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N 'Importanc1a ecologlca |
vde la llgnma D

F L N

, . ¢ . RO ‘ - .-
Y " . .

La hgmna és una de les fonts de carbom i energia renovables més abundants a. -’
la-terra. ‘El pohmer hgmna procedent !del mén vegetal és el segon component' |
‘organic més important de la Terra (Gold, 1993), i solament la cel'lulosa el supera -, -
(Ronald L Crawford 1981). La matéria hgnocel-lulosrca és biosintetitzada perles. -

" plantes en grans quantrtats En la taula i.1 presentem la comp051c16 qumuca .
o' algunes daquestes plantes (Ronald L Crawford 1981) ERREEEE .

, Les plantes ma]ors smtetltzen una gran quantltat de macromolécules aromatl-_ L
ques insolubles, incloient-hi els tanins, i la lignina. Aquestes macromolécules -
aroméhques sén brodegradables perb de forma molt lenta o

. serveix per proteglr ala-

La hgmna es .troba‘ e-n' Taula il Composmé quumca de les plantes terrestres
" toteslesplantesvasculars, . - L .b«\ o s D
en les. ‘que estd com un - ' Constituent, Percent of Dry Weight .
; componentestructuralde_.: Plant , Holocellulose! . Lignin® - Other
. CoBieh I ' FEEEE
SuPOft i en el teixit CON- - gena llbghamenm)‘ L, 716 o193 T
" Spruce - e
ductiu® També ha- estat g: era excelsal g ey, -
. m : o o * T .
k_gienlhﬁcadaencertsgrul ps_ ) g{hw mmm), a0 o 10
- ne - N . L Co
- dep antes no tan evoluci " P it wﬂe e 0 o
nades, srbé hlhaalguns Beech - ST o
(Fagus grandifolial. ; . 720 220 . 6.0
grups de plantes en les . Hemlock - - L N R
. {Tsiga canadensis) 640 - '330' 3.0
__que no s'ha 1dent1f1cat _ Mistietoe - o S
© o (Viscum album)“ e = -220- -
com les algues verdes Pine - SN . L
. (Pinus srlvestns)l 63.0 '2a o %0
. (RAedAldef : o e
§oge s C o fAlous cubral 63.1 254 “1L5
' La _hgmx}a proveqlx Baksam poglar . : : : -
una eétru'cturarigidaalés . (Poaulus babimi_fe_u)" ' 66.7 2237 no .
plantesrelsdénaelcarac-, o AR
ter recalmtrant alhoraque

. thumx 1 Composxcmqmmtcad una seleccxod algunes plantes terrestres
segons meford (1981) o :




cél-lulqsa i hemicel-'lulosa :
" dels atacs microbians. La
 lignificaci6 pot ser també
“'una resposta a una infec-

. ci6 o férida que pateix la.

' planta La curaci6 de la’ N
. Pont entre cel-lules, que dona

.+ planta inclou la lignifica-

o mos,. L 1991)

=10 -

cié i subenﬁcaao de les

' cél lules que estan relaci-
‘onades amb la re51stenc1a
" ala mfecc16 A més a més

perd, li confereix altres

_ .propletats a les’ plantes .
. comla distribuci6 del'ai:
gua, els nutrients i els.

Taula i.2. Contnbuué de la hgnma ales propletats de la planta .

Funcions de la lzgmna }

-Sistema d' emmagatzematge'

d'energia. .

»

V'estructura de la fusta.. -

- Impedeix la penetracié en ld
planta de.components com po- -
der ser enzims destructius o

inhibidors dé la degradacié en-

zimatica. Antioxidant i estabi- .

litzador de la ,_llum UV

"Fotosintesi. -

: Proptetats de la pIunta

N

-Resisténcia a esforcos mecanics

com és la compressié.

Resisténcia a esforgos biogui-
mics, com 1'atac microbia o la *
infeccid.

Resisténciaaesforgos mecanics,

com la degradacié atmosferica i
. la radiaci6 de la llum UV.

Resisténcia a esforgos fisio-qui-

‘metabolits. En la taula i2 ,
- hiharesumidesles prin-. © - # .

Agent resistent a 'aigua.
' ’ . “ . mics, respostaala humitat, ba- -
. langd'aiguaitransport, i trans- -

portde nutrients. . '

IS

cipa1§~ funcions de la lig-
nina en les plantes. (Ra:

. ‘ Taula 1.2 Contribucié de la lzgmmz ales propxetats deln planta (Ramos, -
o 1991 ) ’ ) ‘ s ;

l

Fms fa ben poc la xmcroblologla dela degradacxé de la hgmna no era coneguda;

' solament se sabia que alguns microorganismes eren capagos de degradar-la Les
 ites metabbhques delaseva degradaci6 no estaven perfectament establertesi, es

coneixia molt poca cosa sobre els enzims que l'atacaven . Pef tant, bona part del

: conelxement sobre la seva biodegradaci6 es basavaen, hlpbte51s fonamentades per
~una recerca encara limitada. Una deles principals raons d'aquestaincertesaera que -

encaranoes coneixial'estructuradela mateixalignina. Una vegada coneguda, s 'ha

sabut que la diversitat estructural dels elements nece551ta de l'atac per multlples
' enzuns per degradar-la :

i

La capaatat dela blosfera per produir grans quantltats de matenals hgnocel -7
lulosn:s és-el motor de la vida a la Terra, ja que si trenquem el cicle geoquimic-

o ,carbom—ox1gen -esquemahtz_at en la figura i.l-, que es realifza a través de la
~ fotosintesis de les. plantes, la vida a la tefra es veuria alterada (Crawford 1981).
' Aquesta capacitat ]untament amb]' abundénaa dela: hgmna obre unpostanhss1ms

camps per'la seva possible utilitzaci6 i dé6na origen a una ‘important inddstria que
hi forniamenta la seva produccié, com és la silvicultura, el paper,... I tota aquesta
inddstria en algun moment del seu procés produchu produeix residus lignocel:-*
lulosics (taula i.3). Es per aixd que la recerca orientada a esbrinar qums son els

- mecanismes de degradaaé i transformaaé dela hgmna pels rmcroorgamsmes ha

t
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anural 1. Contnbuc16de la hgmnaales propletats Taula i. 3
. de la planta . ) . :

‘, ";:'r'amm = \ N ) e ] ) I.o,‘ Tohs"(ear" )
Source - . .. Humphreyetal. " Bellamy
S L i Agriciiture .. TG . -23am9 :
v N 1 GOy 1 : ) - y A . oo :
. : esn-uw'!:u o .- “ . Manum ‘ . : 200 - . 218 :
i ond. bygrosshens - L ) Forestry - s 60 140¢
3 ' Pwommmm Urban . 150 o e -
. o Chemommrwis industrial . .. 45 110.
B Mlsce“aneous : ' SRR (1 3
) Fination L v . evemm—
Toal » . . - 923 341

' Source: Bellamy (1974); Humphrey ot al. (1977), and
Sitton ef al..{1979).

L onman 38 \ ‘ : " Daoth " year Humphrey et af. produced their estmates.
) v 7 #includes vegetation wastes normally not collected.

Crgerre

Aophvirg |

: .  whaat'straw alone to be about 355 million’ metric tons.
Srgoe Carier ) N oy ‘Smon et ol. (1979) yuote a value of 299 x 10* tony
oevonts (ot 0 . o year (1977) of agricultural residues in the United States. |

L e ¢ Includes mill. wastes and rescdues left in the fofest,

oy
v

< Bellamy's estimates are for 1967, itis r\otcleat forwhat :

.. s © " «Chahal et al. (1979} estimate the world production of -

‘»"Fxgum i.1; Cicle del, carbom—ongen de la’ bwsfem vy aulai3. Produccwmmnlderesxduslzgmnocel ulosics

d'Evans (1977) (Crawford, 1981) N ©oals ELZA (Crawford 1981) B !

P i

T

‘ adqﬁirit' u‘n'ésp‘ecial interés cientific. Convertir aquests résidus o subproductes en

. productes de valor afegit obre un amph camp ple de possibilitats pel mén cientific.
’ Alguns éxemplesija els comencem a conéxxer, «com la bioconversié dels lignocel -
Tlualdsics en productes qumucs com ‘els pohfenols, éads org&mcs, meté glucosa,

'~a1cohols,oprotema umcel lular S ’ : <y o =
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, La hgmna és.el blopohmer més Complex. Es un polimer aroméhc, amorf
tndlmensxonal insoluble en aigua, compost per unitats de oxxfemlpropanmds

o lhgades per una gran vanetat d' enllagos qunmcs, iambun pes molecular elevat _

- 12

La hgmna es smtehtzada per les plantes a partlr del didxid de carboni per la ruta
del écxd 51qu1rmc (ﬁgura 1.2). El siquimat és convertita L- femlalanma, elqualésel
primer precursor de tres alcohols: p-cumarilic, coniferilici smapihc representatsen
lafigurai3, .(Crawford 1981)Els alcohols s6n polimeritzats enzimaticament per les

- feniloxidases (enzuns que pohmentzen els alcohols aroméhcs) (Lelsola, 1985) ies

formen radicals Ihures que espontémament i de forma irreversible, sense cap
control- enzimatic, pohmentzen -per formar d1 itri ohgohgnols que tornen a

: reacaonar amb els mondmers inicials. -

Raons ﬁlogenéhques determmen les porporaons relatives de cada alcohol enla
lignina de cada planta. Alguns autors classifiquen la hgmna en 3 hpus. La guaiacil -
hgmna ésla que trobem ma;ont&nament enles plantes coniferes i es forma per la

Figurai2 . : R s o .
A . ’ . - - ’“ )
Cﬂcc»-COON ——y suunt. ALEOMOL ---o- cemermeny
: P cn,
CAASON DIOXIDE =~ . ’ JRSSC SOS—, '
. : . ) ; e ninne smmq A
. 0~ METHYTRANSFERASE )
.......... —
rs-aoeuosvmemomue' - uo@cn-c.. coow
ragn /rooon R S ;‘?;.'_..‘39.9.’.._.__5 ng0-
— 8- HYBROXYZERULIC ACID
Cswikime acio a-uetunmnsseuse - ¢ :
% R : [ . c:&@cnscu-coon—o comiFEnyy, aLcomor
‘. . ) N FERULIC 4C0 | ' e
OCOD" o - . 7Y ; ’ ‘
CHpCO-COOM | A © Al L .
PREPHENIC ACID ' o T CAFFEIC ACID
- *
i TAL . . - )
_ no{}cnz co : Coom —ono@-cnz-cu CO0H  comeme 4OLD CH = CH. COOH —» #-COUMARYL aLCONOL—
. " 4 .
rmm"mt-nnmc s nnosm: "e [ FravoRoxremmaNi - '
. » ) .
4L*,° @cu,w CODH e @-cn, ~CH-COOM - ..‘L':..... CH=CH-COOH . Pocosisnne
PRENYLPYAUVIE ACID 2 © CINRAMIE AGID uumu T

L POII NYLALANIKE

Figm.- 2.2 Buosymheuc pathway from | CO, to hgnm {from Hignchn etal. (1977)]

F igura 'i.Z.\R.u'ta' de biosintesi de la ligiina a partir de CO,. ..
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lar de lés’ hgnmes varia ampliament, perb enla natura tenen pesos. moleculars -

-

'pohmentzacxo de lalco-

"hol coniferilic amb petites

. quantltats dels altresdos.,

" en proporcions properes

a80:14:6 (Ronald L Craw-

" ford 1981) Enla ﬁgural 4
“hi ha representada I'es- g

- tructuradelalignina pro- -

cedent d'una planta coni-

» ifera La gua1ca1a1-smap1— .
lica hgnma és:la lignina .
‘que trobem en les plantes-
de fulla caduca i esta for-

mada per pohmentzacxé

) dels alcohols coniferflic i -
‘ smapihc, a parts iguals, i

I I B T
; cH-
4
cH
‘ OCHy 4
p ~COUMATYL ~° CONIFERYL'. = SINAPYL
ALCOHOL ALCOHOL .. ' ALCOHOL

~ooeo ]

Figurr'z:t:.3. A'Icoh_ol.; cirm;m'tics / .

PR

"
7

~ moltpoques unitats de ! alcohol cumarihc La tercera classe de hgmna es formana
. per polimeritzaci6 dels tres alcoholsa parts aprox1madament iguals.Enla ﬁgura i5
* . podemi obsevar una altra representaaé de l'estructura dela hgmna Elpesmolecu- .-

supenors als 100. 000 daltons L

.4 -

" la parti’cipa'cié de ra-

~* dicals lliures en els meca-

" nismes de sinstesi ocasio-
"~ nauna heterogeneltat en-

elsenllagosy pertant, tam- -

bé d'estructures. Aquesta .
“gran varietat dlestructu-

res aconsellana parlar de

lignines (Meumer, 1994);
- més que d'una sola ligni-
"na.Arabé,aligualcomla -
: iria'joriq d'auto,rs‘parlarem-
aquf de lignina per refe- .
 rir-nosal conjuntd'aquest
. variat polimer de pohfe-
'-nols

N

~ , L . . N . ~

Figdfa i.4. La lignina -

S CHON

¢
R ~9°~< o
; NVRERr " . HCOH.’ .
H(E :OFW} cn,on oty
B S uonzc q -c5,
O
wiﬁ s e
, ucou HOCHp ocu, . -
HE o,_ ¢:uz
HECOH  meoM

CHv .
OCH, HCOH
ocus

0~—-—CH ‘ :
o ocr«, .
»i p  HOH cc”so

, HO Ti’(:l . H$

. g ¥ 0CHs . . HCOM
oo oHE—o L o ,
T L ioon a
HON Qum oy RO Y

cR H(;.

9“*‘2*@%:.*3 e

AR

_O

o S;ha' idénﬁﬁca‘t.-tfes‘ti%_
*. pus d'enllagos principals

. 'thurn 14 Estructum de la’ ngmna procedent d una planta comfem, .

renhtzada per Adler (1994). (meford 1981)

¢

.1.3\v_.
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‘en la hgmna anlghcerol-
B- -arildter que representa

el 48-55 % dels enllagos,‘

Tenllag bifenil (9-11 %) i

‘ '.Fzgum 1.5, Estructum de Ia lxgmna per Ntmz 1974

) . i ‘
P L T
Taula 1.{1 L Cos
. [BOND TYPE STRUCTURE . PROPORTIONOIN
“arrigivcmetip o shees é O . ] C s i

les unions femlcumaran‘ '

©(9-12.%). Un resum d'a-
‘quests-enllagos el trobem -
“en la taula i.4. (Meunief,
1994 0L

.

. Nomoyche benryl Oryl athers

[

Biphenyl

0o

¢ .
o-. -
B r

' , - oy S :

‘1 ' Mkum struchoes , é:? Ty ‘. fe-12 - K
¢ Oighaoyt ethers: K éé ’ 18-
Taula i.4. Proporcions dels enllag:os més zmportants de la lzgmna perAdler _
1977 (meford 1981)
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o Mlcroorgamsmes ;
| que degraden la hgnlna

/
et

S

| o B10degrada»c‘
o de la hgnma

/ T o

N

" Enla natura hi ha leEI‘SOS mecanismes bxologlcs per degradar la hgnma Una

S - amplia varietat de bacteris i fongs séfconeguts per laseva capacitat de modificar
' -laligninai metabohtzar algunes de les seves molecules. Enel medi natural aquesta’

.

... Un dels g‘én‘g)re.sde’

‘de . Taulais
bacterismés estudiatsper.

"
5

degradac16 la podnen dur a terme una acc16 combmada de fongs i bacterxs

~

~ degradarlaligninasénels - - - L _—
© actinomicets. Aix, per.:' »
- exemple, Streptomyces, i ; "Rre e
. Nocardia s'han utilitzat - s 3 -mkoswv
"+ .per degradar-la. Ara bé, )
s'aconseguiriennomésre- : e
duccions de l lignina in-. r::::;:m: e o
feriorsal40 %.(Crawford, - - ; -
' ~ 11981b; Kirk, 1987). En'la '
"+ taula i5 présentem al- . .
. guns dels bacteris amb. " )
\ . capacitat per atacar la ~. :
. lignina. Aquests. bacteris :‘,’,',‘,’,::‘::";';‘ .
- s6n aerobxs i sembla- que ' "‘-;" P‘""““'““ ‘ <
L . IR st ua.mu. .
© -en assatjos reahtzats sota Lymnser depvnans -
, condicions anaerdbies la - “"*’*“‘"-“""‘"“ “""‘" , | R
. ~ lignina es mostra.estable - - ' ‘ oo , '
/. " s , (Ronald L. Cranord Taula 15 Bacteus unpl«cats en la degmdac:o de-la llgmua (meford o 'vi ®
' 1981). ' 198 RN
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“Taulai.6

Kirk et 2f. (19YS) .
- Lundquist ef ot {1977

o Phamemchaute chrysosmrium L
|-<ponmhwn peidveruientum)
. Phanerochaete velina . Ander and Erksson nqm
por,mabvmnm Co e Davetal A9 S Py
(eHinsthioporus: abletingsy, .., . :
- Palygorus versicolor Couling {1961); ' awase nm)
<o t=Coriohss weskofor) Peiczar et al. (1950
.. Kik and Mightey (1973)
. ’ " Haider and Teofanowsd (1975)
© Palyponss dichmos. _ Ander and Eriksson {1977);
. (=Cloeoporus dichrous) . Selin of al’ 11975)
 Polvporus edustin © ., Sandman ¥ad Nise (1971)
A~Bjerkandera oduslll 3 N ¥

Polynorus hrumalis T Sundman ind Nase (97H
“Polyponss picipes L Sundrman and Nase (1970)
T (e bafivsr T - . -

Kk and Moore {1971);
Ander and Erilgan (1977

- Mm reyinosw . :
7 (=ihooderma rsinosus aod
" benzownis) ! )
'~ Polyporus Betkehuyi Kirk and Moore (1971);
. . ' Kawase 11962).
Polyporus gigenteus™ . " Kirk ard Moore {19721
{=folypilts gigameus): -

.

Plyporus hondosts L Kirk and Moore (197D)
" Poria subacide . - Doy ot d (!949)
_(=Perenniporia subscida)
« Foria am e Ander 36d Erikwon (1977)

bigue
(=P, latemargioata) .
- Plourotus muras ,

o

‘Mo and Entlsson (19761
. +Sundrien and Nase (1971);

Kirk aned Muore (1972); Naides
and Trojnowaki (1975) .
Addec and Erion (1977)
"Anider and Erficon 977
Ander and Erfisson (1977) _

* Ander and Erkabon (1977) °

" Bjerkandéra advsia B |
Pycnoports cinnabarious
Trimetes conata o

. Trametes pinvia .

inCorroha hinutus)

L'hm versicolor Andei ani Eeksion (19275

t=Coriolus versicolon Sundman and Nise (1971);
L L. Sefinet ol (1975) :
Trameles pinf Sundman and Nase (1971)

= Phoflinus pini) o

Phislines SoRERHE Ander and Ertkwon (1977} - ©
. Ander and Erikuion (1977)

Sufidman and Nise (19781
Andet. o Erikeon (1977}
+ +Ander and riksson (1977
© Andet Erikeson (1977) )
Ander and brikson (19771
" ‘Ander and Eriksson (197
Andor andd (nlsson aern
Kawase 11962)

Mnuhnm tremelkmn ’
" tycoperton wuhxme
Formes zpplanature .. -
v o7 (=Canodetroa, whutmn)

Andes and Erikssan (1977);

’ fumﬁ lmariue [
(=Rigidoporus uimariusy Kirk and-Moore (1972)
Fomes annosus . 'Sundman and Nise (1971);
{=Hctcrubusidion annosum. whikawa of 21, (1963)
i or Komno;sb A0nosay - - . .
- Fomes fomenativs: * - Sundman and Naee (1971)
Fomes ignarius Sundman-and Nise (1971 .,
(-Phclhnm lmmms) R . .
* fames pind . whikawa et al, (1962) + 0 7 -
(=Phelfitns geial) . s . !

* Sindman and Nise (1971
Sundriin and Nise (1971)
s.mdmn and N3se (197

Marasmivs md'ou(eus .

~ Marasmius scvwodonivs . C
N Amnllw mclkv - i
. (wAmillacieliy, mevm 7
: Hynholmcm

2 Pulystictus atortines

' (=Hirschioporus ablﬂmus)

\

. Gundmaa md lee (|97ll
. Sundman and Nise (1971) -

* .Sundman and Nise (1971)

. Lenzites botuline
Panus cunchatus ’ Sundimen eid Nase 11971)
- Stereum ’ " - Sundman and Nase (1971

" (=ChondrGstareum punparecm)
© + Xanthac horus obhquw .
. Cmoderm apru’annum
teElivingia Apuhmtum)
Péniophora p.

C 7 Sundman and Nise (1971
! Kick aod Hightey $1973)
Kisk and Moore 11972}
Kirk and. Highiey (1973}

< Cryprodemts yamanaoi Kick and Moore (1972) . ,
. 4 - .

Radutum anuium - - Thiverd and letweton 1569

" STaula i.6. Fongs del podrmzent blanc que degraden ln
Itgnma

3
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Ens ’centr:ir'em en els fongs que sén
els microorganismes amb els que hem
“dut a terme el nostre treball. Aixi, els’
fongs amb capacitat de degradarla lig-
‘nina, segons les Vcaravcten’stiques de la

seva acci6 (textura i color) sobre els

‘materials lignocel- lulbsmspoden classi-

ficar-se en tres grans grups: els fongs de

: prodnment blanc, podriments vermell

o fosc, i podnment tou.
= .—,Els fongs de podriment' blanc
' (Whit’e—rét) sén capagos de de-
gradar tots els components de la
. fusta. SonpnncxpalmentBasxdxo—
micets, entre els quals es troben .
algunes families d Himenomicets
‘coml'A garicaceae, la Hydunace-
" ae,. ambe n'hi ha que sé6n Asco-
rrucets de I'ordre Sphaenales, com_

la Ustilina vulgari,... Els més es-

tudxats de tots han estats el
Phanerochaete chrysosporzum i
el Trametes versicolor. En-la tau-
"lai6femun resumdel prmapals,

B fongs d'aquest grup. Ataquenals
‘polimers de lignina inalterats,"
_causant el trencament dels enlla- -

gos mterhgnol també trenquen
els anells arométlcs, i carbohJ-
drats -

= Els fo_ngs del podﬁfne;nt vermell
- o fosc(Brown-rot) pertanyen als

o Basidiomicets. Enlataulai.7 pre-

sentem algunes deles espécxes
d'aquests fongs estudiadés. Des

. del punt de vista taxanbrmc sén
molt semblants als antenors Pro-

~ dueixen canvis hxmtats a la.hgm-

K
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na,comdesmehla- _aTi“h'i'-? SN, e

L c10nsoh1drox1lac1- T S ’ o
- - onsdelsanellsaro- =~ — Spec , e -
: . X T . » tenzites trabes. .- T Kilk(l975)
- matics.Descompo- - . (=Cloephyllum trabeum) - N '
g " Coniophora fusispora N © .. -'Nilsson and Cmns (1979)
_senp nnapalment . ..Coniophora prasinoides - - .7 -Nilsson and Ginns (1979)
els pohsacénds de ' Coniophora suffocaa” -~ - Nilsson and Ginns (1979}
l fu "+ Leucogyrophana arizonica - S 'Nllsmand Ginns €1979) -.
a sta, ara be; no - Leu¢ogyrophana mollusca R Nitsson and Ginns (1979} ,
n necar elg - teucogyrophana blivascens - Nikion and Ginns 1979)
: POde tr? ‘Ca~r F'S >+ Leucogyrophana pu!vewlema .. Nilsson and Ginns (1979} .
., -anells aromatics . tewcogyrophana romelfii. .~ @ . Nilsson and Glans (1979)
g s . Merulius dureus . . . . .,N:Bsonandctnm(wm - -
amb eficiéncia ni. . payiys avotomentosus 1+ - 'Nilssoin and Ginng (1979) .
‘ " els enllagos -alfa-- : Paxiljus involutans I N&hsonand(;mmnqn)
: ST . - Semula incrassata s : . -Nilsson dnd Ginns (1979
beta de la hgmng 1~ ¢ Sempula facrymens. - . -, .Nilsson and Ginns.{1979)
S . " Poriavaiflantii -+t Schubert and Nord (1950)
siels obrennofan  yoriegcepiaria .© . Schubetand Nord (1950
una descomposlclé .« Poria.monticola - . B a Kifk and HW "973) A
(=Porid placenta) . L

Slgnlflcat’lva dels .. rLeminus.lepic‘leus_ IR ':},.’_._xu_u apd Hcghtey a973)
fragments resul- . T e

tants, deixal\_tunre‘ Taula i.7. Fongs del podrxment fosc que degraden Ia ngmna (Cmuford
- sidu ‘modificat de .19816)- - - .
"colormarré fo'sc_.f' s e e

N L 3 o L ) ‘ ,/ . e .

- Els fongs del podnment tou (Soft-rot) (coloraaé pohcroma de fusta) perta-
nyén als Ascomicetsi deuteromicets. Degraden la hgmna lentament i
' _mcompleta i ataquen la fusta sota condlaons hutmdes :

L ) R

" His fongs del podnment blanc, els «white rot» sén els tinics capagos de degr?dar !
. tots els components de la fusta, i contitueixén el grup de fongs naturalsamb major
capaatat de degradar lalignina. La velocitat de  produir aquesta degradaaé varia
segons I'especies i les condicions ambientals. En aquesta blodegradaaé de la
hgmna hi mterve un complex SIStema enzunatlc que. més endavant passarem a
estudxar' T S T Coa

a

Phanerochaete chrysosporzum LT e
Dels fongs antenorment atats él Phanerochaete chrysosportum ha estat el més
estudiat, en les seves multlples vessants: condlcxons ambientals, sistema enzimatic, -

genetica, immobilitzaci6, aphcaaons enla blodepuraaé . Aquest fong és capag de o

degradar tant la hgmna com'd' altres substénmes aroméhques recalcxtrants Uk e

(B -

Produelx un 51stema ‘enzimatic extracellular, con51stent en dlverses famihes
dhemo perox1dases, anomenades hgmna peroxldasa, manganés perox1dasa i

v
oy o - . K . . N L) . N
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; altres perox1dases, que produelxen H O extracel- lular Aquest sistema en21mat1c
ligninolitic, les propietats del qual estan resurmdes enla taula i.8 (Fiechter, 1993),

es produexx pnnapalment durant el rnetabohsme secundari com a resposta a la
limitaci6 per nitrogen, carboni i/0 sofre,-perd no pet la limitacié de fosfor-. Les

' condicions ambientals tals com la composici6 del medi, les condicions de creixe-
: ment limitant, concentraao d'ox1gen dlssolt en el med1 edat del cultlu,1 ag1tac16

- vafecten tambeaaquest sxstema hgmnohtxc S : SR ¢ E
L R ' !
v . _ . . -_- R v ‘ 5 ) M ‘ ) - . . ’ . - . .. .
‘Reactions catalyzed . Ringopening '\ SRR S
o o o . lelectron transfer mechamsm e R :
e A AR zO,—dependem . s .
= Enzymes . o _21 isoenzymes are known, incl. 6 Mn(II)-peroxldases
© ., - S5isoenzymes irivestigated ‘
-Properucs e - 43kDa; pl 3.7-4.65 ‘ '
Post translanonal modlﬁcauon o Glycosilation (mannose-6-phosphate, asparagine lmked)

~References c - .Kirk and Farell, 1987; Schmidt et al., 1990
- . Glumoff et al., 1990 Knan and Tlen, 1989 -

w

"Taula18 Lxgnmes peroxxdases procedents del Phxkry ' P o R A o /

: L. . - _y’vv L . . . . N B i
El Phanerochaete chtysesporium és'un fong de rapid creixement, a una tempera- -

. tura optimade 37 ...Ciun pH entre 451 5. Té a més amés la facilitat d'esporular:
- _Aquestes caractensthues el fan facil d'uhhtzar i mampular anivell de laboraton i
o -postenorment d aphcar en p0531bles tractaments i processos mdustnals




. Les pefoXidases"jugueh un paper ilhpoffant' en les 6xid5.ci‘on§vbi616giques Es

troben en totes les parts de la natura i han estat aillades.a partir d'animals, plantes
i nucroorgamsmes. Les perox1dases catalitzen l'oxxdacxé d'un gran. nombre de
components. Organics i inorganics pel perbxld d'hidrogen i peroxids substituits.
. f ‘Peroxidases animals s utxhtzen com agents bactencxdes, també enla biosintesis de

productes comla tloxma La peroxidasa més Amphament estudiadaés segurament_ L

la.procedent de les plantes, HRP (horse . perox1dasa) Les pero:adases produldes
per microbis, tals com el citocrom C 1 la clorperox1dasa estan també amphament
: caractentzades (Cai, 1993) . S

: Les peroxxdases que degraden la hgmna poden catahtzar l'ox1dac16 de substrats
"amb alt potencial redox. Aquesta facilitat é és deguda a tenir un centre actiuambun
grup hemo que té una baixa densitat: electronica el qual és indicat pera- reaccionar
~ amb substrats d'un alt potencxal redox. En la taula i i9 presentem un resum dels

. enzims hgmnolmcs prodmts pels fongs del podnment blanc, iles reaccxons que

”

,catahtzen. o
/ B
- 0 . R L
. S .
Taula i.9 _ L -
B L
Enzyme ' EC-No. * Reactions catatyzed 'Spum . Retm .
Lignin peroxidase 11117 Oxidation of benzilic akcohots P. chrysoporium . Kirk and Farrell, 1987
’ . ‘* Cleavage of C-Cbonds - - -~ all white-rot fungi () _Ticn, 1987
\ MR Cleavage of C-O bonds ™ .. ~Streptomycetes sp. -+ Schoemakes, 1990 .
_ ) Aromistic ring opening - S " 'Ramachandra et al, 1988
L Polymerization of phenots “ _ B . .
. Mol dependent peroxidase ~ 10117 . Oxidation of phenols ' P. chrysasporium Gold et al., 1989 . .
: , N Cleavage of C-C bonds some white-rot fungi o Schoemaker, 1990 - °
. ’ L * " Cleavaige of C-O bonds o s
* Laccase - o 11032 . Similar to Mn(I<dep. peroxidase * - T:versicolor . Reinhammer, 1984
: : o . ! . some white-rot fungi’ Higuchi, 1989
- . \ cee s BRI ‘plants . T ) .
Didnygensse - [ + 'Aromaticringcleavage - ', . - P.chrysosporium Buswell and Eriksson, 1979
- Aryt-slcohol dehydrogenasé 11191 1 Reduction of Ca-aldehydes - . P. chrysasporium Waldner, 1987
S, ; ) in symphony with LiP (2) - - P rodiae . * ‘Muheim et al., 1991
. . R , Mdmmn;.w. 4« . [Pelmontetal, 1989
- NAD(P)H:quinoue oxidoreductase 1.6.9.2 - R:ducuono( qumonu e " 'P. cheysosporium Buswell and Eriksson, 1988a
o i o C - all-hm-mthm;l(’) . ‘Constametal, 1991 o
« Cellobiose : qui xidored | o Redncdono{quinones I’...... vk and Erik 197400
. ) " Cellobiose degradation ‘ - _
Ammalic md reductase B .Reduction of lrumal.ncabds P.chry.nwiwn . ¢ Leisola and Flech(er, 19&5
. > R P.rodiaza . - - . Lundell etal, 1990
- Vumlhle hyamxyme oo Oxidative decutmyhuonoff" .+ P chrysosporium’ Buswell and Erikswon, 1988b
H S ’ »‘vanillicacid | { . L . - :
" Aryl-atoobol axidase 1137 - . Oxidation of ax "'c. icohals -, P, sajopcaju . - Bourbonnais aid Paice, 1988
o Co ..+« [ProducionofH,0, B.adusta, - - "~ Muheim et al., 19902 }
* Glucose oxidase L1.34 ‘Production of H,0, P. chrysosporium Kelley and Reddy, 1988 -
- Glyoxal oxidaze “.° Production of H,0, P. chrysosporium Kefsten and Kirk, 1987 )
‘Methacol oxidase ° y - 11313 Pmdu:uon ofH,0; .- k wn iksson and Nishida, 1988

* Taula i.9. Entzinis ligninolitics produits pels fongs del podriment blanc (Fiechter, 1993)

e




' ngnma Perox1dasa _
Coi Manganes Perox1dasa

ol

_ La hgmna i manganes perox1dases (LiPi MnP respectlvament) s6n smteutza--
, desi secretades pelPhanerochaete chrysospormm durantel metabohme secundari en

' » .resposta a la hrmtamo d' un- nutnent (mtrogen, carbom, 0 sulfur) (Gold 1993)

[
v

La hgnma perox1dasa va serla pnmera descoberta el 1983 (Tlen, 1983), i ha estat

. ) descnta comuna oxigenasa dependentde H,0,0com auna dlanlpropa-omgenasa '
: La MnP va ser 1dent1ﬁcada per Gold el 1984 (Kuwahara, 1984). A

" Si temm 1mutac16 pel mtrogen, tant la L1P com la MnP sén expressades en’ -

o :(mulhples formes. kes hemoproteines del Phanerochaete chrysospor:um aillades per
‘mitja de.técniques de FPLC'o HPLC a partir del liquid extracel-lular concentrat

s'han'denominat H1, H2, . H10 de forma arbxtréna segons l'ordre de sortida en

o l’elment Coma minim sis. 1soenz1ms diferents de LiP (H1, H2, H6, H7 H8iH10), "
i quatre isoenzims dlferents de MnP(H3, H4, H5,i H9) han estat detectats (Reddy, E
© 1994). Les propxetats ﬁ51ques (Ronald L Crawford 1981), punt isoeléctric i pes:
" molecular, d' aquests isoenzims els trobarem resumits en la taula i.10. S6n hemo-

. v protemes glicosilades i cada isoenzim cont\e 1. mol de ferro hemo per mol de
- ~‘pr0temes Tots els isoenzims de la LiP, excepte el Hl s6n. fosforilats (presenten
' una fosforilacié en el nitrogen tinital carbohldrat) enelseuN lligatal carbohidrat
en la forma de 6 fosfat manosa. Cap 1soen21m del MnP és fosfonlat

.\_.

La sequénaa d'ammo ac1ds per les LiPi MnP va ser deterrmnada a través de la

‘ 'sequénaa de nucledtids de clons d'ADN complementan (Gasbell, 1993). Les dades

T Taulaile

“dela sequenaaaé md1quen quela sequénaa delsaminoacidsésenun 60% (aprox )

hombloga enelsi 1soenzuns de L1P iMnP. -

) La LiP i MnP seguei- -
) e Bermaine foe ¥ _M‘w;“' e Pbmpmu«mw(mni)‘ . xen la_ materxa ruta ep ca-
H up . 38000 - - 47 [ . ‘ L 3 t - it A .
Cw o L +-talitzar, I'oxidaci6’ del
R AT v < o S .. substratreduitper H,0,,i -
HS - N 45008 .. 42 . .
ST e - . difereixen’en la part final
wo e am Lt R
B IR T 1 7 del c1cle ‘catalitic (figu-
He MnP ;
Mip . GP :

; - res'i.6 i i.7) (Meunier,
anmelswulﬂmﬂ : T . : . .
¥ See Tien, 1987, I 1994). . .

© See Tico, 1967 Kuan md'ﬁu 1999 - N
"bthnnden.lm [ L
deeenmped.

Tnuln i.10. Propletnts ﬁszques de les lzgnma peroxzdases prodmdes per - d C}Ja L;PHég pnmfer 0xa-"
adape per ormar

Phanerochaete chrysospormm (Cm, 1993)
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Clclo calbohco a’e la. LIP 1/7dlcancloyc varios cttac/os de /ea'uccron de su grupo'.
-hemo. La /eacczon de la-enzinia con H,0, pr oduce it compiiesto intermedio, (compuesto
)y que oxida el sustrato- de cardcler lzgmmco (RH) produciendo un compueslo oxidado,
(compueslo 1), y un sustraio /aa’lcal ya com/meslo V¢ retorna a su forma or lgmal con’
segunda susirato. Este /adlcal R puede sufm iy var mdo glupo de leaccmnes (1' ien M.,
1987) T N : - :

\ . " » . 3
$ . . . S C . ST

Figura i.7..ciclelcr§lnlilic de la MNP' del ﬁl:niret'oclthqte Ch;yso.‘s';;orir‘m"x (Boon'xinnlhnn, 1992) .
un mtermed1 oxxdat per dos electrons, anomenat component L.El component Iés
- després redult bescanviant un electro per -formar el componentIIi un radical lliure. -
" "El component II, per tant, és, un 1ntermed1 enzimatic ox1dat (perl electro) Aquest
.. componentIloxida una segona molécula de substrat per completar el cicle catalitic.
Aixi doncs, si obserbem la reacci6 total, l'mgua oxxgenada oxida dos molecules de
" substrat per xmt;é de la fernperox1dasa -que és’ un ‘isoenzim hemo dependent
' -transportador d'electrons s B

.
. - . .
. . . . bl . T




; Fen'ipero*idasa’ + HO, - —_— Component I +'H;O

7 .

a s _‘,'Comp'o'nent I +(AH - — Compon'ent II + AH;'

Component I + AH ; ———-—> ‘ Felrri‘pe'roxidavsé + AH: +HZO -

'-'_Ho +2AH, '—f»f‘szn¢,,+-;'H;o. ‘

" Ferriperoxidasa

La MnP és comporta inicialinent igual que 1;; LiP, fins la formaci6 del Compo- -
nentI. A partir de la segona reaccié la MnP es comporta ‘molt diferent j jaque el seu

: componentI no solament oxida els components fendlics sind que també el Mn,a " -
. Mn,,, mentre que el seu component I predommantment oxida Mn (1. Aquest ,

component en un exces d'aigua oxigenada pot ongmar un Compost 3 menys e

‘ 'reactlu (Ronald L Crawford 1981)

- "‘,'Eer.riperoxidasé +'H-202' ———-——» X Component I+ H,0
Component I + Mn(II) —_— Component‘ll + Mn(I.I)_‘ )
. Component M+Mn(l) ——> Ferriperoxidasa+ Mn(IIl) + ;O .

','Mn(III)+AHz 7 — s ‘Mn(Il) + AH

. - "

‘ ‘ “ Femperoxldasa - | |

Mn(II)

Els mtermedls component lillde LiPiMnP han estat detectats tant enla transro .

E com en Testat estacionari dels | expenments realitzats per......(Ronald L Crawford

NN

E '1981) L'ox1dac16 del substrat aromatic perla L1P ha estat demostrada per Kersten
“icol. (1985) i- I-Iammel i col (1985) o e :

Les propletats dels enzuns delaLiPi els components Iill han estat estud1ades o

: per poder entendre i preveure l'estabrhtat de l'enzimila mﬂuénaa del pH Les

reaccions entre el component Lill amb substrats redurts, com el ferroaanat iel




" . Figura i.8, Mecanisme proposat per la l‘ignind

alcohol veratn’hc, son catahtzades en med1 ac1d la constant de veloatat a pH 3és _

R}

" unes 1000 vegades superior que a pH 6.

<

Renganathan 1 col (1987) hav1en exphcat l'enllag del clorur alaLiP. Txen troba’ |
., queel clorur enllaca enla'forma protonada de Ia L1P iésun inhibidor competitiu. .

 delaLiP. Els resultats cinetics validen queen presénaa del Clorurla formacié de
. componentIde LiP és mhlblda apHbaix mentre queen abséncxa del Clorur el pH
no té efecte sobre el rang de pH estud1at I A :

ot
i

La LxP és capag de catahtzar l‘ox1dac10 de components aroméhcs no fenohcs,
mentre que la MnP catahtza l'oxidaci6 de Mn2+ a Mn3+ i alhora’ l'ox1dac16 de

_ components fenohcs, el Mn3+ pot despres oxidar altres components (Ronald L
" vCrawford 1981) En general les peroxidases degradadores de lignina poden cata- -

litzar I'oxidaci6 d'altres substrats no propis deles peroxxdases (tals’comel p-cresol
i el guaiacol). Aquests substrats espeaﬁcs per les peroxidases degradadores de
ligninainclouenels components del model dela hgmna ibiopolimers delignina. En

_les ﬁgures i 8 ii 9 h1 ha representats els mecamsmes de degradaaé proposats per

RN

" biguais oo 'f_‘Figu:a.‘i.9
) ; |
QXL o
x - x1
B R
- cRoN :
< . t

i
&

Lo

B IS L PO I A

C

. peroxidasn en trencar I'enlla¢ C-O-C en les quinones . ' Figura i.9. Mecanisme proposat perla degmdacw del
IX i XI (Joshi, 1994) - - . <+ colorant NDY3 , N




.) ' zarien LiP ni MnP(Ronald L Crawford 1981) Malgrat aixo, aquests estudis no-

", " contindrien evidéncies clares'de la preséncia d' altres enzims degradadors dela -
- lignina. Tampoc, la manca en la seva troballa € pot interpretar com. I'existéncia

- d'altres mecanmmes En l'absénaa d'un control posrtlu, diversos factors podrien

B contnburr a obtenir iins resultats negatius. Després de tot; abans del seu descobn- '
‘ment, els investigadors havien -buscat durant més de deu anys els enzims:
'degradadors de la lignina amb poca sort. Per tant, no ens ha de sorprendre que

varis compostos Una de les seves, propletats és que’ tenen un alt potencial redox o
' (recordar quee el potenaal reductor del Mn3+ és de 1. 5 V) (Ronald L Crawford 1981) »

- Durant algun temps Ies hgnmes perox1dases hav1en estat con31derades com Ia

atac uuaal encara no esta: resolt del tot (Ronald L Crawford 1981)

- . - N ) . ‘. . Van

[y

dau perlatacinicialala hgmna Arabé, el problema de com i qui produelx aquest .

Ha estat també descnt que alguns fongs degradadors de 1a hgmna no smteht- -

ocasionalment troballes amb testos. negatlus 51gum explrcades en la

‘ ;blbhograﬁa(Ronald L Crawford 1981)

* Altres pe’r"oXida'sé"s;"‘

- Taula _i.10~

I
\

" S'han trobat nous ben.zi'ms,k especialment ibrodﬁits per Phanerochaete chrysospo-
. . rium, altres fongs com’la Bjerkandena adusta, i que caldra determinar quinpaper
' ]uguen en l'atac a la hgmna Lataula de lataulai10 resumelx els prmc1pals enzims . .

- Enzyme. Localisation  Remarks . . Orgagism Reference .:
LiP . " extracéllular 15 isoenzymes . P dvysmpoman “Tien and Kirk, 1983
S e known - ‘ ""Glenn et al., 1983 .
LiP' . '+ " extracellular cross-reaction with sadum * Muheim et al., 1990a
: T , anti-bodies to P. [ o Waldner etal. 1988
MoP © e ’Mn(II)-dep - P. chrysosporium .Kuwahmetal. 1984
AAO : extraceliular Hzoz-formation : ; B.adusta Muhqixn ct al.—, 19Q0a' :
" "AAD - . ' . intracellilar . - ' . _ P cluysosporium Mubeimetal, 1991 ;- -
© " (former AA- L . Mubeim et al, 1990c

reductase) - S . X o C
NADH : quinone. mtmccllular- different enzyme . P. chrysosporium . Coustam etal., 1991

Oridoreductase . - - forms _ .
" LiP, lignin-peroxidase; AAO, aryl alcoho} oxidase; AAD, aryl-alcobol deydrogenase.

. ‘.

Tadfa 1.10.Enzims que podrien interveniren la degra'dacié_‘da la lignina (Figchté;', 1993) : ,v‘ o

o

L 4



\ .‘.\ mvolucrats enla degradacné dela hgmna (F1echter, 1993) i'en espec1a1 ressaltem.

: Taril alcohol oxidasa (AAO), laril alcohol _deshidrogenasa (AAD) la qumona b

ox1doreductasa (NADH) ila ghoxal ox1dasa (K1rk 1987)

»

Una p0551b1htat tmguda en compte és la capaatat que tmdna la AAD de ser -

utilitzada com a font de H,0, per les peroxldases D'altra banda la AAD ha estat

proposada per atacar smergéhcament amb la LiP en la degradaaé del'enllagno -
_fenbhc B-O-4 (Muheim i col 1990 c). Perd al mateix temps, la AAD es veu'

g ‘implicada en la-darrera etapa deyla sintesi del alcohol veratrilic, Lataula i i11
resumeix algunes de les pnnapals caracteristhues de 1 AAO.

[ . . )

 Taulaill® .

.- Reactions'catalyzed - =~ = Awl-alcohol+02 - A:yl-aldehyde+H202
S .~ .7 Noring opening (mechamsm dlfferent from in’) ‘
L . FAD as prostetic group ' : .
Enzymes S . 2 enzymic forms o s

Properties = ., .. 78kDa; pI'4:25 and 4.35; pH 57

References . . Muheim, Waldner, Leisola and Fiechter, 19§0b

N,

. Taula i.11. Propietats de I' Aril alcokd oxidasn qbcinguda‘a;,;m'm de Bjerbandesa (F:’echt'e‘r,‘ 1993) ‘

N

| :Regulacm pel carbom i el mtrogen

L achwtat hgmnohtxca en Phanerochaete chrysosponum és funcxé d'un metaboht‘
_ secundan induit perla limitacié d'un nutrient. Hi ha evidencies que elsisoenzims
£ de LiPiMnP poden ser regulats de forma diferent pel nitrogen i el carboni. Aixi,

per exemple els isoezims H2i H8 de LiP procedents de especie BKM-F-1767 s6n '
PR induits_per la limitacié del nitrogen, nmentre ,que llsoenzxm H2 ho sena perla
" * limitacié del carboni. (Reddy, 1994) A :

v ’,

Alhora, Pease and Tlen (142) han demostrat que en cultlus de Phanerochaete, i

. ‘chrysosporium limitats pel carboni I'isoenzim Ha de MnP aparexx primer, amb

" posterior predomini del' H3 després. I a més, en aquestes condicions no es
produma l'1soenzxm HS mentre que en cond1C10ns de hmltacxo del mtrogen els' .

§ e

tres 1soenzuns aparexxenen ben av1at

Els isde’nzims estarien afectats no solament per les condicions nutricionals siné .

també per!' agltacxé-no agitaci6, la composici6 del tampé les concentracmns deles - -~

traces de diversos metalls ‘com e1 ferro (Johnston, 1994),

a5 _ o



s Les protemes de MnP sén més estables quan hmxtem el cultlu amb carboni que ,

_q\uan el limitem amb el nitrogen, probablement perqué les proteases extracel-. -

- lilafsserien sintetitzades de forma diferent (Reddy, 1994). Tambe s'ha fesurat que

 laLiP podna ser menys estable que 12 MnP mdependentment de la limitacié per

' : carbom o nitrogen, i que la disminucié més réplda de LiP estaria altra vegada

| E'fei:'te de l'al.mhbi veratrilic

E desachvaqé pelH (Gold 1993 Cancel 1993)

,relaqonada amb l'actlv1tat de la proteasa extracel lular

' Els mecamsmes pels quals la lxgmna és despohmentzada per la LiP han estat '

“molt estudxats isegueixen generant molta contravérsia. Und part d'aquests estudis '
. s'han centraten determinar el mecanisme pel qualla Lip oxidal alcohol veratrilic,
- per tal d'establir el paper de I alcohol veratrili¢ en- aquesta despohmentzamé en. -

geneal addicionar I'alcohol veratrilic'en els cultius lignolitics augmenta ¥ achvxtat

' de LiP (Gold, 1993). L'alcohol veratrilic (3, 4- d1metox1benzol) és un metaboht L

secundari també produit pels cultius ligninolitics de Phanerochaete chrysosporium
(Jensen,'1994). Exxstmen basicament dues teories per exphcar T'efecte de I'alcohol.

- veratrilic en l'achvxtat hgnohtlca D'una banda ,alcohol veratrihc havia estat -
' ptoposat per activar lintermedi redox per substrats que no podlen ser oxidats
. directament per l'enzlm(Ronald L Crawford 1981), alternahvament laseva activi- .

‘tat també ha estat atribuida a la seva 'habilitat per protegar lenmm enfront la

Harvey i col (1986) van ser els primers._ en proposar que 1' ﬁlcohol veratrihc ,
‘actuava com un medlador redox entre laLiPila llgnma L' alcohol veratrilic seria - -

* oxidat-per un sol electré per formar un radical catidnic. Aquest radical despres es

difondria, fins una dlstAnaa desconeguda, i oxidaria un altre substrat com podna.
ser lalcohol anisilic. (Flgura i 10) -

'-",.,Flg“"'l’o N S L Rao‘SKoduiiiNﬁng,’ '

Compuesto 2 -+, Tienvan mvesbgar elpa- " -
Fe |V O ‘.- . . perquejugava I' alcohol
. I . veratrilic en l'oxidaci6 de
| /~H202 R B .',lalcoholamsﬂxcperlahP )
exce SO .- Segons ells,lacapacxtat de .
HZO- - f" .1'algpholverauﬂ;cpegesh-
A 3 -~ .. 'mular l'oxidacié de I'alco- -
. . holamsﬂnosenadeguta
L v ‘ - ) R quéprotegeml'enz:lmsmé-
Compuesto 3. . . 1+  que lestimulaci6 cal atri-
. Felll 02¢7 | ) |
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S

buirlaa que ].'alcohol anisil reacciona amb el componentI perdo no amb el component

I Per tant, la inclusi6 del alcohol veratrilic o un altre substrat, el qual reaccioniambel

component I0, és essenaal per completar el acle catalitic (Kondun, 1994)
¢ ; /

- Vallii col (1990) van proposar un altre mecanisme pel qual I alcohol veratrilic

~previndria la inactivitat. de l‘enzun Perd els estudis de Rao S: Kodura i col..
demostren que la protecc16 del'enzim pel veratrol per no ser inactivat-és solament. -
una consequéncna secundaria. Aquests autors explicaven que I alcohol anisilic no-, °

_+ pot reaccionar amb el componen II, i solament ho faria amb el componentI jaque .
l'alcohol anisilic és un substrat molt pobre La mclusm de I' ‘alcohol veratrilic-

, permetria l'enzim retornar a l'estat. férnc (femperomdasa) i completar el c1c1e “

, catahtlc (Valli, 1990) . L

. . . . — .
\ \ - . . Y

;;;;;

obtmguts en els estudls amb I'alcohol amsihc in v1tro, i extrapolar el paper del L

alcohol veratrilic in vivo en la despohmentzaaé de la hgmna pel fong Amb
o substrats com 1'a1cohol anisflic, no van trobar que el alcohol veratrilic actués com
‘ nmed1ador Arabé, amb substrats fendlics, tals com el guaiacol, van observarque " -

el alcohol veratrilic pot ac¢tuar coma medlador ‘Conclouén que, subunitats fenoli-
ques, perd no subunitats més recalcitrants, de la lignina podrien ser oxidades pels
radical lliures de alcohol veratrﬂ1c Esfa d1f1c1l generahtzar, sobretotenun medino

sintétic; hi ha inés. d'una via per arribar.a uni matelx efecte i moltes vanables quel v

1nflue1xen enels resultats -

Regulacm de la Manganes Peroxxdasa pel Manganes

acumulacu:') d act1v1tat de MnP en el medi extracel lular en culhus hnutats pel" “
nitrogen depén de la preséncia de Mn (II), el substrat de l'enzun Alguns estudis .

demostren .quelaMnP esta presenten el medi solament sotacondicionsdelimitaci6 =

de- mtrogen ien preséncia de Mn, S'ha provat altres metalls per substltuxr el

manganes perb aquests no mdmen 1'act1v1tat dela MnP
. b} . oA .

!

Altes concentraaons de Mn mduexx l'act1v1tat de la MnP no solament en el

Phanerochaete chrysosporzum smé tambe en altres fongs «whlte rot»

Prddu'c‘ci()' de L1P1 MnP :

T

Alguns dels factors que mtervenen en la producaé i achv1tat dels enmms“‘;

| hgnmohtlcs 1a s'han atat antenorment La produccm de hgmna perox1dasa esdéna

N
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A o concentraaé d'oxigen en el' medi i poca agitaci6. Lalignina perox1dasa ésinduida
“per l'alcohol veratrihc, que ésun intermedi del metabohsme dela hgmna (Haem- .
merh 1987) : - -

- c
e

' Una ag1tac16 forta provoca la desaparici6 de l'achwtat de la hgmna perox1dasa,
perb el procés és reversiblej jaque T'agitacio sembla no alterar la fisiologia. del fong.
Alguns autors proposen que la pérdua d'activitat de la hgmna perox1dasa es deu

* ala preséncia d'enzims proteolitics. Alguns detergents podrien protegir I'enzim

e - perqué no fos destruit; aquest efectes exphcana perla mod1ﬁcac16 dela membrana
' cel'lular, o bé per la formacié d'un complex enmm—detergent Perd a més'a més;
Tactivitat enzimatica també es perdria per la freqiient resembra del fong (figu- . '

sota unes condicions ben‘espe\cif-iques' limitaci6 d'un.nutrient en el medi, bona

- rai. 11), iel medi uhhtzat perla producaé de les espores també afectana (Flechter, L

o 1993 Moyson 199).
Jager icol (1985) van treballar en la producaé de LiPsen fermentadors de tanc

- agitat utlhtzant tensoactius no 1on1cs com el Tween 80 0 el Tween 20 obtenintaltes
producaons enmméhques o R e

-

B Aster i col van demostrar que treballar amb cultius estétlcs augmenta la".
producc16 de L1P iel temum per assohr la maxlma activitat es redueix quan
" Figurainl - ‘ ' '

L. 300 T ,
' B . 2009
N a2 :
N £ .
8. 100-
v° v L] v L] v L .l L A 1] o ’

0 2. 4 6 8 10 12 14
: Number of batchet - .
Fig. 1. Sequennal batch cultivations of P, chrysospomm in 11 shake ﬂasks (80 ml medium Cl, ..
) oontammg 05g™! glucose) Decreasing activity of LiP with i mcreasmg number ot‘ culﬂvatxons (T roller,
: L 1990) . . i

- Figura i.11. Fiechter, 1993




s utxlxtza tensmactlus cOm I acxd olelc, el Tween 80 Al matelx temps van demos- :
-trar g que.s assoha el mateix efecte afegmt al medi dlverses fonts de fosfohplds '
- També es coneix que per obtemr una bona sintesi de LiP és necessaria una alta - _
pressxo parcml d'oxigen. Per tant, sembla-obvi, que un bon tipus de reactor per - D,
produir LiP ha de ser capag 'de donar una bona transferencna d ox1gen enun med1
amb una agltacxo suau 1 poc trencant '
“ La imrﬁobihtzacié del fdﬁg en d’ivers()S suports pot permetre unesaltes produc--
clons en. cultlus submerglts En la segiient taulai12 (Bonarme, Feijoo, 1993) dela -
figurai. 24 es pot comparar les produccions de LiP o MnP des¢rites per diferents °
-"autors amb varis tipus de bioreactors. S’han utlhtzat des de reactors de tanc agitat
~ded2L (Ianshenkar and Flechter), reactor de 10 L amb elfong 1mmob111tzat en mlo,' B
_ airliftde 5], diferents reactorsamb ag1tac1o neumahca (Bonarme 1993), bloreactor B
de llit. expandlt amb- «pellets» (Moreira, 1995) i diferents estrategles de procés, en_“
. discontinu, semx-contmu i continu. (FEIJOO 1994) Totes elles encaminades a trobar‘
una bona sequencxa que permetes passar aescala mdustnal la produccxé d'aquests_
enmms : ce . '

. L
'

Figura i.12 -~ - S - . —
- St e o Volumen, - Actividad

e Reactor ~ global S
. Referencias - .~ -Biorreactor . (LY . (U). . Eficiencia?
\Leisota et af~(1986) . . . Discontinuo, ALY - Ls- 2550 - (283
Kirkpatrick and Palmer, (1987). . Scmi-continuo.. . * S0 ©38 - o 17.3
Janshckar and Ficchter (1988) | ’Dlsconlmuo TA T 327 4284 20.4
: ‘Linko, 5. (1988b) . . "Dlscoulmuooconlluuo CB . 076 3M8.T 10
Michel et al: (1990) - - Discontinuo, TA 7 0 o 8T L9
\Rogalski et al. (1992) = = ‘Contindo, RLF... ~ - . .7 0.4 2004 - 1835
Venkatadri ang Irvine (1993) . Continuo, TA- "0 © .~ 23 185 . 148
e - 7 RMF . . . . I3 - 285 - 2338
e RMS 15 35 28.2
Bounarme'ef af (1993b) © .- _.B.\lch T/\ g o . LT L3S 103.2
o ' : O cB - 22 6904 . 627.6
T VAL 23 9900 900
©Foijoo, G (1994 . - Conlinug, RLF - T e
R S CTAIS Ly AT 169 s
A2 ] N (R 2362 1 446 .
A3 LT s 92
Cl S R - 3363 . 899
oy L 0T 6163 Co1492°
) - 29—
L ) ¢ !
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:,Importancm dels fongs L
-«whlte rot» en la degradacm

. N
-
BRI .' S AN

"En els darrets anys la p0551b111tat dutllxtzar els fongs «whlte rot» per les

' estrategles de biodepuracié. han centrat molts esforgos en el camp académic i
industrial dels pnnmpals paisos dél mén. 'Aquest interés s'inicia a partir de

' lhablhtat d'aquests fongs de degradar un amplissim rang de components tbxxcs Q

i recalatrants (taulai. 13) (Feijoo, 1994). Si pensem que son capagos de degradar la
' hgmna, i recordem la complex1ta“t varietat i heterogeneltat d'aquest polimer,

" .només llavors podrem fer-nos una 1dea de les seves p0551b1htats per degradar altres :

' COﬂ'lpOStOS

'\ v

L'armad' aquests rmcroorgamsmes ésla seva capaatat de prodmr enzxms en
respostaaun baix nivell delsnutrients de carboni, nitrogen o sulfur. Enels apartats
anteriors ja hem vist en quines. condicions es poden produir’ aquests enzims,
_Aquestes condicions es coneixen com condicions hgmnohbques Com hem exph-
cat, aquests enzims coneguts com lignina, perox1dases es produeixen én condicions
no especifiques de substrat i a més a més sén extracel'lulars. D'aquesta forma el

_ fong també pot degradar substrats msolubles o poc solubles ' '

.

Alguns contalmnants en'els resxdus sén tbxxcs pels rmcroorgamsmes utilitzats,

enels processos classics de depuraaé blologlca com els bacteris que podnen ser’:
. uhhtzats perlaseva degradaci6. Perexemple, el cianur és conegut per serun potent
inhibidor.dels enzims, de la respiracié; per tant, en- arribar el aanur als bacteris

~.inhibeix el seu creixement. Es per aixd, que residus amb concentracxons supenors
a 4 ppm de cianurs chﬁcﬂment podran ser tractats amb bactens
.Ara be, el 51stema extracel: lular dels fongs «whlte 0t» pot tolerar concentraci-
" ons més altes de contaminats tdxics. Aix, en el cas del cianures va trobar que per
es espores dePhaner ochaete chrysospor:um concentracions de2.6 ppm mhlblen el50 -
% del metabohsme dela glucosa, en abséncia de LiP. Perd al mateix temps, cultius
* ligninolitics de 6 dies'podientolerar concentraaons molt mes altes,iel 50 % de la
- inhibicié del metabohsme de la glucosa, es donava a 182 ppm, i la inhibici6 de la -

. -mmerahtzacxé del c1anur per acci6 " del Phanerochaete chrysosport zum no es faria »’ 3

 evident fins concentraaons de 260 ppm de cianur (Barr, 1994)

B

Aquests mecamsmes de degradacxé no espeaﬁc permeten al fong degradar .

' barreges de contammats, tals com la creosota i l'Aroclor ﬁns aCo que per fer-ho
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Coxg&:esto recalcitrante ..+ . Especies? e L Re‘ferenci'\s‘
" Organofenélicos . . . .. ' s o Co
 Pentaclorofenol . % Pc¢Ps,Po)Th,Cs = .. m 128, 129 130,144,145,162
Tnclorofenol . Pel HEER 77,98 - :
Diclorofenol =~ . .- = . P 25,206,220 .
Cloroguaxacoles L e ©oPe S 17"
PCBb'u._ Sy | A
Aroclor. - -~ P Tv Pb Fg IR . 49
_. Tetracloroblfeml . .+ Pc T . 26
pDT - .Y e Re e e T26,64,119
Dioxinas" =~ -1 . ' R o
' chlorodxbenzo -p- d10\1n _ PERE .+ Per o 207
Tetraclorodlbenzo p- d10\m S P L ) .26 . s
Tolueno Berizeno . s R L - 219
'.Fluoreno o Pc - ST i R
Antraceno -+ . .. Pe,Tv.Ba/Ne. =~ - 59,67,79,84
Fenantreno "+ © Pc,Tv,Cl S 21,22,42,81,166,196
" Pirreno L _PcA o 1985
Benzo(a)pxrreno o "~ Pc, Tv, Ba. Nc . ‘ '_76:39,67,79,188
.. Criseno . Ne¢ S 39
'HPA quinonias = S o ‘ e
Antraqumona "« .. Pe,Tv.Ba,Nc - 59,67,79
Fenantrenoqumona ... . PeTv/BaNe . . 39,6779
Fluorenonda - .. = - vPc, Tv,Ba,Nc - .+~ C -39 <
' Pirrenodioneas T, “Pe, Tv. Ba.Nc- , 39 '
Nitrotoluenes. L R »
- Tnmtrotolueno I I ' 8‘,65-,194,195/'
 Dinitrotolueno . .. cPc 160,205
" Cloroanilinas . Lo e .
“Dicloroanilina . - " ., " PeTVCL o T 534,166
. Tintes" ' e A " :
Colorantes. . .+ .. . . Pc .. 33177,193.218 ..
~ Tintes poliméricos - S - Pc . T T4 '
- Violetacristal - .. e PE T e 24
"Clorolignina » L . Pc o ' . 126

- —— —

 Taula i.13. Feijoo, 1994
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amb bacteris seria necessari d'un conjunt de bactens dlferents que actuessin
*coordmadament Per exemple, Abramowrcz i col. (...) van trobar uns bacteris

- anaerobis que podrien deshalogenar els pohbrfemls clorats (PCBs) a les seves_f h
formes monoclorades. Després es necessrtana uns bactens aerobls per degradar els.

monoclorats b1femls finsa CO
Unaltre avantatge d aquests fongs és que no necessnten un precondxaonament
per un determinat contammant Perque el sistema de degradacré és induit per la
limitaci6 de la font de nutrients, inoperla presénaa del contaminant. Es a dir, no
depén 'de la concentraci6 dels contaminants; i d'aquesta forma pot- degradar
concentracrons de contaminants molt baixes, fins i tot, de nivell quasibé indetec-

tables. Sibé, én la reahtat la velocitat de degradacré si que depén de la concentra-

" cié del contammant

La capacitat per degradar contaminants d'aquests microorganismes no eslimita

ala preséncra de LiP i MnP. Els mecanismes utilitzats per la degradacié d'alguns

,components quejaescomencena coneixerunamica, moltes vegades elseu primer

‘pass' inicia ambla formaci6 d' mtermedls deradicals lliures de molt alta reactivitat.

,Aquests ‘radicals’ lliures serien molt reactius i desencadenanen una série de.

‘'reaccions en cadena, que a la vegada originarien nous radicals lliures. Aquests
~ procés d'utilitzacié de radicals lliures per atacar la lignina és moltplbglc, ja que el

polimer de lignina és sintetitzat també per un mecanisme de radicals lliures. Aix{, -

per exemple, la reduccié del 2, 4, 6 -trinitrotolué (TNT) no réquereix de_ls enzims,
- siné que la seva velocitat de degradacié depén del pH i de la biomassa del fong.

" Una vegada el TNT ha esta convertit ala seva forma amino el fong necessitaria les

condicions de limitaci6 d' algundels nutrients per induir laMnPjila LiPi continuar
la degradacré del TNT fins a CO,. Un altre exemple semblant el tenim amb el 1,1
* -bis (4 clorofenil)-2, 2, 2 -tncloreté (DDT) que podria ser. degradat pel fong sota

~ condicions no hgnmolmques, perd amb les quals no s'arribaria a la mineralitzacié
"del DDT (Barr, 1994). També I'alt potenaal redox de les especxes formades pot .

i

" originar reaccmns de reduccré-ox1dacré

Finalment caldria 'assenyalar que malgrat els avantatges que representen els

- fongs «white rot» sobre elsbacteris, una actuaci6 combinada de fongsibacteris pots.
ser moltes vegades la millor estratégra per poder degradar el creixent nombre de

contammants creats per I'home. -
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Elpaper o

o Figura.i.lz..ProcEs de fabrtcacxo de‘ld pasta i el paper

La contammacm causada per la mdustna paperera a l'Estat espanyol correspon-

driaa la d'una poblacxé eqmvalent d'uns deu milions d'habltants ‘superior de la

' causada per la indistrid qunmca Enelsdarrers anys aquest sector arreu d Europa
ha fet esforgos per redulr els seus impactes amblentals

f . . : . . .
v . \

Abans d' anahtzar els punts de contammacré d' aquesta inddstria farem una
anahsrs dels drferents procesos de fabncacré en la mdustna paperera .

- fabnques de pasta 0 cel lulosa (la maténa pnmera es el vegetal iel producte

1

- acabat la pasta seca) o o .

- fabriques ‘de paper (la mateéria pnmera la constrtuelxen les pastes i el

producte fmal és el paper)

» -
P

IR - fAbrlques mtegrades depastai papet (la maténa primera ésel vegetal ialtrés

pastes, i el producte final és el paper). La figura i.12 mostra un procés tipic .
" de fabricacié de paper enel qual queden reﬂectldes les diferents etapes del
procés o : :

. thu_ra i.12

INSTALACION DE DESTINTADO PARA 60 Tmidia
Coomasam o treow- swgem, -

. B o ve SORAY PILTAR 5,048 L.oom, ot v amporn \
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comferes (pms, avets) i altres: ‘com els fa1gs i els eucahptus '

. la pnnmpal maténa prlmera utlhtzada per la producao de pasta de paper ésla. .
h fusta si bé també s'utilitzen altres fonts, comlapalla, el canem, elsisal, deixallesde -
T agncultura i vegetals tropicals. Les espec1es de fusta més utilitzades sén les

La pnncrpal caracterishca d aquesta ﬁbra vegetal és que posseeix cel: lulosa El '

teixit de Ia fibra vegetal esta constituit per una paret amb varies subcapes de

':dlstlnta estructiira i comp051c10 'En la seva part extema posseelx un ciment que

“unéeix les fibres entre elles, anomenadada hgmna, de la qual ja.n'hem parlar.

'Contrénament ala cel lulosa, la hgmna es dlﬁcﬂment blodegradable

A1x1, els components dela ﬁbra, desde l'extenor cap el centre s6n: la hgmna (20-

30%), espesa, de color marr6 fosc (cafe) 1 no filamentosai resistent; I' hemicel-lulosa, - '
no fibrosa i soluble en sosa, 1a cel'lulosa (60:70 %), ﬁbrosa, blanca, insoluble en C
aigua i solvents organics; i- component d'mfhstracré com els tamns, les reines,

gomes i colorants.

W

En la mdustna paperera 1'a1gua te una unporténaa cabdal tanta com la propra '

o 'lfusta oel vegetal. Aixi; una fébnca de pasta podia arribar a utilhtzar uns anys -

o endarrera -oen aquells casos que nos'ha produit lareconversi6 tecnologica adient- +
: .- . entre100i200 m’daxgua‘ .

per tona de pasta fabrica-

-da, i una de paper entre

Sty

" Taulaild
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Febrica pasts ot suitete | » » ot . Tt R dult a la meltat tal com
Blecauesds inteareds, 165-330 130-250 waes 0 aeese C
. ) -llbr:t. ne integrada oo | - ' ) T . ‘ . e BN ‘ queda reﬂeut e-n 13 taula‘
L e L e ool e 1,140 Ena tauld .15 hem -
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poeteebtomces |t maw . | o | et | b | fesumit les prmcrpals ca-
rewte it | B T T - ractenshques de les aJ-"
: LT T s RS R B ~  -| glies procedents dela fa- -
o " blenqueads . 400-8%0 - - . . . -
N - - PO PO " bricacié del carto a partlr
. rwln popet prenss 1 zq-v’oo‘ Com 20-40 L .
AT - IR S de palla 0 papers uhht.
S teecaseie. | a0 Co |1 | zatsjaquelanostraaigua
T R e T S procedia d'un procés rea-

" litzatamb fibres de canem

. B L

> Tailai, 14. Cousums especxﬁcs d' mgua en les fabrzques de. paper en metre
cubxc d'nigua per tona de paper fabrzcat S o rmlar

-300 i 400 m®d'aigua per.

~ 36.

i, per tant es la més si-
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" Figurails |

Proceso’ . | Caudal | - DBO, | Selidoscasuspea. | pH | Color
ST . In’/‘lm,«  Ke/tm | mg/l- Ka/"“ wefl 1 ] KgPt/im
Fabricicibn de'carton | 3070 | 6-20. | 200600 | 1080 | 3002500 68 | < 40

.Flgum 1.15. Caractensttques de les atgues reszduals produxdes en la fabricacié de cartré a partzr de pasta de palla -

odepapers utilitzats » . ) . o

t

algua en el procés de fabncaaé s aphca amb dxferents ﬁnahtats _
~coma vehlcle de transport: substancies solides flotants (estelles, ﬁbres, etc.); .
T substancies’ en’ suspensié: coloidal (colorants, rmdons, ), substénmes en
. suspensw dlsoltes (sals alcalines, sulfats ) ' \

,'— com a matéria pnmera del proces extracmo sohd hqmd rentat reactlons
d'hldr6h51, blanquelg SR S S
- com‘agent de refrigeracié i altres serveis a'uxilia.rs. R

RN
'

Tota l'aigua que intervé en el proces, excepte una petlta part uuhtzada en forma
, de vapor, acaba com a abocament ala claveguera, o es recircula.

" El grau de reuuhtzacxé de l'algua dms d" una fébnca ens mdlcara el percentatge’
“d'eliminacié de la contanunaaé existent en les diferents unitats del procés Enels
' processost normals, es consideraunbonrendimenten els llexius quan esta al voltant
. del"85 %. En la fabncaaé del paper, perdues de fibra del 2% tambe estan
. considerades com a bones. Arabé, aquest 15 % dellexius pendent de recuperar iel
2% de pérdues en les fibres originen greus problemes-de contaminacié.

N .
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-Fabricaci6 de pasta i paper

. 'vv.\

En els procesos de fabncaao de la polpa es pretén separar les ﬁbres dela -
 cel lulosa de la fusta o altres vegetals. S'assoleix per mitja de procesos mecanics i
. sobretot quimics: es solublhtza 1a  capa de lignina amb determinats reactius. Les
~fibres de cel'lulosa aparelxen en suspensi6 (polpa) sobre els licors utilitzats - -
: -(reachus exhaurlts) que contenenen formasoluble els derivatsde hgmna, hemicel--
 lulosai altres. Per separar aquests hcors de la polpa cal efectuar uns rentats, les '
' restes dels quals formaran l'efluent a recxrcular 0 a tractar. '
7 _'La ‘-fab,ricacié de la pasta i:aot resumir-se Fen feé_ segﬁents fases:
" preparadé'de la méféria primera: re_ntét dels tr“onc’s; téllat, i tﬁturaéié :
- transformacxé en pasta desﬁbrat (coccxo amb i mcorporaao de reactms),
desfibrat postenor R
- rentat deles pas_t'es: dih’xcié i eﬁmfna_cié de sﬁbsiéncies djssbltés ‘
- class1f1cac10 i depurac16 ehrmnamé d'elements no cuitsi espessennent de la
" *suspensxé de polpa . ‘
’ L\ . ' . : o -
- blanqueig (opcional): eliminaci6 d'elements colorejats i lignina.-

Ly

Figura i.13. Diagrama de blocs del procés de fabricaci6 de pasta i paper - B . to
. . . - ) . .
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oy La transformacxé de la maténa pnmera en pasta pot reahtzar-se de vénes :
manereS' B R : L L ,
. L N . + - -
- procés mecémc rmt]angant d'energla mecamca La pasta § obte aportant o I
energla mecamca 1no utlhtza reactlus qumucs. PR : '

\
.

- procés qulrmc afegmt reacuus qmnucs per dlssoldre la hgmna.
- procés semlquumcs combmaao dels dos antenors. Combmen un tracta- :
_.ment quumc suau amb un desﬁbrat mecanic. S ' ’

. i ¥ . .

D aquests tre tlpus de transformaao de la maténa pnmera els més utlhtzats sén .
- els tractaments qunmcs. Els prmapals procesos quinucs que s utlhtzen sén els

seguents . e T ) . .
- procesos éclds amb bisulfit (ja 31gu1 célac, de magne51 0 ambmc) i amb éad
nitric. . . . \ ' . o
L= procesos neutres amb sulﬁtsbdxcneutrelunabarre]a de carbonatlblcarbo- S .. h '
‘natsbdlc. T

= procesos alcahnS' amb sosa'en (fred o calent) amb calg i al sulfat (amb sosa
i sulfur sbdlc), anomenat procés KRAFT. Aquests darrerssénels ma]ontans.

. 5\ N "
Figura 1.14. Procés.a la sosa per a la fabricacié de pastadepalla ©* =~ = .
N o v . N . B . ) . . R . B N B N R A ‘ .
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- Fabricaci6 de pasta i paper

\ §

LI . PR c o o . oo o . o . . \
S

"En-els procesos de fabncaao de la polpa es pretén separar les ﬁbres dela

" cellulosa de la fusta o altres vegetals. S'assoleix per mitja de procesos mecanics i

sobretot quimics: es solubilitza la capa de lignina amb determinats reactius. Les |
fibres de cellulosa .apareixen en suspensi6 (polpa) sobre els hcors utlhtzats‘-

~(reactius exhaunts) que contenenen forma solubleels derivatsde hgmna, hemicel -

“lulosa i altres. Per separar aquests licors de la polpa cal efectuar uns rentats, les -
. 'restes dels quals formaran I efluenta rearcular oatractar. .,

(-

L -‘La' fdbriqacié-de la'pas'tav pbf resurnir-se en les segilents fases: -~ . -

LY

L ) . . . ‘," B . . .

. pfeparacié de lé ihétéria,p‘riméré: r_ehtat dels tfonc_s; tallét, itrifuracié‘ N

L - transformaaé en pasta desﬁbrat (cocc16 amb mcorporacxé de reactlus), ‘

‘ desﬁbrat postenor o R A
" o " 3 " . B . ‘ . R . .z‘
.= rentat qle les'paste's: /diluci’é i elimiriap:ié de substén'cies dissoltes
- class1ﬁcac161depurac16 ehmmaaé d'elements no cu1t51espesse1ment dela ¢
suspen516 de polpa S R
- blémqueig (ppciohal): eliminaci6 d'elements colorejats i lignina.,
- Figurai.l3. ljiagrama dé blocs dél procés de fabricacié de vpas'ta i paper
. . § ".‘-‘ : .v ‘ (SIETT 0 pisth o . [
s --;:33;::’5;_ 5-“:‘:2:&‘“ 1 ; | i""‘ i
1 o ' ‘ oy L
et ‘s‘..m‘-‘, : »|ﬁm_f_m O o }_{u,m..@é.l ii
’ ' )hquhn de’ papel N rny-m\&: dopareas -
: - . t
Figura 1.13. Dmgmma de blocs del proces de f(lelCﬂClO de pasta i paper T ; .
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SR procés qulmlc afegmt reachus quimlcs per dxssoldre Ia hgmna

' ; .- .

La transformaao de la maténa pnmera en pasta pot reahtzar-se de vanes o

maneres: o C R : < T

A

energxa mecamca 1 no uhhtza reactlus qumucs

e

Ty

’ - procés sexmqmmxcs combmaaé dels dos antenors Combmen un tracta-
' _ment quumc suau amb un desﬁbrat mecémc o '

A,v .-
+

.D' aquests tre t1pus de transformacm de la maténa pnmera els més uulitzats sén

els tractaments ‘quimics. Els pnnc1pals procesos quumcs que s uhhtzen sén els

seguents

' .
.

= pfgicesos acids: amb bisulfit { ja 51gmcélc1c, d"eA magneSI o ambmc) i amb add

nitic. . o, T

- procesos neutres amb sulﬁt sbd1c neutre iuna barre]a de carbonati blcarbo- '

natsf)dlc e SRR e

A
NEE
P . N [

. - procesos alcalms amb sosa en (fred o calent), amb calg i al sulfat (amb sosa '

A sulfur sbdjc) anomenat procés KRAFT. Aquests darrers sén els ma]ontans

Lo

Figura 1.14. Procés a la sosa per a la fabricaci6 de pasta de palla..
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- proces mecémc tmt]angant d energla mecémca La pasta s obte aportant
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Independentment del proces de fabncacxé de pasta escolht pot ex15t1r una fase
‘complementaria de blanqueig per eliminar els excesos de hgmna de la pasta,» B
despres de’ rentadaldepurada A ' :

\ . .
o v

Pr_océs‘_ al' Sulfa't Kraft‘
E procés. al sulfat Kraft i les seves vanants transforma la maténa pnmera en:
pasta de paper utxhtzant reachus qmnucs alcahns Pot resurmr se en les seguents
etapes ' R :
- ﬁencainenti‘uituracié del ve’getal, ST
s cocc16 en dlgestors ahrhentats per vapor. Com a dlssolvent de la hgmna
stitilitza la sosai, el sulfur sodic. '
-la pasta formada iel lexiu negre es descarreguen en un’ tanc, del qual es’
desprenen £asos volatﬂs (alguarrés) que després s han de recuperar La W
pasta en suspen516 i el llexm negre es dlluelxen ‘

 —es r'ehta la pasta que passa ala seccié de depuracié i espesseimentt. S'obté.
llexiu negre d11u1t (amb sulfat sbdlc, carbonat sbd1c i matena orgamca, com
11qu1d filtrat. : ‘ : -

Al . . ¢

'

s la pasta rentada es depura i concenh‘a en un espe551dor isenviaala fase de
blanquelg o a la fabnca de paper. Es torna a produu' més 11ex1us negres

T -es concentren els lexius negres en evaporadors fms ambar a concentra-

i monsde16070% o T N f

- es rchpe'ren els llexius negres.
»

Proces de fabncacm del paper .

Les pastes en. soluc16 aquosa se sotmeten aun tractament mecémc pertalde-
' separari h1dratar 1es fibres per fer-les més flexibles. Es barregen i s'addicionen els -
productes quimics, com coles, encolants, blanque)ants . en el reactor de barreja.
. Posteriorment la suspensi6 de pasta es fa passar pels depuradors, concentradorsi. -
reguladors fins arribar a la secci6 de premses. El paper passa del 30 al 93 % de
sequetat a parhr de la'qual j ja es mampula '




‘La contaminacié =
dela 1ndustr1a del paper o

‘La contammacxé causada per la mdustna dela pasta del paper és ertcara avui
un problema pendent de ressoldre. Com hem pogut veure en les taules anteriors

- (taules i.14i 11514, 16) es deu tant al volum dels efluents com: al hpus de proces '
':utllltzat T L S S

P A Lo
G 4 LN .
. "

Aquests eﬂuents produelxen 3 tres t1pus de 1mpacte amblentals a) carega ‘

organica (DQO DBO), b) color, i c) toxicitat.

L alta cérrega orgamca dels eﬂuentsxve ocas1onada pels carbohld:ats alguns :
alcoholsiacids organics. Els derivats hgnohtlcs dalt pesmolecularsén els causants -

~ del color, inocontribueixena la toxicitat, jaquel laseva mida excessiva els impedeix
.-que travessm les membranes dels rmcroorgamsmes i, pertant, la seva assimilacio.

Peraltra banda, laseva bloacumulaaé ilasevabaixa velocitat de despohmentzaaé '
pot suposar perllacsirius, a llarg termini, una\dlsmmucxé dela Huminositat de les' :
aigiies, i, per tant, es produma ‘una dlsrmnuaé dela fotosmte51 reduint I' oxigen

dissolt. A més a més, els. tonms iles reines tenen un efecte t6x1cs sobre els peixos i,
 altres mlcroorgamsmes marms S - '

o
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 Elslleixius negres

Els llexius negres s6n aigiiés residuals -p;roc"ed'e'nt‘s dindistries de lipasté de
v paper que utilitzen un procés alcali per a'la coccié dela maténa primera vegetal
‘ ‘destmada ala produccxé de polpa ' ,

‘

Son eﬂuents amb una elevada cérrega orgémca iamb caractensthues tbx1ques\

i mutagémques, ‘degudes a compostos de baix pes molecular La preséncia de

| : pohmers d'alt pes molecular (hgmna) faquela blodegradablhtat d'aquests efluents

sigui forga balxa, a la vegada que els donen un color marr6 fosc

El pnnapal proces alcah uuhtzat actualment és el procés al sulfat kraft vist _

: v__antenorment Arabé, en1'Estat espanyol i paisos menys desenvolupats el polpeig -
: ambsosaencaras uuhtza, sobretotenla producaé depastaa parhr de maténa no-

o -llenyosa ‘

En el proces en sosa el llexm uhhtzat enla cocc16 és una dlssoluaé de sosa’
. céustlca al 8-10 %. Durant la cocci6 es formien lignosulfonats sodics, que s6n el .
- principal constituient dels llexius negres, juntament amb productesdela degrada-
ci6dela hgmna, la cel: lulosa, sals sodiques d' aads orgamcs complexes il'exces de ‘

' sosa

\\

4 La coccxé en condlaons alcahnes dissolt la ma]or part del matenal no cel-luldsic
~delamateria pnmera (hgmna, ‘hemicel- lulosa, reines; etc). El procés esbasaen una
- despolimeritzacié dels fenilalqui-eters. El trencament dels enllagos dter contribu- -

© eix essenaalment a dlsmmmr lamida deles molecitles deligninaial mateix temps

-es generen 1ons fenoxid, fent quela hgmna sigui més soluble en medi alcali. Com"

i

. 'lesreinesi els éads grassos sén solubles enmedi alcali, s'extreuen tambe durant la
~ cocc16 ' T : v

v

- procés del polpeig amb sosa. Com es dedueix de la taula, el contmgut en lignina

. ~suposa un poc menus de la meitat dela cérrega organica contaminant dels llexius

- negres. Lamatériabiodegradable, comelsacids grasos volatilsisucres, suposen del

19 al 45 % de la DQO dels llexius negres Elseu contmgut en solids varia entre el -

. Els llexdus negres sén efluents "éltamérjt cantaﬁﬂ;\ants; En la taula i.17 (Sierra, .'
1991). podem veure la composici6 basica d'alguns llexius negres procedents del

14i 18'%.El pH és elevat, entre 9i 14ilaDQO (Demanda Quimica d Ox1gen) entre

- 251 200 g/l (Slerra, 1991; Velasco, 1985 i Zuxuan, 1983)

-4
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‘Processos de tractament

, ‘ . : :
- $'han provat i proposat dlferents processos pel tractament dels llexms
. hegresen la mdustna paperera En general es poden englobar dms els séguents -
grups: i :
- Tractamentde ptedpitadé'sén‘efectihspéreliminérelséompostosre‘i'nosos, L
que sén les prindipals ‘substancies amb- caracteristiques inhibitdries dels
llexxus negres ‘Laprecipitaci6 es pot fer mlt]angant AClds osals dio tnvalents

1 pohelectrohts

" Per prééipifacié acida (HCI) s_'va.cons‘egue_i'x‘la completa eliminacié de
la toxicitat metanogenica dels llexius negres de pi (Field, 1988): La
ma]or part de la toxicitat dels lexius 1 negres es troba en’la fraccié
_ solida. ‘ ' '

A1x1 mateix per addlcxé de CaCl2 saconseguelx també la detoxxﬁcaaé"
completa dels llexius negres de pi (....). A més, I'addici6 de cations provoca'
una disminuci6 en la coloracié de leﬂuent per prec1p1tac16 dels derivats

hgmmcs d'alt pes molecular. o

La precipitacié té'l’inconveriie_nt de generar un sdlid i eliminar-loiincremen-
_ ‘taels costos i no solventa el problema de la contmiacnié final.

- Incineqrac':iév €s recuperen part delé reactius utilitzats durant el procés i s'obté
energla Consisteix en una etapa d'evaporaci6 segmda d'una mcmeraaé Cal
temr molta cura amb les emissions a l'atmosfera ' '

L alt cos i els riscos ecolbglcs de la mcmeraaé limita las seva utilitzacié a
- empreses amb elevat volum de produccné fent 1mp0351ble la'seva aphcaaé \
- - ales petites empreses. :

o _'—- Tractaments oxidatiuSi poden dividir-se en oxidacions que polimeritzen els
compostos aromatics i oxidacions ‘que destrueixen l'estructura aromatica.
-Tractaments amb O, o H,O, poden utilitzar-se per deéstruir l'estructura
, aromatica de compostos aromatics recalatrants convertmt-los en acids .
carboxihcs sunples Aixi,en estudis reahtzats amb aquests ox1dants s ehml
na paraalment el color S, S




i Per altra banda els tractaments ox1dat1us que causen pohmentzaaé poden a
convertir els tanins, per exemple, en compostos ‘hiimics d' alt pes molecular
 (Field, 1990) que tot i ser recalatrants donat el seu elevat tamanys molecu-
- lar, no son t6x1cs : e

A 'Malauradament l'elevat cost dels oxidants qunmcs fa que aquest proces
no pugui ser aphcat a escala mdustnal d'una Jmanera econbmlcament -

v1ab1e R
| Proceésos biologics . . . v

é

- Tractaments blolbglcs els llexms negres no es poden tractar dlrectament
.+ ! mitjangant tractaments blolbglcs convencionals degut a la- presénaa de
" compostos toxics, tant pels bacteris anaerobis com pel aerobis, com reines, _ -

;grelxos 6 tanins. Cal doncs, diluir el 11ex1u negre fins a concentracions sub- e

o  tdxiques amb altres eﬂuents poc contaminants del procés, 0 bé dllulr-lo amb
L 1 eﬂuent d un tractament bloléglc anterior. : '

» L' alt contmgut en hgmna fa que la blodegradabmtat anaerobla dels 11ex1us‘ .
', . negressigui baixa. La propietata recalcitrart dels compostos deligninadialt
. pesmolecularen amblents anaerobis ha estat estudlada en d1verses ocasions .
‘ (Slerra, 1990) Co '

a Per augmentar la blodegradablhtat anaerbbla dels llexms negres pot fer-se
o ©oun tractament previ d la ngeshé anaerobia. L'ox1dac10 dels compostos '
. -aroméhcs i xenoblbhcs pet fongs hgmnohtlcs sembla una alternativa viable

’ als’ processos de pretractament com oxxdaaé i prec1p1tac10 T ¥

- Detaxifi'cacié ‘,biolc‘)'gica '
S ‘ L
v Enznns i nucroorgamsmes poden ser: potencxalment uuhtzats per ‘reduir la
toxicitat dels LN i augmentar el rendiment d'un’ postenor tractament anaerobi,
‘perd malauradament aquests t1pus “de. pretractaments encara no shan provat -
- suﬁmentment amb el LN com per. t:reure n conclusmns :

. és diluirl'influent anaerobi ambl'efluent del tractament aerobi (Habets i col ,1991)
aixi s'aconsegueix la degradaaé de compostos t6x1cs (resmes) que no podnen ser. -
' degradats directament pels bactens anaerobls ’ N

-
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' “
Com

hn ox1dac10 destructxva de compostos recalatrants i xenobidtics per l'act1v1tat de
. fongs lignolitics podria ser ina alternativa biologicaala destrucci6 per compostos

quimics del tipus O, i H O L'activitat lignolitica és una activitat metabolica
secundaria. Aixo 51gmﬁca que, malgrat que l'activitat lignolitica no esta associada

' al creixement, es necessita un substrat blodegradable (és a dir, un co- -substrat). El

co- substrat es necessita perala produccié-de radicals oxigenats que destrueixenles

estructures aromathues En aquest sentites pot considerarel co-substrats com una
alternatlva barata als oxidants quimics cars. Perque l'aplicaci6 de fongs hgnohtlcs
' 51gu1 econdmicament interessant, és necessari que el co-substrat 51gu1 una part de
l'aigua re51dual o un abocament sense. valor econbrmc

v

Els fongs hgnohtlcs han estat aphcats amb’ antenontat per 4 1a decoloracié

*d'efluents de blanqueig a escala laboraton i serm-pllot Aquests fongs han estat
immobilitzats ‘en diferents reactors, com ﬁltres de percolaci i discs blOlOglCS

- rotatius. Els fongs immobilitzats també s han uhhtzat en reactors continus pera '
. decolorants efluents que no han estat estenhtzats i han treballat: durant periodes

| - llargs (mesos) sense problemes de contammaaé ni perdua d'activitat (Eaton i col.,
- 1980; Eatoni col., 1982; Livernoclei col., 1983; Messner i col., 1989). Les condlaons

esteérils només s6n necessénes per al creixement dels fongsiperal atrapamenta

materials suport Com «co-substrat per a aquests 51stemes s'’han uuhtzat lots de
. paper que sén productes re51duals de la mdustna del paper. :

1

1y Es unportant assenyalar que durant la decoloraaé no h1 ha depuramé completa

~en el sentit convenaonal d'ehmmacxé de fraccions blodegradables de l'aigua -
. residual. ‘En els millors casos s'ha eliminat fins aun 45% de la DQO biodegradable =

i en altres casos més DQO' despres d'aplicar el tractament amb fongs lignolitics no

. poden ser considerats comun sistema complet de depuraclé sm6 comun pretrac-

Y

" tament S R

L‘atac dela hgmna per fongs hgnohhcs no porta a la seva destrucaé completa

perb si que ocasiona la destrucci6 parcialila despolunentzaaé (Sundman icol,

~1981). L'ob]echu dels estudis citats antenorment era la decoloraci6 d'efluerits de -

_paperera, perd s'ha investigat molt poc en l'efecte que poden ténir aquests tracta-

ments amb fongs lignolitics per aaugmentarla blodegradablhtat delesligninesper -
 bacteris en els sistemes de tractament anaerobi. Degut a que l'alt pes molecular de

'. ~lalignina. és la raé hés unportant de que sigui recalatrant per als bacteris (Field,
. 1989; Kirkicol., 1987) s' esperd quela lignina pot ser més blodegradable desprésde

. la seva decoloraci6 per fongs lignolitics. Si fos aixi, la combmaaé de tractaments
. .’amb fongs i bacteris en sistemes de' depuraaé pot: produlr un augment important

Vde la blodegradabxhtat de Ia lignina. © . '
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- L'efluent: els lleixius negres

voe

. - B - . 1
N » . N o b Tt
Yo . o K]
: N ’ . ST R

‘ L efluent uhhtzat en aquest estudl han estat lle1x1us negres de canem obtmguts L
R - una planta de pasta de paper, CelesaS:A., su-uada a la locahtat de Tortosa al Delta N
de l'Ebre ' S ' )

TN

Els 11e1x1us negres sén algues re51duals altament concentrades descarregades o
durantla produccxo de pasta qunmca en les inddstries del paper que no utxhtzen.‘ B
tecnologies netes perlarecuperacié dels productes quimics. Aquests lieixiussénde: -
color marr6 fosc, amb pH basic al voltant de 12, i estan prmc1palment composats :
- de materials organics, tals comla ligriina i altres components fenolics. Els polimers ;
denvats de’la hgmna tenen propietats tox1ques (Slerra, 1991) i el color marronds, . ‘; -
S ide l'eﬂuent pot augmentar la -disminuci6 de la fotosintesis. Aquest efecte a més, '
L provoca una disminuci6 en la concentraaé d’ox1gen dissolt i altera l’equ111br1 '
) ecolbglc, per tant, la descérrega de grans quanhtats d’aquestes aigiies resxduals en
els corrents i océans podna ocasmnar greus problemes en el medi amblent '
En aquest capltol es presenten les caractenshques dels llexxms negres uuhtzats '
~.duranttotel treball. Haviem observat queels lleixius negresa pH acid précipitaven
"‘ ; alguns compostos ien ﬁltrar-los aquests compostos quédaven retmguts enel paper
de filtre. Justament la preapltaaé per l'acidificaci6 dellleixius negres és unade les.
 formes per. destoxxﬁcar—los, c6m ja s’ha comentat en l’apartat anterior; sabjem ‘
tambe,(] Field, comumcamé personal) que el pH tema ma]or mﬂuenaa en el color; .
que enels compostos aromatics. - . o i

Per tant, anahtzem ‘en’ aquest apartat la: mfluénaa del pH en els d1ferents -
v L metodes analitics. emprats, comel color, els compostos aromaticsila distribuci6 de
' o tamanys ‘moleculars. Fmalment fem una proposta de' correcci6 en 1a mesura del
" colori dels compostos aromahcs, ided cara al propers treballs un canvien el métode
anahhc : : : R ' '
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- Meétodes analitics .

L’absorbénaa dela mostra a l’espectre de l’ultravmlat a280n nm'en cubetes de
quarz d'lcmva ser uuhtzada comindicador dela concentracié total de compostos

aromatics. Les mostres de l’a1gua residual filtrades-eren diluides amb.el tamp6’ )
tetraborat 0.02 MapH=9.1; generalment, es feia aquesta ¢ dilucié, per tenir absor- o
- bancies: mfenors a 0 8 unitats, correspoma a O 030 ul de mostra amb 2mlde tampé ‘

~1

I

d11u1des amb el tampo tetraborat 0. 02Ma pH=9.1pertalque tmguéssm absorban-

" ciesinferiorsa 0.8 umtats, generalment amb una d1luc16 de 100 ul de mostra i2 ml~ o
: de tampé jaera suﬁaent ‘

2

A

La demanda qumuca d’ox1gen (DQO) va ser determmada d’acord amb els .
~-metodes proposats pel Standard Methods (Standard Method, 1985). En les dades.

‘L absorbancxa en l’espectre del wslble 2440 nm en cubetes de v1dre delcmva .
‘ser utilitzada comindicador del color. Les mostres de 1'aigua resndual filtradeseren -

~.delaDQO d’aquest treball s’ha descomptat l’aport de DQO deguda a la glucosa en . ‘

el medi.

- la dlstrlbuaé de tamanys moleculars vaser estudJada per cromatograﬁa de gel N
ﬁltracxé uuhtzant el 51stema de FPLC (Fast Protein L1qu1d Cromatograﬁa) de ©
Pharmacia LKB, equlpat amb elprograma FPLC- Manager, i un -detector UV '

(280 nm);50ul de mostra (filtrada amb un filtre Mﬂhpore de0.2il) éreneluides amb

una soluci6 de formarmda al 20 %, a un cabal de 0.5 mi pert minut. Es va umhtzar B

3 columnes amb el rebliment Superdex la Superdex 75 HR 10/30 que diferencia

- pesos moleculars fins 75 kDa amb un volum 25 ml; la Superdex 30 HR 10/30 que .
_ dlferenma pesos moleculars fins a 10kDa, i finalment la Superdex 200 HR 16 /60
. que diferericia pesos moleculars fins a 200 kDa i té un volum, aquesta darrera, de

120 ml. En I'annex s ad]unta un cahbrat per les diferents columnes L

' La toxicitat va ser determmada amb 1’ aparell Microtox System de M1crob1cs -

. Corporauon, basat en el percentatge de perdua de'la Ilum emessa per un bacteri
bioluminiscent (Photdbacterium phosphoreum)en. posar-lo enunamostraapH7.El
valordelaEC50(t,T)a5 rmnuts i 15°C representala concentracxé efectivade mostra

' que causaun 50% de disminucié en la llum emesa sota tines condicions determi-.

. nades de tempsi temperatura Es va utilitzar aquest métode, enfront d’altres com -
‘la Dhapma magna, perqué esta igualment reconegut per la legislacié -catalana i
' europea— ‘€s més reprodulble, té un temps d’ énah51 molt més curt i és v1able,"

’

o
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‘també el comengaven a uhhtzar

: sorbénaa

l‘anahtzar un gran nombre de mostres Ar mes a-més, d’altres grups aenhﬁcs S

d’'investigacié de tractaments d’algues re51duals de paperera (Lema Ber_gbauer) '

' Les reducaons de EC50 les. expressem com (ECSOﬁna, EC50mm,)/ ECSOmml

" .Donat que en aquest treball ens refetirem sobretot a rediiccions, volem remarcar -~
" ‘ nomes perqué serveixi com a exemple indicatiu- que una reduccié de 2, equivala
. - dir, que una a1gua el 10% de la seva concertracio ‘produia una inhibicié del 50% -
... (EC50), després de tractar-la per causar. aquesta mateixa’ 1nh1b1c16 hauna d’estar
"‘concentradaal30% v . S :

)

‘. ;

Les mesures d’absorbénaa (métodes del color, aromatlcs, DQO imés endavant

_ éssalg enzimatic) es realitzaren amb un espectrofotbmetre Cary 13 UV/VIS, de -

Variant, amb celdes termostatltzades i control de- temperatura, i un software
programable per cada métode La precxsné de l’aparell era fins........., umtats d’ab-

PN

-

. Caracteristiqixes'mitj-a"nés dels,lléiXius negres |

Les caractenshques rmtjanes d’aquests 11e1x1us negres eren:

DQOtotal .. v UL agrg/le o
DQOsoluble- .. .. - 176g/1 . '
.« Components aromahcs Lo 9278
" . Color v T T 651
S TpHS 12660
BCEE ~12(:50',_; o 0.3% :

g

En els expenments que es presentaran enels propers capxtols abans d utilitzar,
els lleixius negres eren tractats dela segiient forma 70gde l’eﬂuent eren afegitsen -

. una soluci6 que contenia 930 ml d’algua destil. lada i 1.6 ml de HCI concentrat i
7emmagatzemat a4°C. Sempre que ens refenrem als lleixius negres, ens estarem .
. referinta aquests 1leixius acidificats. En aquells casos que volguem referir-nosals
, 11e1x1us sense ac1d1ﬁcar ni dllmr, els anomenarem lle1x1us negres concentrats ‘

- -

‘ Aquests lle1x1us negres no contemen suﬁcxent font de carbom i mtrogen assimi-

 lable per permetre el crelxement per tant, era necessan afegir una font de carboni
.1 nitrogen addmonal Es va utxhtzar glucosa a diferents concenttacions finals i
" NH4Cl per« obtemr una concentraaé final denitrogen. de 751550 ppm.Una ahquota '
' de26. 25 ml d un med1 (18) amb microi macronutnents eren afegxts all de llelxxus
L negres

.vl « ‘
v o, L




ﬁ‘

La composmlo dels macronutnents (Kll'k icol, 1978) erala seguent 20 g / 1 de

. KH PO4, 5g/1de MgSO, 7H 0, i1 g/1de CaCl,. La composici6 del micronutrients -
(Kirk i col,, 1978) era la segiient: 1.5 g/1 de mtnloacetat 30g/1 de MgSO,7H,0; . ,

":05g/1deMnSO H,0, 10g/ldeNaCl Olg/ldeFeSO 7H,0, Olg/ldeCoSO

* 01g/l de ZnSO,, 0.082 g/l de CaCl2, 0.01 g/I-de CuSO, 5Hzo 0.01 g/l de |

T AlK(SO4)2, 0.01 g/l‘de H,BO, i O 01 g/l de NaMoO

En els cultlus quees tamponava el medis ut1htza com a tampo l’éad Z—Z dJmetll .'

L, sucamc(DMS)OlM és a dir, 77g/l
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Inﬂuencra del pH en la dlstnbucm
de mldes moleculars :

Per tal de veuresi el pH mochﬁcava la composraé dela part soluble dels lle1x1us o
" negres es van fer analisis’ per cromatograﬁa FPLC eri unia columna Superdex200 e

Vam agafar una mostra de 11e1x1us negres sense tractar a tres pH drferenm 3.88,4.7

" 'i129. Les ﬁgures 0.1,0.2i0.3 corresponen als cromatogramies (500 wl) de lamostra

apH 3.88,4.71129, ﬁltrades i eluides amb formamida. Les. diferéncies enitre les
. dues primeres ﬁgures ila:figura 0.3 s6n prou ev1dents A resaltar que a pH basic

" Yarea anterior-als 110 primer’ ml represer\ta 10.7 AUml iapH acid només

" representa1 AU'ml En general en ac1d1f1car i filtrar postenorment hem perdut -0
hem deixat en el filtre- bona part dels compostos d'alt pes molecular, en una
. proporc16 aproxrmada de1a10.5i comparem ara-els cromatogrames deles dues
" primeres ﬁgures -figura 0. 11 0.2- les formes dels' cromatogrames sén la mateixa, i
~enla pnmera figura en els pnmers 113 ml haunem mesurat 2 3AU'ml, es a dn',
aprox1madament el mateix. : ' ' '

La ﬁgura 0.4 mostra el cromatograma de la mostra 1mc1a1 a pH ac1d obtmgut en

" una columna Superdex 75.Lesfigures seguents 0.5,0.610.8 es refereixenalamostra

inicial eluida a diferents condlaons enla columna Superdex 30, totes ﬁltrades i

- eluides amb formarmda

Taula 01 L o R K -
'Cromafograma . Columna - - - pHdélamostra ' Altres
S . --abans de filtrar-la - - N _
".'Figura 01 . "-Superdex"ZOO © .7 . 388 ‘- . Noesterilitzada.
Figura0.2 ~  Supérdex200 - -0 47 °  ° .Noesterilitzada
"~ Figura0.3 - Superdex200 : . .. 129 . . Noesterilitzada "
, - Figura04. Superdex75 - . 45 . - ~ - . esterilitzada
- Figura0.5  Superdex30 . . = 45 .. *" “Noesterilitzada -
" Figura0.6 Supeidex30 . 45 . esterilizada

- Figura0.7 ~ * * Superdex 30 - 120 esterilitzada -

 Taula0.1. Resunt dels cromatogrames preséntnts en les fig1-4're§ 0.1-0.7 _ o
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. En leshgures 0.5 -pH ac1d no estenhtzat- 106 —pH éad estenl- podem observat -
- Tefecte que sobre la mostra té estenhtzar-la o. mantemr-la sense esterilitzar. En
estenhtzar l'area total se'ns reduexx enun 40% :

LR

| : Inﬂuenc1a del pH . |
- en la mesura dels compostos aromahcs

2 El pI-'I te una mﬂuenaa en la m'esura dels compostos arométicé pérqixé:

P 3

o L. —En ac1d1f1car, pH<6 prec1p1ta hgmna (alcahhgmnes) per. tant, en ﬁltrar

' L abans d’addlcmnar el tampé (pH= 9) estem eliminant matéria orgamca en
: forma de compostos aromatics; a  partir de’ pH supenors a 6 unitats el valor

SN dels aromatlcs no vana galre e N .

',7— Ara. be, si pnmer addlcxonem el tampé i després ﬁltrem qué passa’? Si la
. mostranoés suﬁaentment gran, tampoc agafanem les parhcules sbhdes de
e - la hgmna, i, hauna serv1t de ben poc afegu el tampé abans '

Per tal de determmar la mﬂuencxa del pH en la mesura. dels compostos '
aroméhcs vam reahtzar els expenment 0 1i0. 2
En l’expenment 0 1 mesurérem els compostos aroméhcs dels llevaus negres a set
: pH diferents en el rang, de2ai2 la mesura dels compostos arométlcs lavam fer tal
.. com s’ha descrit en l’apartat de métodes Es a dir, tenféem set solucions de leixius -
- negresa pH diferents, Vam agafdruriamostra de cada soluci6, la vam filtrar; i despres
' del filtrat en preriguérem 0.03 ml que es barre]aren amb 2 ml de tamp6 tetraborat a -j
' pH 9.2. Es mesurava l’absorbénaa d’aquesta soluc16 a la longltut d’ona de 280 nm.
En l’expenment 0.2 paruem dels matelxos 11e1x1us negres ‘a dlferents graus
R ¢ aadesa queen l’apartat anterior. Ara bé, vam mesurar els compostos aroméhcs ’
de forma diferent; prenguérem una mostra de 0.03 ml d’aquests lleixius negres, li
barre]arem 2ml de tampé‘tetraborat i la soluao resultant’ la vam ﬁltrar, ala soluc16
' ﬁltrada 11 mesurarém l’absorbancxa a280.nm. L

) .Enla graﬁca 0 la presentem eIS’resultats de l’expenment 0 1 enfront la mesura
de l’absorbéncxa, ienla grafica0. 1b tels resultats de l’expenment'O 2 també front la

mesura de l’absorbanaa -

By

:_ R

L'anah51s de les dades de l’expenment 0 2 l’hem fet des de dos punts de wsta
dlferents a) acceptem que la mesura dels compostos aroméucs podnen vanar amb

e
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. ser el matelx i

minima «grafica 0. 2b- i, per tant, a d1ferents pH ‘el valorde l’absorbénaa hauna de:

A

.~ En la gréﬁca 0.2a hem representat la recta de regressi6 , que relacionarid’ . N
: l'absorbAncxa amb el pH. Aquesta recta de pendent negatiu, igual a -0.0186, ésa -
dir, per pH. basic els compostos aromatics disminuirien, tindria un coeficient de ".
. » Tegressi6 R*de0.54. Ewdentment lacorrelaci6 deles dadés noés gensbona. D’altra {
.- banda, hem dibuixat en la mateixa grafica 0.2a els marges que deﬁmnen un rang ‘

de conﬁanga enn'e la mesu:a_expenmentql i la prewsta del 95%. .

Enel supbsu que el resultat prewst hagues hagut de ser una constant el valor

- mitja. d’aquesta sdtie de 7 mesureés seria 0.583 unitats d’absorbémaa La desviaci6
estandart representaria-un errordel14 % enl'absorbancia. Ara bé, si menyspreem
el primer d'aquests punts, (pH- 1.33), perque con51derem que ha pogut haver
" algun error en I'analisis, ia més a més, tampoc treballarem a aquest pH, lavors -
- l’absorbanaa mlt]ana seria 0.5642 -amb una desv1ac10 estandard de 0.064 unitats,
ésadir, del 11 % Enla graﬁca 0.2b hefn dibuixat els mateixos punts expenmentals

i hi hem afegit la desvmao estandard de 0 056 unitats d’absorbénaa, la ratlla i

- "‘hontzontal correspont ala rmt]ana ' : : .

‘ Sx -ara retomem a l’expenment 0 l ihi representem la desv1ac16 estandar L

‘ ,_.obtmguda de les mesures de l’apartat anterior, obtenim la: graﬁca 0.2c. Amb

L intuir una tendénma El punta pH5.79 sortiria d’aquesta tendéncia marcada per la

' —'_:64‘ -

_ Testa de dades, si l’ehmmem el comportament ja és més logic. Hi ha una primera
. faseen 1a que el pH té una graninfluéncia, (aprox1madament fins pHal voltantde

6), i, després aquesta mﬂuénma _desapareix completament Aquesta hipotesis

. quedaria també validada a partir dels valors obtmguts a pH 6.091 12.21 en els .
" experiments 0.1i 0. 2. Aixd, apH 6.09 l'absorbéncxa en l’expenment 0.16sde0.5465

ien l'expenment 0.2de 0. 5294; si aquests dos valors han de comcxdlr I'error comés

seria inferior al 5 %, i el mateix succeiria a. pH 12.21, on'’ tenim-0.4938 unitats’

. el pH, i, per tant, intentem trobar una correlacié lineal enitre la mesura de l'absor- -
- banciaiel pH -graﬁca 0.2a-;ib) la variaciédels compostos aromatics amb el pH és

4

(o

- aquestes dades es fa dificil intentar establir una correlacxo 1ogica, ‘perd hi podem '

i . .

d’absorbancia en l'expenment 0.110.4798 unitats en l’expenment 0.2. Aquesterror

mfenor al 5 % estaria més d’acord amb el calculat per - XF. (....) queel x1frava enel

5% pel mateix métode i la mateixa aigua. Si considerem aquestes darréres quatre ‘
~dades, enles que Y'absorbancia hauria de ser la mateixa, la rmt)ana valdna 051238,
. ila desviaci6 estandard-0.03088: que eqmvaldna al 6.02 % d’error en la desviacié

esténdard D’altra banda, hem ditque hi hauria un mterval en el que I’absorbancia

" dels compostos aromatics no dependria del pH; a partir ¢ dé les dades de I “experi-
ment 0 1 -que correspoh ; al métode analmc emprat en tot el treball- podem suposar o



QQe aq’u‘eét interval fos el delimitat pe‘rile‘s drreres quatre dades -de pH 4.86 fins pH
basic, sense comptablhtzar el puntde pH 5.79-; llavors, la mitjana seria de 0. 50058 ’

' unitats d’absorbancia, amb una deswaao estandard de 0.03124 unitats, que torna-
. riaa representar un errordel 6.2 %. Aquesta nova desviaci6 estandardl'apliquem -

~alspunts de l'experiment 0. 1 en la grafica 0. 2d. En ‘aquesta mateixa graﬁca 0.2d hi
ajustarem una corba, que tindra la seguent fonna : :

Eq_uacié 1: I o
_— . : Absorbancia_, . x pH '
A = - i - maxima .
Yu(PH) (PH + K1)- K2
o 0S5I605XpH o
A (pH 017 .
m(p»_) (PH +225298) st

- onA representa l’absorbéncia ‘

Aquesta corba ens: md1ca com varia l’absorbéncm a 280 nm -uhhtzada per

, - mesurar els compostos aromatics- a mesura que varia el pH dels lleixius negres

- sense tractar. Prendrem coma valor maxim de I'absorbancia 0.54699, el correspo-
- nentapH 12; és a dir, suposem que aquest serid elvalor real de Labsorbénaa a280
- nmdela mostra inicial. . o :

Per tant de l’anah51s d’aquests resultats podem concloure que Terror en la
‘mesuradels compostos aromatics amb el metode utilitzat és alvoltantdel5 %, iper - ¢
pH mfenors a 6 l'acidesa del med1 precxplta alguns compostos aroméhcs que '
queden retmguts enel paper de ﬁltre L : : L

.Inﬂuéncia del pHenla m‘esura,del color -

5 4
Per tal de determmar la mﬂuénma del pHen la. mesura del color vam reahtzar o

els expenments 03i04. Aquests experiments ‘es van realitzar perqué haviem = -

- observat que els 11e1x1us negres a pH acid preapltaven alguns. compostos i en

ﬁltrar—los aquests compostos quedaven retmguts en el paper de ﬁltre

"En l’expenment 0.3 mesurarem el color dels lle1x1us negres aset pH diferents en’
elrangde2al2.La determmaaé del colorlavam fertal coms’ha descriten l’apartat

" demetodes. Vam agafar una mostra de cada soluci6, la vam filtrar; i despres dela -

. part filtradaen prengueren 0.Imlquees barre]aren amb 2 ml de tamp6 tetraborat
“-apH9.2.Esmesuraval'absorbancia d’aquesta solucié alalongitutd’onade440nm.

. . 1
4
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En l’expenment 0 4 partlem dels mate1xos 11e1x1us negres a d1ferents graus
.d’acidesa que‘en l’apartat anterior. Ara bé, vam determmar el color de forma
‘ diferent: prenguérem una mostra de 0 1ml d'aquests 11e1x1us negresa diférent PH, '
' libarrejarem 2 mlde tamp6 tetraborat, i la soluao resultant la vam filtrar; la soluci6 :
. ﬁltrada li mesurarem l'absorbancxa a 440 nm ' '

, En la graﬁca 0 3a presentem els resultats del expenment 0 3 en la mesura de

.. Yabsorbancia, i en la grafica 0. 3b els resultats de l’expenment 04 també en la

{

_ mesura de I'absorbncia. ST b .\‘ o
_ De la séne de set mesures fetes en l’expenment 0.4 podem calcular-ne la mlt]ana
ilaseva desviaci6 estandard: 0. 23704 unitats d’absorbancia per la mitjana i0.0123 .
unitats d’absorbénaa perla desviaci6 estandard. Es a dir, la desviaci6 estandard -
representana un error del 5 % solament Aquest es un error acceptable
En la grafica 0. 4a hem representat els valors de l’expenment 0. 3 i hem marcat >
el valor mig obtmgut de I’absorbancia en l’expenment 0.4, amb la seva desv1ael6
esténdard A mes amés, hem fetla regressuS de la recta que correlacxonana elssis
, pnmers punts expenmentals corresponents alspH més écxds Larectarepresenta-  ~
da, amb un coeficient de regressi6 R? de 0. 967 tmdna de pendent 0. 03743 ies
podna escriure com seguelx o : ' '

y
Y

R A‘m (pH):f’-o.00564\+.0.03743 ’pH co T
"En aquest cas, el pendent posmu mdxca que ‘Y'absorbiincia mesurada en les
" v mostres filtrades és inferior a la real i, per t tant, es correspondna amb el fenonem.
~ obserbat quea pH acids, despres de filtrar la mostra, aquesta. perd1a bona part del.
color Abans de ﬁltrar aquesta pérdua no sempre era apreaable g S
Aquesta recta seria: aphcable des de pH 5c1ds fms pH de 6.15. A aquest darret
pH el valor mesurat ja entraria dins el valor previst per la desv1ac10 estandard del
- valor mitja ‘utilitzat coma referéncia i considerat coma real. Aquesta hipdtesis es ,
veu reafirmada pel fet expenmental quea partlr d’aquest pH aquest jano 1nﬂuexx o
en la mesura del color. :

Pnnc1palrnent en els expenments que es presentaran enels seguents capi-v I
tols el pHde partlda dels lléixius negres era'dé 4.5, i s'alcalinitza fins 5-6,ien
els procesos en continu finé 7-8. Per tant; vam considerar 1nteressant mtentar

' -establir algun’ t1pus de \correcc16 de la mesura‘del color i dels compostos .
. aromatics amb el pH per.poder avaluar la var1ac16 d’aquest parametre durant
el procés de degradacm ja que malauradament es van fer les mesures ﬁltrant

e
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' aromancs amb el pH és totalment analeg, a excepcré que es partiriade - ”
equac16 I, enlloc del’equaci62,icomjas’ha expllcat s agafa com avalor real
del'absorbancia d’una mostra de lleixius negres sense tractar el valor obtmgut :
rdel’ equac16 TapH12; aixi doncs; a partir d’aquest pH no tmdna sentitaplicar
~la correcc16 pels compostos aromatics. :

CR

E - -
- .

i

: abans d’afegir el tampo A contmuaaé presentem el metbde de calcul dela .

correccié del color amb el pH;’ el métode de la corréccié dels compostos

L
./‘ .
. o

-Pr’oéés‘ .de 'cilcril'per la eorreeeié del color en funicié del pH .

- Hem determinat que en mesurar el color d’una mostra de lleixius’ negres.

- amib el métode utilitzat és comet un error que el podem quanhﬁcar per cada

N

. ‘pH."Aquest error el podem expressar com a percentatge de I’absorbancia
mesurada, i aphcar aquest percentatge anoves mesures de les quals desconel-
‘ xem el valor real. :

r

El metode_ de ;célerll ‘S‘eria.ellsegﬁeht:

*Per una mostra de HED(luS negres ahment concreta hem ambat ala conclusré

' '_que la seva absorbancia era de 0. 23704.

Equ’ati.é-3=

¥ Hem establert una relac16 entre l’absorbéncra mesurada iel pH de la mostra

':‘_;‘Eq'ixaciézz B .

. o m(pH)--000564+003743pH

Expre5516 véhda per pH< 6.15

P Defmim Yerror com la distancia que hi ha entre I'absorbancia reali 1’&bsdrbén- L
. cia predlta per la correlacié antenor (eq. 2)per cada pH, i calculem el percentatge
. d’aquest error, que l’anomenem E refent a I’absorbéncra caIculada A 480(pH) per

~ .

'equaci6 2. , :
* L’absorbénma correglda amb el pH sera:’ -

.
z R

NI _A.=Absorbéncia¥ a=A +A V-E"l

rregida mesurada mesurada
. . ’ Lo

Expressxé vahda per pH< 6. 15

¥ El color correg1t amb el pH seré 1gual a l’absorbénaa correglda (A ) multxph- h

cada per les dﬂuaons reahtzades per mesurar. aquesta absorbancra, és a dir,

» .




_Equ‘a‘xci64':h S .- R .
R ' Color Absorbéncxa

v N corregltambel pH' ™ correglda

21
Expre5516 valida per pH< 6. 15 ,' ll L

. De forma anéloga la reducaé del color correglt amb el pH seguua la seguent

- expre5516
. S . oo . " '
: lEquacié 5: S
% reducaé del colorcorreglt ambe PH %c&murﬁc_.m_w&égﬁ
: . corregltambeIpH

-Exprés"s'i_é‘valida per 'pH< 6.15 . )
Ara bé, l’expressm del color’ correglt amb el pH (eq 4) només és  estrictament
~ valida per mostres de lle1x1us negres sense tractar. Igual succeeix per l’expres516 L
(eq 5) dels compostos aromatics corregits. Extendre la seva validesa a les mostres
- de lleixius negres’ tractades suposa accéptar que l'atac que es produexx durant el
tractament als lleixius negres, ien espec1al a lalignina, afecta a tots els compostos‘
per 1gual i en el mateix percentatge. Es a dir, equ1val a suposar que totes les
.molecules causants dél color iels compostos aromatics en els lleixius negres sén -
" atacades perigual, i aquestatac té uns efectes eqmvalents entre sienlamesura del
color i dels compostos arométxcs o : " g ST g -
Per tant, en els expenments que presentarem en els propers capltols podrem
comparar el color i els compostos aromatics entre:- - v
~ *les mostres 1mC1als de lleixius negres, en les que podem correglr el valor
mesurat del color'i dels. compostos arométlcs en funaé delpH;
B les mostres finals'o intermitges que tmgum un pH superlor a615 que no
: nece551ten correcci6 pel pH en el color 1 de pH supenor ab6 pels compostos
aroméhcs o o o -_‘v :
D’altra banda, malgrat que la correcc16 del color i i dels compostos aromatics -
calculada tingui una aphcacxo estricta molt limitada, som conscients.-perqué ho
hem observat, i ho hem comprovat expenmentalment amb una mostra inicial- de
la g'ran influéncia que el pH en-lazona acida té sobre el color iels compostos'
‘aromatics. Es per: 2ix®, que en alguns casos espeaﬁcarem que ‘estem donant valors

del color i els compostos aromaticsamb la, correccié del pH, només com unintent '

d’apropar-nos al maxim-a la realitat, per tal de donar una mterpretaaé ﬁsma al”
. color i els compostos aroméhcs calculats ; ‘

U e

e
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Totes aquestes conecaons no senen necessanes si mtrodu1551m una mod1f1ca-
-~ €i6 en els metodes de’ mesura del color i dels ‘compostos aromahcs utilitzats en el

o present treball: filtrar la mostra o centrifugar-la despres d’haver-lamesclatamb el .

. tamp6 tetraborat. Aquesta ha estatuna deducciéa laque s’haarribat quan el treball -
d’aquesta te51s ja's’estava ﬁnahtzant iper a1xo, no sha pogut aphcar en aquest

_ ‘treball: Som conscientsde les limitacions que a1xo comportai, per t tant, ens fixarem

- v'--1mportancxaaaquest tema Bergbauerlcol (Bergbauer Degradahon ofchlorma-

mésen les tendencxes de r evoluc10 del color i dels compostos aromatxcs que en els
- valors absoluts ‘ T

Sl ens ﬁxem en la blbhograﬁa sobre a1gues re51duals de paperera no es dona °

. tedlignin compounds in ableach plant effluent by the white-rot funguis Tramietes
- versxcolor 1991. Appl and M1crob101 Biotechnol., vol 35:105- 109) que treballaven

en el tractament d’una aigua de blanqueig procedent d’una mdustna del paperen

L reahtzar la mesura del color a]ustaven el pHde la mostraa 7.6 ‘anib sosa;, perdno

) acabaven d’espeaﬁcar sila mostra era filtrada i si ho feien quan. Aquests matelxos
- investigadors utilitzaven també I'absorbancia a 280 nm.com un dels metodes per.

| _ determinar.els compostos aromatics, perb en aquest casno exphcaven 51 a]ustaven .

> el pH de la mostra. ' : : : - '

[ . : T . .

v En l'article de. Roger i col. (Roger, G. i col.... Continuous ‘decolorization of

-bleached kraft effluents bu Conolus versicolor in the form of pellets. 1991. Journal

_of Industrial chroblology,7 269-278) també treballant en un efluentamb derivats -

. del clor procedent de la fabricacié de- paper plante]ava itna correcci6 del PH per -
‘mesurar el color i proposava unrelacié entre l’absorbénaa a pH 761 l’absorbAnaa -

mesurada a pHinicial de la mostra En el sewmetode per mesurar el color, primer 2

filtrala soluci6 a través d’un filtre de- membrana Mlhpore 0.8 un), mesura el pHi

. | ,l'absorbAnaa del filtrat a 465 nin; i després calcula I'absorbancia a pH 76a parur

" de la seva correlac16 trobada empmcament ' L
A . . ‘ . ] . <y .
. El matode \que“‘ prdpdsem.per la mesura del C&ldri dels compostos aromatics és -
" elsegiient: prendre. unamostra significativa d’aquestsleixius negres; diluir-laamb
tampé tetraborat la soluao resultant hauria de ser ﬁltrada, ala solucié ﬁltrada i '
mesurarfem l’absorbénaa a 440 nm i 280 nm per calcular el coloriels compostos *
aroméhcs respectlvament alvalor: mesurat del'absorbancia aplicarfemel factor de -
| d11uc16 i )a obtindriem el valor final del color a pH 9.2i idels compostos aromatlcs

. apH92 R -
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Pretractament
de destox1f1cac1o
de lleixius negres

| ""'»"-';‘i'procedents dela pastaf .

~ decanem amb fongs
’ «whlte rot»
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Pretractament de destox1f1cac1o de 11ex1us negres |

. rot.

R L
St N

Aquest capitol se,cenft‘rara—' en les. conglicions ‘dptimes de. terhpefatuta de

tractament i concentracions de carboni i nitrogen afegides inicialment al medi

- de Phanerochaete chr‘yso'sporium' per reduir el color, la demanda quimica |
o d oxigen, els components aromatics i la toxicitat dels llexius negres procedents

de la mdustna de la pasta de paper

) '. -Aquest estudi es realltza a petlta escala amb Erlenmeyer de 500 ml de capacntat .

i amb 50 ml de medi. En la flgura 1.1 es pot segulr 1'orgamtzac1o de l'estud1 que

- va constar de 4 fases a) efecte dela temperatura, b) efecte de l'agitacio, c) efecte’

de ladd1c1o de tensoacnus enel medi com el Tween i d) condlaons de glucosa

1mtrogen TR ' o

' idestox1f1car aquests tlpus d' efluent i podna esdevemr un pretractament abans
. de’ser utilitzat amb altres procesos biologics. (Font i col 1993. Envxronmental
K Technology 1983) '

Mots clau Phanerochaete chrysosponum, test de tox1c1tat dlstnbumo de

tamanys moleculars, degradacxo dela hgmna '

Introduccié' R

»

fusta estructura ila protegelx dels atacs microbians, Hi ha un petit nombre de
‘ :mxcroorgamsmes amb capacitat per degradar la lighina (Field, 1993); en la
- natura els. fongs whlte rot, la majoria Basidiomicets i alguns Ascomicets, s6n els o

: mesefectlus A S

!

; ,; procedents de la pasta de canem amb fongs whlte-' :

~Els_resultats demosten que el tractament amb aquest fong és adequat per .

La hgmna és un bxopohmer Complex,"aromahc i heterogem el qual ‘déna a la



L

¢ . S : \ ‘w

Els llexius negres. sén algues re51duals altament concentrades descarregades
’durant la producc1o de: pasta de paper quirhica. Aquests llexms sén de color

vmarro fosc, amb un alt pH; i estan pnnmpalment composats de materials

orgamcs, tals com la hgmna i altres components fendlics. Els pollmers denvats g

- -.'de la hgmna tenen propletats tbxlques (Sxerra, 1991)

Al

~La blodegradablhtat anaerobla dels llexms negres és balxa, de l'ordre del 45—65 .

-% de 1a DQO. Aquesta baixa bxodegradablhtat és atnbulda ala preséncna de
_ hgmna i derivats de la lxgmna en aquestes algues (10) Els fongs degradadors

' de la fusta’ whnte rot semblen ser els més prometedors microorganismes per la
v destox1f1c1o daquests eﬂuents els compostos fenbllcs de baix" pes molecular, '
; mentre smcrementa la blodegradablhtat ‘a causa del fracaonament dels' o

-compostos dalt t pes molecular

L
S &

ot

Des de. 1970 dlversos estudls han demostrat que els eﬂuents de la inddstria de - _
la pasta del paper poden ser decolontzats per cultius de fongs white rot La. -
© majoria dels treballs han estat reahtzats amb el Phanerochaete chrysosponum‘

; ‘_(11 12) i i més darrerament s’han utlhtzat altres fongs whlte rot com Trametes L

versicolor. (13 14) Stagonospora glgaspora (15) Pleurotus ostreatus (16) i la“

- Ber;kandela S

i

Malgrat que la lxgmna es una font potenaal de carbom 1mpormnt el o

Phanerochaete chrysosponum és un rmcroorgamsme que necessnta una fontde
carboni- pel seu erenxement Kll‘k i Farrell (1987) plantegen que Jatac del -
Phanerochaete chrysosponum a la fusta tmdna dues fases primer es.

degradarlen els pohsacarlds que permeten l'acces ala glucosa, i després, en

’cond1c1ons de limitacié, durant el metabollsme secundari es degradana la”
. hgmna Al matelx temps, els sucres son necessans per la producao del peroxxd 3

'dhldrogen oo

4 Yoy

A partlr d' estudls realltzats a escala de laboraton, Ieffnes exphca que per cada -
. . mg de bxomassa de Phanerochaete chrysosponum es requereixen 2.2 mg de ..
- carbohldrats, 54 ug de nitrogen i Q.S ug de sulfur. La relacié C:N pel cr_en;ement',_ '

79 -
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' ,._’es de 40 7 g de glucosa per 8r “de mtrogen Per tant si unlltzem com a font de

CN pel crelxement sera de 3 A7 M (mols de glucosa/ mols NH4C1)

\

. metabohsme secundan, per tant, sera’ lmportant conelxer en tot moment en

qumes condlcxons de lmutacxo dels nutnents ens trobem

1

o A1x1 doncs, si estem treballant a unes condlmons 1mc1als de 25 g/ I'de glucosa
(135 mM de glucosa) i 550 ppm de mtrogen amomacal (34. 5 mM de NH4CD),

: estem limitats per la glucosa Isiles condicions inicials fossin de 5 g/l de

. - que s m1c1aren apH del med1 tamponat a4 5

~

‘ Tambe estudis reahtzats a escala laboraton demostren que la b10degradac16 de. '
lalignina pel Phanerochaete chrysosporlum esta fortament influenciada pel pH.

L Optlm dela blodegradacxo dela lxgmna s'assoleix a pH 5. 5 i decreix fortament

: carbom la glucosa, i com a font de mtrogen el clorur damom la relac1o es.

' convertlra en 10. 7 gr de glucosa per gr de. clorur d'amoni; és a dir, la relaao; _

ﬁ D'altra banda, la llrmtacno de mtrogen és un dels factors que determmen el

; glucosa (27 mM de glucosa) per 75 ppm de mtrogen amoniacal (5 34 mM de . |
B NH4C1) estem limitats pel mtrogen També estem limitats pel mtrogen si
parnm de 10 g/] de glucosa ( 54 mM_ de glucosa) i 75 ppm de: mtrogen' :
':amomacal(534mMNH4C1) L S |

a pH inferior a 3.5. La maxima activitat llgmnohtlca s'ha observat per cultlus”~

L efecte de l'ag1tac10 en els. culhus de Phanerochaete chrysosponum tambe ha

estat Ampllament estudlat l'ag1tac10 suposa ‘una forta repressm de la -

detecta actlv1tat hgmnolltlca quan hi ha agitacié. Ara be 'addici6 de diversos

’ 'grans agregats ‘de miceli que altrament dxﬁculten la transferéncna de matena

‘Una altra exphcacno aportada per Venkatachl sobre I'efecte d'aquests tensoactxus

es basana enla mterpretamo que la perdua d' achvxtat en els cultlus agltats es
o deuna a una mhlblcm mecamca dels’ en21ms, , per tant els detergenb

S

o mmerahtzamo de la llgmna en atmosfera d'aire; en atmosfera d'o)agen noes

-

: tensoactius, com el Tween 80, el Tween 20 permet produn' L1P en culnus agitats:
. de Phanerochaete chrysosponum Aquests detergents 1mp1dmen laformaci6 de .



desnaturahtzaao mecémca o B o

marcar cap a on dmglr els esforgos- dels seguents expenments, sense perdre de

" tal de destoxrflcar-los en contmu

Materials_ i nié’tode's«f’ .

Ty

enllaganen ,els seus monbmers al voltant de la protema evxtant arxr la

AN
.
R

.

. Els expenments presentats en aquest capltol corresponent als’ expenments :
: mlaals de tot el treball presentat en aquesta membrla i representaven una".
- pnmera presa de ¢ontacte ambel fong Phch.Es pretema trobar unes ‘condicions -
de ternperatura, nutnents addmus en el medl, per apllcar postenorment enel
" -tractament dels lle1x1us negres amb el fong 1mmob1htzat (capitol 2). Aquestes/
 condicions no hav1en de ser deﬁmtrves en tots els casos, perb si que haurien de . '

_‘v1sta que l'ob]echu final.era aconsegulr un tractament dels llenxnus negres per

R

- chroorgamsme 1 condrcmns de cultlu es va treballar amb dues soques de
A 'Phanerochaete chrysosponum Ph ch 24725 ATCC i Ph ch ATCC 32629 "Havien
_ 'estat mantmgudes a23°Cen plaques de Petn en medl d'agar amb 2% d extracte

a

f de malta i resembrades penbdlques

Voo

durant dues setmanes en med1 d'agar malta a 23°C en Erlenmeyer La solucié :
despores es preparava afegint algua dest11 lada esterehtzada i tres boles de
‘vidre en lErlenmeyer, el -qual era agltat per extraure n les’ espores de l“agar, ‘

: -_El recompte d'espores consxsﬁa en un recompte v1$ual-manual al nucroscopl -

optic per qua del enrelxat de recompte S'utrlrtzava com enrelxat de recompte g

un porta Biirke de la casa Brand, el.qual tenia marcat un engraellat de celles
- de volum perfectament conegut Comptévem les espores que hi hav1a en cada

requadre interior delimitat per una banda de ratllés als costats de dos o tres’

/
Jlinies, que respoma a 4e 9l és a dir, e costat del quadrat feia 0.2 mm, i tema 01

£’

" Produccxé d'espores els’ cultlus de Phanerochaete chrysosponum creixien . -

| postenorment frltrat a través de cot6 per elmunr—ne les partlcules de fong i agar _

.81—"’



mm de profundltat Es prema sempre el matelx volum de mostra, una gota de
" la punta de lés mlcroplpetes de 100 ul i es d1p051tava sobre el porta Es .
recubrla amb un cubre especral de forma que la pressno fos sempre la miateixa,

i es reahtzava el recompte amb l‘a]uda del mlcroscopl optic 2 20. augments Es

R comptaven les espores de24 quadrats i esfeia la mlt)ana Antenorment s hav1en
- - prachcat les dlll.lClOI’lS adequades perqué el nombre d'espores per quadrat fos L
: l'adequat entre 10i20. - . Lo '

K
iy

o Produccré de l'm(’)cul &) utlhtzaren dos hpus dlferents d 1nbcul a) solucxo '
o d espores i.b) suspensm de' rmceh . AT 1
o a) La solucié d'espores, preparada segons s'ha descnt de concentracxo coneguda
“era moculada en cada Erlenmeyer fins: obtemr una concentracw final d'espores_-
“enl Erlenmeyer de 68 X109 espores de Phanerochaete chrysosporlum per litre -
de med1 de llelxlus negres e '
: b)Tambe es va unlltzar com mbcul una suspensm de rmceh del Ph ch obtmguda -
a partit de. la moculac1o d‘espores eén un medi ric de carbom i nitrogen, tal com ,
) es descnu a contmuacm un matras de 11 amb 350 ml de. med1 sense algua o
e  residual, amb 10g/1 de glucosa 1500 ppm de nitrogen amomacal era moculat
- amb espores de Ph ch’ fms obtemr una concentracno de 68 X 109 espores/ litre
. ,de ‘medi. ‘Aquest medn era mcubat ajd7. C durant sis dies amb una ag1tac10 de .
- 100 rpm El fong que hi havm crescut s escoma es pesava, i servia d mcbcul per
postenors expenments ’ » ‘ '
Co : v : B . i
| ) l.%Eﬂuent: L'eﬂuent descnt en el capxtol 0 no contema suflaent font de carbom i
e . _ mtrogen assmulable per permetre el creixement, per tant, era necessarl afeglr
| ’ ‘una font de carboni i nitrogen add1c10nal Es va utxhtzar glucosa a diferents -
. | concentracrons fmals i NH4C1 per obtemr una concentracxo final de mtrogen de
" 550 ppm ‘Una allquota de 1.05 m} d'un medi (18) amb rmcro i macronutnents
is mi del tampo 2 2-dxmehlsuccmat eren’ afegm a 40 ml de llexxms negres
. diluits. La solucié era acxdlﬁcada fins pH 45is afegla algua destil. Iada fins un_
o volum de 50 ml despres s esterehtzava a 120"C durant 20 minuts.

~ . ) . . | . ) o i

Y
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: Métodes anahtlcs Les concentracxons de blomassa i DQO van ser determmat
dacord amb els’ fnétodes proposats pel Standard Metods (17) El nitrogen -
amomacal es mesurava amb un electrode selecnu per mtrogen amomacal de
empresa Onon e
. o ’
El color, els compostos aroméhcs i'la tox1c1tat van ser. mesurats com sha S
descnt prev1ament en el capltol o ., - (TR AP o
La glucosa de la mostra. va ser mesurada per mlt]a de I'anahtzador de glucosa ’
YSI. model 2000 de la Yellow Spnngs Instruments CO, Inc. Aquest aparell -
- podia realxtzar una mesura en menys d'un minut de temps real i treballava en
e’l rang de glucosa de O 20 g/ L; la seva prec151o segons espec1ﬁcacxons del
fabncant era de +- 2% o 0 04 g/ 1: L'Anahsm .es basava en la reaccié enzimatica.
-d'oxidaci6.” de la glucosa a perox1d per. mlt]a de, la glucosa ox1dasa
1mmob111tzada en la membrana; i la postenor reducaé del perox1d en l'anode
de platl La glucosa es mesurava de les mostres despres ‘destar ﬁltrades, eSxfena -
al mateix moment d'esser extretes del medl o, altrament es congelava la mostra :
- fms que se h mesures la glucosa : '
" La dlstnbucw de tamanys moleculars va’ser estudlada per cromatograﬁa degel -
f11trac1o, utlhtzant el 51stema de FPLC (Fast Protein L1qu1d Cromatografla) de.
- Pharmacia LKB equlpat amb el FPLC Manager, una columna Superdex 75 HR
10/30 i un detector uv (280 nm) 50 ul. de- mostra (fxltrada amb un filtre v
Mllhpore de 0.2 u) eren elo:des amb una solucno de 750 mM NaCl pH 72, que S
contema 10 % (v/ v) de metanol (15) a un cabal de 0. 7 ml per minut: ) -
- Per tal de temr en compte l'efecte de la temperatura i l'agltacno amb el temps S
en l'algua re31dual iels p0551bles canvis causat per l'evaporacm del medl, les
reduccnons de DQO; color i components arométlcs es calcularen respecte aun .

-

control a 1dent1ques cond1c1ons pero sense mocular com seguelx

: Rédﬁccié @) COH/CH 100 R T

83 -



" Mostres. i control es feien per duplicat. )

inicial de font de carbom

, ».Te,mp_efatulja i agitacilé

" C: mostra del control no moculat al temps t
'S mostra moculada al temps t.
€1 mostra 1mc1a1 del control- no. moculat

Resultats i discussié -~ .. .

Amb 1 ob)ectlu de dec1d1r les rmllors condncnons d' operaao el Ph ch era mcubat .

‘durant sis dies, en un Erlenmeyer de 500 ml amb 50 ml- de lle1x1us negres
- diluits, uulltzant diferents condicions de temperatura agltaao i concentracxéﬁ' E

{

-

s
\

.S estudla en primer. lloc quma era la temperatura que afavorla la decolontzamo' B
i destoxxflcamo dels lleixius negres pel Phanerochaete Es realitza lestudi a '
| dues temperatures dxferents 23°C perque correspoma aproxlmadament ala
" temperatura amblent ‘'del laboratori" i era una temperatura referencxada en E

,'alguns treballs per altres fongs whxt rot, i 37°C perque era la mesfreferencxada :

enlabxbhograﬁa EE S N

’

. Les concentraaons de nutnents ales que es dugueren a'terme els expenments ‘

foren les' seguents 2.5 g/ l de glucosa i 550 ppm de N. 1mc1als

v\ -

) Al matelx temps sestudna l'efecte de 1ag1tac1o, reahtzant-se els mateixos -
‘expenments abans esmentats a 23°C i 37°C sense agltacxo (expenment 110

" _ 'experlment 1. 3) i amb agntacno (expenrnent 1.2 expenment 1 4)

La taula 1. 1 presenta els resultats obnnguts als 6 dles (144 hores) de tractamentx ‘

‘en 1a reduccié dé la DQO la reduccié, del ‘color, la reducc1o dels compostos

R arométlcs, el consum de’ mtrogen iel pH

[



Temperatura . . [2°¢ | |2¢C 3c o |src

|| Agitacio - o Sense . | ' 7100 rpm . | Sense - QlO}Orp{nl

Reduci6DQO% - * |58 . |1 . 126 - |308

0.
oY

4 - . . ' ) i . o

Reducciédelcolor % - | 4" ° . |25 e 1.

v

Reducaio dels 0z N 13 ~1 1828
1| components aromatics R I _ '
9 | SRR DT PR IR

%

5
Consum de-nitroge'n’en :§9'ppr‘n_/3~‘c‘iiés-, 125.9 ppm N/3 dies . ;86 ppm N/3 .| 125 ppm
“elstrspriﬁérsdi_éﬁL 1 - {4 o0 ] dies ' N/3di5 ‘

v

Consum de nitrogen en o _ ... {102ppm . " 130 ppm'de
els6primersdies - | 0 |0 "7 Njedies | N/6dies

‘pHatercerdia . | 441 " |ass 0 - lazp | 438

- 0 R : - <

pHalsissdia - [ - i o 'Y 485 - . |

v
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Taula 1.1. Valors obtmguts en els expenments 1.1, 1 2, l 3il 4 amb 2.5 g/l de glutosa i 550 ppmr

de N inicials, sense Tween e el.medi i indculat a partir dcspores per les variables estudlades als ;

.6d1esndclconsumdemtrogen1plltambeals3d1es o . BN

. “ -~
- e 1

En els erlenmcyer a 37°C als 3 dies j ;a s havxen consumit 125 ppm de nitrogen.
S A falta de “dades - flablcs dc la glucosa cn aquests ‘experiments, podem
o comprovar que estz\vem treballant en condncnons de’ hmltaao de Ia font de
carborii, a parhr de les dades tedriques. Si prenem la relaci6 de glucosa mtrogen
: (Jeffnes) com a40.7. per la fase dc crelxement podem calcular que pels 125 ppm

de N consumlts als 3 dles es consummen 5. g/l de-glucosa, i recordém queA ;
. | nomes parhem de la c()nccntracno inicial de 2.5 g/ 1 de glucosa; daltra banda
T »"tres dies després el consum de mtrogen no es veuria augmentat

# sngmfxcatwament de forma que ha de serla glucosa el nutnent llrmtant

i Vo
\ . [

El pH als 36 dies,' en treballar en medi tamponat, va variar molt poc, per aixd

‘no crelem necessan realitzar la correccno del pH pel color i els compostos
aroméhcs Es va trobar que Phanerochacte chrysosponum crelxent a 37C -

s obtemen rcduccmns de DQO (30%), de color (11 %) i componcnts aromﬁmcs

(18 %) majors que quan creixia a 23°C; a. més a mLs, I ag:tacxo millorava aquests

resultats (Fig 2). Es per-aixd que lestudx de la resta de varlables realitzat en els

altres apartats es duguc aterme a 37°C i amb ag1tac1o

N

Soe 50~ N : »
T ' S , " T 23°C shaking
AR ] I o o 23°C static
. 30 - . ’ . . L PR X3 37°C shaking
N j e o A 37°C static
a_ 5 . - " ., . - /
2 204 . ~
- '
8 1
g 10 -
RN
o ’
0 A -
‘ ’ .I
-10 1 .
-20 A , .
A =30 ——

... - cap’ . COLOR .  AR. COMP.

,Figurev.”l. - .
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‘Tweenm1c1al >. . A

S N ¢ .y | ZDe9°C shaking.
S e : 1 - e T - @ 23°C ‘static -
Csod BRI e | &R 9 sheians
R ST S - 0T O3 37¢ static -
o S
'-; . 40 A 5
"c‘ . .
. "8 : ' ‘ o e
§ 3.'0,“ AN | R A
- o - » s ct A '
1 g
20 + - 1/
«. " /"
T : % '
10 - 7 -‘ S
L . 1 % ) L .
R ,('0_'.-. 1 L &

© cop | COLOR™ " AR.COMP.

Flgura 12. Reduccxo de DQO, color i components aroméhcs, a dlferents

condlcnons de temperatura i agltacxo pels expenments 1 1,1 2, 1 3i 1 4

N

+

- LA

Efeete dels ténsoactius

Lme T L i

~
3

L'estudi de I' efecte que tema sobre els fongs laddxcxo de tensoactlus en el medi

el vamferambTwecn oL L

“ ’ - R K
. .

P

Les condxcxons mlcnals en Ies que es dugue a terme l'experxment -expenment
1.5- amb Tween foren les determmades en l'apartat anterior, - afegint el -

surfactant 25 g/ 1 de glucosa 550 ppm de N 37°C amb agxtacxo i 0 5 % de

T

¥

En la taula 12 presentem els resultats obtmguts al sns dlES amb 05 % de

‘ 'Tween en el medi. Aquests resultats comparats amb els de la tau]a 1.1 no
- ofereixen mxllores substancials, i , en un principi;’ per si sols crelem que no
- )ushflquen contmuar addicionant Tween al mcdx En afeglr el Tween en el medi’

~ inicial- m1110révem les reduccxons del co]or ‘perd la rest& de parémetre no

expenmentaven mlllores con51derables

_ 87 =



: ‘:prlmers dies d'expenment o

Re&,uccié de aDQO -~ | 33.8%?_ S ) o ' R -
o Reducci6 dél.color' - : | 3s019
ij .Reduccxo dels compostos - .1'7_.3 Jo o S
- arométlcs 1 . ‘
S 4 « ! '. L D ) ' ) A
. ~Pes sec o v [ 1026mg.
~ Pes sec(residu) del blanc -~ | 46.8 mg
" Consum de glucosa | 1000mg
Consum de nittogen . | 80mg
ipH",. ’.j .- | | “ 525

-
.

. Téula 1.2. Resultats.de l'e.xp'e‘rinientifS amb 2.5 g/1 de glucosa, 550~pprri de .
E N 37 .. C agltacno, 10.5 % de Tween en el medi, al 51sé dia de tractament. No-

' es reahtza cap correccié pel pH, ]a que aquest. no vana gaire durant els sis

T
\

' Nutrient limitant

Lo

. Com és ben cbnegut el sistema ligninolitic del Phanerochaete chrysosporium
és sintetitzat durant el metabolisme secundan (Jeffnes, T, col. 1981,

Nutritional Regulahon of Lignin Degradatlon by Phanerochaete chrysosporium.
Appl. Environ. Mlcroblol vol 42 2290-296 Bonnarme, P. icol, 1993. Influence

B of pnmary and secondary proteases produced by free or 1mmoblllzed cells of

the white-rot fungus Phanerochaete chrysosponum on llgnm peroxidase - -
' - activity, ]oumal of Blotechnol 30: 271 282 .......... ), per tant mentre esta crexxent "

¥
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- la prédﬁccié de'lig’ninasé eété relativament inactiva, “Lactivitat creix quan -
s'inicia la hmxtacm d'un’ dels numents En aquest treball s'han analitzat les;
hmxtacnons ‘per la font de ccarboni’ (glucosa) 1 la. font de mtrogen (clorur-

.damom) R e

.‘, .

e

g ‘Per tal de decidir quma era la mrllor concentracm ‘iniicial de glucosa el fong es

; d ambar a les bptlmes condrcrons de hm1tac1o per la glucosa

'va incubar a dxferents coucentramons mlcrals de font de carbom 0g/l,2. 5 g/l

idg/ 1 de glucosa i 500 ppm de mtrogen amomacal Tal com es pot veure en

a | hgura 13, Phanerochaete chrysosponum ‘donava 'la, millor reduccié’ a

?fconccntracro inicial de 2. 5 g glucosa per litre. En tres dles la. concentracno de‘.‘

mxcxals més, elevades que 25 g/l el tractament nece551ta ser allargat per tal

B

glucosa era propera a zero, quan era incubat en condicions.de hmltacro de la

| ‘glucosa Possxblement les concentracnons més baixes de glucosa no permetnen

~un adequat crerxement del mrcroorgamsme, per tant, hi haurla menor - -

producc1o de hgmnasa 1 les, rcduccmns serien més petltes A concentracrons_ o

50 -

s Y, 25

Reductien inz .

e w e o "cep LT CUCOLOR. .. | AR, COMP.

q‘ Figure .3'. .

N

!ZZ 0 g glucone/t

g glucose/l

XX 40¢g glucose/l
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Flgura l 3 Reduccmns de la DQO, color, 1 compostos aroméhcs, a dxferents“
v concentracmns de glucosa .

Aquests resultat estaven d'acord amb el test de la toxncxtat Ph ch treballant a '

379C amb agltamo i concentracm inicial de 2.5 g/l de glucosa donava una .

reduccxo del 61 % en la tox1c1tat (Taula 1. 3)

15 mmuts)

E ‘ "\ .
| TN

Taula 1 3 Toxicitat expressada com ECSO (temperatura 15°C temps d' exposmlo :

Ky

Reducc1o en la tox1c1tat color i components aromatics combmen amb els canvis
‘en la distribucié de. tamanys moleculars L'anéhsls per FPLC del control no

moculat i dela 'mostra a sis dies dé tractament mostraven una sxgmﬁcant

: despohmemzaao i degradacié en els compostos de la hgmna de major pes

olecular Ph ch redula larea del cromatograma en un 29 2% (Flgura 1.4)..

. Les reducc1ons en el-color i els components aromatlcs es produelxen quan hitha"

una despohmentzacné de les fraccions de ma]or pes molecular La reduccno de L

Ia’ toxicitat es produiria, .en haver reducaons enel cromatograma enla part de

pesos moleculars mfenors a 3000

s

. ECSO control. " | ecso de la mostra, - DiSntihu_cié de
| S al sise dia 1a toxicitat
 Experiment 14 L e 61.% 25
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50

Flgura 14. FPLC cromatograma del control no moculat ( ) i de la mostra a sxs‘

dles de tractament (—-~ -) '

, PR
a 1" PR
'

Donada la lmportAnaa de la relac:o carbom/mtrogen i el treball que»

postenorment es reahtzana amb el fong 1mmob|11tzat s amplxa I' estud1 d aquesta

relacié en uns experlments moculats a partxr de fong crescut en mcdl ric, enlloc |

d mocular dxrcctament amb les tspores En aquestes condxcxons s estudxaren les

seguents concentracxons de glucosa en g/ I G 5i 10 Per cada concentracxo

" inicial de glucosa s' assa)aren diferents concen tracxons 1mc1als de mtrogen— 0,10,

75, i 550 ppm de N- de- forma que es treballa en cond1c1ons de: a) baixa' -

conccntracw‘ dc nutrlents, b) hmltacm de la glucosa i c) hmntacxo del mtrogen
La-taula 1.4 presenta un resum dels resultats obtmguts en aquests expenments
(18,19, 1.10, 111, 112113114115116117 1.18, 1:19; 120 1.21,1.22, 1.23).
Recordem que en aquests expenments T mbcul eren 3 g de fong humlt escoregut

’ per cada 50 ml de’ llenxnus negres




+ Finalment, si comparem els resultats obtinguts en les condicions de l'apartat e)

- Reduclioxi in%. -
e, )
o
1

leem-nos quc:

- a)Malgrat estar- tamponat el mcdl el pH final és sempre superior a 5 excepte

en els cxperlments 122i1.23 que s 1mc1aven amb 10 g/ 1 de glucosa.

‘ b) En cls expenments 1.20i 1.21 (5 g/lde glucosa i 55() ppm N mlcnals) als 4 -

dies . el fong.ja havia consumlt tota la glucosa mentrc que només havna

~ consumit 163 ppm de' N/ ésa d1r la relacm C/N seria 31, pcr tant, hmltats per .
la glucosa. -~ T i o
-¢) En els expenments l 18 il 19 de'5 g/l de glucosa i 75 pppm. de N cste

g ».lxmltats pel mtrogcn '
', d) En les dades del color “hi. ha una‘gran mﬂuéncxa del pH (com ja shavia = -
~ demostrat en 1apartat de caractentzacw dels lleixius negres) _ '

"~ e)Les. ‘condicions amblcntals m1cxals de 0 g/1 de glucosa i 550 ppm de N'-
) hmltacxo de la glucosa-, 5'g/1 de glucosa i 75 ppm de N limitacié del mtrogen—

©i110.g/t de glucosa i 0 ppm ¢ deN llmxtacw del mtrogen comparats en la flgura,

1 5 donen tots tres rcsultats forca bons i acceptdbles

Y

(ﬁg 15)iels obtmguts inoculant directament amb Lspores (25 g/1de glucosa

i 550 ppm de N) de la taula 1.1 veiem que les. rcducc1ons son del matelx,ordre

120
110
1004

"
+

ZA12g glucose/l
£X] 2.5 g glucose/t |
539 4.8 g glucose/1-
17 9 g glucose/1

12.g glucose/1

N
(=]
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Phanerochaete
chrysosporzum

1mmob111tzat en espuma_‘* o
de pohureta i nilé. en

diferents tlpus de
reactors treballant en
dlscontlnu i en contlnu o

L0 ——
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Phanerochaete chrysosponum 1mmob1htzat en espuma de‘_

pohureta i nilé en dlferents tlpus de reactors treballant en

dlscontmulencontmu. 5 SR

Phanerochaete chrySOSponum 1mmob1htzat en diferents suports va ser utilitzat

per tractar. els lleixius negres a 37°C Aquest capitol es centra en les condlaons _

per dur a terme el tractament en dlscontmu ien contmu en dlferents tlpus de.

- reactors amb el fong 1mmob111tzat i valorant eSpeaalment l'efecte sobre la

.-

“toxicitat. Préwamentsassa]aren dlferents suports d'1mmobllltzac1o Sanalitzaen -
“especial. la mfluénma de l'aeracno iel seu comportament segons el tipus de
bxoreactor de tanc agitat, operant en dlscontmu ien contmu i au'-hft i filre -

percolador tambe en contmu

- P b v

Mots clau: Phanerochaete chrysosponum 1mmob111tzat alr—hft filtre percolador, '
tox1c1tat,,degradac10 de la hgmna, FPLC algues resnduals de’la mdusma del.

o paper

A

,'Inirodticci'é TP, \,.fl o

S han fet-alguns treballs amb Phanerochaete chrysospormm 1mmob1htzat en ‘
. diferents suports -tubs de silicona (Wnllenshl 1992), espuma’ de polxuretév, ‘
(thter, 1990; Klrkpatnck 1987), vidre tnturat (Iager, 1990) o cubs- de nil6.
~ (Linko, 1988)- perla. producmo den21ms i amb diferents tipus de reactors"
(Ra]agopalan, 1993) La 1mmob111tzac1o permet reduxr les forces d estressament ’
produldes per 1ag1tac16 mecamca, i augmentar Ia superﬁcne del miceli. A més -
- a més, permet un proces de facil aillament.dels enzims i alhora treballar en

contmu, al mateix temps que reté les cellules 1mmob111tzades

bt

- Kirk i col. (1§78) van i)bser{rla‘r ‘quéfs<')lar'nent un 1% del carboni marcat en una °
hgmna smtétlca es mmerahtzava aCO,en atmosfera del 5% d' oxigen en cultius

de Phanerochaete chryOSOpbrlum, mentre: que quan el creixement del fong es

LI

=



realltzava en atmosferes del 21.i del 100 % d ox1gen sobtema percentatges de
t; mmeralrtzacxo del 47% i 57 % respectlvament

t

A mes a mes, Lev i erk (1981) assenyalaven que una concentrac1o prevra~

doxlgen durant la - fase. de creixement determmava l'extensro de l'atac

lhgmnolmc Dosoretz i col. (1991), per medls sintetics tambe van establu' quea - |

- mesura que augmentava la concentracm doxrgen es produla un augment :

‘-,decrema, paral lelament a aquest mcrement de lactmmt lrgmnolmca es

” produiria una dlsmmucro de la concentraci6 de pohsacands iun augment de ’

- Tambe stha unhtzat el fong 1mmob1htzat per tractar eﬂuents de la mdustna del

' dlrectament 1mp11cat enel descens de l'establhtat de la LiP..

,\lactrvrtat proteolltlca en el medi extracel lular: El pnmer daquests factors

s

paper Dos srstemes per al tractament en contmu de compostos organoclorats S
d'efluents de. blanquerg amb el Phanerochaete chrysosponum han estat’

" paténtats: FPL/NCSU MyCoR (Forest Products Lab/North Carolina State

porous camer)

s

v
L

‘progressnu de l'activitat de LiP; si be tambe augmentava la velocxtat ambla que

'

..suposa una millora en la transferencra de loxrgen, meritre que el: segon esta ‘

El sistema MyCoR consrsterx en un reactor blOlbglc de conmcte rotacronal ’

(RBO), amb el. Phanerochaete chrysosponum immobilitzat tal com mostra la

R figura 21. Aquest reactor treballana en dues etapes (H. Guil, H. Chang, TW.

" Joyce); en la pnmera que duraria uns quatre dies el rruceh del fong quedana

* immobilitzat en els dlSCOS rotatorls formant una pel licula; en la segona etapa

. es mamfestana l’actrvntat llgmnohtlca Aquest RBC tindria 21 de ‘medi i una -

';en atmosfera amb alta concentramé d ox1gen -

- superﬁcne total dels dnscos de 4.59 peus , treballana a 40 °C glrant a 1 rpm,

¢

L

. 8
o

7 ’

T espuma de pohureta ien el que seli aphcana una aeraao per la part mferlor

: - o

El sistema- MyCoPOR consisteix en un flltre percolador (flgura 2. 2) en el que el '

/.

fong Phanerochaete chryosoponum esta 1mmob1htzat enun’ suport porés com

Umversnty Mycehal Color Removal) iel MyCoPoR (Mycehal Color removal in

'93.



per evitar les pe_rdue's per .evaporacié s'acoplaria un condensador en el filtre.

En el treball que es presenta a  continuacié Phanerochaete chrysosp(mum estava

' 1mmob1htzat en cubs d'espuma de polmreta i mlo, en un proces en dlscontmu

‘ien contmu, per tal de degradar la hgmna present en un “efluent de lle1x1us
_negres: L' ob]ecuu final d' aquest treball era avaluar la posablhmt de tractar en
continu aquest tipus d' efluent amb Phanerochaete chrysosponum 1mmob111tzat

¥

 en unes condicions facﬂment reproduibles a estala mdustnal Es realltzaren uns

' cond1c1ons inicials; i postenorment es concentraren els esforc;os enel tractament'

pnmers estudis a’ escala Erlenmeyer per dec1d1r qumes havien de ser les -

dels llexxnus _negres, amb dlferents bloreactors tancs agitats, air-lift i ﬁltre e

percolador Durant el treball es descartaren algunes altematwes 'viables per si
matexxes, per(’) que es valorava podlen ser de dificil 1mplementaC1é per assolir

1'ob]ect1u fmal o augmentaven el seu 1 cost. .

N - P—
L : ) . o ’ . T \

- Materials i metodes o .

“

Mlcroorgamsme i condicions de cultlu l’espécxe de fong uhhtzada en aquest :
) treball va'ser Phanerochaete chrysosponum (soques 32629 i 24725 de la coleccié .

o ATCC) Era emmagatzemada en Plaques de Petri amb medl dagar al 2% de
malta a 23°C i resembrada mensualment o o ¢

1l

-

L

' l'apartat de materials i'métodes del capitol primer. . -

[ : L. &

! Me&i’ L'efluent solament no contenia suficient font de carboni i. nit'rbgen -

o assumlable per permetre el crelxement, per tant, era necessari afegxr una font
de carbom i mtrogen addlcxonal Es. va’ utlhtzar glucosa a dlferents

" concentracions finals i NI—I4C1 per obtemr una concentrac16 final de nitrogen de’
751 550 ppm Una ahquota de 1.05 mi &' un ‘medi amb mxcro i macronutrients

~La produccié d'espores, i el seu recompte es va fer tal' com s'ha descrit en- .
PpIc pores, 1 €1 Seu recompte € m. ;|

(Klrk 1978; Jeffries, 1981) eren afegits a 40 ml de lleixius negres diluits. EI pH |

: de la soluci6 era agldlﬁcat fins'pH 4.5. La toxicitat d'aquest medi, mesurada g

o4 .
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" .com ECSO.era_-eebre el 2%. e o e
- v' Immobilitzacié del -Phahe'roch‘a'etefhrysosporium van éer utilitzars com a
.- suport anells'de. pléstxc corrugat de PVC, espuma de pohureta i mlo -3M Scotch ,

AN

' Els anells de plétlc corrugat temen un diametre intern de 13 mi i una longxtud
"de 17 mm. Les seves principals caractexsthues eren: resistent a I'envelliment,
' elevada por051tat, inert i de. facil dlspombllltat Se seleccrona perque,
anteriorment aquest suport hav1a estat utilitzat en el tractament anaerob1 de
' v-lldlferents eﬂuents i, per tant ]a hav1a estat estudlat (Bonastre)
El suport enel casdel' espuma de pohureta iel nil6 es preparava dela seguent 2
manera: cubs- dun cm d'aresta eren rentats dos o tres vegades amb aigua =«
- destil.lada. 45 cubs. eren afegits e én un Erlenmeyer d'un lltre que contériia 600 '
ml d'algua destil. lada i’ ‘eren autoclavats per tal de nete)ar-los de les seves
v impureses. Despres de refredar, es treia lalgua de rentat.i s'hi afegla el medi -
liquid, fins a obtemr un volum fmal despres d'inocular de 600 ml. Tots$ éls
' Erlenmeyers eren autoclavats durant 20 minuts a. 15 psi abans d'inocular. Es van .
 realitzar dues formes dxmmobxhtzaao del Phanerochaete chrysosponum a) "
1mmob111tzacné en .medi de lleixius negres, moculat a partir -d'espores i, b) |
1mmob1htzac16 enun medl nc sense lle1x1us negres, 1nocu1at amb espores '
‘Cada Erlenmeyer contemnt e] suport era’ ) inoculat amb Phanerochaete
chrysosponum fins a obemr una concentracxo fmal de 2. 5 10°- espores/ ml. Enr
el protocol a)s unhtzava 600 ml de medi llemus negres per a 1mmob1htzar les
espores en els cubs que eren mcubats a’ 37°C a 100 rpm durant els dies que
durés el tractament; i pel protocol b) amb axgua destil. lada (enlloc del llexiu -
:negre) i els cubs eren incubats a 37°C 4 90 rpm durant 6 dies abans delaseva

‘_utllltzacro per mocular el bloreactor "

C'ul_tiusa en -bioreacror e_n discontinu: fPels_experiments en' discontinu_pamb .
© matras s_'ut'ilitzaErlenmveyers de 11 amb 550 ml.de medi, i 45 cubs, incubats a - |

s

95 —




P

. » un reglstrador Spldomax (model 400 ‘de Leeds i- Nortthrup) que fexa el

= ,37°C,' a una agitaqo de 100 rpm. ES realiézaren' per. cluplica'l:,_amb un ,l.)_lancw.
.inicial i-un blanc de 'cor\trol:'obtihgt'it al mateix temps_ de la.mostra (els-blancs -

tambe estaven. duplrcats) D’aquesta forma lefecte de l'evaporacré quedava'

" reflectit en el blanc puntual i lefecte del pH sobre el color i els components

aromatlcs caldna corregrr-lo

i

El tractarfient dels llelxxus negres en broreactors de més capacltat i de tanc agltat -

‘es realltza en un bloreactor Blostat M

" El fermentador Braun model Biostat M estava compost per una umtat b351ca‘ l
amb un vas de forma cilindrica de fons pla Aquest vas tema un volum unl de
1511 un volum total de 21 Portava mcorporat els sxstemes d ag1tacro ‘ |
termostatntzacro, modul de mesura i control de pH control d'espuma, mesura
‘de loxlgen dissolt, i dues. bombes penstélnques per addxcronar léc1d G
l'antxespumant L'aglmcr() era’ propulsada per ‘un_motor dms la carcassa del
fermentador, enla’ part superlor "del darrera, i una corret]a fela la transrmssro
' al'eix central. Lagltador era de'pales i la capacitat max1ma de treball era de '
1200 pm ila rmmma estant en funclonament de 100 rpm L'agmdor tenia tres

“conjunts de quatre pales planes cada un d'altura regulable El mesurador de

temperatura consistia en un termoparell Pt-100 que anava connectat a un
modul de ‘control’ PID Laire esteril era 1ntrodu1t al medi ; per mlt]a d'un anell
difusor i controlat per la valvula d'un mesurador de cabal amb un cabal max1m‘ ‘

~ de 1.6 1/min. L'oxlgen dxssolt en el medr es mesurava amb un electrode Ingold
estenlrtzable La mesura del’ pH es realitzava amb un electrode Ingold

esterlhtzable, que: utrlrtzava KCl com electrolit; podra treballar en el rang depH -
2-12, i estava connectat aun m@)dul de control PLEI fermentador dula connectat "

segmment de les seguents vanables pH i oxrgen dlSSOlt en el medx

Aquest Biostat M anava equlpat ‘amb un condensador a la sortrda del reactor o
en alguns casos se suplementa aquest condensador amb un segon condensador i
per tal de dlsrrunurr al max1m les p0551bles perdues per evaporac1o L'agltaclov_ '
mecamca es ﬁxa entre 150 i 1 300 rpm 150 cubs amb el fong 1mmob1htzat eren




4

inoculats en 1.1 1 de medi a l'inici de cada.experiment,’

"Cultlus en bxoreactor en contmu en els culnus en contmu sestudla el

vtractament dels lleixius negres en 'un bloreactor de tanc agxtat Biostat M, un "

. bloreactor amb agxtéao per aire Air-lift, i un filtre percolador en lés segiients

condlmons cubs de mlo la concentracw inicial de glucosa era de’5 g/l ila -

i

| -eoncentracno inicial de mtrogen era de 75 ppm

i

P Les caractensthues del Biostat M eren ‘les mateixes .que l'utlhtzat en' els

procesos en discontinu. Se li aplicava-una ag1tac1o mecamca de 150 rpm. El

’ medx era airejat amb aire, iseli afegla oxigen en els casos que es volia
| ‘aconseguir més altes concentracions doxlgen El tractament en contmu dels
Heixius negres s' 1mc1ava a les 94 hores despres d' haver inoculat i no finalitzava
«* fins després-de les 335 hores. L'ahment d'entrada no contenia ni mtrogen ni

glucosa addxcnonal S'utlhtzava una matelxa bomba EYELA pel flux d'entrada - -

- que pel flux de sortida de lleixius tractats; ara bé en el bloreactOt la sorhda
* estava situada en la part superior del mvell del ‘medi (a una, altura fixa); de
- forma que e] volum de medi en el ‘bioreactor restava constant. La flgura 23

- correspon a un tractament en contmu amb un- reactor de tanc agltat

-

o]

El bloreactor anr-hft con51st1a en un ferme:;*!do} BiostatMD de l'empresa Braun,

’ eqmpat amb un vas dlssenyat per trebaliar com un’air-lift -subnumstrat per la.
" mateixa empresa- i una unitat de control DCU. El vas a1r-11ft permetla treballar.

fins un volum de rhedi de 2 litres. La ‘nitat DCU del Blostat MD permetla

 "mesurar i controlar la temperatura, el pH i loxlgen dlssolt en el medi -amb
"vdlferents entrades pels gassos- La flgura 24 correspont a una. fotograﬁa del
'muntatge expenmental de lair llft treballant en contmu ‘

El flltre percolador unhtzat estava format per un: vas 0 dprsnt cnlmdnc

‘ dlssenyat per aquesta finalitat de 20 cm de dxametre enel que el suport de cubs
~ de nil6 amb el fong immobilitzat ocupava 10 cm dialtura,i un altre dlprlt de

recollida de leﬂuent Tenia un eix central pel qual c1rcu1ava el corrent de

?

~

..
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'rec1rculac1o que era. expulsat per la part supenor a traves dels forats d'un tub-

: 'perpendlcular La ,velocitat que 1mpu]sava lahment feia girar i gotejar el tub

gcomptévem amb una bomba _peristaltica’ EYELA MP—3 que subrmmstrava el

. Resultars; -

foradat:sobre él filtre. En la fotograﬁa dela flgura 25 .podem observar rmllor

aquest flltre percolador Laliment era 1mpulsat per una bomba A mes a mes, B

medi fresc al dlpbsn de recolhda, in extrela la matelxa quantltat quan estava ’

- funaonant en contmu

o e e N B

‘ Aquest flltre percolador es dxferencrava del sistema MyCoPOR descnt en la
. lntroducmo en qué el nostre filtre percolador no restava tancat. A mes, aquest

ﬁltre_ ‘no duia condensador a la sornda dels gasos,-l tampoc se,h afegia Qxlgen

M ’
r‘_:,

Métodes anahtxcs la DQO el color, els compostos aromatics, . la glucosa i la. -
tox1crtat es van determmar tal com s ha descnt en els capltols 01i pnmer - '

 Suport d."immdb'ili\tz'acié-' B

" Els tres suports utilitzats foren anells de pléstlc corrugat cubs despuma de

- lleixius negres, a 100 rpm d'ag1tac1o i 37°C

- vpollureta i cubs ‘de nil6. Els. assat)os es dugueren a terme treballant en "
N Adlsconnnu, en un reactor Erlenmeyer de 1 lltre i 550 ml de medl ric sense

Los o

.Es reahtzava un segulment v1sual de l evoluc16 de cada bloreactor Despres dels_
*-. primers dies d'immobilitzacio els anells de plasnc es descartaren ja que. el fong‘ v
“no s'hiquedava ben adhent el Phanerochaete chrysospormm enla seva ma]or-- e

- part restava dlspers en el medl i sobretot en 1a capa mes superﬁmal d aquest

med_i.\ .

;o

“ : R L . y

“Els cubs 'd,'eslp‘u'm,a‘ de polinreta i-els cubs de ni.lé donaren. un bon résultat com

~ [




a suport Es podla observar com el fong sh1 adherxa i aprofltava els espais’

: mtenors del cub per crélxer En reahtzar un tall del cub es podia observar com

“els cubs de nil6 en tenir els porus dels cubs una mica més grans permetlen un

'mlllor desenvolupament del fong. Alhora, utlhtzant qualsevol d'aquests dos
- suports el fong no’ quedava dlspers enel medl ' ‘

f
' ~

. Fou a partlr ' aquestes observac1ons que es conclogue que no-es continuaria

" treballant amb el plast:c corrugat com a suport, i que tant I'espuma de pohureta o

com el nil6 podlen serv1r com a suports en la 1mmob1htzac10 del Phanerochaete
chrysosponum R U S

v:‘ : Estudi" de la immobilia;cié. ‘

..

" Donada la pbcé informacié amb. la que es éorhptava' slestudia el'métode '

d' 1mmob111tzac1o del fong en el suport. Els treballs consultats es referien a la

produccié-d’ enznm amb el Phanerochaete chrysosponum immobilitzat perd en.

medis sintdtics; la. utllltza(:lo del fong immobilitzat sobre lleixius negres encara

'no havia estat estudiada, i només s'havia trobat les patents de RBC Mycopor '
/' per al tractament d'efluents de la mdustna del paper. Per tant, es dlssenyaren"

dues estratégxes per la immobilitzaci6 del fong: a) el fong s'immobilitzaria en

el mateix medi de lleixius negres a partlr d'espores, ib) el fong s 1mmob111tzar1a‘ _

en un med1 sense llelxlus negres per tal de garantir un Optlm creixement i una

' bona 1mmob111tzac10, despres els cubs amb el fong 1mmob111tzats utxhtzanen per -

‘ mocular el: bloreactor amb els llemus a tractar. Cadascuna daquestes dues."
' "metodologles tenia, d' entrada els seus avantatges i mconvements 'La. pnmera |

-_‘d elles, 1mmob1htzacno en medi de lle1x1us negres, podrla semblar més idonia "
i senzilla per un tractament en un reactor de tanc agitat; ara bé, aquests '

.matexxos factors podnen ser inconvenients pel treball amb d'altres tipus de

| bloreactors com el fxltre percolador Al matelx temps, amb I'opci6 a) no-podiem
garantir que la-toxicitat dels lleixius negres no hagues afectat la 1mmob111tzac1o '

del fong en la seva. pnmefa fase de creixement. Finalment, la. segona opci6 -

- presentava coma prmc1pal avantatge que podlem d1ferenc1ar clarament la fase
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. es volia veure l'efecte quant tenient el fong 1mmob111tzat

o

d' 1mmob1htzac10, de l‘etapa de tractament i, per tant tambe podlern dlferenc1ar

els seus efectes. i

Y
R L
- )

Els assat]os d'lmmoblhtzacné es dugueren a terme en’ un reactor de l 1
Erlenmeyer amb espuma de pohureta S'aproﬁtaren els expenments per‘estudlar
tambe I'efecte dels fensoactius (Tween) en el medi: 2. 5 g/l de glucosa, 550 ppm .
,de mtrogen, 05 %Tween, mbcul d'espores sobre medl amb lle1x1us negres
Alguns 1nvest1gadors afegelxen algun detergent en el medi per tal d'eshmular
la produccro dels enzrms llgnmolmcs 1/0 per proteglr-los per tal que no:
S mactlvm, l'efecte del Tween jas ‘havia estudlat en el cap1t01 pnmer, perb ara

L

oA

. ’ H
' -

La taula 2.1 compara éls resultats obtmguts utnlntzant el Tween (expenment 2. 1 |
i sense Tween en el medi (expenment 2.2). 5i bé d'aquesta taula- se'n despren, :
que t'reballant ‘amb Tween en el medl es podria assolir una reduccxo enel color
~del 100 %, volem. 51gmf1car que aquesta dada pot ser enganyosa a1x1, si ens :
fxxem en el pH podem veure com en aquest cas ‘el pH del rned1 sha-acidificat
-, com ja sha assenyalat en. el capltol de caractentzacro dels llemus, aquesta"\
vanacro del pH provoca grans varlacmns en el color

L
s

Y . . I o . Y f
o




Tween

~ Twenn

Temps (@ies)

17

A5

- 25

%Reduccié

de 1a DQO -

15

255

41.4 -

303

% .Reduccié _

. del colof

el pH

correglt antb ’

23.68 -

18

25;28

13.66 , -

022

dels
- compostos
aromatics
{lamb correccié

del pH -

% Rcducc16 _

11.77

13.65.

. 276

316

.. Nitrogen

~.oppm

. ,269

" 339

311.9

363.65

v ) Glucosa g/t

<4

448

433

5.21 .

592

596 -

o . Taula 2.1. Resul'tets' dels eXperiments 21 i2.1 :

iR efecte mes sorprenent del Tween és en el pH ja que aquest no varia , i no

- ‘ salcalmltza en haver el tensoactiu. en el medi.

En la resta de vanables

- analitzades el Tween no aporta avantatges substanc:lals Es per-aixd que vam

Adec1d1r no contmuar addicionant tensoactms en el tractament dels lleixius

negres

\

Si ens flxem en. les dades de la glucosa de la taula 2.1 veurem que la relaci6

C/N esta limitada pel carboni. Es a dlt’, a llgual com en el tema antenor, amb

.25 g/ 1de glucosa el fong consumia uns 200 ppm deN. Efecbvament, les dades

l'de la taula 2.1 corroboren aquells resultats al sxse d1a de tractament, en




Ty

| lexpenment 2 2 que parnem de 2 5 g/ 1 de glucosa i 550 ppm de mtrogen ja : .
nomes restava en el medi 300 ppm ‘de nitrogen amomacal de forma que -

s haven consurmt els 2.5 g/1de glucosa i 200 ppm de mtrogen amomacal

Per altra banda, de la resta de vanables presentades en la taula 2 1 veiem que

penodes supenors a partlr de sis’ dles no ongmen mlllores notables ‘en el . '

tractament El futurs experiments es realitzaran als sis dles ]a que es conSIdera

. que aquest ja representa el suficient temps per desenvolupar-se el fong i
' comencar l'atac llgmnolmc amb el fong 1mmob111tzat en aquestes condmons

. Al S . -
7. , :-_/_ - .- - ~ . -~

" Per acabar de completar l'estudl dela relacxo C/ Nen Erlenmeyer i apllcant els:
: resultats obhnguts antenonnent es’ dlssenyaren els expenemnts 23.i2 4 |
1mmob111tzac1o prévxa del fong en un medi ric sense llenxms negres, i posterlor
tractament dels lleixius negres amb el fong 1mmob111tzat enun medi amb 10 g/ 1
- de glucosa i'75 ppm de N (expenment 2. 3) i10 g/l glucosa i 550 ppm de N_

(expenment 2.4), sense tampé en el medx a]ustat a pH 4 i sense esterllltzar els

11e1x1us negres concentrats En treballar sense tampo en el medl, i estenhtzant :

nomes la part de nufrients i rrucronuments del medx, ens. estévem acostant ales. -

futures cond1c1ons de treball en altres bloreactors L estratégla era anar avanqant

i apropar-nos ales cond1c1ons adequades per a’un 51stema de tractament'
o d aigties re51duals Donat que encara no haviem determmat unes condicions de
relac16 carbom-mtrogen deflmtxves, perque no haviem trobat unes dxferéncxes" _
sngmﬁcatlves que ens fessin decidir per una relacié de lumtacxo pel carboni. o -

pel nitrogen,. vam selecelonar unes condicions més extremes arnbvl_O g/l de

glucosa. . - |
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W . ' EE‘zT Exp 23 | Exp 24 24
ﬁluéosa gl 10 - =10 10 B 10
Nivogenppm . | 75 | 75 | 550 | 550 ]
Temps, dies 1 2 6 2 b 6 E
Vo Reduccio de la | 229 | 45 | 1 | 54
% Reducciédel | 17 | 26 | 30| 22
color ' _ o o
% Reduccio dels o T 1z
compostos aromitics | | . .
Nitrogen, ppm | 68 o 419 | 3868
[ Clocoss, gl | 854~ | 041 78 | 14
I [ 39 |37 |37 | 3,57

Taula 2. 2 Resultats de l‘expenment 2. 3 medl lumtat pel mtrogen i 1'expenment

.24, med1 ric lnmtat per la glucosa No es reahtza la correccié del color en
- funci6 del pH perqué el pH no augmenta, i‘perque excepc10nalment el color va‘

ser mesurat abans de filtrar la ‘mostra.

En'la taula 2.2 présehfem els restltats obtinguts en els eXpeﬁrhent 23i24

després de 2 i 6 dies de tractament dels lleixius negres. La millor reduccié de

cémpostbs aromatics "-de color és semblant en els'dos experiments-‘ s'obté en un. -
-medi ri¢ lirnitat perla glucosa Els valors dels compostos arométlcs als2i6 dies . -

~enl experxment 2.4 no s'han inclos en'la’ taula 2.2 perqué hl hagueren problemes

*en la seva mesura .

Els resultats de les taules 21i2 2 no. sén dlrectament comparables entre ells

Ara bé, amb aquests resultats que es referelxen a un medi pobre limitat perla
glucosa(C/N 4.54), un medi limitat pel nitrogen (C/N— 133) i un med1 ric’

 limitat perla glucosa (C /N=18.18) podern concloure que no hem determmat cap

relaao de cond1c10ns m1c1als que permeu descartar la resta en el’ tractament de

Vi L. ) . . .
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llelxxus negres pel Phanerochaete chryosoponum 1mmob111tzat De fet el

Phanerochaete chrysosponum .podria treballar en, qualsevol daquestes 3

cond1c1ons amblentals, obtemnt-se bones reduccnons del color, dels compostos

: aromancs i de la DQO Les rmllors cond1c1ons prev151b1ement sobtmdnen si

hague551m partlt d'un’ mbcul en les matelxes cond1c1ons amb el med1 ric lumtat
per la g]ucosa -fet molt normal ja que a més g]ucosa hi'ha més blomassa i més .

: capacntat de produccno enz;métlca i radicals lhures- Sl bé no podem concloure

5

.lefectede l'aerac1o T TP R DR

quines son les rmllors cond1c1ons, valorem que no compensa treballar a altes

',concentracmns de. glucosa en un med1 limitat pel mtrogen perqué la mlllora
g dels resultats no )ustlflcana l'esforq lmcxal de les altes concentracxons de glucosa

-y N
X A e Yo
AR N ~ .

I ' Te © .
A partnr daquest moment centrarem el tractament dels 11e1x1us negres en.
I'estudi dels bloreactors /per dura terme aquest tractament a partlr de dues "
relaaons diferents de carbom-mtrogen medi lumtat pel carbom -25 g/l de .

N '4 glucosa i 550 ppm de mtrogen- i medi limitat pel mtrogen -5 g/ 1de glucosa i~

‘75 ppm, de mtrogen— totes dues amb 1mmob1htzac10 del fong en cubs d espuma o ‘
de pohureta i nil6. en un medi nc, per ser: aphcades en bnoreactors de més,
:volum, i-en el que es controlaran mes vanables, i es tmdra espec1al cura de

Lo
N
VoL

;
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- Tractament en discontinu_ .
" Reactor discontinu de tanc agitat

Sy

Tal com ja s ha exphcat en l'apartat de materials,. lestud1 del tractament dels

lleixius negres en un reactor chscontmu de tanc agitat amb el fong immobilitzat

es reahtza enun bloreactor de151 Blostat M, a‘baixa agltacuS S utlhtzaren dos

suports dlferents ,espuma de pohureta i mlo En aquests expenments es

T comproba la' viabilitat del tractament amb les dues relacxons de carboni-
mtrogen, amb els dos suports, i s ‘estudia I efecte de l'aerac1o per tal d apllcar-ho ,'

- en el seguent apartat en el tractament en continu.

Malgrat que el bioreactor utilitzat duia mcorporat un condensador a la soruda' _

dels gasos, a mesura que augmentava ledat del cultm, s observava una pérdua . '

" de volum. Per tal de disminuir aquestes perdues ‘per evaporac1o en a]gunes

fermentacnons s acopla un segon condensador alasortida del pnmer Encapcas -
s aconsegm eliminar aquestes perdues de volum Tampoc comptem amb dades
suficients i fiables per tal de ‘poder-lo- quantificar. Per tant els valors de les
reducc1ons del color, compostos aromatics i DQO -sobretot en aquells casosque . ‘
". hi hagi mcrements en aquests parémetres— caldra consxderar—los com 1nd1cat1us, s
i en realitat les reduccions sempre hauran estat supenors ales aqui. expressades )

pel fet de no comptabll}tzay aquest efecte de concentraci6 del- medi.
a)Espuma de poiiuretaz (exp 21 52)

f VL expenment 25.¢ es realltza en un fermentador Blostat M de 15 lltres de -
i capacntat a baixa agltamo, amb el fong 1mmob111tzat en _espuma de. pohureta i

25 g/ lde glucosa i 550 ppm de mtrogen uuaals, alimentat solament amb aire."

R Les vanables mesurades foren el pH, l'ox1gen dlssolt en el medi, la glucosa, el

nitrogen, DQO color, i compostos arbmatlcs En la taula 23 presentemv
I'evoluci6 de les variables més. sxgmfncatlves, glucosa en el medi, pH reduccxo

del color amb la correccié del pH reduccno dels components aromaucs i

v reducc1o de la DQO al cmqué i seté dla Aquest expenment el podem comparar .

w

105 —



x-‘[ ‘. ) . A ¢,

.:amb lexpenment 26 que es reahtza tambe en un Blostat M amb fong
. 1mmob111tzat ‘ert espuma de pohureté 5- g/ 1 de glucosa i 75 ppm- de mtrogen‘_' .
,_1mc1als que se li afeg1 oxlgen pur des de les 25 fins les; 49 hores El bioreactor
' treballava amb.doble condensador a Ia sortida per numrmtzar les pérdues per
) evaporaao Es controlaren lés matelxes vanables i-els resultats d'aquest
'expenment 26 es presenten en la taula 24 als dos, quatre, A set dles de .

'tractament T

En I'experlment 2 5 estavem lmutats per la glucosa i en el 2 6 la llrmtaa() era"
‘ pel mtrogen leem-nos enla taula 24 com abans de les 48 hores de tractament- :
‘ ;el fong ja havia consumit tot el mtrogen del medl, i encara restava més de 1 g/ 1
de glucosa Al matexx temps, en lexpenment 26 -graflca 2.1a- el pH resta L
durant les primeres 100 hores al volmnt de 4.7 i després's alcahmtza, comadmt?'
: tambe amb la manca de glucosa en el medx ‘En lexpenment 2.6, -gréﬁca 2. 1b-;
- durant les prlmeres hores el’ pH augmenta comcxdmt tambe amb la fase de‘ o
: ‘max1m consum de la glucosa Quan el consum de la glucosa decrelx, despres .

d'haver consurmt uns 3 g/1, el pH. del med1 toma a acndnﬁcar-se per establhtzar- -

se a pH aproxlmadament 5
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'/Els expenment 2.7 i 2. 10 serviren per comprovar la v1ab1htat del proces en

dlscontmu uhlnzant cubs de mlo com a suport d'immobilitzaci6 en les dues»

o relamons de carbom-mtrogen A més a més- l'expenment 2.10 servi’ per acabar' ®

'de posar a punt el métode de mesura de la toxicitat, tal com s'ha descrit en

[

+

Y

lapart de matenals i métodes ‘Per tant, a partir de l'expenment 2.10es donaré o

~una gran 1mporténc1a a aquest parémetre de control i sanahtzara de forma

_51stem3t1ca en tots els expenments que el seguelxen De fet sera el parametre_ -

de control que més es seguira i el pa_ramet_re, clau per avaluar el tractament..

Les condlmons de lexpenment 27 foren les seguent 2 5 g de glucosa/ li 550'

©ppm deN.I per I expenment 2.10 (realitzat amb doble condensador ala sortida
dels gasos del bioreactor): 5 g de glucosa/ 1i 75 ppm de mh’ogen Enla graﬁca
2223 .presentem l'evoluci6 de la glucosa, el pHi loxlgen dissolt en el medi
'_.pels expenments 271210 respectlvament Com es pot veure en la taula 2.5 i
C2 6 .els'millors resultats van- ser obtmguts a concentracm inicial de glucosa -de

" "5g/1175ppmdemtrogen SR

L'experirhent 2, 7>f01i aeraf solament amb aire. ‘Fixem-n‘os enla graﬁca'Z 2 com

I'c ox1gen dissolt en el medl ales35 hores és aproxnmadament zero, de forma que

estem en la zona de méx1m consum, comc1dmt també quan ja no quedava_

' practlcament glucosa en el medi. Si comparem ¢l consum de glucosa d'aquest
expenment amb el consum en l'expenment 25 realntzat en les mateixes

.condxcxons perd amb dxferent suport, notem que en 1'expenment 2.7 aquest

. consum és. inferior, bastant inferior. Encara que no-sigui concluent aixd ens

S podna 1nd1car que el diferent comportament no-es deu a la hrmtacm de la.

relacié carbom mtrogen -que en els’ expenments 25i276ésla matexxa- sin6 a.

un altre factor que dé moment encara no hem pogut determmar

" En l expenment 2.10, un corrent d'oxlgen 100% va ser m]ectat al cutin durant

- 24 hores, des de les 25 h fins les 49 hores i després el tractament va continuar
amb una- barre}a d'oxigen i qlre, a les 74 hores -taula 26 la reducdi6 de DQO
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era del 31 %, i lu havxa un mcrement del color (16%) La taula 26 mostra el’
comportament de la reducci6 de la DQO el color iels components aromatics,
ila flgura 2. 3 el pH la glucosa en- el medi i la: pOz daquests expenments |
Afeglrem I' oxxgen per estlmular I actmtat enzimatica, envel moment a ‘partir del
qual calculem que ja. shauna acabat la font dé' mtrogen A partlr daquell

moment mantemm amb una barre;a dox1gen i aire la concentraci6 doxlgen

- ‘dissolt entre el 20i el 30 %. Si ens fixem en levoluao del pH ide la glucosa .

graflca 2. 3- hi notem una pnmera fase de nul consum de glucosa \en laqueel
pH augmenta seguxda per una fase de molt consum de la font de carboni. en' '
la ‘que. el medl samdxflca, per fmahtzar amb una darrera etapa en la que ]a_
$'hauria consurmt més de 3g/L de glucosa i, per tant 1a font de mtrogen estaria.
exhaunda, en la que el pH resta estable tendmt a ba51f1car-se quan ]a no queda'

glucosa ‘

o
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25 h a3 6. 866
‘ 315h - 2947 - o121 153
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| 3 Taula 2.5. Valors dela reducc:o del color (correglt amb el pH), la reduccxo dels -
'compostos aromancs ila reduccxo de la DQO pels expenments 2.7..A les 48 " ' ‘
hores les pérdues de volum per l'evaporacm del medi eren del 50 % del volum -
‘ '1mc1al aprox1madament RV '
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>~ Pefcehtatge de _", _

Reddc"cié dels

‘ Rgdu_cci() de la DQX

Experiment 210
C I reducmo del color 4 'compostos aromancs T
—— ' vcorreglt amb el pH : ‘correglt amb el pH :
JBhR 18 122 B0
[ 7 193 | (5225
' 72 B EAT B
27 67 21e1
B P2 153 e8Iz 13095
Eon [%0 o2 1529
|88 - :96'_" BEX — 31

188 hde 1154

"u

' Taula 2 6. Experlment 2. 10 Reducc16 de la toxmtat a les 74 h era de 3. 23 ia les

' ‘mcrementa la ;;O2 (expenment 2. 10)

{ '.‘ " . '__ . ., N

" Enl experlment 211l cultii va ser aerat amb oxngen pur, des de les 21. 6 hores -
] fins a les 71: hores, i despres el tractament va contmuar»amb alre atmosfénc a“-f_

la matelxa concentrac1o m1c1a1 de nutnents que I expenment 210:5 gde glucosa ) '

/] 1 75 ppm deN.La gréflca 34 presenta T'evoluci6 del pH, la glucosa i T'oxigen

. dissolt en el mech “de l'expenment 2.11. Les: ﬁgures 2 3124 (expenments 2. 10..'_

i 2 11) poden ser comparades, i ‘hi podem observar un comportament smular” .
: durant les pnmeres 100 hores: Perd quan en lexpenment 211 loxlgen va ser

| _ canviat per Taire, hi hague una reducao de DQO supenor Al mateix temps, la‘ .
S reducaé de la toxxcxtat és’ rmllor amb oxxgen que amb aire (veure taula 2. 7b)

o A les 74 hores, la reduccxo de Ia toxlcxtat era sumlar Sn els dos expenments ( _
3. 23 i 258) _perd és a partir’ daquest punt que smcrementa perqué tambe L

: N PN oL . T 4
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‘ . Exp'erirheiit 210 'Ex[’:)érimeht 211
' .Reducmo dela toxncntata les’ 323 258 ¢
T 74 hores ' )
N "’:Reducc'i‘é de la toxicitat a'les. | 154 167
188 hores en I'experiment - : o
-210i 147 horesen V .
T expenment 2. 11 |
‘ % Reduccno de toxicitat entre ’43_% _ P
les 74 hores i, les 188 hores i . g
. 147 hores ) o
S 1 | v o . o l / R ] - .
Taula 2.7b. Reduccions de la toxicitat en &ls éxperimients 2101 2.11..
' Procés en continu '
: Per lestudl dels dxferents tlpus de bxoreactors operant en contmu vam parhr de'
" les rmllors condncxons -5.gde glucosa/ 1175 -ppm de mtrogen- dels antenors
| expenments en dlscontmu i les varn: aphcar a un reactor de mnc agxtat un
reactor alr-hft iun flltre percolador “
e v i
_ ' 17~
T A
) . l\ . ‘ ..- I
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- Reactor de tanc agitat
o R o

.

. El ‘processos en continu’s"inici'aven després de mantenir el cultiu unes hores
T operant en discontinu. Es parha del matelx medi inicial que en els expenments :
- en dlscontmu en condicions de hmxtacm del mtrogen, és adir, 5 g/l de glucosa

75 ppm de nitrogen amomacal Transcorregut un primer periode en el que el

A ' _fong consumia tot el nitrogen i la glucosa, s actlvava l'activitat del fong afegmt—
. li oxigen pur. A contmuacm s mlcxava el procés en contmu el medi fresc que

' s allmentava al culhu no contenia cap. font de carbom ni mtrogen addlcxonals

~ . y

" Enéls é'xpéri"rhént 2. 12‘ i213 s"ixtilitzé un biostat M én les ﬁxa'teixés condicions:

150 rpm d'agltaao, 5g/1de glucosa 1mc1al i 75 ppm de mtrogen amomacal
inicial, pH de partxda 45, sense tamp6 en el medx i amb unes gotes .

o d anhespumant en el med1 inicial.”

En lexpenment 212 se subrmmstra al snstema durant una hora ox1gen des de -

' les 118 hores fins les 119 hores, i 1a resta del tractament safegla aire; el

tractament en continu s'inicia a les 119 hores quan la glucosa en el medi ]a‘ "

- havxa estat totalment exhaunda Enla taula 2. 8 presentem el desenvolupament_

g de l'expenment




-vTe_-rﬁ“ps } .

" Experiment 2.12

(Kores) .

- 4

'
[

1mmob111tzat en cubs de mlé

,_In]ectem un ﬂux d' oxngen pur durant 1 hora, -

119° ‘_- In1<:1em ell proces en contmu amb un cabal d'entrada de 26 8 ml/ h
‘ Afegxm a mes a més, 100 ml. de medi de lleixius negres enel RCTA per

compensar les’ pérdues de volum per evaporacno

140 Afeglm a] RCTA 150 ml .més dé medi de llemus negres per )

compensar les pérdues
. per evaporacio. . - . o

337 Fmahtza el tractament en contmu

Volum total tractat en les 216 hores 5 78 htres

4

Temps de resndéncna 41 hores

' l_‘

- ._5 . ,Acndlﬁquem el medi, de pH 5. 08 fms 4. 83 umtats de pH

_ :‘118- -~ La glucosa en el mech ha estat totalment consunnda

Y

Taula 2.8, ;Progr‘amajcié de 1'egp“eriment 212 .
!
- ’ ‘

0. - Inoculem el bloreactor amb el fong Phanerochaete chrysosponum 24725 .




)

- La grafica 2 5 correspon a l'evolucm de les principals variables, mesurades pH
B -oxlgen dlssolt en el medi i i reducci6 de la toxicitat per lexpenment 2.12.
“Enl expernment 2. 12 partlem d'un med1 de llemus negres a pH 4. 5 En mocular '
. amb el fong 1mmob111tzat el PH. del medi puja fms 5.08 i, per tant, hem d' afeglr
. acid ‘per retornar-lo a 4. 83 unitats. Tal com podem veure en la graflca 2. Sa, el
. pH no varia fins les 70 hores (aprox.), llavors comenqa a augmentar de forma
. :lenta perd constant Malgrat afegir a les 119 i ia les- 150 horés-100 i 150 ml de
;" medi fresc a’ pH 45enel bloreactor el pH continua la seva tendeéncia a l'alca.
D' altra banda, de les mesures realltzades sabem que a les 118 hores -taula’2.8-,
_ :tota la glucosa ja havia estat consurmda, no tenim mesures de la glucosa a
- 'temps anteriors, pero podem suposar a partir de F'evolucié estudiada en els
',expenments realitzats en dlscontmu que el pH va comenc;ar a augmentar en -
h * consumir-se tota la glucosa "
El tractament en continu en l'expenment 212 s 1mc1a a les 119 hores '
-S'alimentava 27 ‘ml/hora de med1 fresc de lleixius negres a pH 45.El procés
:dura 5 ‘temps de ‘resndéncna (Un temps de residencia equival a 41 hores).

- Les feduccions de la toxicitat en I'experiment 2 12 -grafica 2. 5b s6n 'prii’ner molt
bones; si bé despres del pnmer temps de resu:lénc:la i fins el quart, s6n inferiors .
a 1. Hem de tenir en compte que en aquest interval hem fet dues addlcxons de. .
medi fresc, a‘les 119 i 141 hores, per compensar les pérdues de volum del )
med1 aquests xocs de carrega veiem que afecten considerablement l'activitat del
rmcroo}amsme, i li costa recuperar-se’n. Les reducaons d@l color i els
. compostos aromatics ‘van paral leles, tenen el mateix comportament perd els
.seus valors oscil.len molt. La primera oscil. facié esta ]ustlﬁcada pels dos xocs
que ha sofert en sistema en afegir-li el medi fresc ales 1191 140 hores; pero la
‘ i éegona osc1l laci6 es fa dlflCll d mterpretar Puntualment velem que s'obtenen
" bones reduccxons, perb no aconsegulm estabxlltzar-les, per tant és possnble.
obtenir bones reduccnons amb aquestes cond1c1ons i potser caldna disminuir la

) carrega
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o aquest expenment

) . - N - . . PO -
s : P .
, .
o

'Per mtentar assohr millors reduccxons de la: tox1c1tat en. tot el tractament el

_colori-els compostos aromAtlcs i estabxhtzar els valors €s plantejé l'expenment,

2.13. En aquest expenment 213 se subrmmstrava al miedi una barre]a d'aire i

oxigen. El tractament en continu dels lleixius’ negres ' 1mc1ava ales 102 ‘hores
despres dhaver moculat i no fmahtzava fms despreés” de les 335 hores La
cérrega orgamca aphcada era de 3.1 8 DQO/ I l'ahment d'entrada no contema‘

ni mtrogen ni glucosa add1c1onal La taula 2. 9 presenta el desenvolupament

N

S
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o

- Temps-
. (h'o‘res)

, -%ﬂ"' :
S5 Ac1d1f1quem el pH fms 48 ‘ N _
_ B 75. 75 ~ Glucosa” en el medl 0.24- g/l » ' \ f L
E 95‘_ o Afeglm 100 ml de med1 de llelxxus negres al bloreactor per

. ‘Experiment 2.13"

¢

0. Inoculem el bioreactor amb el fong Phanerochaete chrysosporlum 32629

' 1mmob111tzat en cubs de mlo

Mantemm una- concentrac16 mmlma d oxlgen dlssolt enel med1 del 15 '

.

compensar les pérdues per evaporacno o R

o 102 Iniciem el procés en contmu amb un cabal d entrada de llelxxus negres

de104nﬂﬁ1 L

| : 150 . Activem el control de pH per mantemr-lo per sota de 6 urutats
340 Fmahtzem el tractament en contmu '

Volum total tractat en les 234 hores 2. 43 lltres
Temps de: re51dénc1a 105 hores '

"

Taula 2.9. Programacié de I’ekperimént 213
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.Respecte lexpenment 2. 12 en: l'experlment 213 es. treballa a temps de
' resndénaa superior, de més del doble, a mes a més, es controla que el pH-
gréﬁca 2.6a- restes sempre mfenor a les 6 umtats, 1 loxlgen dlssolt es

- mantmgues per sobre del 15 % amb una barre]a d a1re i ox1gen pur .

j,La graflca 2.6b presenta l'evolucné de la reduccm de la tox1c1tat en 1 expenment
; 2. 13, Es van' assollr reducc1ons de la toxicitat supenors a 2 aquest valor
sestabllltza (o €s supenor) al voltant de 23 a pamr de les 150 hores de ,
tractament En -aquest expenment el proces en contmu $ hav1a 1mC1at a les 02
. hores, es a dll‘, s'havia avanqat respecte l'expenment 2. 12, ]a que a les 75 hores ) '
_ -tayla 2.9- només quedava en. el med1 034 g/l de glucosa iales 95 hores.

s hav1a exhaunt totalment. Vam consxderar que a les 332 hores.es: podla donar . = ..

~‘per fmahtzat lexpenment perqué els valors obtmguts de la toxxcxtat eren~

» suﬁc1entment estables

N

"~ En lexpernment 213 s assohren mmbe bones reducc1ons dels compostos'

.. aromatics -gréﬁca 2. 6c- Fins a pH mfenor a 5.75 unitats aquestes reducaons_ ‘

; eren supenors al 50 %. El valor dels compostos aromatics a les 100 hores -podia

- estar afectat pel xoc de carrega produnt en haver-se reomplert antenorment el
‘ fermentador amb 100 ml- de med1 fresc per compensar les pérdues .per

! evaporacxo Quan el pH resta conshant a6 umtats perqué s addmonava acid al -
sistema, les ‘reduccnons dels compostos aromancs si establhtzen per sobre del 25 o

" %. En el matelx penode §'havien, reglstrat increments consnderables del color -
Recordem que el mvell de sortlda de l'eﬂuent tractat estava 51tuat en. la part. E

: supenor del medi, per tant estévem compensant les pérdues de volum per'
evaporac10 del medl, amb l'ahment que entrava al sistema que era’ ma]or que

- el'de sortlda Per aixo, hxpot[etlcament els valors que presentem seran sempre

’ pxt]ors -reduccmns mfenors- que els reals - ' o S

S En-elAé‘d,on' expéiment§ hi haqucafrédué‘éié "c_le' la DQO

. R . g : . o
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o Air'-lift .

: Idénthues condxcnons aphcades a l'expenment 2.13 serviren pel tractament dels i
' Teixius negres £n un bloreactor alr-hft també es mantmgue el mateix control . .
" del pH que tan havia rmllorat els resultats en lexpenment 2. 13 Es va
K seleccionar treballar. amb a_quest tipus de blorgactqr per l'especial dlsseny de .
'l'ag.itécié-.' Eh'éque'sit;fréctament amb lair lift, expefirhenf 214. t‘agitaaé del - |
| rhedi es m‘ahtingué émb una bérréja d'aire’i oﬁgen Ara bé, ‘malgrat presentar .
' ‘una bona agltaao el med1 els cubs amb el fong immobilitzat no ﬂuldltzaven, ‘
' per tarit, el fong és com'si estigués en un llit fix en el que el medi restava ben

agltat perd el suport restava ‘quasibé immobil. En la grafica 2.7 mostrem a)
levolumo del pH, b) la reducc1o de la toxicitat, i'c) les reducc1ons del color iels.

v

compostos aromancs




- Temps
. (hores) :

0

' ,1mmob111tzat , en cubs de nilo.

5 .
9g
95

.per evaporaao

- Tractament en 'cp_ntinu‘

oy

102

175

221

©per

. Taula 2.10. Programacro de l'experlment 2 14 (“) En el reactor air-lift no podla

Tractament en discontinu -

" Glucosa en el medi: 1.5 g/l o
'Afeglm al bloreactor 300 ml de medr fresc per compensar les

v S 1rucra ael proces en contmu

-Fmahtza el proces en contmu e e

. ‘Volum ‘total tractat en les 234 hores: 3 55 htres

Lt

Inoculem el bloreactor amb el fong Phanerochaete chrysosporlum 32629

Volum 1mc1a1 del bioreactor 181
A]ustem el pH- del med1 despres d mocular a 4 78 umtats \

Glircosa en el medi: 183 g/1..

. - . RN

W

N

~ Activem el control del pH per. mantemr-lo mfenor as9 umtats

~'Afeg1m 100 ml de medi fresc al bxoreactor per compensar les

s

r evaporac16 ®*)

s ' . . - c =

A

Temps de resrdénaa 119 hores

; .

. Mantenimm la concentracw d'oxngen dlSSOlt en el med1 superlor al 25%

. haver control de nivell del Volum de: med1 i, per tant; no es compensaven les

| perdues de volum per’ levaporaao dlanament Per alxb seli afeg1 a les 221

v

) hores aquests 100 ml de medi de llerxlus negres ) EE

AN

: S "
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la glucosa

€

, En la gréﬁca 2. 7a hi ha represenmt el pI-I del med1 Sic la comparem amb la )

mateixa representacm grafica de l'expenment 2.13 -gréﬁca 2.6a- ens adonem que

‘l'alcahmtzamo del medi va ser més lenta i no saccentua fins les- 140 hores..

Resulta sxgmflcatm tambe que ales 94 hores encara restaven en el medi 1.5 g/l :

de glucosa -taula 2. 10- ‘Esa dir, el consum de glucosa hav1a estat menor en l'air.

* lift que en ‘el reactor de tanc agltat Si la velocitat de consum de la glucosa en
lair-lift s'’hagués mantmgut s'hauria exhaurit ‘1a’ glucosa a les 135 hores,

coincidiria préctlcament amb l'increment més gran. del pH El motiu d' aquest
- . comportament sembla ser que en no fluiditzar adequadament existirien

:"problemes de transferéncxa de maténa, i, per aixd, aniria més lent el consum de -

| Amb el bloreactor alr-hft sassohren reduccxons de la t0x1c1tat de 1.3; podem

. veirre clarament -gréﬁca 2.7b- com el sistéma acusa els xocs de cérrega que 11
o suposava compensar les pérdues de volum per levaporacm amb medi fresc de
vlle1x1us negres a 1es 95 i 221 hores. Despres perd, el sistema es recupera, iles |

reduccnons de la tox1c1tat retomen al seu valor de 1 3. Aquestes reducc1ons de

la- tox1cntat eren mfenors a les assolldes amb el reactor de tanc agltat

A

En la grafica 2.7c, veiem com les réduccions dels ‘compoStos aromatics estan per. -

- .sobre del 20%. Igual com. hem dit en l'apartat antenor les reduccxons reals‘

: .senen supenors, jar, que tenim l'efecte dela’ concentraao del medi. Al mateix

temps, a mesura.que avanga l'edat del cultiu les reduccions del color decreixen.

“Aquests resultats comparats amb els obtmguts enl experlment 2.13 (grafica 2. 6) -
"'ev1denc1en que el bioreactor air-lift no és l'adequat per tractar aquest efluent
. en aquestes condicions en contmu perqué no fluiditza be i tmdnem menor

" transferénma d'oxxgen S T L oo
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.-"Filt%re pergolador-

Tal com s'ha descnt en lapartat de materlals i métodes es dlssenya un flltre
percolador per tractar-els llelxlus negres. El seu’ funcnonament havia de. ser

senzill, per tant, es renunciava als - controls de pH 1 oxrger\ Umcament es - -
mantema el control de la temperatura, 37 °C. Com ja s'ha exphcat una sola .

bomba seria suficient per mantenir la recnrcurlacw, la~veloc1mt que 1mpulsana,

_ T'aliment al filtre i el mantmdna mullat en tota la seva superflcne, i el seu pas

pel bany termostatltzat S'ahmenta al ﬁltre amb un cabal de 66 ml/dla de ,'

11e1x1us negres sense d11u1r a pI-I 4.5, que representava una cérrega orgémca de
'3 Kg DQO/ (m3"d) de bloreactor I | S |

s

L expenment 2.15es plante]a com una contmuacm dels antenors i, per tant, es

' partia deles mateixes condicions 1mc1als del medi: 5 g/ 1 de glucosa 75 ppmde

' mtrogen amomacal i pH 4 5. Imc1alment es carrega el reactor amb - cubs ambf
R el fong prévrament 1mmob111tzat que ocupaven un volumde 20 cm de dlémetre

per 10 cm d'altura. S‘afegl 4.5 1 de'medi el dlpbsn de rearculacro, ies delxa que
funcionés en dxscontmu durant 48 hores, a.aquest temps havia consumit 2 g/l
de glucosaa. Es reemplaca el medi per medi fresc també amb 5 g/l.de glucosa
i75 ppm de mtrogen amoniacal. Resta func1onant en dlscontmu durant 75 hores.
més; en aquest penode tota la: glucosa ja havna estat consumida i €l pH del
“medi havia passat a ser de 742 unitats. Es subshtur altra- vegada el med1 per
" medi fresc amb glucosa i mtrogen amoniacal. El vam deixar funcionant en
. discontinu unes altres 50 hores, fms que la glucosa havxa estat - totalment

consurmda Llavors S 1mc1a el tractament en contmu El cabal d entrada i sortlda

era de 66 ml/dla

3
. .

‘ Ben aviat varr{ 'cdﬁéfétar dos fets: a) el filtre percoladdr com a- bidreactér tenia
unes bones’ condncnons ﬂundo-dmérmques i b)les perdues per evaporacxo eren L

molt elevades R

1

-~

: Varn inst;;i.lar‘ uﬁa balai_nga"'en la par-'t‘:in'ferior del .d.i'pésit de reeqllida del medi : '

]
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- per tal de poder avaluar amb més precisié les perdues per evaporacié ..

dlanament Vam poder constatar que aquestes perdues eren efechvament de 700 .
ml de medi dnans, que equnvaldnen al'16 % del volum m1c1al per dia. Per tant, .*
cada hora s estarla perdent el 0.7 % del volurn inicial.. En-una primera fase que

dura 21 dies aquestes pérdues van ser compensades afegint xocs de cérrega

‘ dlanament equlvalents al volum de medi- evaporat Es tractava d'afegir

dlanament 700 ml de medi de’ lleixius negres d'una’ sola vegada 'sense ni '

glucosa m mtrogen amomacal a pH 3c1d Postenorment en una ‘segona | fase de.

* 10 dies aquestes perdues foren compensades amb aigua destil. lada afeglda de

* forma continua durant les vmt— i-quatre hores del dia; hav1em suposat que les
pérdues per l'evaporacxo correspondnen a l'algua, i que en réstituir aigua
. destil. lada’ aquest efecte quedana minimitzar i podnem avaluar lefecte del
rmcroorgamsme sobre l'aigua re51dual En aquest penode calgué mcrementar
la quantitat d'aigua afeglda per "dia fins 1 litre per poder compensar totalment -
les perdues de volum mesurades amb la balanga o '
‘Els resultats obtmguts enla tox1C1tat el color i els compostos aromatics es fan
d1f1c1ls d avaluar des del punt de vista quantitatiu i quahtatlu degut a la gran’

distorsi6é que suposa aquest gran percentatge d' evaporamo diaria. De fet,.

; aquestes grans perdues de volum invaliden d'entrada el tractament dels lleixius . - ‘

negres amb un filtre percolador a 37°C i obert. Fms i tot en compensar les
pérdues amb l'algua destll lada els resultats obtmguts no acabaven de ser lbglcs
i no es podia consxdera un tractament d'axgues residual. L'experiment reahtzat
haura servit solament per posar a punt €l funcionament del ﬁltre percolador, 7

i poder-lo utxhtzar en el tractament d'altres eﬂuents sense treballar a

‘

temperatures tan elevades .

'

, “Vam desestlmar des dun prmcnpl dlssenyar -un filtre
percolador tancat -sxstema MyCoPOR— amb un condensador perqué si bé
podna ser molt util a escala laboraton sembla de dlflCll 1mp1ementac10 dms un

proces mdustnal




. Conclusions -~ =, L0
Lo / . “ - - I o E .. ‘- . ‘v S . o - v :
* - El ’/principal objectiu del. tractament biologic d'unes aigiies resii:luals d’c')rigen R
: mdustnal és reduir la toxxcntat augmentar la bxodegradablhtar i ehmmar el
~ color si’ nh1 ha En els llelxms negres és conegut que el prmcnpal problema

gy aquesta algua re51dual és la:seva tox1c1tat i poca blodegradabllltat

i .

En aquest capltol ‘hem’ esstudlat tres tlpus de bloreactors amb el fongv
1mmob1htzat en dos- suports dlferents bloreactor de tanc agntat bxoreactor air-
lift i filtre percolador Hem mlcxat 1estud1 amb el tractament en dlscontmu :
isolament amb els bloreactors de tanc agltat i hem aphcat els tres hpus de '
- 'bloreactors en un tractament en contmu Al matelx temps, durant tot el treball\ o
'necessuavem disposar . d'un test’ rapld i ﬂable que ens quanhﬁques i ens" v
_permetés avaluar la viabilitat del’ snstema proposat per. fractar el lleixius negres.

') . ."Es desestima reahtzar el test de la blodegradablhtat de lalgua perque es tracta

d'un assalg que dura. apronmadament uns 15 dles, alhora que es feia ~1nv1able | R
reahtzar-lo en les mostres més representanves que generaven els nostres
-experlments pel ‘seu gran nombre En canvi, per mesurar els canws en ia }
tox1c1tat si que podlem dlsposar d'un test (Mlcrotox) que ens era ut11 per la. -
. finalitat que persegulem -poder segmr amb precisé els canvns 0casxonats pel 'j

. fong en-els lleixius negres-, (amb 1'd mc problema del seu elevat cost” per -

»’anAllsls), encara que es tractés de mesurar la - tox1c1tat respecte a un
' »rmcroorgamsme determmat Es per arxb que vam dec1d1r prendre que el

Vo

- parametre decnsm seria la tox1c1tat o ST i+
Des del 'pun't de visté’dei'-sdport ‘d'immobilitzaci6 a utilitzar tant l'espuma de <
pollureta com el nil6 son bons suports i permeten treballar en. dxferents‘ '
bloreactors La mnllon estratégla dlmmoblhtzacxo es pnmer 1mmob1htzac16
,'prévxa del fong en un med1 ric sense 11e1x1us negres, 1 segon, tractament dels’
: 11e1x1us negres amb el fong préwament 1mmob1htzat .
’ ,l.' - ! e . . o o X .
Uhlltzant un bloreactor de tanc agltat s'han obtmgut bons resultats en les/z
' reduccmns de la tox1c1tat i els compostos arométlcs Amb el proces en conhnu _

¢ : T A . T o “ * . >
R - .
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obtemm millors. resultats que amb el procés en dlscontmu Ara bé, el proces en

*

contmu té la capacitat de poder tractar més volum de lleixius negres

Sha aconseguxt treballar en contmu amb el fong 1mmob1htzat durant

aproxlmadament qumze dies aphcant despres d'un unrt penode incial en

dlscontmu, una carrega organica de 3.1 g GQO/I de’ lleixius negres sense
- aportar ni font de carbom ni font de mtrogen addicionals i sense esterelitzar. Els

rmllors resultats s'obtenen en mantemr el pH del medi i aportant més quanntat ,

doxxgen (barre)a au'e«oxxgen) ‘Malgrat aquests bons resultats no aconsegulm

reduxr la: DQO

o En el reactor alr-hft hem v1$t en la fase inicial darrencada que el consum de_

.
3 i

) amb el reactor de tanc agitat. Aquests problemes de transferéncna podnen tenir -
longen en el dlsseny del bloreactor ja que el nostre suport -cubs de nilé- era.

de gran tamany i no hi ﬂuxdxtzava '

Sha aconsegult treballar -en continu amb el fong 1mmob1htzat durant
T \‘ | , aproxnmadament qumze dies ’ ' ‘
_En el désenvblhparhent d'aquest capitol hem anat infrod'uint millores en el
SIStema per augmentar la reducc:o de la toxicitat i poder-la mantenir en el
. procés en continu. . Aquestes mlllores es proposaven a pamr dels treballs
. realitzats per altres mveshgadors i que créiem podlen donar un bon resultat

en el nostre cas, i a partir dels propxs expenments Hem aconsegult bones

reduccxons de la. toxicitat i dels compostos arométncs i bones reduccmns -

puntuals del color, perb no sabem com rmllorar per tal de poder treballar arnb

RN

els llexxlus negres menys dxlults

-

_Eris adonern que no &s suficient I'estudi dels parametres finals, com la toxicitat,

colbr,_-cdmposfos aromatics, DQO. 'Pérfactuar"sobre aiQuésts parametres, ens cal

*tenir un coneixement del fong més ampli i que ens permeti determinar quina,

5 . } ~

glucosa és mes lent, per tant, deduim que podria haver problemes de—:
~transferénaa de materia que )ustlﬁcanen no obtemr tan bones reducc1ons com

129 —
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és la mterrelacxo entre el rmcroorgamsme i el seu medl En aquest sentlt ens_
plantegem estudiar les activitats enznmauques del fong i veure la seva relacié
amb les reduccxons de toxicitat, color i compostos arométlcs dels llelxms negres ”

Una vegada’ tmguem relacionat qué 0 qui realment es el causant de cadascuna':" -

daquestes reduccxons podrem mterpretar rmllor els resultats obunguts en
aquest capltol i podrem centrar-nos altre cop: en'' estudl del tipus de bloreactor
_ necessari per optmutzar aquestes reduccxons en els llelxlus negres que seran

. . ¢
ob]ecte de. futurs treballs. - . . . . ‘\ :
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