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2. INTRODUCCIO GENERAL

2.1. Els arqueobacteris

La vida existeix des de fa 3500 milions d’anys, tot i aixi els primers animals van
comengcar a evolucionar fa només 680 milions d’anys. Abans només hi havia microorganismes.
Els microorganismes son majoritariament unicel.lulars i es divideixen en bacteris i protists. Les
cél.lules dels protists son com les dels animals, plantes i fongs en el sentit que tenen un nucli
que conté el DNA estructurat en cromosomes lineals, un citoesquelet intern i un sistema
d’endomembranes, és a dir son eucariotes. Els bacteris, en canvi, tenen cromosomes
consistents en molécules circulars de DNA enllagades directament a la membrana plasmatica i

no tenen ni sistema endomembranaci ni esquelet intern.

El registre fossil mostra que els bacteris van originar-se fa 3500 milions d’anys, pero que
els primers eucariotes, els protists, no van aparéixer fins molt més tard, ara fa uns 1700 milions

d’anys.

Hi ha dos regnes de bacteris, els eubacteris i els arqueobacteris. Les membranes de la
cél.lula bacteriana estan formades per lipids i proteines. Els lipids dels eubacteris consisteixen
en moléecules de glicerol unides a molécules organiques de cadena llarga mitjangant enllagos
ester. A la membrana lipidica arqueobacteriana la molécula de glicerol en canvi esta unida amb
enllagos tipus éter a cadenes organiques isoprenoides; aquesta estructura ha estat explicada
(Cavalier-Smith, 1992; De Rosa, 1996) com una possibilitat evolutiva de supervivéncia i
adaptaci6 a condicions acides extremes. L’inusual estabilitat intrinseca dels lipids
arqueobacterians obre noves vies en el camp de la bioelectronica de pelicules lipidiques
estables, ja que han sofert seleccidé naturals durant milers de milions d’anys en condicions

extremes de temperatura, pH i forga idnica (De Rosa et al, 1994). De manera similar (De Rosa,
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1996) aquests lipids podrien representar un material a tenir en compte per a la construccio
d’'una nova generacié de liposomes estables i membranes artificials d’interés tecnologic (De

Rosa et al, 1994; De Rosa, 1996).

Els arqueobacteris representen la tercera linia en I'evolucié al costat dels procariotes
(eubacteris) i dels eucariotes (Konig, 1988). Aquesta afirmacié es basa principalment en les
comparacions de les sequéncies del RNA ribosomic que han permés elaborar un arbre
filogenetic arqueobacteria (Woese, 1987) i dels éssers vius (Woese, 1992)(figura 2.1). Les

principals caracteristiques distintives dels arqueobacteris son, segons Smith (1988):

(i) la possessié de lipids amb enllagos éter

(ii) 'abséncia d’acid muramic encara que hi hagi paret

(iii) una composicié diferencial de nucledtids i de la seqiéncia al rRNA 16S
(iv) una estructura distintiva de la RNA polimerasa i

(v) un espectre inusual de coenzims.

La major part d’espécies d’arqueobacteris s’agrupen en tres grups que viuen en
ambients extrems (Konig et al , 1989; Kates, 1997):

a) Arqueobacteris halofils extrems, que viuen que viuen a llocs saturats de sal o proxims
a la saturacio, per exemple en mars interiors, com el Mar Mort, llacs salats o alcalins.

b) Arqueobacteris metanogens, viuen en ambients anaerobis com aiguamolls, rumen
d’herbivors, aiglies residuals o pantans.

c) Arqueobacteris termofils extrems i termoacidofils localitzats a llocs amb temperatures
elevades i a temperatures elevades i baix pH alhora, respectivament, com fonts termals o bé
s0ls volcanics.

Segons Konig et al (1989) n’hi ha dos grups mes: els arqueobacteris sulfatoreductors i

els arqueobacteris sense paret cel.lular, amb un génere descrit per cadascun.
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Tot i aixd recentment s’han detectat arqueobacteris en concentracions elevades a

mostres de bacterioplancton de I'Ocea Pacific, 'Antartida i Alaska, que mostren que estan

amplament repartits al biota global (Fuhrmann et al, 1992).
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Figura 2.1. Arbre filogenétic dels éssers vius basat en la sequienciacié de la subunitat

16S del RNA r (Woese, 1992).
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2.2. Lipids arqueobacterians

En els arqueobacteris, I'enllag éter, la naturalesa isoprenoid de les cadenes alifatiques i
la quiralitat del glicerol poden ser considerades rellevants filogenéticament (Gambacorta et al,
1994). La composicié de la porcié lipidica de la seva membrana o “core” lipidic i les dels
fosfolipids i glicolipids permeten distingir entre els tres grups d’Archaea (Kates, 1997). La porcio
lipidica, del tipus dialquilgliceroléter, esta constituida majoritariament per difitanilgliceroldieter
(Cx0Cyo-archaeol) i altres variants com C,,Cys- , Cu5,Cos-, archaeols macrociclics Cyg,

hidroxilats, o dimers com el dibifitanildigliceroltetraéter (figures 5.3 a 5.11).

L’estructura caracteristica dels lipids arqueobacterians permet la seva utilitzacio com a
biomarcadors en mostres ambientals i geoquimiques (Chappe et al, 1982; Volkman i Maxwell,
1986; Kates, 1997), per exemple s’han descrit en halites terciaries i en sediments marins antics
(Teixidor, 1996), en diposits evaporitics recents (Teixidor et al, 1993), en sediments de
conques anoxiques hipersalines (Pease et al, 1992), en sediments marins i lacustres (Schouten
et al, 1998) i en aigua marina, el que permet establir la preséncia d’arqueobacteris planctonics

(Hoefs et al, 1997).

Segons Oremland et al (1989) els compostos organics formats a la biosfera s’emmagatzemen
primer en els organismes vivents, després son descomposats i transferits als oceans i a 1’atmosfera o
enterrats en els sediments. Els compostos organics sedimentaris son atacats per microorganismes
(inclosos els metandgens) i si les condicions ambientals ho permeten pot quedar meta atrapat a la matriu
sedimentaria. Aixi, [’activitat metanogénica que té lloc durant la diagénesi de sediments recents pot
arribar a constituir un diposit de gas natural explotable comercialment. La naturalesa especifica de la
matéria organica enterrada als sediments reflecteix tant els tipus d’organismes com les condicions
paleoambientals presents durant la deposicio inicial. Alguns compostos organics seran atacats

microbianament durant la diagénesi i es convertiran en noves molécules, afegint un compost caracteristic
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a la matéria organica sedimentaria. A mesura que els sediments passen a capes més profundes i es

litifiquen al llarg dels periodes geologics, I’activitat bacteriana baixa significativament.

L’estructura molecular basica i I’estereoquimica de molts lipids queden marcadament ben
preservades al llarg del temps geoldgic, mantenint I’empremta bioquimica de la seva font original. Abans
del descobriment d’isoprenoids en els lipids arqueobacterians, s’havien detectat diversos tipus
d’hidrocarburs isoprenoides tant en sediments antics com recents, en roques sedimentaries i en el petroli
(Albaigés, 1980). Es coneixia que compostos com el prista i el fitd es trobaven tant en mostres
sedimentaries com al petroli, tot i que es creia que derivaven només de la cadena de fitol de la clorofil.la a
en forma majoritaria, i en menor proporcid (Volkman i Maxwell, 1986) de la clorofil.la b, la
bacterioclorofil.la a, tocoferols o i y i pigments carotenoides, i per tant es consideraven biomarcadors
d’organismes fotosintetics. El descobriment de cadenes de fitol als lipids arqueobacterians van questionar
el fet que els biomarcadors isoprenoides derivessin unicament de fonts fotosintétiques. Aixi mateix, el fet
que el prista i el fita es trobessin en roques de 1I’Arcaé¢ (més de 2.700 milions d’anys), on es creu que
encara no existia la fotosintesi, 1 en ambients deposicionals extrems on poden excloure’s tots els
organismes llevat dels arqueobacteris, va donar evidéncies que certs biomarcadors isoprenoides tenien
origen arqueobacteria. Als anys 70, a principis d’aquest descobriment, les contribucions bacterianes
d’isoprenoids a sediments es consideraven limitades a ambients hipersalins, com el Mar Mort i llacs o
estuaris arids. A mesura que s’ha evolucionat en el coneixement i elucidacié de I’estereoquimica dels
lipids trobats en els diferents grups d’arqueobacteris i els trobats en sediments, s’han anat coneixent

biomarcadors provinents de cadascun dels grups.
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2.3. Els bacteris metanogens

Els bacteris metanogens son un grup gran i divers d’arqueobacteris, les seves caracteristiques
comunes son que formen grans quantitats de meta com a principal producte del seu metabolisme energetic
i son anaerobis estrictes (Whitman et al, 1992), sén abundants en habitats on els acceptors d’electrons
com oxigen, nitrat, ferro(Il) i sulfat son limitants. La majoria viuen en pH proxims a la neutralitat i poden
trobar-se en temperatures que van des de 0°C a superiors a 100°C. Aixi es donen en pantans, maresmes,

camps d’arros, aigiies residuals, tracte digestiu d’herbivors, sediments marins i zones geotermals.

El primer cientific que va parar esment en la produccié de gas combustible en pantans i
maresmes fou Alessandre Volta. Els seus experiments i cartes, que daten dels anys 1770s, van
despertar gran interés a I'época i van portar la comunitat cientifica a estudiar la formacié
biologica de meta (Wolfe, 1993). Tot i aixi, no hi va haver evidéencies certeres de queé la
formacié del meta en aquests habitats era un procés microbia fins gairebé un segle despreés; el
1876, Hoppe-Seyler va demostrar que el fang residual produia meta quan s’hi posava acetat,
aquest mateix autor va mostrar un any més tard que els cultius d’enriquiment convertien el

substrat en quantitats equimoleculars de meta i didxid de carboni (Ferry, 1993).

La producciéo de meta com a producte catabolic majoritari és una caracteristica omnipresent i
distintiva dels metanogens ja que es dona Unicament en aquests microorganismes. Els bacteris
metanogens es poden dividir en tres tipus segons les seves vies cataboliques: reductors de CO,,
metilotrofics 1 aceticlastics. Les dues terceres parts del meta produit ho son per aquest darrer grup. Els
metandgens aceticlastics trenquen 1’acetat, oxidant el grup carboxil a CO, i reduint el grup metil a meta.
Tot i aixi només hi ha dues espécies de metanogens que metabolitzin acetat (Jetten et al, 1992):
Methanosarcina, forma cocs o unions d’ells, és generalista i pot metabolitzar també altres substrats (per
exemple H, i CO,), i té baixa afinitat per I’acetat; I’altra espécie, Methanotrix, forma bacils allargats com

filaments, i és especialista ja que només metabolitza acetat com a font de carboni.
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Els metandgens presenten enzims amb cofactors inusuals (Jones et al, 1987) com ara el
coenzim M, coenzim F4,9, coenzim F430, metanopteri i metanofura, essencials per a la sintesi de
meta. Alguns d’aquests, com el coenzim F4y i €l coenzim M, poden servir com a biomarcadors
(Dolfing i Mulder, 1985). El coenzim F,, es troba gairebé de forma exclusiva en metanogens,
en estat oxidat emet una fluorescéncia blau-verda. Aquest fet permet identificar bacteris
metanogens al microscopi optic de fluorescéncia en base a la seva morfologia cel.lular i
diferenciar-los de bacteris no metanogenics, ja sigui en cultius purs o mixtos, gracies a
l'autofluorescéncia blau-verda que presenten aquests bacteris en ser excitats amb llum
ultraviolada de longitud d’'ona de 420 nm (Mink i Dugan,1977 in Vila, 1993). Els beneficis
energetics de les seves reaccions metabdliques poden veure’s a la Taula 2.2.on s’observa

l'alliberament important d’energia donat el valor negatiu de I'increment d’energia lliure.

En la present tesi s’han obtingut cultius d’enriquiment de bacteris metanogens utilitzant com a
inocul fang procedent de la digestid anaerobia de I’Estacié Depuradora d’Aigiies Residuals de Manresa i
procedent de tapets microbians de Phormidium Valderianum de les Salines de la Trinitat (Delta de

I’Ebre).

La Estaci6 Depuradora d’Aigiies Residuals (EDAR) de Manresa va entrar en funcionament el
novembre de 1985 i t€ com a funcid el tractament de les aigiies residuals doméstiques i industrials que
s’aboquen a les clavegueres de Manresa i Sant Joan de Vilatorrada. La capacitat de la planta és de
200.000 habitants equivalents. La concentracio de DBOs a I’entrada és d’uns 200 mg/I i la concentracio
de solids en suspensio d’uns 300 mg/l (Mollet, 1991). A la sortida la DBOs és com a maxim de 20 mg/l i
la concentracié de solids en suspensié també de 20 mg/l com a maxim. L’EDAR de Manresa fa un
tractament per a la linia d’aigiies (consistent en un pretractrament, tractament primari, tractament biologic
i desinfeccid) i un tractament a la linia de fangs (consistent en un espessiment, digestié anaerobia i

assecat). En la digesti6é anaerdbia els fangs es bombegen cap al digestor. En aquest procés es genera un
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gas amb una composicié d’un 65-70% de CHy4 i un 25-30% de CO,. La temperatura de la digestio és de
35°C i els fangs tenen un temps de residéncia de 21 dies. El pH és aproximadament 7.2. El fang s’agita i
es mescla dins del digestor injectant gas de digestio. Cadascun dels dos digestors és un tanc de formigd
armat hermétic de 20 m de diametre, 8 m d’al¢ada util i 2550 m® de volum unitari. Per tal de mantenir la
temperatura del procés es recirculen fangs del digestor cap a dues calderes, que tenen un cremador dual i
poden funcionar tant amb el gas de digestié com amb gas-oil, i dos bescanviadors de calor. Un sistema de
bombes d’aigua calenta i una regulaci6 de les calderes permet mantenir els 35°C de temperatura. Es pot
extreure un volum diari de gas digestor de 42000 Nm®/ dia i és emmagatzemat en tres gasometres de 85

m’ de capacitat a una pressi6 de 2,8 kg/cm? (Mollet,1991).

Els tapissos microbians son ecosistemes complexos formats per comunitats estratificades de
microorganismes que presenten una gran diversitat d’espécies bacterianes. Hi ha tres factors que
permeten el desenvolupament d’un tapis microbia: Una elevada salinitat o alcalinitat (aigiies hipersalines
o alcalines), dessecacions periodiques (en el litoral mari i en llacs poc profunds) o elevades temperaturs
(fonts termals). En les Salines de la Trinitat (Delta de I’Ebre) els tapissos microbians tenen lloc des de 50
a més de 300 g/l de salinitat. Els de menys salinitat estan formats per una lamina superficial de
Phormidium valderianum, Beggiatoa sp. 1 bacteris filamentosos heterotrofics. Les comunitats que formen
el tapis es disposen estratificades, de manera que realitzant perfils amb minieléctrodes redox, de sulfur
d’hidrogen i de pH, aixi com d’abundancia o abséncia de fluorescéncia a 420 nm s’ha determinat a quina
profunditat hi ha metanogénesi, i és a aquesta profunditat d’on s’agafen les mostres per a fer cultius

d’enriquiment de bacteris metanogens a partir de 1’ecosistema (Vila, 1993).
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Taula 2.2. Reaccions i canvis d’energia lliure estandard per a la metanogénesi * (Whitman et al,

1992)
Reaccid AG® (kJ/mol meta)
4H, + CO, » CH, + 2H,0 - 135,6
4 formiat > CH4+ 3 CO,+2 H,0 -130,1
4 2-propanol + CO, > CH,+ 4 CH;COCH; + 2H,0 - 36,5°
2 etanol + CO, = CH, + 2 acetat® -116,3
metanol + H, 2 CH, + H,0 -112,5
4 CH;0H - 3 CH, + CO, +2 H,0 -104,9
4 metilamina + 2 H,O > 3 CH, + CO, + 4 NH," - 75,0
2 dimetilamina + 2 H,0 > 3 CH, + CO,+ 2 NH," - 732
4 trimetilamina + 6 H,O0 = 9 CH, + 3 CO, + 4 NH," - 743
2 dimetilsulfur + 2 H,O0 > 3 CH4 + CO, + H,S - 73,8
acetat > CH, + CO, - 31.0

* Els canvis d’energia lliure estandard sén calculats a partir de les energies de formacid de les espécies
ioniques més abundants a pH neutre. Aixi “CO,” és HCO; + H' , i formiat és HCOO + H" .

® També son utilitzats altres alcohols secundaris com el 2-butanol, 1,3-butandiol, i ciclopentanol.

¢ Altres alcohols primaris utilitzats son 1’1-propanol i 1’1-butanol.
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2.4. Els bacteris metanogens i la biodegradacié de compostos organics

La metanogénesi biologica juga un paper important al cicle del carboni a la Terra ja que és el pas
final del flux del carboni a molts habitats anaerobis. El meta format o bé pot servir com a font d’energia i
de carboni als bacteris metanotrofics aerobis o bé va a 1’atmosfera on juga un paper important a 1’efecte
hivernacle i com a participant a moltes reaccions de la quimica atmosférica. La metanogeénesi també té
moltes aplicacions practiques. El tractament anaerobi de deixalles organiques ha estat utilitzat en plantes

de tractament de residus des de fa gairebé un segle.

Els bacteris metanogens, tot i la seva diversitat filogenética, poden utilitzar un nombre reduit de
compostos com a font de carboni, normalment amb un o dos atoms de carboni (Whitman et al, 1992;
Zinder, 1993). Tot i aixd s’ha descrit la degradacié de compostos organics més llargs en ambients
metanogenics, degut al flux de carboni entre diferents grups de microorganismes, anomenats en conjunt
consorci metanogénic. En el present treball s’estudia la degradacio per part de cultius enriquits de
bacteris metanogens procedents d’un digestor anaerobi de la depuradora d’aigiies residuals de Manresa.
El flux de carboni en els digestors anaerobis ha estat estudiat (Zinder, 1993); els polimers son trencats
mitjangant enzims hidrolitics fins monomers i oligomers solubles els quals son posteriorment fermentats a
acids grassos i H,. Els acids grassos més llargs que 1’acetat son oxidats a acetat, H, i CO, (en el cas del
propionat). Com a resultat d’aquestes reaccions els substrats originals son transformats en substrats
primaris per a la metanogenesi: H, i CO,, formiat i acetat. Els bacteris que intervenen en aquestes
transformacions son els anaerobis fermentadors, els acidogénics productors d’H,, els metanogens

consumidors d’H, i els metanogens aceticlastics (figura 2.2).
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Figura 2.2. Flux de carboni en un digestor anaerobi (Zinder, 1993). Microorganismes involucrats 1.

anaerobis fermentadors; 2. acetogens productors d’hidrogen; 3. metanogens consumidors d’hidrogen. 4.

metanogens aceticlastics.
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