L 9,88 £0,91 8,17 £ 0,45 7,19+ 0,33
Fenoles TotaleSuent g/L 5,62 +0,61 6,95 + 0,36 5,97 + 0,39
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3.4. Evolucion y caracterizacion de la biomasa bastiana
Para evaluar tanto la capacidad de sedimentacibtodie como la calidad de

éste, se relacionod el IVL a la relacion alimentenowrganismo (A/M). De esta forma se
realiza una estimacion del tipo de lodo presenteelereactor pudiendo ser de tipo
disperso, floculento o lodo inflado (bulking). Lag&ra 9 indica que a VCO de 0,81 kg
DBOs/m*-d y relacién de nutrientes 6ptima, la biomasa mantaracteristicas de lodo
floculento. Al aumentar la VCO a 2,67 kg DB®° d, se mantuvo un lodo floculento
con tendencia a bulking y a VCO de 2,83 kg BBS-d y relacién de nutrientes

100:1:0,3, la biomasa no logré caracteristicas atio Ifloculento, manteniéndose en

bulking.
DBO:N:P | 100: 5: 1 | 100: 1: 0.3 |
TRH | 48 14 | 14 |
kg DBO /nid
gbBO/md | ° o8t ¢ 267 A 283
LODO i LODO ! LODO
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v 200 : i
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Figura 9. Relacion entre IVL y relacion Alimento/Microorganis
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Ademas, se caracteriz6 microscopicamente el tipmideoorganismos presentes
en el reactor ya que el tipo de microorganismosgmes corresponden a un indicador
de calidad de operaciéon y manejo del sistema. Mégliaicroscopia optica se observo
el tipo de microorganismos presentes en el lodo.

La Figura 10 muestra los microorganismos observadivavés de microscopia
Optica donde (a) corresponde a un nematodo, pordado, (b), (e) e (i) corresponden a
ciliados fijos que se encuentran unidos al fléc(d,y (g) son ciliados libres nadadores

y (¢), (f) y (h) corresponden a rotiferos.

Figura 10. Microorganismos bioindicadores presentes en edraist
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La Tabla 11 muestra los recuentos de células wivasiertas realizados en cada

una de las velocidades de carga organica y rela@dmutrientes (100:5:1). Observando

que a una 6ptima relacion de nutrientes y VCO @& Xg DBG/m>.d presenta una

mayor cantidad de células vivas y células totales.

Tabla 11.Recuentos de celulas vivas y muertas en cada etapa

DBOs:N:P 100:5:1 100:1:0,3
VCO (kg DBOs/m®.d) 0,81 2,67 2,83
Células vivas (bact/ml) 1,16 x40 6,20 x 18 5,90 x 16
Células muertas (bact/ml) 2,60 x*10 3,50 x 18 1,47 x 16
Células totales (bact/ml) 2,72 x%10 9,70 x 18 7,37 x 16

3.5. Acumulacién de PHA

La Figura 11 muestra el porcentaje de células quenalan PHA durante la

operacion del reactor en cada una de las VCO yiéelade nutrientes. El maximo

porcentaje de células que acumula PHAs correspandd/CO de 0,81 kg DBgm®. d
con un promedio de 88,11% + 6,34. Las VCO de 2,§7DBOs/m>d y 2,83 kg
DBOs/m*d y relacién de nutrientes 100:1:0,3 resultaraterteuna acumulacion de

PHAs similar con porcentajes de 73,09 % + 20,1510 * 8,63, respectivamente.

Ademas, en la Figura 11 se muestra la evolucidia dencentracion de SSV durante la

operacion la cual se mantuvo estable en las tapagicon un promedio de 2,9 g SSVI/L.
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Figura 11. Porcentaje de células gaeumularon PHA durante los 170 dias de
operacion en relacion con la concentracion de gglgdispendidos volatilem’ ).

Otra manera de determinar PHA es a través de idshge fluoresencia. Como
se observa en la Figura 12, a VCO de 0,81 kg §@&d y relacién de nutrientes
100:5:1 se presenta la mayor cantidad de PHA gdoaeran un promedio de intensidad
de fluorescencia de 122,68 + 47,77. Mientras qW€@ de 2,67 kg DBEm>.d y 2,83
kg DBOs/m®.d y relacién de nutrientes 100:1:0,3, la acumuladie bastante similar,
obteniendo valores de 31,43 + 11,53 y 30,16 + Eg8fectivamente.
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3.6. Utilizacion de biosensores para evaluar la psencia de disrupcion endocrina

Para verificar el estado de la cepa, se realizbounza de crecimiento de 48
horas, ya que se indica por protocolo que la dads@ptima debe ser de 0,8 — 1 a una
longitud de onda de 600 nm a 24 horas de cultieoFigura 13, muestra los resultados
obtenidos, se observa un crecimiento de densidacadplas 24 h levemente superior a
1.

1,6 -
1,44
1,24

1,0

Absorbancia

0,8—-
o,e—-
04-
0,2—_

0,0 4

0 10 20 30 40 50
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Figura 13. Curva de crecimiento de cefaccharomices cerevisiae
recombinante
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Ademas, se realizaron cultivos en placas de la @f€éigara 14a) y placas con 17-
B-estradiol presente en el agar con el fin de actav@roduccion dg-galactosidasa de
la cepa en la placa. La Figura 14b evidencia |sqireia de esta enzima debido al
cambio de color (crema - azul) que se visualizéagpiaca. De esta forma se confirma
gue la cepa se encuentra en éptimas condicioneedieniento y de funcionamiento del

sistema de activacion de producciérpelgalactosidasa.

Figura 14. (a) Cultivo en placas de la cepa. (b) Ensayo cdbaX-

44



3.7. Realizacion del ensayo YES
3.7.1. Prueba de la cepa con patrones

El potencial estrogénico se puede determinar aésrade la concentracion
efectiva 50 (EGy) que representa el 50 % de la actividad estrogémiéxima del
compuesto patréon. Por lo tanto, en primer lugar, pseparé una solucion de
concentracion 54,49 ug/L de B7estradiol como solucion patron. Y se llevo a cabo
ensayo YES de forma de conocer la sensibilidadetkcdion de éste y poder obtener el
ECso. En la Figura 15 se muestra un grafico de un enszalizado en triplicado para el
patron donde los Eg obtenidos corresponden a 7,13E-9; 8,08E-9 y 9;98u/L vy el
promedio de éstos es 8,09E-9 pg/L.
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Figura 15. Curva patron de ensayo YES
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3.7.2. Ensayos de toxicidad de las muestras

Las muestras analizadas correspondieron a influgnefluente del reactor

MBBR. Se analizé cada una de estas muestras iftradds (F) por membranas de fibra

de vidrio de 47 mm, como estas mismas luego daeitm en fase solida (SPE).

Se realiz6 un ensayo de toxicidad para cada urestds muestras, es decir, se

evaluod si era compatible el ensayo YES con estedg muestra ya que podria existir

algin compuesto en ésta que afectara el funcioméonge la célula y no permitir la

activacion de la produccion degalactosidasa para lo cual el ensayo no seria una

herramienta valida para la determinaciéon de disémpendocrina. Para esto se realiza un

ensayo con el patron y se agrega en cada pocilld @@ la muestra en cada una de sus

diluciones. Luego de 72 h se evalia el comportaimielel patron el cual debiera

mantener el mismo comportamiento expresado ergla#&il5.
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Figura 16. Curvas de toxicidad
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En la Figura 16, se muestran los resultados olienken este grafico se observa
que tanto el efluente (F), el efluente (SPE) yn#uente (SPE) generan una respuesta
positiva al ensayo logrando absorbancias maximasntie 3 y 3,8. La muestra de
influente (F), por otro lado, no presenta el misomonportamiento y no se observa
activacion de la cepa por lo que se estima queséstiaxica para la cepa.

Otra forma de evaluar toxicidad es mediante laidadsoptica de cada uno de
los pocillos de la microplaca a 570 nm, longitud ateda a la cual se evalia el
crecimiento de la levadura. Si éste fuera optilmaatr deberia corresponder a 0,6 -
0,8. Como se indica en la Tabla 12, todas las magstxcepto la muestra de influente
(F) presentan un oOptimo crecimiento. Resultado couefirma la toxicidad de esta
muestra.

Tabla 12.Densidad Optica promedio de cada una de las meestra

Densidad Opticas7o nr

Influente (F) 0,245 + 0,184
Influente (SPE) 0,694 + 0,103
Efluente (F) 0,767 + 0,125
Efluente (SPE) 0,738 =+ 0,101

3.7.3. Ensayos YES con muestras

Finalmente se desarrollaron los ensayos con msesalnfluente (SPE) y
Efluente (SPE). El ensayo con Influente (SPE) pgsan EGy de 0,038 + 0,0076 lo
que corresponde a 0,307 ng/L Eq.EE2 (Figura 17)

El ensayo con Efluente (SPE) no presentd activad@éta cepa por lo que no

posee actividad estrogénica.
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4. DISCUSION

4.1. Caracterizacion fisicoquimica del influente

La caracterizacion fisicoquimica del efluente dpgbara se presenta en la Tabla
7. Se observa una concentracion de materia orgdei@97 + 0,62 g/L y 1,67 + 0,13
g/L para DQO y DB respectivamente, donde la DB®©orresponde a compuestos
facilmente biodegradables tales como carbohidratésidos organicos (Diez y col.,
2002). Valores similares se han obtenido en estudi@alizados en efluentes de papelera
con rangos de 0,83 - 2,50 g/L y 0,44 — 1,20 g/ladaQO y DBQ, respectivamente
(Jahren y col., 2002; Jarpa y col., 2012). Villamarol., (2009) y Pozo y col., (2011)
realizaron estudios con efluentes de celulosa laaift Pinus radiatacomo materia
prima registrando rangos de 0,54 — 2,12 g/L y ;28,49 ¢g/L, para DQO y DBO
respectivamente. En el caso de los fenoles totagesggistraron concentraciones entre
7,12 — 10,67 g/L, valores superiores a reportagosiarpa y col., (2012) con promedios
de 1,76 g/L y para efluentes de la industria delesa kraft, con rangos entre 0,24 —
0,72 g/L (Villamar y col., 2009; Chamorro y col.0ID). Ademas se determind la
relacion DBQ/DQO, indicador de biodegradabilidad del efluerderrespondiendo a
0,56, indicando que el efluente es altamente biadiadple. Mientras que efluentes de
celulosa kraft presentan relaciones de 0,20 — 033jal indica presencia de una mayor
concentracion de compuestos recalcitrantes conrogjpmplo, compuestos aromaticos
de alto peso molecular, tales como lignina y dei@gade ésta (Diez y col., 2002;
Villamar y col., 2009). Finalmente se determinoa@mtracion de nutrientes como NT y
PT , presentando concentraciones de 9,67 mg/L5/r&glL, obteniendo una relacién de
nutrientes de 100:0,57:0,33. Relacion de nutrienitdsrior a la relacion 6ptima
recomendada por Diez y col., 2002 para obtener@mtina eliminacion de materia
organica (100:5:1).
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4.2. Operacion del reactor continuo MBBR
4.2.1. Parametros operacionales y de eficiencias eléminacion de materia organica
y compuestos fendlicos

En la Tabla 9, se indican las distintas VCO, TRHelacion de nutrientes
evaluadas en este estudio. La Figura 7 muestiafadiciones operacionales del reactor
durante los 167 dias de operacion tales como pHDy l@ concentraciéon de OD se
mantuvo en el rango de 5,13 + 0,70 mgLpara VCO de 0,81 kg DB’ y 2,67 kg
DBOs/m’d, operando bajo la relacién éptima de nutrient#5:1. Mientras que, para
relacion deficiente de nutrientes de 100:1:0,3istegvalores de 6,65 = 0,86 mg/O.

La concentracion sugerida para sistemas MBBR, spomde a concentraciones
superiores a 3 mg AL de manera de asegurar la mezcla completa detorea
intercambio de oxigeno en la biopelicula (Rustaoly, 2006). Por otro lado, el pH del
influente se mantuvo constante entre 7,44 - 7,6befluente disminuyo al ingresar una
VCO de 0,81 kg DB@m’d, sin embargo fue estabilizado para mantener ngorae
pH entre 6 — 8 y asegurar una eficiente eliminadénmmateria organica. Diez y col.,
(2002) evaluo la eficiencia de eliminacion de materganica a diferentes pH (4, 7 y
10) obteniendo una actividad 6ptima de los micranigmos a pH 7, ya que ante
cambios bruscos de pH éstos son inhibidos proddeciama pérdida de actividad
bioldgica.

En la Figura 8, se muestran los parametros deegrfi@ de eliminacion de
materia organica en el MBBR durante las distint&0Vy relacion de nutrientes en
estudio. Las maximas eficiencias de eliminacionobtuvieron a VCO de 0,81 kg
DBOs/m’d y una relacién de nutrientes de 100:5:1. Con ealonaximos de 79,22% y
97,01% para DQO y DBrespectivamente. Eficiencia en eliminacion relaatas con
la actividad heterotrofa de la biomasa en un ipildacual correspondio entre 0,3 — 0,4
mgQO,/g SSVd. Jarpa y col.,, (2012) operé un sistema MBBR dbteto maximas
eficiencias de 64,99% y 98,78% para DQO y RB6n VCO de 2,99 DBOM’d y 0,13
kg DBOsY/m’d. Villamar y col., (2009) obtuvieron eficienciagm#ares utilizando
efluentes de celulosa kraft con eficiencias de®22y 98,50% para DQO y DB@on
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VCO de 0,14 kg DB@m’d, respectivamente. A medida que se aument? la ¥2@B3
kg DBOy/m’d y se disminuyé el TRH de 48 a 14 horas, lasesfias disminuyeron a
valores de 74,59% y 91,9% para DQO y DBB@espectivamente. Odegaard y col.,
(2006) menciona que la disminucion en eficienciaelilminacion de materia organica,
puede ser debido a disminucion en TRH, donde costpsieorganicos de dificil
biodrgradacion no logran ser hidrolizados por ldsroorganismos. Por otro lado, se
atribuye la disminucién en la eficiencia al camioie relacion de nutrientes desde
100:5:1 a 100:1:0,3, obteniendo en esta ultima masieficiencias de 68,06% y 84,6%
para DQO y DB@, respectivamente. Diez y col., 2002 evidencié go@ baja relacion
de nutrientes afecta al crecimiento de los micranigmos y por otro lado, favorece el
crecimiento de organismos de tipo filamentoso fagi@ndo el bulking en el reactor.

La degradacion de fenoles alcanzé un maximo vaetlg21% a 100:5:1 y VCO
de 0,81 kg DB@m’d, disminuyendo a valores de 14,82% con VCO de R$7
DBOs/m’d y 16,94% con VCO de 2,83 kg DB®°d y relacién de nutrientes
100:1:0,3. Este comportamiento se encuentra diresite asociado a la disminucion de
la eficiencia de eliminacion de DQO en las corresientes etapas. Chamorro y col.,
(2010) presenta el mismo comportamiento de disndnude eficiencia al disminuir el
TRH, con eficiencias de 16,5 % a para un TRH dh,4846% con TRH de 24 h 'y 4,2%
con TRH de 12 h atribuyendo esta tendencia a gh®iaasa no logra adaptarse para la
degradacion de fenoles totales en menores TRH.

El comportamiento del radio DBQO del efluente fue de 0,20, 0,21y 0,37 a
VCO de 0,81 kg DBEm’M, 2,67 kg DB@m’d y 2,83 kg DB@m’d, respectivamente

aumentando a medida que disminuia el TRH (Tabla 9).

4.2.2. Evolucion de la biomasa durante la operacidael reactor

La evolucion de la biomasa se evalu6 mediante arecterizacion de la biomasa
suspendida y adherida al interior del MBBR. Paracual se evalud el IVL (indice
volumétrico del lodo) y la relacion alimento/micrganismo (A/M) (Figura 9). A una
VCO de 0,81 kg DB@m’d y TRH de 48h se logré un rango 6ptimo con cartstteas
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de lodo floculento en un rango de 0,52 — 0,58 g BSOSVd y 53,95 — 149,68 ml Sol.
sed/g SSV. Sin embargo, al aumentar la VCO a 363BOs/m’d con un TRH de 14 h
se generd una tendencia a la proliferacion de bastélamentosas y por lo tanto un
lodo inflado, con baja sedimentabilidad (0,54 3@y@BO/g SSVd y 105,26 — 128 ml
Sol. sed/g SSV), la cual se mantuvo durante laid@iade nutrientes 100:1:0,1 y VCO
de 2,83 kg DB@m’d en rangos de 0,58 — 0,69 g DROSSMd 17,85 — 145,98 ml
Sol. sed/g SSV. El IVL se relaciona a la sedimdhitin del lodo y su relaciéon a la
concentracion de SSV en el MBBR el cual se encaesrirun rango optimo entre 35 —
135 ml de sdlidos sedimentados/g SSV, valores gurpsra estos, son indicadores de
presencia de bacterias filamentosas (Ramalho, 1%8§) otro lado, la relacion A/M
indica requerimientos nutricionales de los micramigmos. Esta debe encontrarse entre
el rango 0,15 - 0,4 kg DB{kg SSV (Metcalf y Eddy, 1995). Por lo tanto, lesultados
obtenidos demuestran que la evolucién de la biomastue la éptima, explicando la
disminucion en eficiencia de eliminaciéon de materganica del MBBR bajo VCO de
2,83 kg DB@/m’d. Estudios previos realizados por Villamar y c(2009) obtuvieron
biomasa de caracteristicas floculentas con VCO det (kg DBQ/m’d, 0,25
kgDBOs/m’d y 1,09 kgDB@m’M v relacién de nutrientes de 100:5:1 y 100:1:1. Po
otro lado, Jarpa y col., (2012) obtuvo un lodo deacteristicas floculentas a una VCO
de de 2,36 kg DB@m’d y 2,99 kg DB@m°d.

Se evalud la diversidad biologica presente en adtoe, encontrando presencia
de protozoos. Ferrer y Seco, (2008) mencionan gtas ecorresponden al 5% de la
biomasa presente en un reactor aerobio. Organisjm@sse caracterizan por crecer a
temperaturas entre 15 a 25 °C, pH de 7,2 - 7,4eyancia en un rango de 6,0 - 8,0, lo
cual son indicadores de buena calidad del lodoom@ndo en este estudio cuatro
grupos de protozoos: flagelados, amebas, ciliagos (Figura 10i, 10e) y ciliados
nadadores libres (Figura 10d, 10g) que proporciomacroagitacion ayudando al
suministro de nutrientes al fléculo (Ferrer y Se20608). También se encontraron
rotiferos y nematodos quienes se encuentran eima de la piramide tréfica. Los

rotiferos son organismos aerobios multicelulares pquieren de mas tiempo para
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estabilizarse en el proceso de tratamiento, ptarito son indicadores de un lodo estable
(Figura 10c,10f y 10h).

4.2.3. Acumulacién de PHAs

Se determind el porcentaje de células que acummuRHASs bajo distintas VCO
y relaciébn de nutrientes (Figura 11). Se observé gl porcentaje de células que
acumularon PHAs se mantuvo estable en las tresastajpn valores promedio de
88,11%, 73,09 % y 75,41% para VCO de 0,81 kg@Bfd, 2,67 kgDB@m’d y 2,83
kgDBOs/m°(d, respectivamente. El mayor porcentaje de acurdulase observa a VCO
de 0,81 kg DB@md correspondiente a una relacién de nutrientes51D§: TRH de
48 h. Esto es atribuible a las caracteristicamdedmasa la cual corresponde a un lodo
floculento. Estudios previos, indican que la praidic de PHAs ha sido obtenida con
biomasa de caracteristicas floculentas (Beccamly £998; Bengsston y col., 2008).
Resultado similar a lo obtenido por Jarpa y cd@(1@) donde se obtuvo 85,4% de
células que acumulan PHAs con una relacion deemiés 100:5:1 y VCO de 2,99 kg
DBOs/m’d en un sistema MBBR tratando efluente de papetenaRinus radiatacomo
materia primalLa estabilidad en el porcentaje de células acurudadde PHAS en las
distintas VCO se relacioné a la concentracion d¥,38 cual también se mantuvo
estable a lo largo de la operacion del reactor3(2,8,02 g SSV/L). Esto se relaciona
ademas, con los resultados obtenidos mediantecabméo de células vivas/muertas
donde la concentracion de éstas se mantuvo enstagas etapas con valores de 1,16 x
10 bact/ml, 6,20 x 1bbact/ml y 6,20 x 1bbact/micélulas vivay 2,72 x 16 bact/ml,
9,7 x 1§ bact/ml y7,37 x 18 bact/micélulas totales. Bengsston y col., (2008) evalud la
acumulacién de PHAs ante exceso y limitacion deientes, limitacion. Obteniendo
mayor acumulacion de PHAs en limitacion de N y B {448 % peso seco del lodo) ya
que ante un exceso de nutrientes se aumenta elimonde &cidos grasos volatiles
favoreciendo el crecimiento de una mayor conceidnade microorganismos. Ante una
limitacion de nutrientes como N y P, se mantiertalds la concentracion de biomasa
activa . La misma conclusion reportd Wen y colQ1(@ con una acumulacion de 59 %

peso seco del lodo con un radio C:N de 125. Yamly ¢2008) utilizé lodos de la
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industria papelera y evalué la acumulacion de PH&js distintas concentraciones de
lodo y de acetato como sustrato, obteniendo méaxoeaacumulacion de 39,60% en
peso seco del lodo.

La Figura 12 indica la cantidad de PHAs acumulaglasterior de la célula a
distintas VCO vy relacion de nutrientes. Gorenfleg}., (1999) y Wu y col., (2003)
mencionaron que existe una correlacion entre irdadsde fluorescencia y cantidad de
poly(3HB) a una longitud de onda de excitacion 88 Bm y una longitud de onda de
emision entre 530 y 650 nm. Observando que la mayensidad de fluorescencia se
obtuvo, en este estudio, a VCO de 0,81 kg BB y relacién de nutrientes 100:5:1
con un valor promedio de 122,68. A una VCO de X$DBO;/m’d y manteniendo la
relacion de nutrientes, disminuyé hasta intensiglaefluorescencia 31,43 y finalmente
al disminuir la relacion de nutrientes a 100:1:9,3nantener una VCO en 2,83 kg
DBOs/m’d, se obtiene una intensidad de fluorescencia pimmde 30,16. Este
comportamiento puede ser relacionado a la dismdnuen el TRH y por consiguiente el
aumento de la VCO. Dias y col., (2006) indic6 cquadumulacion de PHAs se relaciona
a las condiciones operacionales del sistema tale® ¢/CO, relacion C:N, pH, OD y
concentracion de sustrato.

La optimizacion de produccién de PHAs en sistenesiSbacos puede realizarse
mediante la exposicion de éste a etapas de excescages de alimento e intervalos
anaerobios-aerobios para permitir la seleccion eultivo enriquecido con una alta
capacidad de acumular PHAs. Es por esto, que etipteslestudios realizan etapas de
fermentacion acidogenica para la generacion deg&gohsos volatiles, sistemas batch y
luego lodos activados (Dias y col., 2006; Bengsstarol., 2008; Yan y col., 2006,
2008).

4.3. Incidencia del tratamiento MBBR sobre la elimaciéon de disrupcion
endocrina en efluentes de papelera.

Previo a la realizacion del ensayo YES, se evatlude condiciones en que se
encontraba la cepd. cerevisiagecombinante. Se realiz6 una curva de crecimidato

48 h obteniendo una curva sigmoidal con un crecitoiéptimo a 19,78 h (Figura 13).
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El ensayo con X-Gal permitio verificar el funcionamnto de la cepa y la expresion de 3-
galactosidasa en presencia de 17-B-estradiol @ifjdb). La Figura 16 muestra los
resultados obtenidos de ensayos de toxicidad dauastras, donde el influente filtrado
con filtros de fibra vidrio de 47 mm resulta sexi¢d, por o que no es posible realizar el
ensayo YES con esta muestra ya que se obtendi$as feegativos. Es por esto que los
ensayos fueron realizados con las muestras pagamasxtraccion en fase solida.
Finalmente se realiz6 una curva en triplicado dgmagdn (17- 3-estradiol) de forma de
obtener el EG del compuesto, obteniendo un valor promedio d@B® /L, el cual es
similar al obtenido por Routledge y Sumper, (19958,12E-09 p/L.

Mediante el ensayo YES se obtuvo que el influerge pdpelera presenta
actividad estrogénica con un valor de 0,307 Eqn&2, este influente al ser tratado
biol6gicamente mediante tratamiento en base a MB&Run TRH de 48 h y VCO de
0,81 kg DBQ/m’, se observa que se elimina la actividad estrogégistos resultados
concuerdan con lo expresado por Hamm vy col., (20fiien observa actividad
estrogénica en 10 de 16 industrias papeleras. dloses obtenidos fueron expresados en
tasa de induccion de R-galactosidasa en rangos/le-2,8 asociando esta actividad a
fitohormonas propias de la madera.

Por otro lado, Chamorro y col. (2010), evidencianivadad estrogénica en
efluentes de celulosan Kraft con valores de 0,131 Eq. EE2 ng/L, el cual al ser
tratado mediante un sistema MBBR y un TRH de 484yh2con VCO de 0,25 g
DQO/LI ocurre una reduccion de la actividad en un 80 %8basado en materia prima
dePinus radiatay de un 100 % con un TRH de 12 hy VCO de 1,021 [d.

Ferndndez y col.,, (2007), por su parte evidencitividad estrogénica en
efluentes de celulosa kraft de Canada, con vakmes orden de 42-83 Eqg. EE2 ng/L,
valores superiores a los observados en esta igaesih y a los encontrados por
Chamorro y col. (2010). Igualmente, experiment@dizados por Orrego y col. (2009),
sobre efluentes de celulosa kraft no tratados y tcatamiento conOncorhynchus
mykiss,evidencia que los sistemas de tratamientos sedoedaplementados en Chile,

reducen la actividad estrogénica presente.
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Se podria inferir que dado el caracter hidroféllledos compuestos presente en
efluente de celulosa (compuestos extractivos) ti@idad estrogénica quede acumulada

en la biomasa presente en MBBR tal como lo mendivamorro y col. (2010).
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5. CONCLUSIONES

El sistema MBBR obtuvo méaximas eficiencias de alawion de materia
organica de 79,22% y 97,01% de DQO y RBOVCO de 0,81 kg DBOmM>.d y

relacion de nutrientes de 100:5:1.

La méaxima acumulacién de PHAs se obtuvo a VCO 8¢ Rg DBGQ/m>-d y
relacion de nutrientes de 100:5:1 con porcentagesédlas que acumularon PHAs de
88,11% =+ 6,34 e intensidades de fluorescencia @682+ 47,77. No hubo diferencias

significativas al cambiar la relacion de nutrierdesl00:5:1 a 100:1:0,3.

Los valores maximos de células que acumularon Pld&sobtuvieron en

caracteristicas de lodo floculento.

Los compuestos extraibles de la madera presentesfl@entes de papelera,
generan actividad estrogénica de 0,307 Eq. E2 ma/tyal es posible de ser eliminada
por un sistema MBBR a VCO de 0,81 kg D&®-d.

Por lo antes expuesto, se rechaza la hipétesigugda mayor acumulacion de
PHAs se obtuvo en una relacion oOptima de nutrierfl€0:5:1) y no deficiente
(100:1:0,3) como se esperaba. Sin embargo, sevdbgae este tipo de tratamiento es
eficiente en la eliminacion de actividad estrogamlel efluente.
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