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RESUMEN 

Los efluentes de la industria papelera se caracterizan por presentar altas 

concentraciones de carga orgánica fácilmente biodegradable, lo que se refleja en una 

Demanda Biológica de Oxígeno (DBO5) superior a 770 mg/L. La cual puede ser utilizada 

por los microorganismos de un reactor de biopelícula de lecho móvil (MBBR), en la 

formación de polihidroxialcanoatos (PHAs). Los PHAs son poliésteres que se acumulan en 

las células en forma de gránulos intracelulares como reserva de carbono y energía. Los 

PHAs, poseen características físicas y térmicas, que permiten su utilización como 

bioplástico y pueden considerarse como una alternativa a los plásticos convencionales. Se 

estudiaron las condiciones óptimas de nutrientes para la conversión de materia orgánica del 

efluente a PHAs y la eficiencia de eliminación de DQO y DBO5 con distintas condiciones 

de nutrientes aplicadas (100:5:1 y 100:1:0,3). Se aplicaron VCO de 0,81 a 2,83 kg 

DBO5/m
3·d. El sistema MBBR obtuvo máximas eficiencias de eliminación de materia 

orgánica de 79,22% y 97,01% de DQO y DBO5 a VCO de 0,81 kg DBO5/m
3·d y relación 

de nutrientes de 100:5:1, obteniendo además el mayor porcentaje de células que acumulan 

PHAs (88,11%) e intensidades de fluorescencia (122,68) a esta VCO y relación de 

nutrientes . No encontrando diferencias significativas al cambiar la relación de nutrientes 

de 100:5:1 a 100:1:0,3.  Bajo estas condiciones de estudio, se evaluó la eficiencia de 

eliminación de actividad estrogénica del efluente de papelera mediante Saccharomyces 

cerevisiae recombinante con el bioensayo Yeast Estrogen Screen (YES). Obteniendo 

valores de actividad estrogénica de 0,307 Eq. E2 ng/L en el influente la cual fue eliminada 

en el MBBR a VCO de 0,81 kg DBO5/m
3·d. 
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ABSTRACT 

The effluents from the paper industry are characterized by high concentrations of 

readily biodegradable organic load, which is reflected in a biological oxygen demand 

(BOD5) higher than 770 mg/L. Which can be used by the microorganisms in a moving bed 

biofilm reactor (MBBR) in the formation of polyhydroxyalkanoates (PHAs). PHAs are 

polyesters which accumulate in cells as intracellular granules as a carbon and energy store. 

PHAs have physical and thermal characteristics that allow its use as bioplastic as an 

alternative to conventional plastics. We studied the optimal conditions of nutrients for the 

conversion of organic matter in the effluent to PHAs and the removal efficiency of COD 

and BOD5 with different nutrient conditions applied (100:5:1 y 100:1:0,3). The removal 

efficiencies of organic matter was 79.22% and 97.01% of COD and BOD5 at OLR of 0.81 

kg DBO5/m
3·d and nutrient ratio 100:5:1. Under this conditions we also obtained the 

higher percentage of cell accumulation of PHAs (88,11%). There was no significant 

differences by changing the ratio of nutrients from 100:5:1 to 100:1:0,3. We studied the 

removal efficience of estrogenic activity in this effluent using recombinant Saccharomyces 

cerevisiae with the bioassay Yeast Estrogen Screen (YES). Obtaining values of estrogenic 

activity of 0.307 Eq. E2 ng/L in the influent which was eliminated in the MBBR at OLR of 

0.81 kg·d DBO5/m
3. 
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1. INTRODUCCION 

1.1 Industria del papel en Chile 

El sector forestal en Chile, representa el 3,1% del PIB nacional (CORMA, 2010) 

donde el 36%, corresponde al Sector Industrial Forestal de la Industria del Papel. En Chile, 

la Industria de Papel se encuentra enfocada principalmente al mercado interno y en menor 

porcentaje a exportaciones a países de Sudamérica como: Argentina, Perú, Colombia y 

México (Diagnóstico APL, 2005).  

Su desarrollo se da preferentemente en la Zona Centro Sur y Zona Sur del país, 

principalmente debido a que las especies utilizadas como materia prima (Pinus radiata y 

Eucaliptus globulus) poseen gran adaptación a las condiciones climáticas  y de suelo de 

estas zonas. Chile cuenta con 2,3 millones de hectáreas de plantaciones forestales, donde el 

40% de éstas, se encuentra en la Región del Biobío, 20% en la Región del Maule y 20% en 

la Región de la Araucanía (INFOR, 2007). 

En la actualidad, existen 11 plantas productoras de papel, cuatro de ellas están 

ubicadas en la región del Biobío (principalmente productoras de papel de diario), cuatro en 

la Región Metropolitana y una en la Sexta, Séptima y Décima región (Tabla 1). La mayor 

industria productora de papel, corresponde a empresas CMPC, que cuenta con seis plantas 

a lo largo de Chile, totalizando el 72% de la producción nacional, seguida por Norske Skog 

(10,5%) y Compañía Papelera del Pacifico (5,2%) (Diagnóstico APL, 2005). 
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Tabla 1. Plantas de producción de papel en Chile 

Empresa Ubicación 

Producción 

(miles  ton 

/año) 

Tratamiento Descarga 

Cartulinas CMPC S.A. 
Maule, 

VII Región 
360 TP, TS Rio Maule 

Cartulinas CMPC S.A. 
Valdivia, 
X Región 70 TP, TS Rio Calle Calle 

Inforsa S.A. CMPC 
Nacimiento, 
VIII Región 

195 TP,TS (MBBR) Rio Vergara 

Papeles Cordillera S.A. Puente Alto, RM 320 
TP, TS (BAS), TT 

(Desinfección) 
Río Maipo 

CMPC S.A. 
Laja, 

VIII Región 
80 TP, TS Rio Biobío 

CMPC S.A. 
Talagante, 

RM 
33 TP, TS (LA) Rio Maipo 

Papeles Norske Skog SA 
San Pedro de la Paz, 

VIII Región 
120 TP, TS (LA) Rio Biobío 

Cía. Papelera del Pacífico 

San Francisco de 
Mostazal, 
VI Región 

60 TP, TS Estero Tronco 

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

Forestal y Papelera 
Concepción S.A. 

Coronel, 
VIII Región 

50 TP, TS (LA), TT Fuera ZPL 

Papeles Industriales S.A. Lampa, RM 57  (Desinfección) Estero Lampa 

TP: Tratamiento primario; TS: Tratamiento secundario; TT: Tratamiento terciario; MBBR: Moving Bed 
Biofilm Reactor; LA: Lodos activados; BAS: Biofilm aerated sludge; DAF: Dissolved air flotation (INFOR, 
2007). 

 

1.2. Proceso productivo 

1.2.1. Materia prima 

El 98% de las especies utilizadas en la industria del papel como materia prima, 

corresponde a plantaciones forestales de especies foráneas: Pinus radiata y Eucaliptus 

globulus (CORMA, 2010). 
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La Tabla 2, muestra el porcentaje de los principales constituyentes de la madera son 

celulosa, hemicelulosa, lignina (polímero aromático de cadena larga que le da resistencia 

mecánica a la madera) y compuestos extractivos. Estos últimos corresponden a compuestos 

mayoritariamente lipofílicos y de bajo peso molecular como: taninos, aceites, ácidos 

resínicos, grasas, fitoesteroles, ceras y terpenos, compuestos encargados del 

almacenamiento de nutrientes y protección de ataques microbianos, entre otros (Dorado y 

col., 2000). 

Como se observa en la Tabla 2, el tipo de compuestos extractivos presente en la 

madera, varia dependiendo de la materia prima que se utilice. Debido a su naturaleza 

lipofílica, estos compuestos tienden a acumularse en las maquinarias del proceso de 

producción de papel, formando depósitos llamados “pitch” que afectan el correcto 

funcionamiento de las maquinas generando pérdidas económicas y técnicas en el proceso 

(Gutiérrez y col., 1998).  

 

Tabla 2. Principales constituyentes de la madera y compuestos extractivos en 

Eucaliptus globulus y 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 - 3,2  

        Ácidos grasos  14,0 - 27,7* 4,0* 3 – 4 

        Ácidos resínicos 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) Rosa y col., 2010; (3) Gutiérrez y col., 1998;             
(4) Del Rio y col., 2000. 

 

 



 

12 

 

1.2.2. Producción de papel 

El proceso productivo del papel requiere de una etapa de producción de pulpa, la 

cual puede obtenerse mediante procesos químicos o mecánicos. En la producción química, 

los trozos de madera se mezclan con agua y productos químicos hasta separar las fibras de 

celulosa. Mientras que en la producción mecánica, las fibras se separan por trituración de 

la madera, sometiéndola a altas temperaturas y presiones. La pulpa obtenida en este caso 

presenta residuos de lignina, hemicelulosas, resinas y otros. La reducción mecánica se 

puede realizar bajo distintos procesos, tales como: refinador de pulpa mecánica (RMP), 

pulpaje termomecánico (TMP) o desfibrador presurizado (PGW).  

En la Figura 1, se muestra el proceso TMP, el cual consta de una primera etapa de 

Planta de Madera, donde se ablandan las astillas con vapor de agua para facilitar la 

separación de las fibras. Posteriormente, se introducen las astillas a presión en una zona 

entre dos discos rotan en direcciones opuestas a muy corta distancia. La acción de una serie 

de ranuras y barras sobre la superficie de estos discos separa las fibras (Planta TMP). 

Pudiendo obtener hasta tres estaciones de refinado en serie. Una vez obtenida la pulpa, ésta 

es clasificada y filtrada de impurezas para posteriormente pasar a una Máquina Papelera 

(MP-1 y MP-2), que formará la hoja de papel. La cual pasará por cilindros alimentados con 

vapor, obteniendo una hoja de papel con un 8% de humedad. Finalmente, ésta pasa por 

baterías de acero lisas que giran alisando su superficie enrollando finalmente el papel en 

una barra de acero, el cual será embalado y almacenado en bodegas (Papelnet, 2010). 
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Figura 1. Proceso productivo Termomecánico (TMP) y RILES generados en el proceso. 
MP: Máquina papelera. 

 

1.3. Aspectos ambientales del proceso 

La principal problemática ambiental relacionada a la industria papelera son los 

residuos industriales (RILES). Debido a que el agua se utiliza en distintos procesos, tales 

como transporte de las materias primas y aditivos, fluido de intercambio de calor, 

producción de vapor y agente lubricante, entre otras (Salomé y Goikoetxea, 2006). Proceso 

en el cual además se generan emisiones atmosféricas como: vapor de agua y material 

particulado proveniente de la combustión de la madera en las calderas y residuos sólidos 

(cenizas, corteza sucia, chatarra, etc) (Pokhrel y Viraraghavan, 2004). 

La preocupación por el cuidado y la conservación del medio ambiente ha sido 

entendida por la industria y actualmente se trabaja en minimizar la cantidad de agua 

utilizada  y en reutilizar los recursos y  la energía, lo que se refleja en los sistemas de 

gestión ambiental aplicados, tales como Acuerdos de Producción Limpia y Certificaciones 

ISO 14001, las que además brindan un respaldo internacional a la industria. Muy 

importante en el ahorro de recursos, en el caso de aguas, es la aplicación de la mejor 

tecnología disponible (BAT: Best Available Technology), lo que permite mantener o 

mejorar la eficiencia de producción y aumentar su compromiso con el cuidado del medio 

ambiente.  
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Salomé y Goikoetxea, (2006), exponen un ejemplo de esto al mencionar que en la 

producción de papel periódico se utilizan 30 m3 de agua/ton de papel mediante tecnologías 

antiguas. Sin embargo, mediante la utilización de la mejor tecnología disponible, es posible 

reducir este gasto entre 10 - 15 m3/ton de papel.  

 

1.4. Efluentes de la industria del papel  

La industria papelera genera grandes volúmenes de efluentes, entre 10 - 70 m3/ton 

de papel (Rintala y Puhakka, 1994; Lacorte y col., 2003). Las características y compuestos 

presentes en este tipo de efluentes, dependerán del tipo de materia prima (Pinus radiata, 

Eucaliptus globulus o mixto), de la tecnología utilizada y del tratamiento aplicado (Hewitt 

y col., 2003; Lacorte y col., 2003). 

Estos efluentes, previo al sistema de tratamiento se caracterizan por presentar altas 

concentraciones de carga orgánica fácilmente biodegradable tales como carbohidratos 

simples y de cadena corta, lípidos y péptidos, lo que se refleja en una Demanda Biológica 

de Oxígeno (DBO5) superior a 770 mg/L. Además, la lignina, sólidos suspendidos, ácidos 

grasos y ácidos resínicos generan una alta concentración de compuestos recalcitrances que 

requieren de agentes oxidantes para su reducción generando concentraciones de Demanda 

Química de Oxígeno (DQO), superiores a 1900 mg/L (Ali y Sreekrishnan, 2001).  

El tratamiento de estos efluentes consta de sistemas de tratamientos primarios y 

secundarios. Los tratamientos primarios se encargan de la remoción de sólidos suspendidos 

(80 – 90%), neutralización y disminución de temperaturas. Posteriormente, se realiza un 

tratamiento secundario, en el cual los microorganismos presentes utilizan materia orgánica 

biodegradable como fuente de nutrientes y energía para su propagación (Thompson y col., 

2001; Latorre y col., 2007). Dentro de los tratamientos secundarios, se mencionan sistemas 

de tipo aeróbico o anaerobio, siendo más común los de tipo aeróbicos de tipo convencional 

como lodos activados y lagunas aireadas. Con eficiencias de eliminación de DBO5 entre 73 

- 92% y mayor al 90%, respectivamente. Mientras que para el caso de DQO, estos se 

encuentran entre 50 - 92% y 40 - 60% respectivamente (Belmonte y col., 2005; Schnell y 

col., 2000; Stuthridge y col., 1991; Thompson y col., 2001; Welander y col., 1997).  
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En la actualidad, la industria ha comenzado a utilizar tratamientos de biomasa 

adherida como el sistema MBBR (Moving Bed Biofilm Reactor), por las ventajas que 

presenta. Entre ellas, requiere menor volumen de reactor ya que la biomasa crece como 

biopelícula en carriers, los cuales permiten que el crecimiento de la biomasa se de en una 

mayor area superficial, favoreciendo el crecimiento de biopelículas en el soporte. 

Otorgándoles una mayor resistencia a alteraciones del medio, evita recirculación de lodos y 

posee la capacidad de eliminar altas concentraciones de contaminantes, al permitir una alta 

concentración de biomasa por inmovilización. Estudios realizados, han determinado 

eficiencias en eliminación de DBO5 entre 85 - 99%, mientras que para el caso de la DQO 

del 24 - 85% (Magnus y Carlberg, 2000; Odegaard, 2000; Pokhrel y Viraraghavan, 2004).  

 

1.5. Producción de polihidroxialcanoatos (PHAs)  

Otro de los inconvenientes asociados al tratamiento de estos efluentes, consiste en 

controlar grandes concentraciones de biomasa generada en los sistemas de tratamiento 

secundario. Correspondiendo aproximadamente a la mitad de la DBO5 de entrada al 

tratamiento (Metcalf y Eddy, 1995). Constituyendo un costo para la industria ya que deben 

ser tratados y llevados a disposición. 

Es por esto que se plantea la producción de PHAs con el fin de otorgar un valor 

agregado a estos lodos generados. Los PHAs son poliésteres, sintetizados por más de 300 

cepas bacterianas en forma de gránulos citoplasmáticos como reserva de carbono y energía 

bajo condiciones adversas de crecimiento tales como exceso de fuente de carbono y 

escases de nutrientes como nitrógeno y fósforo (Chen, 2010). 

La Figura 2 indica la estructura general de los PHAs donde n puede ser n = 1 con 

un grupo R= Hidrógeno, metil, etil, propil, butil, pentil, hexil, heptil, octil o nonil; n=2 con 

R=Hidrógeno ó n=3 con R=Hidrógeno. 
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Figura 2. Estructura general de los PHAs 

 

Los PHAs se dividen, además, en dos categorias según el número de carbonos en el 

monómero. PHAs de cadena corta (scl), los cuales tiene entre 3 - 5 átomos de carbono y 

PHAs de cadena mediana (mcl) con 6 – 14 átomos de carbono. Éstos pueden generar 

copolímeros que presentan características superiores con respecto a polímeros que sólo 

contienen unidades de cadena corta o media. 

Las características físicas, mecánicas y térmicas que presentan los PHAs, han 

permitido que éstos sean considerados como una alternativa biodegradable para la 

producción de bioplásticos. En la Tabla 3 se presenta una comparación entre Poli (3HB), 

un PHA que con n=1 y R= metil y un plástico sintético como el polipropileno. La 

producción de PHAs se ha estudiado desde hace más de 80 años, sin embargo, ha cobrado 

especial importancia recientemente debido a problemáticas ambientales relacionadas con la 

utilización de petróleo para la producción de plásticos convencionales y al incremento de 

los costos (Keshavarz y Roy, 2010).  
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Tabla 3. Comparación de propiedades fisicoquímicas de Polipropileno  
(derivado de petróleo) y PHAs 

 

 Propiedad Poli (3HB) Polipropileno 

Temperatura de Fusión (ºC) 177 176 

Temperatura de Transición vítrea (ºC) 4 -10 

Cristalinidad (%)  80 70 

Fuerza Tensil (MPa) 40 38 

Elongación al quiebre (%) 6 - 

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

 

El mecanismo de biosíntesis de los PHAs deriva de intermediarios de la síntesis de 

ácidos grasos (Figura 3). Su producción dependerá de factores como el tipo de sustrato, 

temperatura, cantidad de sustrato (favorecido en exceso de fuente de carbono), tipo de 

bacteria y enzimas especializadas para la síntesis de PHAs que éstas posean (Nelson y 

Cox, 2008). El almacenamiento de PHAs se da preferentemente luego de períodos de 

“hambruna” de la célula ya que la célula se limita el crecimiento celular y favorece el 

almacenamiento de la fuente de carbono porque la cantidad de enzimas y ARN requerido 

para esos procesos es menor (Dias y col., 2006). 
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Figura 3. Mecanismo de biosíntesis de ms-PHA desde carbohidratos 
        Modificado de Chen, 2010. 
 

Estudios realizados en la producción de PHAs han utilizado cultivos puros de 

bacterias (Azotobacter vinelandii, Pseudomonas oleovoras, Paracoccus denitrificans y 

Escherichia coli recombinante, entre otras) y fuentes de carbono concentradas tales como 

glucosa, lo que incrementa el costo para su producción y logrando porcentajes de 

acumulación entre 76 – 90% en peso seco del lodo mediante reactores batch (Tobella y 

col., 2005; Silva y col., 2007; Wang y Lee, 1997). 

Debido a lo anterior, es que se ha estudiado la producción de PHAs a partir del 

tratamiento secundario de efluentes de la industria forestal de celulosa y papel. Pozo y col., 

(2011), realizó ensayos en batch con cultivos mixtos y efluentes de celulosa kraft con 

limitación de nutrientes logrando acumulaciones de 26 – 30% de células que acumulan 

PHAs. Mientras que en la industria papelera, Bengston y col., (2008), utilizó reactores de 

tipo batch con limitación de nutrientes, logrando una acumulación de 43 – 48% y sin 

limitación de nutrientes del 32% en peso seco del lodo. 
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La utilización de efluentes provenientes de la industria papelera propone un ahorro 

en la fuente de carbono, presentando valores de DBO5 superiores a 770 mg/L y cultivos 

mixtos de bacterias donde no será necesario una esterilización del medio, disminuyendo 

los requerimientos de control del equipamiento tales como esterilización de éstos 

(Chanprateep, 2010). Actualmente, existe un interés por producción de PHAs mediante 

cultivos mixtos debido a que considera una simplificación en los procesos de control en los 

sistemas de tratamiento, mejora en la utilización de desechos y disminución en costos de 

esterilización. Demostrando bajo estas condiciones acumulación del 48% en peso seco del 

lodo (Takabatake y col., 2002; Bengsston y col., 2008).   

 

1.6. Disrupción endocrina en efluentes de la industria del papel 

La gran mayoría de los estudios basados en la industria forestal en vía a detectar los 

posibles efectos generados por compuestos disruptores endocrinos han sido desarrollados 

en celulosa kraft, donde el proceso a diferencia del de producción de papel, adiciona 

químicos para el blanqueado de la pulpa (Ali y Sreekrishnan., 2001). En los últimos 25 

años se ha logrado disminuir el impacto de estos efluentes a los ambientes acuáticos 

diseñando nuevos tratamientos y mejorando las tecnologías de producción de celulosa, a 

través de la sustitución de cloro molecular por dióxido de cloro (ECF: Elemental Chlorine 

Free) logrando de esta manera la disminución de toxicidad aguda (Hewitt y col., 2008). Sin 

embargo, existen evidencias que demuestran la persistencia de toxicidad crónica en 

organismos expuestos a efluentes de celulosa kraft (Orrego y col., 2009, 2010; Lopez y 

col., 2011; Xavier y col., 2005). Estos corresponden al tipo de disrupción endocrina, 

principalmente, debido a la presencia de compuestos extractivos de la madera, los cuales se 

comportan como compuestos disruptores endocrinos (CDEs) y que pueden poseer 

actividad estrogénica o antiestrogénica (Guzmán y Zambrano, 2007). Como lo muestra la 

Tabla 4, la actividad disruptora, se atribuye a la similitud estructural de ciertos compuestos 

extractivos de la madera con hormonas esteroides (Birkett y Lester, 2003).  
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Tabla 4. Propiedades fisicoquímicas de algunos compuestos disruptores endocrinos. 

Ref: Referencia; Log Kow: Coeficiente de partición octanol/agua 
(1) Cook y col., 1997; (2) Güçlü-Üstündag y Temelli, 2004; (3) Khan y Hall, 2003; (4) Kamaya y col., 2005; 
(5) Lahdelma y Oikari, 2005; (6) Kiparissis y col., 2003 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Compuesto Estructura 
Peso 

molecular 
Log Kow Solubilidad Ref. 

Fitosteroles      

Estigmasterol  412,7 10,3 < 0,0001 1 - 3 

β-sitosterol   414,7 9,6 < 0,0001 1 - 2 

Campesterol  400,7 - < 0,0001 1 - 4 

Ácidos resínicos      

Ácido abiético  302,5 4,6 - 7,5  2,75 5 

Ácido dehidroabiético   300,4 5,7 - 7,2 5,11 5 - 6 
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Como se encuentra representado en la Figura 4, al encontrarse un CDE (estrógeno) 

en el citoplasma, se une al receptor de estrógenos (ER), el cual cambia su conformación 

pudiendo ingresar al núcleo. Allí se une a un locus específico de la cromatina operando 

como activador transcripcional ya que aumenta la actividad de la RNA polimerasa 

favoreciendo la generación de RNAm que codifica para distintas proteinas ligadas al 

sistema endocrino (Nelson y Cox, 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Esquema de la interacción estrógeno-receptor dentro de la célula 
Modificado de Nelson y Cox, 2005. 
 

El origen de los CDEs puede ser estrógenos esteroidales naturales, estrógenos 

sintéticos, fitoestrógenos o múltiples químicos industriales (Auriol y col., 2006) cuyo 

efecto fenotípico sobre los organismos depende del estadio del desarrollo del organismo, 

tiempo de exposición, y dosis del compuesto (Guzmán y Zambrano, 2007). Algunos CDEs 

que se pueden encontrar en efluentes de papelera son: ácidos grasos (ácido palmítico, ácido 

oleico), ácidos resínicos (ácido abiético), esteroles (β-sitosterol, estigmastanol), ceras, entre 

otros (Latorre y col., 2003; Gutiérrez y col., 2006).  

Los tratamientos biológicos implementados en la actualidad no son eficientes en 

eliminación de compuestos disruptores endocrinos (Latorre y col., 2003), debido 

principalmente a las propiedades fisicoquímicas que presentan como: baja solubilidad en 
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agua y coeficiente de partición octanol-agua (Kow). Cuando los valores de log Kow > 4, 

existe tendencia de estos compuestos a bioacumularse o persistir en los organismos 

(biomagnificación) (Auriol y col., 2006). Acumulación que dependerá además de la edad, 

sexo y organismo expuesto (Geyer y col., 2000). Los más estudiados son los ácidos 

resínicos y fitosteroles (Tabla 4). 

Los ácidos resínicos son terpenos tricíclicos, ácidos débiles, insolubles en agua, 

solubles en solventes orgánicos y neutros no polares, relativamente lipofílicos y poseen un 

alto coeficiente de partición octanol agua log Kow > 4 (Frigon y col., 1999; Belmonte y 

col., 2005). Por otro lado, los fitoesteroles poseen una estructura química muy similar al 

colesterol (núcleo ciclopentanoperhidrofenantreno), son compuestos polares, poco solubles 

en agua (solubles en diclorometano y metil-terc-eter) y muy lipofílicos con valores de log 

Kow > 6 (Hewitt y col., 2000, Gúzman y Zambrano., 2007). 

La Tabla 5, muestra los principales efectos de estos compuestos en peces, se ha 

observado disminución en el tamaño de las gónadas (Diniz y col., 2005), pérdida de 

fertilidad, bajo desarrollo de caracteres secundarios, menor producción de oocitos 

(McMaster y col., 1991), inducción de vitelogenina en machos y disminución de 

producción de hormonas sexuales, entre otras (Hewitt y col., 2008). Algunos estudios 

sobre efectos de efluentes de industrias papeleras con procesos productivos mecánicos 

integrados (TMP y PGW) en Trucha marrón (Salmo trutta trutta) mencionan la 

acumulación de ácidos resínicos en los efluentes generando daño celular, necrosis en 

células de hígado e inhibición en el crecimiento de los peces, así como también indican que 

la exposición a este tipo de efluentes durante el desarrollo y crecimiento de los peces afecta 

a futuro en la fertilidad y calidad de los huevos (Johnsen  y col., 1998; Johnsen y col., 

2000). 
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Tabla 5. Efectos de compuestos disruptores endocrinos en distintas especies 

Especie Efluente o Compuesto Efecto Referencia 

Oncorhynchus 

mykiss Celulosa Kraft Disminución en tamaño de gónadas 

 

1  

  Reducción de hormonas sexuales  2 

  Disminución tamaño de larvas  

  

Inducción de actividad EROD en machos e 

inhibición en hembras  

Oncorhynchus 

mykiss 17β-estradiol, estrona, Inducción vitelogenina (VTG) en machos 2 

 17α-estinilestradiol   

Daphnia 

magna  Celulosa Kraft Reducción en tasa de crecimiento alométrico  3 

Catostomus 

commersoni  Celulosa Kraft Bajo desarrollo de caracteres secundarios 4 

  Menor producción de oocitos  

Salmo trutta  Papelera Disminución niveles de testosterona 5 – 6 

  Menor crecimiento   

  Disminución de fertilidad  

  Inhibición de actividad EROD en machos  

Percillia 

gillissi  Celulosa Kraft Aumento en producción de esteroides (H) 7 - 8 

Trichomycterus 

areolatus Celulosa kraft Inducción de madurez 7 - 8 

    Sobreestimulación del sistema reproductor   

  Aumento tamaño de las gonadas  

 (1)Van den Heuvel y Ellis, 2002; (2) Orrego y col., 2010; (3) López y col., 2011; (4) McMaster y col., 1991; 
(5) Johnsen y col., 2000; (6) Johnsen y col., 1998; (7) Chiang y col., 2009; (8) Chiang  y col., 2011. 
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1.7. Detección de disrupción endocrina mediante biosensores 

Detectar disrupción endocrina en efluentes de la industria del papel podría ser 

fundamental para evaluar sus posibles efectos en el ambiente acuático, de manera de 

prevenir que este tipo de compuestos llegue a afectar a la población. Por lo antes 

mencionado, el uso de biosensores como células o tejidos, sería altamente  beneficioso ya 

que mediante el uso de éstos, se estaría evitando el sacrificio de organismos al ser 

utilizados como bioindicadores.  

 

1.7.1. Fundamentos de la utilización de levaduras como biosensores 

Un ejemplo de biosensor, corresponde a levaduras modificadas genéticamente 

(Saccharomyces cerevisiae recombinante) mediante el ensayo YES: (Yeast Estrogen 

Screen) el cual permite la detección de disrupción endocrina de tipo estrogénica (Routledge 

y Sumpter, 1996). El uso de una levadura presenta ventajas  que facilitan su utilización, 

tales como: ser un hongo unicelular, poseer células de tipo eucarióticas, presentar ciclos de 

vida corto, gran capacidad de reproducciòn y fácil cultivo. 

 Otras características que avalan la utilización de levadura, es que estas no presentan 

otro tipo de receptor nuclear homólogo a los de vertebrados que pudiera interferir, además 

de que el plegamiento y modificaciones post-traduccionales de proteínas de vertebrados en 

levaduras, es bastante similar a la de mamíferos, lo que resulta bastante relevante ya que 

determina la especificidad del sistema, la cual se encuentra determinada por los elementos 

genéticos externos insertados en la levadura (Noguerol y col., 2006).  

El bioensayo YES, descrito por Routledge y Sumpter (1996), consiste en la 

transformación de Saccharomyces cerevisiae recombinante a nivel cromosomal con un gen 

receptor nuclear (hER-α) y con un plásmido que contiene elementos de respuesta 

estrogénicos (EREs) que controla la expresión del gen reportero (LacZ). Por lo tanto ante la 

presencia de un agente con potencial biológico en el medio (estrógeno), se activará la 

transcripción del receptor el cual funcionará como activador transcripcional de LacZ, que 

codifica para la síntesis de la proteína β-galactosidasa.  
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Cuya actividad enzimática, puede ser fácilmente detectada y cuantificada mediante 

el sustrato cromogénico clorofenol rojo-B-D-galactopiranósido (CPRG) el cual cambia de 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

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

1.7.2. Aplicación de biosensores para detección de disrupción endocrina 

Estudios realizados en detección de disrupción endocrina por Saccharomyces 

cerevisiae recombinante por Chamorro y col. (2010), evaluaron mediante YES la presencia 

de compuestos estrogénicos en efluentes de celulosa kraft después de tratamiento 

secundario, en industrias con distintas materias prima: Pinus radiata, Eucaliptus globulus y 

combinación de estos dos. Los resultados obtenidos indicaron mayor actividad de 
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disrupción endocrina, en efluentes de E. globulus (1,475 ng/L de EE2 eq.), luego en 

efluentes mixtos (0,849 ng/L de EE2 eq.). Mientras que el de P. radiata (0,383 ng/L de 

EE2 eq.), presentó menor potencial. Por otro lado, Fernández y col., (2007), utilizó otro 

biosensor basado Saccharomyces cerevisiae recombinante para detección de disrupción 

endocrina conocido como RYA (Recombinant Yeast Assay) para detectar actividad 

estrogénica de efluentes de una planta de celulosa kraft luego de un tratamiento de lodo 

activado resultando una concentración de 40 - 82 ng/L de E2 eq. La diferencia de potencial 

estrogénico entre las distintas materias primas, se debe a su composición de compuestos 

extractivos, E. globulus presenta mayor cantidad de hidrocarbonos y fitoesteroles  y en 

menor medida presencia de triterpenos, esteroles y fenoles. Por lo que se espera encontrar 

en este tipo de efluente β-sitosterol, estigmastanol, escualeno, campesterol, fucosterol. En 

el caso del P. radiata, esta compuesto mayormente por ácidos resínicos, ácidos grasos, 

hidrocarbonos y en menor medida esteroles por lo que es posible detectar en este efluente 

compuestos como el ácido abiético, ácido dehidroabiético, ácido pimárico,ácido abietánico, 

ácido sandaracopimárico, β-sitosterol y estigmasterol (Gutiérrez  y col., 1998; Kostamo y 

col., 2004; Chamorro y col., 2009, 2010; Van den Heuvel y col., 2009; Xavier y col., 

2009). 

Pocos son los estudios en actividad estrogénica en efluentes de la industria de papel. 

Hamm y col. (2006), evaluaron efectos endocrinos en efluentes de 13 industrias papeleras 

con distintos procesos productivos y tratamiento de efluentes mediante YES. Mencionando 

que de las 16 muestras en estudio, 10 presentaron actividad estrogénica y destacando 

mayores índices de actividad en tres muestras. Una de ellas corresponde a una muestra de 

papelera que utiliza dos tercios de pulpa producida mecánicamente en un proceso integrado 

y las dos muestras restantes utilizan pulpa reciclada como materia prima. Sin embargo, no 

es posible comparar estos resultados con los obtenidos en ensayos realizados a efluentes de 

la industria celulosa ya que el sistema de medición de actividad estrogénica utilizado no 

corresponde a un sistema de medición universal. En este caso, se indica la tasa de 

inducción de β-galactosidasa obteniendo valores entre 2 – 2,8. 
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Hipótesis 

El sistema de tratamiento de biomasa adherida MBBR es eficiente para la 

producción de Polihidroxialcanoatos (PHAs), teniendo incidencia en la eliminación de 

compuestos disruptores endocrinos presentes en efluentes de la industria papelera. 

 

Objetivos generales 

Evaluar la operación de un sistema MBBR para obtener PHAs y eliminar 

compuestos disruptores endocrinos en efluentes de la industria papelera. 

 

Objetivos específicos 

- Estudiar las condiciones óptimas de nutrientes para la conversión de materia 

orgánica del efluente a polihidroxialcanoatos (PHAs). 

  

- Evaluar la eficiencia de eliminación de DQO y DBO5 con las distintas 

condiciones de nutrientes aplicadas al sistema de tratamiento. 

 

- Evaluar la eficiencia de un sistema de tratamiento MBBR para la eliminación de 

compuestos estrogénicos presentes en efluentes de la industria papelera mediante 

Saccharomyces cerevisiae recombinante. 
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2. METODOLOGIA 

2.1. Influente 

Se utilizó un efluente proveniente de una planta productora de papeles y cartones. 

La cual utiliza como materia prima 95% Pinus radiata y 5% Eucaliptus globulus en un 

proceso productivo de tipo TMP (pulpaje termomecánico). Las muestras, fueron extraídas 

previo a dosificación de nutrientes. Se transportaron y almacenaron en bidones de 50 L de 

capacidad y refrigeraron a 4 oC en oscuridad. 

 

2.2. Caracterización del reactor MBBR  

Como se muestra en la Figura 6, se implementó un sistema MBBR el cual se 

encontraba en un tanque de vidrio de volumen útil de 0,850 L. Se utilizaron 100 soportes 

de tipo AMB (Assistin Moving Bed) de polietileno para permitir la adhesión de la 

biomasa. Estos soportes presentan una densidad de 0,95 g/ml y 850 m2/m3. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Diseño de reactor MBBR 

1: Influente; 2: Bomba peristáltica; 3: Difusor de oxígeno; 4: Carriers para el 
crecimiento de la biopelícula; 5: Efluente. 
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2.2.1. Operación del reactor 

El sistema se operó en continuo y se alimentó con efluentes de la industria papelera 

a los cuales se les adicionó en una primera etapa Nitrógeno (NH4Cl) y Fósforo (K2HPO4) 

para lograr una relación óptima de nutrientes de DBO5:N:P (100:5:1). El influente se 

mantuvo a una temperatura ambiente (18,90 – 24,12 ºC) y una concentración de oxígeno 

disuelto entre 3,80- 6,60 mg/L. Se ajustó a un pH entre 7,42 – 7,69. 

En la Tabla 6 se indica la estrategia de operación, la cual se realizó En distintos 

tiempos de retencion hidráulica (TRH) de 48 y 14 horas y distintas relaciones de nutrientes 

para DBO5:N:P, siendo la primera de 100:5:1 y la segunda que represente una limitación 

de nutrientes de 100:1:0,3.  

El reactor se inoculó con una concentración de 5 gr SSV/L. 

 

Tabla 6. Plan de trabajo y operación del reactor MBBR 

 

 

2.2.2. Caracterización microscópica 

Para evaluar indicadores de calidad del lodo, se realizaron observaciones de la 

biomasa pluricelular en suspención mediante microscopio óptico acoplado a una cámara. 

Se observaron protozoos, rotíferos y otros. 

 

 

 

 

Parámetro Unidad  DBO5:N:P 

Dosis de nutrientes                C:N:P          100 : 5 : 1  100 : 1 : 0,3 

Período d 1-73 74-109 110-167 

TRH h 48 14 14 

VCO kg DBO5/m
3 d 0,81 2,76 2,83 
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2.3. Métodos analíticos 

2.3.1. Parámetros fisicoquímicos 

Se realizaron caracterizaciones fisicoquímica tanto de influente como de efluente 

donde se determinaron los siguientes parámetros: DQO, DBO5 y Compuestos fenólicos 

totales (UV245) semanalmente y Nitrógeno total (NT) y Fósforo total (PT) del influente una 

vez al mes. 

La DQO se determinó espectroscópicamente (660 nm) mediante el equipo 

(Spectronic unicam-Genesis 10 UV), después de 2 h de digestión a temperatura 150 ºC con 

solución de dicromato de potasio y sulfato de plata. La DBO5 se realizó utilizando el 

método de Winkler con un inóculo de 1 ml de aguas servidas, se empleó un volumen de 

muestra suficiente para que la concentración de oxígeno disuelto se reduzca a la mitad, 

durante cinco días de incubación a 20 ºC (APHA, 1998). Por otro lado, los compuestos 

fenólicos totales se determinaron por absorbancia a 215 nm en cubeta de cuarzo. 

Los análisis de Nitrógeno total y Fósforo total fueron medidos por Kits Merck 

Spectroquant-Nova 60 

 

2.3.2. Determinación de la actividad heterótrofa de la biomasa 

Se evaluó la actividad heterotrófica de la biomasa a través de análisis 

respirométrico en cada una de las etapas. Allí se determinó el consumo de oxígeno 

consumido por los microorganismos  que degradan un sustrato orgánico, en este caso, 

correspondió a acetato (CH3COONa). 

 Para realizar el análisis se lavó 3 veces el lodo con una solución de tampón fosfato 

en base a KH2PO4 y K2HPO4 DE pH 7. La concentración de biomasa utilizada fue de 0,8 a 

1 gr SSV/L y un volumen de muestra de 10 ml. Se aireó la muestra hasta la saturación por 

30 minutos para lograr una concentración de oxígeno de 7 – 8 mg/L. 

El análisis respirométrico se basó en el protocolo de Mosquera y col. (2005), 

modificado a 20ºC y mediciones cada 15 segundos. 
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2.3.3. Biosíntesis de PHAs 

La acumulación de PHAs se determinó mediante espectrofluorimetría y citometría 

de flujo. En primer lugar se realiza una desfloculación del lodo bacteriano (pirofosfato de 

sodio 0,01% y lubrol 0,01%) (Gayford y Richards, 1970).Las muestras se midieron 

mediante densidad óptica (OD) a 600nm  (UV-Vis Spectrophotometer, TU-1810 Split 

Beam) para estandarización a 0,8 – 1. Se agregan 20 µl de rojo de nilo (25µmol /L en 

DMSO). Se incuba a 30°C por 60 min (Spiekermann y col., 1999).  

Luego se mide por espectrofluorimetría la intensidad de fluorescencia a una 

excitación de longitud de onda de 290 nm en el rango 550 – 600 nm. Mientras que el 

porcentaje de celulas que acumulan PHA se determinó mediante citometría de flujo (Flor 

citometry FACSCalibur system). Los resultados de las muestras se basan en el análisis de 

20.000 eventos (Godoy y col., 2003; Silva y col., 2007). 

Se realizó un conteo de células vivas y muertas. Para lo cual se agregó 12 uL de 

tinción vivas/muertas (Live/DeadR BaclightTM INVITROGEN ). Las muestras se incubaron 

en oscuridad a temperatura ambiente por 7 minutos. Se filtraton en filtros de policarbonato 

(0,2 um de poro). La visualización de células se realizó utilizando microscopio Olympus 

BX51 con cámara Cool SNAP-Procf.Monochome acoplada. 
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2.3.4. Extracción en fase sólida (SPE: Solid Phase Extraction) 

Se utilizaron cartuchos Accu-bond® II ODS-C18 de 500 mg x 6 mL que poseen un 

soporte llamado octadecilsilano. Se realizó un acondicionamiento de los cartuchos pasando 

2 volúmenes de agua destilada y posteriormente 2 volúmenes de etanol. Luego el efluente 

se pasó a través de estos cartuchos con un flujo de 6 mL por min. Para obtener la muestra 

concentrada se pasaron dos volúmenes de etanol con el cual se pudo trabajar para los 

bioensayos. 

 

2.3.5. Yeast Estrogen Screen (YES) 

El ensayo se realizó según la metodología descrita por Routledge y Sumpter, 

(1996). Para lo cual se utilizó la levadura Saccharomyces cerevisiae recombinante 

modificada en el Departamento de Genética de Glaxo, donada por la profesora Marcia 

Dezotti del Departamento de Ingeniería Química de Polución de Aguas de la Universidad 

Federal de Rio de Janeiro. 

El análisis se realizó en microplacas de 96 pocillos a 28 ºC. Se tomó una alícuota de 

250 µL de un cultivo de 24 horas de Saccharomyces cerevisiae recombinante y se 

incorporó al reactivo cromogénico CPRG (rojo clorofenol-D-galactopiranosido). Se 

tomaron alícuotas de 200 µL de esta mezcla y se transfirieron en cada pocillo de la 

microplaca, ésta también contiene un control negativo (etanol) y un control positivo 

(patrón) el cual corresponde a una serie de diluciones de 17-β-estradiol en un rango de 54 

ng/L a 26 ng/L. Luego, las microplacas fueron selladas y agitadas por 5 minutos y se 

incubaron por 72 h a 30 ºC. La respuesta se observó a través del cambio del color amarillo 

a rojo, el cual fué medido espectrofotométricamente a través de un lector de placas EL x 

800, BioTex a 570 nm y a 630 nm (Chamorro y col., 2010). 
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3. RESULTADOS 

3.1. Caracterización fisicoquímica del influente 

La Tabla 7 muestra los resultados de la caracterización realizada al influente 

obtenido de la industria papelera. 

 

Tabla 7. Caracterización fisicoquímica del influente de papelera 

Parámetro Unidad  Rango Promedio1 

pH  6,46 - 7,04 6,77 ± 0,22 

DBO5 g O2 /L 1,60 - 2,16 1,67 ± 0,13 

DQO g O2 /L 2,19 - 3,38 2,97 ± 0,62 

Fenoles totales UV215 nm g/L 7,12 - 10,67 8,89 ± 1,16 

Color (440 nm, pH 9) Abs  0,50 - 0,51 0,51 ± 0,01 

Fósforo total mg/L 5,40 - 5,50 5,45 ± 0,07 

Nitrógeno 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 

        1Valores promedio de 6 determinaciones 
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3.2. Operación del reactor MBBR 

3.2.1. Caracterización del inóculo 

Previo a la puesta en marcha del reactor MBBR se caracterizó el lodo obtenido de 

una planta de lodos activados para tratamiento de aguas servidas de forma de inocular 5 g 

SSV/L en el reactor y conocer la actividad de la biomasa para poder evaluar el 

comportamiento de esta a lo largo de las distintas etapas de operación. 

 

Tabla 8. Caracterización del inóculo 

Parámetro Unidad Inóculo 
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 oxígeno mg O2/L·d 0,11 - 0,12 

Actividad heterotrófica mg O2/g SSV·d 0,30 - 0,40 
 

3.2.2. Parámetros operacionales 

Como se observa en la Figura 7, el pH del influente se mantuvo durante todo el 

periodo a 7,54 ± 0,10. Mientras que para el efluente, el pH obtenido en una primera etapa 

fue de 5,01 por lo que se añadió 1 g/L de NaHCO3 con lo cual se logró obtener un 

promedio de pH de efluente de 7,63 (± 0,27). La concentración de oxígeno disuelto se 

mantuvo en 5,55 (± 1,02) mg O2/L con el fin de generar la mezcla completa. La Figura 7 

indica la operación del reactor, el TRH, la relación DBO5/DQO de influente y efluente y la 

velocidad de carga orgánica volumétrica (VCO). 
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Figura 7. Evolución del pH de influente (      ), pH de efluente (       ) y oxígeno 
disuelto (       ) durante el periodo de operación del reactor. 

 

Tabla 9. Operación del reactor MBBR 

Parámetro Unidad       

Relación de nutrientes DBO5:N: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 0,43  ±  0,03 1,46  ±  0,05 1,47  ± 0,03 

DBO5/DQO influente  0,66  ±  0,22 0,61  ±  0,05 0,62  ±  0,01 

DBO5/DQO efluente  0,20  ±  0,11 0,21  ±  0,02 0,37   ±  0,07 

VCO-Volumétrica kg DQO/m3·d 1,39   ±  0,31 4,13  ±  1,48 4,20  ±  1,22 

VCO-Volumétrica kg DBO5/m
3·d 0,81 ± 0,08 2,67 ± 0,02 2,83 ± 0,08 
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3.3. Parámetros de eficiencia de operación 

La Figura 8 muestra la eficiencia de eliminación de carga orgánica obtenida durante 

la operación del reactor en términos de DQO y DBO5 asi como la eliminación de 

compuestos fenólicos totales en las distintas etapas. Se observa que los máximos valores de 

eliminación de DQO y DBO5 se obtuvieron a VCO de 0,81 kg DBO5/m
3·d y relación de 

nutrientes 100:5:1, alcanzando valores de 79,22% y 97,01% respectivamente. A VCO de 

2,67 kg DBO5/m
3·d la máxima de eliminación de DQO y  DBO5 fue de 74,59% y 91,9% 

de. Mientras que a VCO de 2,83 kg DBO5/m
3·d y relación de nutrientes 100:1:0,3, 

disminuye la eliminación de ambos parámetros alcanzando máximas de eliminacion de 

68,06% y 84,6% para DQO y DBO5, respectivamente. En cuanto a la eliminación de 

fenoles totales, se observa una mayor eficiencia de eliminación a VCO de 0,81 kg 

DBO5/m
3·d con un promedio de 41,21%a la cual disminuyó en las VCO de 2,67 kg 

DBO5/m
3·d y 2,83 kg DBO5/m

3·d a 14,82% y 16,94%, respectivamente. La Tabla 10 

muestra los valores de entrada y salida de estos parámetros. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8. Eficiencia de eliminación de DQO (     ), DBO5  (      ) y compuestos 

fenólicos totales (     )durante el periodo de operación. 
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Tabla 10. Concentraciones de entrada y salida del reactor de DQO, DBO5 y Fenoles totales (UV215nm) 

Parámetro Unidad   DBO5 : N : P   
                               100:5:1 100:1:0,3 
 VCO  kg DBO5/m

3·d 0,81 2,67 2,83 

DQO influente g/L 2,63 ± 0,84 2,67 ± 0,38 2,63 ±  0,08 

DQO efluente g/L 0,74 ± 0,15 0,87 ± 0,15 0,89 ±  0,05 

DBO5 influente g/L 1,61 ± 0,15 1,61 ± 0,13 1,65 ±  0,04 

DBO5 efluente g/L 0,16 ± 0,09 0,18 ± 0,04 0,33 ±  0,06 

Fenoles Totales influente g/L 9,88 ± 0,91 8,17 ± 0,45 7,19 ±  0,33 

Fenoles Totales efluente g/L 5,62 ± 0,61 6,95 ± 0,36 5,97 ±  0,39 
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3.4. Evolución y caracterización de la biomasa bacteriana 

Para evaluar tanto la capacidad de sedimentación del lodo como la calidad de 

éste, se relacionó el IVL a la relación alimento microorganismo (A/M). De esta forma se 

realiza una estimación del tipo de lodo presente en el reactor pudiendo ser de tipo 

disperso, floculento o lodo inflado (bulking). La Figura 9 indica que a VCO de 0,81 kg 

DBO5/m
3·d y relación de nutrientes óptima, la biomasa mantuvo características de lodo 

floculento. Al aumentar la VCO a 2,67 kg DBO5/m
3·d, se mantuvo un lodo floculento 

con tendencia a bulking y a VCO de 2,83 kg DBO5/m
3·d y relación de nutrientes 

100:1:0,3, la biomasa no logró caracteristicas de lodo floculento, manteniéndose en 

bulking. 

 

Figura 9. Relación entre IVL y relación Alimento/Microorganismo 
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Además, se caracterizó microscópicamente el tipo de microorganismos presentes 

en el reactor ya que el tipo de microorganismos presentes corresponden a un indicador 

de calidad de operación y manejo del sistema. Mediante microscopía óptica se observó 

el tipo de microorganismos presentes en el lodo. 

La Figura 10 muestra los microorganismos observados a través de microscopia 

óptica donde (a) corresponde a un nematodo, por otro lado, (b), (e) e (i) corresponden a 

ciliados fijos que se encuentran unidos al flóculo, (d) y (g) son ciliados libres nadadores 

y (c), (f) y (h) corresponden a rotíferos. 

 

 

Figura 10. Microorganismos bioindicadores presentes en el sistema. 

 

 

 



 

40 

 

La Tabla 11 muestra los recuentos de células vivas y muertas realizados en cada 

una de las velocidades de carga orgánica y relación de nutrientes (100:5:1). Observando 

que a una óptima relación de nutrientes y VCO de 2,67 kg DBO5/m
3·d presenta una 

mayor cantidad de células vivas y células totales. 

 

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

DBO5 : N : P     100:5:1   100:1:0,3 

 VCO (kg DBO5/m
3·d) 0,81 2,67 2,83 

Células vivas (bact/ml) 1,16 × 108 6,20 × 108 5,90 × 108 

Células muertas (bact/ml) 2,60 × 108 3,50 × 108 1,47 × 108 

Células totales (bact/ml) 2,72 × 108 9,70 × 108 7,37 × 108 
 

 

3.5. Acumulación de PHA  

La Figura 11 muestra el porcentaje de células que acumulan PHA durante la 

operación del reactor en cada una de las VCO y relación de nutrientes. El máximo 

porcentaje de células que acumula PHAs corresponde a la VCO de 0,81 kg DBO5/m
3·d 

con un promedio de 88,11% ± 6,34. Las VCO de 2,67 kg DBO5/m
3·d y 2,83 kg 

DBO5/m
3·d y relación de nutrientes 100:1:0,3 resultaron tener una acumulación de 

PHAs similar con porcentajes de 73,09 % ± 20,11 y 75,41% ± 8,63, respectivamente. 

Además, en la Figura 11 se muestra la evolución de la concentración de SSV durante la 

operación la cual se mantuvo estable en las tres etapas con un promedio de 2,9 g SSV/L. 
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Figura 11. Porcentaje de células que acumularon PHA durante los 170 dias de 

operación en relación con la concentración de sólidos suspendidos volátiles (     ). 
 

Otra manera de determinar PHA es a través de intensidad de fluoresencia. Como 

se observa en la Figura 12, a VCO de 0,81 kg DBO5/m
3·d y relación de nutrientes 

100:5:1 se presenta la mayor cantidad de PHA generado con un promedio de intensidad 

de fluorescencia de 122,68 ± 47,77. Mientras que a VCO de 2,67 kg DBO5/m
3·d y 2,83 

kg DBO5/m
3·d y relación de nutrientes 100:1:0,3, la acumulación fue bastante similar, 

obteniendo valores de 31,43 ± 11,53 y 30,16 ± 5,66 respectivamente. 
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Figura 12. Acumulación de PHA en las distintas cargas orgánicas y relación de 
nutrientes administradas. 
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3.6. Utilización de biosensores para evaluar la presencia de disrupción endocrina 

Para verificar el estado de la cepa, se realizó una curva de crecimiento de 48 

horas, ya que se indica por protocolo que la densidad óptima debe ser de 0,8 – 1 a una 

longitud de onda de 600 nm a 24 horas de cultivo. La Figura 13, muestra los resultados 

obtenidos, se observa un crecimiento de densidad óptica a las 24 h levemente superior a 

1 . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 13. Curva de crecimiento de cepa Saccharomices cerevisiae 

recombinante 
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Además, se realizaron cultivos en placas de la cepa (Figura 14a) y placas con 17-

β-estradiol presente en el agar con el fin de activar la producción de β-galactosidasa de 

la cepa en la placa. La Figura 14b evidencia la presencia de esta enzima debido al 

cambio de color (crema - azul) que se visualiza en la placa. De esta forma se confirma 

que la cepa se encuentra en óptimas condiciones de crecimiento y de funcionamiento del 

sistema de activación de producción de β-galactosidasa.  

 

 

Figura 14. (a) Cultivo en placas de la cepa. (b) Ensayo con X-Gal 
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3.7. Realización del ensayo YES 

3.7.1. Prueba de la cepa con patrones  

El potencial estrogénico se puede determinar a través de la concentración 

efectiva 50 (EC50) que representa el 50 % de la actividad estrogénica máxima del 

compuesto patrón. Por lo tanto, en primer lugar, se preparó una solución de 

concentración 54,49 µg/L de 17-β-estradiol como solución patrón. Y se llevó a cabo el 

ensayo YES de forma de conocer la sensibilidad de detección de éste y poder obtener el 

EC50. En la Figura 15 se muestra un gráfico de un ensayo realizado en triplicado para el 

patrón donde los EC50 obtenidos corresponden a 7,13E-9; 8,08E-9 y 9,08 E-9 µg/L y el 

promedio de éstos es 8,09E-9 µg/L. 

Figura 15. Curva patrón de ensayo YES 
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3.7.2. Ensayos de toxicidad de las muestras 

Las muestras analizadas correspondieron a influente y efluente del reactor 

MBBR. Se analizó cada una de estas muestras tanto filtradas (F) por membranas de fibra 

de vidrio de 47 mm, como estas mismas luego de extracción en fase sólida (SPE).  

Se realizó un ensayo de toxicidad para cada una de estas muestras, es decir, se 

evaluó si era compatible el ensayo YES con este tipo de muestra ya que podría existir 

algún compuesto en ésta que afectara el funcionamiento de la célula y no permitir la 

activación de la producción de β-galactosidasa para lo cual el ensayo no sería una 

herramienta válida para la determinación de disrupción endocrina. Para esto se realiza un 

ensayo con el patrón y se agrega en cada pocillo 10 µl de la muestra en cada una de sus 

diluciones. Luego de 72 h se evalúa el comportamiento del patrón el cual debiera 

mantener el mismo comportamiento expresado en la Figura 15.  

 

Figura 16. Curvas de toxicidad 

Efluente (F) (       );  Efluente (SPE) (      );  Influente (SPE) (       ); Influente (F) (      ) 
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En la Figura 16, se muestran los resultados obtenidos. En este gráfico se observa 

que tanto el efluente (F), el efluente (SPE) y el influente (SPE) generan una respuesta 

positiva al ensayo logrando absorbancias máximas de entre 3 y 3,8. La muestra de 

influente (F), por otro lado, no presenta el mismo comportamiento y no se observa 

activación de la cepa por lo que se estima que ésta es tóxica para la cepa. 

Otra forma de evaluar toxicidad es mediante la densidad óptica de cada uno de 

los pocillos de la microplaca a 570 nm, longitud de onda a la cual se evalúa el 

crecimiento de la levadura. Si éste fuera óptimo, el valor debería corresponder a 0,6 - 

0,8. Como se indica en la Tabla 12, todas las muestras, excepto la muestra de influente 

(F) presentan un óptimo crecimiento. Resultado que confirma la toxicidad de esta 

muestra. 

Tabla 12. Densidad óptica promedio de cada una de las muestras 

 

 

 

 

 

 

 

3.7.3. Ensayos YES con muestras 

Finalmente se desarrollaron los ensayos con muestras de Influente (SPE) y 

Efluente (SPE). El ensayo con Influente (SPE) presentó un EC50 de 0,038  ± 0,0076 lo 

que corresponde a 0,307 ng/L Eq.EE2 (Figura 17) 

El ensayo con Efluente (SPE) no presentó activación de la cepa por lo que no 

posee actividad estrogénica. 

 

 

 

 

  Densidad óptica 570 nm 

Influente (F) 0,245     ±  0,184 

Influente (SPE) 0,694     ±  0,103 

Efluente (F) 0,767     ±  0,125 

Efluente (SPE) 0,738     ±  0,101 
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Figura 17. Ensayo con Influente (SPE) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Ensayo con Efluente (SPE) 
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4. DISCUSION 

4.1. Caracterización fisicoquímica del influente 

La caracterización fisicoquímica del efluente de papelera se presenta en la Tabla 

7. Se observa una concentración de materia orgánica de 2,97 ± 0,62 g/L y 1,67 ± 0,13 

g/L para DQO y DBO5 respectivamente, donde la DBO5 corresponde a compuestos 

fácilmente biodegradables tales como carbohidratos y ácidos orgánicos (Diez y col., 

2002). Valores similares se han obtenido en estudios realizados en efluentes de papelera 

con rangos de 0,83 - 2,50 g/L y 0,44 – 1,20 g/L para DQO y DBO5, respectivamente 

(Jahren y col., 2002; Jarpa y col., 2012). Villamar y col., (2009) y Pozo y col., (2011) 

realizaron estudios con efluentes de celulosa kraft con Pinus radiata como materia 

prima registrando rangos de 0,54 – 2,12 g/L y 0,25 – 0,49 g/L, para DQO y DBO5 

respectivamente. En el caso de los fenoles totales, se registraron concentraciones entre 

7,12 – 10,67 g/L, valores superiores a reportados por Jarpa y col., (2012) con promedios 

de 1,76 g/L y para efluentes de la industria de celulosa kraft, con rangos entre 0,24 – 

0,72 g/L (Villamar y col., 2009; Chamorro y col., 2010). Además se determinó la 

relación DBO5/DQO, indicador de biodegradabilidad del efluente, correspondiendo a 

0,56, indicando que el efluente es altamente biodegradable. Mientras que efluentes de 

celulosa kraft presentan relaciones de 0,20 – 0,33, lo cual indica presencia de una mayor 

concentración de compuestos recalcitrantes como, por ejemplo, compuestos aromáticos 

de alto peso molecular, tales como lignina y derivados de ésta (Diez y col., 2002; 

Villamar y col., 2009). Finalmente se determinó concentración de nutrientes como NT y 

PT , presentando concentraciones de 9,67 mg/L y 5,45 mg/L, obteniendo una relación de 

nutrientes de 100:0,57:0,33. Relación de nutrientes inferior a la relación óptima 

recomendada por Diez y col., 2002 para obtener una óptima eliminación de materia 

orgánica (100:5:1). 
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4.2. Operación del reactor continuo MBBR 

4.2.1. Parámetros operacionales y de eficiencias de eliminación de materia orgánica 

y compuestos fenólicos 

En la Tabla 9, se indican las distintas VCO, TRH y relación de nutrientes 

evaluadas en este estudio. La Figura 7 muestra las condiciones operacionales del reactor 

durante los 167 días de operación tales como pH y OD. La concentración de OD se 

mantuvo en el rango de 5,13 ± 0,70 mg O2/L para VCO de 0,81 kg DBO5/m
3⋅d y 2,67 kg 

DBO5/m
3⋅d, operando bajo la relación óptima de nutrientes 100:5:1. Mientras que, para 

relación deficiente de nutrientes de 100:1:0,3, registró valores de 6,65 ± 0,86 mg O2/L. 

La concentración sugerida para sistemas MBBR, corresponde a concentraciones 

superiores a 3 mg O2/L de manera de asegurar la mezcla completa del reactor e 

intercambio de oxígeno en la biopelícula (Rusten y col., 2006). Por otro lado, el pH del 

influente se mantuvo constante entre 7,44 - 7,65 y el efluente disminuyó al ingresar una 

VCO de 0,81 kg DBO5/m
3⋅d, sin embargo fue estabilizado para mantener un rango de 

pH entre 6 – 8 y asegurar una eficiente eliminación de materia orgánica. Diez y col., 

(2002) evaluó la eficiencia de eliminación de materia orgánica a diferentes pH (4, 7 y 

10) obteniendo una actividad óptima de los microorganismos a pH 7, ya que ante 

cambios bruscos de pH éstos son inhibidos produciendo una pérdida de actividad 

biológica. 

En la Figura 8, se muestran los parámetros de eficiencia de eliminación de 

materia orgánica en el MBBR durante las distintas VCO y relación de nutrientes en 

estudio. Las máximas eficiencias de eliminación se obtuvieron a VCO de 0,81 kg 

DBO5/m
3⋅d  y una relación de nutrientes de 100:5:1. Con valores máximos de 79,22% y 

97,01% para DQO y DBO5, respectivamente. Eficiencia en eliminación relacionadas con 

la actividad heterótrofa de la biomasa en un inicio, la cual correspondió entre 0,3 – 0,4 

mgO2/g SSV⋅d. Jarpa y col., (2012) operó un sistema MBBR obteniendo máximas 

eficiencias de 64,99% y 98,78% para DQO y DBO5 con VCO de 2,99 DBO5/m
3⋅d y 0,13 

kg DBO5/m
3⋅d. Villamar y col., (2009) obtuvieron eficiencias similares utilizando 

efluentes de celulosa kraft con eficiencias de 52,20 % y 98,50% para DQO y DBO5 con 
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VCO de 0,14 kg DBO5/m
3⋅d, respectivamente. A medida que se aumentó la VCO a 2,83 

kg DBO5/m
3⋅d y se disminuyó el TRH de 48 a 14 horas, las eficiencias disminuyeron a 

valores de 74,59% y 91,9% para DQO y DBO5, respectivamente. Odegaard y col., 

(2006) menciona que la disminución en eficiencia de eliminación de materia orgánica, 

puede ser debido a disminución en TRH, donde compuestos orgánicos de difícil 

biodrgradación no logran ser hidrolizados por los microorganismos. Por otro lado, se 

atribuye la disminución en la eficiencia al cambio de relación de nutrientes desde 

100:5:1 a 100:1:0,3, obteniendo en esta última máximas eficiencias de 68,06% y 84,6% 

para DQO y DBO5, respectivamente. Diez y col., 2002 evidenció que una baja relación 

de nutrientes afecta al crecimiento de los microorganismos y por otro lado, favorece el 

crecimiento de organismos de tipo filamentoso favoreciendo el bulking en el reactor. 

La degradación de fenoles alcanzó un máximo valor de 41,21% a 100:5:1 y VCO 

de 0,81 kg DBO5/m
3⋅d, disminuyendo a valores de 14,82% con VCO de 2,67 kg 

DBO5/m
3⋅d y 16,94% con VCO de 2,83 kg DBO5/m

3⋅d y relación de nutrientes 

100:1:0,3. Este comportamiento se encuentra directamente asociado a la disminución de 

la eficiencia de eliminación de DQO en las correspondientes etapas. Chamorro y col., 

(2010) presenta el mismo comportamiento de disminución de eficiencia al disminuir el 

TRH, con eficiencias de 16,5 % a para un TRH de 48 h, 6,46% con TRH de 24 h y 4,2% 

con TRH de 12 h atribuyendo esta tendencia a que la biomasa no logra adaptarse para la 

degradación de fenoles totales en menores TRH. 

El comportamiento del radio DBO5/DQO del efluente fue de 0,20 , 0,21 y 0,37 a 

VCO de 0,81 kg DBO5/m
3⋅d, 2,67 kg DBO5/m

3⋅d y 2,83 kg DBO5/m
3⋅d, respectivamente 

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

 

4.2.2. Evolución de la biomasa durante la operación del reactor 

La evolución de la biomasa se evaluó mediante una caracterización de la biomasa 

suspendida y adherida al interior del MBBR. Para lo cual se evaluó el IVL (índice 

volumétrico del lodo) y la relación alimento/microorganismo (A/M) (Figura 9). A una 

VCO de 0,81 kg DBO5/m
3⋅d y TRH de 48h se logró un rango óptimo con características 
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de lodo floculento en un rango de 0,52 – 0,58 g DBO5/g SSV⋅d y 53,95 – 149,68 ml Sol. 

sed/g SSV. Sin embargo, al aumentar la VCO a 2,67 kg DBO5/m
3⋅d con un TRH de 14 h 

se generó una tendencia a la proliferación de bacterias filamentosas y por lo tanto un 

lodo inflado, con baja sedimentabilidad (0,54 – 0,63 g DBO5/g SSV⋅d y 105,26 – 128 ml 

Sol. sed/g SSV), la cual se mantuvo durante la relación de nutrientes 100:1:0,1 y VCO 

de 2,83 kg DBO5/m
3⋅d en rangos de 0,58 – 0,69 g DBO5/g SSV⋅d  17,85 – 145,98 ml 

Sol. sed/g SSV. El IVL se relaciona a la sedimentabilidad del lodo y su relación a la 

concentración de SSV en el MBBR el cual se encuentra en un rango óptimo entre 35 – 

135 ml de sólidos sedimentados/g SSV, valores superiores a estos, son indicadores de 

presencia de bacterias filamentosas (Ramalho, 1996). Por otro lado, la relación A/M 

indica requerimientos nutricionales de los microorganismos. Esta debe encontrarse entre 

el rango 0,15 - 0,4 kg DBO5/kg SSV (Metcalf y Eddy, 1995). Por lo tanto, los resultados 

obtenidos demuestran que la evolución de la biomasa no fue la óptima, explicando la 

disminución en eficiencia de eliminación de materia orgánica del MBBR bajo VCO de 

2,83 kg DBO5/m
3⋅d. Estudios previos realizados por Villamar y col., (2009) obtuvieron 

biomasa de características floculentas con VCO de 0,14 kg DBO5/m
3⋅d, 0,25 

kgDBO5/m
3⋅d y 1,09 kgDBO5/m

3⋅d y relación de nutrientes de 100:5:1 y 100:1:1. Por 

otro lado, Jarpa y col., (2012) obtuvo un lodo de características floculentas a una VCO 

de de 2,36 kg DBO5/m
3⋅d y 2,99 kg DBO5/m

3⋅d. 

Se evaluó la diversidad biológica presente en el reactor, encontrando presencia 

de protozoos. Ferrer y Seco, (2008) mencionan que estos corresponden al 5% de la 

biomasa presente en un reactor aerobio. Organismos que se caracterizan por crecer a 

temperaturas entre 15 a 25 °C, pH de 7,2 - 7,4 y tolerancia en un rango de 6,0 - 8,0, lo 

cual son indicadores de buena calidad del lodo. Encontrando en este estudio cuatro 

grupos de protozoos: flagelados, amebas, ciliados fijos (Figura 10i, 10e) y ciliados 

nadadores libres (Figura 10d, 10g) que proporcionan microagitación ayudando al 

suministro de nutrientes al flóculo (Ferrer y Seco, 2008). También se encontraron 

rotíferos y nemátodos quienes se encuentran en la cima de la pirámide trófica. Los 

rotíferos son organismos aerobios multicelulares que requieren de más tiempo para 
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estabilizarse en el proceso de tratamiento, por lo tanto son indicadores de un lodo estable 

(Figura 10c,10f y 10h). 

 

4.2.3. Acumulación de PHAs  

Se determinó el porcentaje de células que acumularon PHAs bajo distintas VCO 

y relación de nutrientes (Figura 11). Se observó que el porcentaje de células que 

acumularon PHAs se mantuvo estable en las tres etapas, con valores promedio de 

88,11%, 73,09 % y 75,41% para VCO de 0,81 kgDBO5/m
3⋅d, 2,67 kgDBO5/m

3⋅d y 2,83 

kgDBO5/m
3⋅d, respectivamente. El mayor porcentaje de acumulación, se observa a VCO 

de 0,81 kg DBO5/m
3⋅d correspondiente a una relación de nutrientes 100:5:1 y TRH de 

48 h. Esto es atribuible a las características de la biomasa la cual corresponde a un lodo 

floculento. Estudios previos, indican que la producción de PHAs ha sido obtenida con 

biomasa de características floculentas (Beccari y col., 1998; Bengsston y col., 2008). 

Resultado similar a lo obtenido por Jarpa y col., (2012) donde se obtuvo 85,4% de 

células que acumulan PHAs con una relación de nutrientes 100:5:1 y VCO de 2,99 kg 

DBO5/m
3⋅d en un sistema MBBR tratando efluente de papeleras con Pinus radiata como 

materia prima. La estabilidad en el porcentaje de células acumuladoras de PHAs en las 

distintas VCO se relacionó a la concentración de SSV, la cual también se mantuvo 

estable a lo largo de la operación del reactor (2,63 – 3,02 g SSV/L). Esto se relaciona 

además, con los resultados obtenidos mediante el recuento de células vivas/muertas 

donde la concentración de éstas se mantuvo en las distintas etapas con valores de 1,16 × 

108 bact/ml, 6,20 × 108 bact/ml y 6,20 × 108 bact/ml células vivas y 2,72 × 108 bact/ml, 

9,7 × 108 bact/ml y 7,37 × 108 bact/ml células totales. Bengsston y col., (2008) evaluó la 

acumulación de PHAs ante exceso y limitación de nutrientes, limitación. Obteniendo 

mayor acumulación de PHAs en limitación de N y P (43 – 48 % peso seco del lodo) ya 

que ante un exceso de nutrientes se aumenta el consumo de ácidos grasos volátiles 

favoreciendo el crecimiento de una mayor concentración de microorganismos. Ante una 

limitación de nutrientes como N y P, se mantiene estable la concentración de biomasa 

activa . La misma conclusión reportó Wen y col., (2010) con una acumulación de 59 % 

peso seco del lodo con un radio C:N de 125. Yan y col., (2008) utilizó lodos de la 
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industria papelera y evaluó la acumulación de PHAs bajo distintas concentraciones de 

lodo y de acetato como sustrato, obteniendo máximas de acumulación de 39,60% en 

peso seco del lodo. 

La Figura 12 indica la cantidad de PHAs acumulados al interior de la célula a 

distintas VCO y relación de nutrientes. Gorenflo y col., (1999) y Wu y col., (2003) 

mencionaron que existe una correlación entre intensidad de fluorescencia y cantidad de 

poly(3HB) a una longitud de onda de excitación de 550 nm y una longitud de onda de 

emisión entre 530 y 650 nm. Observando que la mayor intensidad de fluorescencia se 

obtuvo, en este estudio, a VCO de 0,81 kg DBO5/m
3⋅d y relación de nutrientes 100:5:1 

con un valor promedio de 122,68. A una VCO de 2,67 kg DBO5/m
3⋅d y manteniendo la 

relación de nutrientes, disminuyó hasta intensidades de fluorescencia 31,43 y finalmente 

al disminuir la relación de nutrientes a 100:1:0,3 y mantener una VCO en 2,83 kg 

DBO5/m
3⋅d, se obtiene una intensidad de fluorescencia promedio de 30,16. Este 

comportamiento puede ser relacionado a la disminución en el TRH y por consiguiente el 

aumento de la VCO. Dias y col., (2006) indicó que la acumulación de PHAs se relaciona 

a las condiciones operacionales del sistema tales como VCO, relación C:N, pH, OD y 

concentración de sustrato.  

La optimización de producción de PHAs en sistemas aeróbicos puede realizarse 

mediante la exposición de éste a etapas de exceso y escases de alimento e intervalos 

anaerobios-aerobios para permitir la selección de un cultivo enriquecido con una alta 

capacidad de acumular PHAs. Es por esto, que en multiples estudios realizan etapas de 

fermentación acidogenica para la generación de ácidos grasos volátiles, sistemas batch y 

luego lodos activados (Dias y col., 2006; Bengsston y col., 2008; Yan y col., 2006, 

2008). 

 

4.3. Incidencia del tratamiento MBBR sobre la eliminación de disrupción 

endocrina en efluentes de papelera. 

Previo a la realización del ensayo YES, se evaluaron las condiciones en que se 

encontraba la cepa S. cerevisiae recombinante. Se realizó una curva de crecimiento de 

48 h obteniendo una curva sigmoidal con un crecimiento óptimo a 19,78 h (Figura 13). 
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El ensayo con X-Gal permitió verificar el funcionamiento de la cepa y la expresión de ß-

galactosidasa en presencia de 17-ß-estradiol (Figura 14b). La Figura 16 muestra los 

resultados obtenidos de ensayos de toxicidad de las muestras, donde el influente filtrado 

con filtros de fibra vidrio de 47 mm resulta ser tóxico, por lo que no es posible realizar el 

ensayo YES con esta muestra ya que se obtendrían falsos negativos. Es por esto que los 

ensayos fueron realizados con las muestras pasadas por extracción en fase sólida. 

Finalmente se realizó una curva en triplicado con el patrón (17- ß-estradiol) de forma de 

obtener el EC50 del compuesto, obteniendo un valor promedio de 8,09E-9 µ/L, el cual es 

similar al obtenido por Routledge y Sumper, (1995) de 3,12E-09 µ/L. 

Mediante el ensayo YES se obtuvo que el influente de papelera presenta 

actividad estrogénica con un valor de 0,307 Eq. E2 ng/L, este influente al ser tratado 

biológicamente mediante tratamiento en base a MBBR con un TRH de 48 h y VCO de 

0,81 kg DBO5/m
3⋅d, se observa que se elimina la actividad estrogénica. Estos resultados 

concuerdan con lo expresado por Hamm y col., (2006) quien observa actividad 

estrogénica en 10 de 16 industrias papeleras. Los valores obtenidos fueron expresados en 

tasa de inducción de ß-galactosidasa en rangos de 0,75 – 2,8 asociando esta actividad a 

fitohormonas propias de la madera. 

Por otro lado, Chamorro y col. (2010), evidencian actividad estrogénica en 

efluentes de celulosan Kraft con valores de 0,123 – 0,411 Eq. EE2 ng/L, el cual al ser 

tratado mediante un sistema MBBR y un TRH de 48 y 24 h con VCO de 0,25 g 

DQO/L⋅d ocurre una reducción de la actividad en un 80 - 83 %, basado en materia prima 

de Pinus radiata y de un 100 % con un TRH de 12 h y VCO de 1,02 g DQO/L⋅d. 

Fernández y col., (2007), por su parte evidenció actividad estrogénica en 

efluentes de celulosa kraft de Canadá, con valores en el orden de 42–83 Eq. EE2 ng/L, 

valores superiores a los observados en esta investigación y a los encontrados por 

Chamorro y col. (2010). Igualmente, experimentos realizados por Orrego y col. (2009), 

sobre efluentes de celulosa kraft no tratados y con tratamiento con Oncorhynchus 

mykiss, evidencia que los sistemas de tratamientos secundarios implementados en Chile, 

reducen la actividad estrogénica presente.  
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Se podría inferir que dado el carácter hidrofóbico de los compuestos presente en 

efluente de celulosa (compuestos extractivos) la actividad estrogénica quede acumulada 

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

El sistema MBBR obtuvo máximas eficiencias de eliminación de materia 

orgánica de 79,22% y 97,01% de DQO y DBO5 a VCO de 0,81 kg DBO5/m
3·d y 

relación de nutrientes de 100:5:1. 

 

La máxima acumulación de PHAs se obtuvo a VCO de 0,81 kg DBO5/m
3·d y 

relación de nutrientes de 100:5:1 con porcentajes de células que acumularon PHAs de 

88,11% ± 6,34 e intensidades de fluorescencia de 122,68 ± 47,77. No hubo diferencias 

significativas al cambiar la relación de nutrientes de 100:5:1 a 100:1:0,3. 

 

Los valores máximos de células que acumularon PHAs se obtuvieron en 

características  de lodo floculento. 

 

Los compuestos extraibles de la madera presentes en efluentes de papelera, 

generan actividad estrogénica de 0,307 Eq. E2 ng/L, la cual es posible de ser eliminada 

por un sistema MBBR a VCO de 0,81 kg DBO5/m
3·d. 

 

Por lo antes expuesto, se rechaza la hipótesis, ya que la mayor acumulación de 

PHAs se obtuvo en una relación óptima de nutrientes (100:5:1) y no deficiente 

(100:1:0,3) como se esperaba. Sin embargo, se observó que este tipo de tratamiento es 

eficiente en la eliminación de actividad estrogénica del efluente. 
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