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INTRODUCCION

En México, cerca del 90% de las aguas de desacho de la actividad industrial provienen
de cuatro grandes industrias (Poggi y col. ,1989), estas son; en orden de descargas anuales: Ja
industria del azécar (620 Mm’/afio), la industria de la pulpa y el papel (100 MmYafio), la
industria del acero (38 Mm¥/afio) y la industria del petréleo y refinados (31 Mm®/afio),

La industria Mexicana de la pulpa y el papel, genera alrededor del 12% del volumen de
agua de desecho industrial y se sabe que muchos de los compuestos (cloroligninas y
clorofenoles) contenidos en éstas aguas son tdxicos bioacumulables y recalcitrantes,
principalmente los contenidos en las aguas de la extraccion alcalina durante el blanqueo de las
pulpas.

Actualmente, estos efluentes se tratan mediante métodos bioldgicos aerobios y anaerobios
(lagunas aerobias o anaerdbicas), sin embargo, estos métodos no reducen el color ni los
compuestos clorados de allo peso molecular.

Desde hace varios afios (Kirk, 1976), se descubri6 la capacidad de los hongos de la
pudricién blanca para degradar a la lignina y sus derivados hasta CO,, por accién de su complejo
sistema enzimdtico. El hongo mds estudiado, hasta ahora (en paises como E.U.A., Canad4,
alemania y Chile) y que se ha aplicado eficientemente para ¢l tratamiento de los efluentes del
proceso Kraft, especfficamente la ctapa E; (primera extraccién alcalina del blanqueo de pulpa
Krnaft) es Phanerochaete chrysosporium.

En México, sin embargo, no s¢ ha desarrollado ningun trabajo de investigacida, acerca
de esta alternativa para el tratamiento de aguas de desecho de empresas de la pulpa y el papel.

En este trabajo se empled al hongo de la pudricin blanca Phanerochaete chrysosporium
CDBB h-298 para reducir el color de las aguas provenientes de 1a etapa de extraccién alcalina
del blanqueo de pulpa elaborada a partir de bagazo de caila.

Mediante 12 medicidn de la actividad enzimdtica, se pud6 establecer la correlacién entre
Ia reduccién de color y la sfntesis de 1a enzima involucrada en la decoloracién (ligninasa),

Se evaluaron varios factores con el fin de maximizar la decoloracidn y la produccidn del
sistema enzim4tico, Se determing el efecto del tamafio de indeulo, la velocidad de agitacién, la
adicién de un tensoactivo (Tween 80} y la adici6n de un activador (alcohol veratrilico), estos tres
dltimos mediante un diseiio factorial 2°, con €l cual se pud6 determinar el efecto que tuvieron
las variables manejadas sobre la decoloracidn del efluente, asf como las condiciones mds
adecuadas para una mdxima reduccién de color.

Se determind, por ultimo, el porcentaje de degradacion de los compuestos clorofenélicos
contenidos en ¢l efluente, esto bajo las mejores condiciones, determinadas a partir del disefio
factorial,



FUNDAMENTACION DEL TEMA

Durante 1a produccién de papel se emplea cloro para blanquear 1a pulpa y obtener un papel
libre de color, en este proceso se forman varios derivados clorados de 1a lignina, los cuales
contribuyen mayoritariamente al color café de las aguas residuales del pulpeo, De estos
derivados algunos son téxicos en parte, mutagénicos, bicacumulables y todos son recalcitrantes
(Bergbauer, 1992). A lo anterior se auna su alto contenido de cloro 3 Kg de lignina unida a
cloro por tonelada de papel blanqueado.

Muchos microorganismos no pueden atacar a la lignina o a sus productos poliméricos de
degradacidn y como resultado, los malteriales coloreados y téxicos provenientes de las plantas,
son ampliamente liberados en una forma casi inalterada, lo cual causa serios problemas
ambientales. Aunque algunos procesos fisicoquimicos como son la ultrafiltracién, adsorcién con
carbono y precipitacién con cal son capaces de remover el color, todos tienen- severas
desventajas, como su alto costo por unidad de volumen de agua residual tratada o su dificil
operacién (Pellinen, 1988),

Los efluentes también pueden ser tratados mediante oxidacidn bioldgica en lagunas aerobias
o anacrobias, pero estas resultan también un tanto ineficientes.

Dentro de sistemas bioldgicos aerobios, los hongos de la pudricién blanca constituyen un
grupo limitado de basidiomicetos que poseen un activo sistema ligninolitico que es capaz de
degradar protoligninas, asf como ligninas modificadas, tales como las del proceso Kraft y
cloroligninas. Esto dltimo sugiere el gran potencial que estos hongos pueden tener para decolorar
y degradar las cloroligninas en los efluentes (Galeno, 1992).

Actualmente, en otros pafses, (Canad4, E. U., Chile, Alemania, elc.) se liene una gran
cantidad de estudios acerca del uso de los hongos degradadores de 1a madera, para decolorar las
aguas residuales de las plantas productoras de pulpa y papel, y en estos, la remocidn de color
asf como de compuestos téxicos ha sido muy eficiente (Pellinen, 1988).

Dentro del grupo de hongos la pudricida blanca, ¢l més estudiado y que ha demostrado ser
el mis potente para la degradacién de los compuestos antes mencionados es Phanerochaete
chrysosporium (Bergbaue, 1992). Adem4s, se ha reportado que este hongo tiene la capacidad de
degradar Ia lignina, cloroligninas de bajo y alto peso molecular hasta CO,, ademds de remover
el color, reduce 1a DBO y la DQO (Demanda Biolégica de Ox{geno y Demanda Qufmica de
Ox{geno).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Aunque actusalmente existen varios métodos para el tratamiento de aguas residuales, éstos
no son muy eficientes para los efluentes provenientes de la industria papelera, quien usualmente
descarga grandes volimenes de aguas residuales coloreadas (Livemoche, 1983). Se tienen
reportes (Pellinen, 1988) de que las lagunas acrobias y Ios lodos activados no eliminan las
ligninas de alto peso molecular y no disminuyen satisfactoriamente el color; y que los procesos
fisicoqufmicos no eliminan las ligninas de bajo peso molecular, tienen problemas de acumulacién
de concentrados y tienen costos muy altos,

Por lo anterior, surge la necesidad de recurrir a otras alternativas para el tratamiento de las
aguas residuales del pulpeo, que sea més eficiente y posea las menores desventajas posibles. Una
de estas alternativas es ¢l tratamiento microbiano utilizando los hongos de la pudricién blanca
(Livernoche, 1983), este método presenta varias ventajas sobre las que actualmente se conocen,
ya que es altamente eficiente, se tiene una gran especificidad, una baja contaminacién, un menor
consumo de energfa y no se requieren de reactivos nocivos o tdéxicos (Kirk, 1980).

Debido a que en México no se tiene ningin estudio respecto al tratamiento de aguas
provenientes de la Industria papelera, empleando microorganismos ligninolfticos, este trabajo
dard la pauta para el desarroilo de otras alternativas que pueden ser empleadas en el tratamiento
de estos residuales y de esta manera se pueda contribuir a la disminucién de los problemas de
contaminacién ambiental que originan las plantas papeleras,



1. GENERALIDADES



1.1. PROCESOS QUIMICOS DE PULPEO

1.1.1. PULPEO KRAFT

El proceso de pulpeo Kraft para Ia produccidn de pulpa, es utilizado actualmente a nivel

dial en aproximad un 70% de las empresas papeleras. En el caso de México cerca

del 75% de la pulpa es manufacturada a partic de madera de pino como materia prima, vsando
este proceso (Poggi y col., 1989).

A pesar de algunas desventajas, el proceso de pulpeo Kraft, es el método disponible més
efectivo para la deslignificacion de la madera debido a su costo, versatilidad y eficiencia.
Considerando lo anterjor y Ia gran cantidad de capital invertido en dicho proceso, es improbable
que éste sca recemplazado en un futuro préximo (Eriksson, 1985).

Para producir la pulpa, la madera en forma de astillas es "cocida” en una solucién de
Na,S/NaOH por 2 horas a 170°C aproximadamente. El licor que contiene los productos de la
reaccién de la lignina con ¢l dlcali se concentra y se quema en ¢l homo de recobro, para
climinar la materia orgdnica y producir carbonato de sodio y sulfito de sodio. Estas sales se
disuelven para formar un licor verde, que se hace reaccionar ¢on 6xido de calcio para convertir
e) carbonato de sodio a hidréxido de sodio.

Con este tratamiento, la lignina sufre una gran variedad de reacciones, sin embargo, la
mds impontante es la que resulta en una despolimerizacién parcial y en la formacién de grupos
ionizables (principalmente hidroxilos fendlicos), estos cambios conducen a Ia disolucién de la
lignina en el licor de pulpeo alcalino (Eriksson, 1985).

En la degradacidn y solubilizacién de la lignina, cerca del 90% de ésta es removida, sin
embargo, el 10% remanente en la fibra es el responsable principal det color café caracterfstico
de la pulpa y el papel Kraft. Este color es debido a la presencia de varias estnicturas conjugadas
incluyendo quinonas y catecoles principalmente, los cuales forman complejos, calconas y
estilbenos, que absorben Ia Iuz visible. La lignina natural es de color crema pero cuando se
oxida se torna a una coloracién café.

1.1.2. OBTENCION DE PULPA A PARTIR DE BAGAZO DE CANA

La pulpa celuldsica con fines papeleros se pueden obtener a partir de bagazo de la cafia

de aziicar (porcién celuiar de la cafia de auicar formada de un 65% de fibra y un 35% de
&dula), Tabla I, medi procesos de coceidn y un posterior blanqueo, La coccidn o
deslignificacidn se puede realizar con diferentes reactivos quimicos, siendo los mds utilizados,




Tabla I Consumo de materias primas fibrosas en la produccién de papel.

ANOS
MATERIAS PRIMAS 1988 1989 1990 1991, 1992
(%) (%) (%} (%) (%)
1 CELULOSA QUIMICA ! i
DE MADERA
a) Al sulfato 23.9 193 18.2 17.1 | 164
- Blanqueada de fibra larga 10.1 9.3 8.8 7.6 . 8.8
- Blanqueada de fibra corta 52 3.6 3.5 34 4.0
~ Semiblanqueada de fibra larga 1.0 0.4 0.2 - -
~ 8in blanquear de fibra Jarga 7.6 6.0 5.7 6.1 3.6
by Al sulfito 0.2 0.1 0.1 0.1 0.1
- Blanqueada 0.2 0.1 0.1 13 B 0.1
- Sin blanquear - - V- - -
2 CELULOSA QUIMICA DE
PLANTAS ANUALES .
a) De bagazo 9.0 8.8 8.2 72 7.6
- Blanqueada 9.0 8.8 8.2 7.2 7.6
- Sin bianquear - - - - -
b) Otras 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
3 PASTA MECANICA DE 5.1 59 5.4 5.2 2.7
MADERA .
4 OTRAS CELULOSAS 0.6 0.1 0.2 0.2 0.2
Subtotal de celulosas 389 |-34.3 32.2 29.9 27.1
5 FIBRAS SECUNDARIAS 61.1 65.7 67.1 70.1 72.9
a) Del color natural de la pasta 37.6 39.2 40.2 41.9 45.5
b) Periédico impreso 8.3 8.7 8.6 10.3 9.1
c) Tarjeta tabular 42 32 3.2 0.1 0.1
d) Blanco 7.6 10.9 12.0 146 | 147"
€) Periddico sin impresidn 2.1 2.0 2.4 1.6 2.0
f) Gris 13 1.7 1.4 1.6 1.5
TOTAL 100,0 | 100.0 100.0 100.0 100.0




pana el caso del bagazo, el hidréxido de sodio (pulpeo soda) y mezcla de éste con sulfuro de
sodio (pulpeo al suifato); ambos se denominan pulpeos alcalinos

La pulpa a la soda ofrecen propiedades muy semejantes a la pulpa al sulfato, aunque en
algunos casos son ligeramente inferiores. No obstante, Ia pequefia magnitud de estas diferencias
y la mayor contaminacién producidas en el proceso al sulfato, entre otros aspectos, han
provocado que el pulpeo a la soda sea el mds extendido.

Una de las dificultades para usar eficientemente el bagazo de cafia de aziicar para la
manufaciura del papel, es su alto contenido de médula. La pulpa que contiene apreciables
cantidades de médula es deficiente en sus caracteristicas de resistencia, blancura y apariencia,

El desmedulad o del bagazo elimina Ia necesidad de utilizar reactivos extra en la digestién
y blanqueo, los cuales podrian disminuir la calidad de la fibra o de los productos que de ahf se
obtengan,

La pulpa de bagazo se utiliza précticamente en todos los tipos de papel, incluyendo los
siguientes: papel para bolsas, eavoltura, impresidn, escritura, papel sanitario, pafivelo facial,
toallas, cartulina, corrugado, cartoncillo, cartones blanqueados, base para papeles recubiertos,
y en algunas veces para papel periddico (Pacheco, 1988).

Como primer paso en la produccién de 1a pulpa (celulosa), el bagazo de la cafla de azicar
que contiene aproximadamente 55% de fibra, es desmedulado hasta obtener un 82-84 % de fibra
y posteriormente se somete al siguiente tratamiento:

DIGESTION

La fibra sc cuece con sosa cdustica (licor blanco) a alta temperatura, presién y tiempo,
para la obtencién de la pulpa café.

El propésito de someter al material fibroso a la coccidn es disolver la lignina y otras
porciones no celulGsicas, para obtener una pulpa de fibras individuales que puedan volver a
reunirse formando hojas de papel. El tiempo aproximado de coccién es de 10 a 15 minutos a
160-170°C,

Como resultado de la digestién, queda una mezcla de material fibroso y licor residual o
licor negro. Este licor contiene los reactivos usados, una parie del reactivo sin usar, gran
cantidad de materia orgdnica disuelta del material fibroso alimentado y pequefias cantidades de
otras sales (Pacheco, 1988). .



LAVADO

A la pulpa café se le aplica agua caliente en las regaderas de rocfo a contra corrientc
sobre tambores rotatorios para eliminar la sosa cdustica e impurezas contenidas (licor negro).
Una vez lavada la puipa se diluye y se pasa al 4rea de depurado.

DEPURADO

La celulosa se limpia para eliminar astillas, fragmentos de fibra mal cocida y materiales
extrafios que acompafian a la pulpa café que podrfan aparecer como manchas en cl papel
terminado. Para efectuar tal separacién se aprovecha la diferencia de tamafio o de gravedad
especifica de Jas impurezas con respecto a las fibras en los depuradores centrffugos, o las fuerzas

de gravedad en los limpiadores, La separacidn se lleva a cabo en dos etapas, en Ja primera se
usan coladores presurizados y en la segunda coladores planos vibratorios.

BLANQUEO

En esta etapa se realiza el cambio de pulpa café a pulpa blanca con base en la aplicacién
de cloro, sosa e hipoclorito de sodio, controldndose de esta forma la blancura descada y
caracteristicas fisicas,

LAMINADO

La pulpa blanca se exprime y se prepara para su eavfo a los compradores.

Durante el proceso, los compuestos qufmicos son recuperados mediante tres llneas de
evaporacién que reciben el licor negro del lavado de pulpa para concentrarlo, una caldera de
recuperacion y un sistema de lecho fluidizado para quemar la materia orgdnica, ademds de una

4rea de caustificacién que permite recuperar Ia sosa {licor blanco), por medio de cal para
reincorporarla a los digestores.

1.2. METODOS PARA EL BLANQUEO DE LA PULPA

Se entiende como proceso de blanqueo al mejoramiento de color o brillantez de una
pulpa. Los objetivos finales que persigue un proceso de blanqueo son seis principalmente:

1. Cambiar de color o tono, sin cambiar en forma sensible la brillantez.

2. Aumentar ]a brillantez, para que la apariencia sea m4s apradable.

3, Facilitar la impresién a varios colores, sin que estos pierdan su correcto equilibrio,



4, Eliminar o estabilizar aquellos componentes que tienden a modificar el color, debido
a una regresién de brillantez cuando son expuestos a la luz o al calor,

5. Mejorar las propiedades de la pulpa, de acuerdo con su uso final. Estas propiedades
pueden ser; aumento de la resistencia, opacidad, volumen, suavidad, adsorbencia, etc.

6. En algunos casos se desea purificar 1a pulpa durante el proceso, esto se consigue
eliminando 1a lignina, resinas, jones metlicos y compuestos no celuldsicos de tipo carbohidrato
(Trujillo, 1988),

En general se acepta que la lignina presente en Ia pulpa es la responsable del color a
través de sus grupos croméfores. Este compuesto contiene una gran cantidad de grupos
fendlicos, tanto libres como en forma dz ésteres, que durante los procesos oxidativos se
convierten en sustancias de tipo quinona, capaces de absorber luz visible. Las resinas y los
componentes originales de la madera también contribuyen al color,

Casi la mitad de la pulpa Kraft producida anualmente es blanqueada antes de su uso.
Debido a que el proceso de blanqueo es costoso y disminuye el peso de la pulpa,
aproximadamente €l 10-20% de csta pulpa s¢ vende sin blanquear (Eriksson, 1985).

El blanqueo se realiza mediante procesos que emplean principalmente cloro (un agente
oxidante muy barato}. La lignina residual es degradada y disuelta en varias ¢tapas de blanqueo
y extraccién en donde se utiliza cloro, hipoclorito, di6xido de cloro, oxfgeno y peréxido de
hidrégeno. La secuencia mds comdn es la CEDED (cloracién, extraccién alcalina, tratamiento
con diéxido de cloro, extraccida alcalina y tratamiento con didxido de cloro) que es seguida por
lavado para remover los agentes qufmicos residuales. En la primera etapa, que es la continuacién
de 1a deslignificacidn, se mezcla la pulpa con cloro gaseoso y se deja reaccionar por un espacio
de media hora, una vez pasado este tiempo se pasa a la siguiente etapa, en donde se adiciona
s0sa para realizar la extraccién cdustica para eliminar 1a lignina que no s¢ solubiliz en Ia
cloracién. Después de lavada esta pulpa, se adiciona ya sea didxido de cloro o hipoclorito, que
son Jos agentes blanqueadores que dan la mayor blancura. Una vez terminada la reaccidn se lava
la pulpa y se repite la extraccién y cloracién para eliminar cualquier color residual.

Los efluentes producidos durante el blanqueo de la pulpa son los contribuyentes
mayoritarios de la contaminacion de las aguas residuales de la industria de pulpeo,
principaimente la primera extraccién alcalina ya que ésta contribuye con el 90% del color total
presente en los efluentes (Eriksson, 1985).

El uso de cloro como agente de blanqueo inevitablemente conduce a Ia formacién de una
gran variedad de compuestos orgénicos clorados en el licor de blanqueo, ya que el cloro
reacciona especifica y muy eficientemente con la lignina remanente (5-10%) unida a la pulpa,
Aproximadamente, el 10% del cloro utilizado durante la primera ctapa del blanqueo, se une a
1a lignina, mientras que el (aproximad te el 90%) perr como jones cloruro.

4t

Los compuestos clorados son tdxicos, 2 , itrantes, se¢ pueden acumular en
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vertcbrados, algunos pueden degradarse lentamente hasta compuestos clorados mds pequeiios que
sont bioacumulables (Bergbauer, 1992).

Casi el 80% o mds de materia orgénica clorada estd disuelta en los licores del lavado del
blangqueo de Ja pulpa Kraft y en su mayorfa tiene un alto peso molecular {mayor de 1,000 Da),
a estos compuestos clorados se les denomina cloroligninas y pusden expresarse como AOX
(halégenos orgdnicos adsorbibles).

Se han desarrollado otros métodos de blanqueo basados en oxfgeno, peréxido u ozono
que pueden utilizarse a nivel comercial, pero estos procesos no pueden reemplazar a los basados
en cloro porque no son totalimente efectivos, Dichos métodos se desarrollaron para reducir el uso
de cloro y los concentrados ambientales asociados, asf como para aliviar los problemas de
corrosién. El proceso basado en oxfgeno produce efluentes que no son corrosivos, lo que permite
que éslos sean reciclados, Por el contrario, los efluentes del blangueo con cloro deben ser
tratados, los cuales originan una gran carga en las plantas tratadoras debido a la gran
concentracién y toxicidad de los compuestos orgdnicos clorados.

1.3. COMPOSICION QUIMICA DE LOS RESIDUALES DEL BLANQUEO
DE LA PULPA

Las propiedades y la composicién de las aguas residuales del blanqueo de la pulpa varfa
dependiendo de la etapa en que se produzcan. En la Tabla II se presentan algunas propiedades
y componentes de las dos etapas principales del proceso de blanqueo con cloro.

1.3.1. LIGNINA

La lignina es un polfmero aromitico tridimensional compuesto por unidades fenilpropano,
que se forma por la polimerizacién deshidrogenativa de fos monolignoles: alcohol p-cumarflico,
alcohol coniferflico y sinapflico por la peroxidasa, Por lo tanto, en contraste con la celulosa, la
lignina contiene varios €teres y enlaces carbono-carbono como son: arilglicerol-B-aril éter
(8-0-4), fenilcumaran (B-5), bifenilresinol (5-5°'), bencil aril éter no cfclico (o -04),
1,2-diarilpropano-1,3-diol (8-1), pinoresinol (8-8') y el difenil éter (5-0-4). (Takefumi, 1992).

Entre los grupos reactivos que caracterizan a la lignina se encuentran: metoxilos,
hidroxilos alifiticos y fendlicos y algunos grupos carbonilos. La lignina es casi totalmente
insoluble en 4cidos minerales fuertes, sin embargo, es degradada y parcialmente disuelta por
4lcalis por lo que muchos procesos de la pulpa y el papel remueven la lignina de Ia celulosa por
variaciones de los métodos alcalinos.

En funcidn de la fuente de obtencidn, la lignina puede dividirse en tres clases,



Tabla IT Composicién y propiedades de los eftuentes provenientes de Jas etapas de closacidn y
extraceidn del blanqueo de la pulpa,

EFLUENTE | COMPONENTES MAYORITARIOS PROPIEDADES
Fenoles, resinas, Bajo peso molecular,
hidrocarburos y 4cidos grasos bajo color, alta

Etapa de cloradas, cloruro, carbohidratos y DBO, mutagénico,
cloracidn sus productos de degradacidn. bacteriostdtico, téxico.
Lignina clorada Principalmente de
Etapa de y oxidada, hemicelulosa tipo polimérico,
extraccién y sus producios de alto color, alta
degradacién. DBO y DQO.

(Eriksson, 1935).



1. Lignina de maderas suaves (gimnosperma).

Esta lignina est4 formada por el acoplamiento de radicales del alcohol coniferflico, los
cuales son producidos por deshidrogenaciGn enzimitica de dicho alcohol.

2. Lignina de maderas duras (angiospermas).

Este tipo de lignina estd formada por el acoplamiento de radicales de los alcoholes
coniferflico y sinapilico.

3. Lignina de gramincas,

En este caso, la lignina estd formada por el acoplamiento de radicales de los alcoholes
coniferdlico, sinapflico y cumarilico (Areyzaga y Parada, 1985).

Las cloroligninas que se producen durante el blanqueo de la pulpa son completamente
diferentes en su naturaleza a la lignina no clorada. Mediante extensos andlisis, se ha demostrado
que estas cloroligninas tienen un bajo contenido de compuestos aromdticos, un alto contenido
de grupos carbonilos y carboxilos, un bajo contenido de grupos metoxilos e hidroxilos fendlicos
y s6lo un 10% de cloro por peso (O'Connor y Voss, 1992}, también se comprobd que son
poliméricas, que contienen fragmentos oxidados y clorados. Estos compuestos pueden aislarse
mediante filtracidn por membrana y una posterior purificacion por métodos fisicos (Eriksson,
1985).

1.3.2. COMPUESTOS CLORADOS.

Los cfluentes del blanqueo de Ja pulpa que utilizan cloro como agente blanqueador
contienen, una gran variedad de compuestos orgdnicos clorados, incluyendo dioxinas y furanos.
Como se menciond los compuestos organoclorados se forman a partir de las complejas
reacciones del cloro con Ja lignina y sus unidades de hidrélisis. En la tabla III se muestran los
organoclorados producidos en la cloracién y extraccidn alcalina durante el blanqueo de Ia pulpa.

Entre los clorofenoles se encuentra el 4-clorofenol, 2,4-diclorofenol, 2,4,6-triclorofenol,
2,3,4,6-tetraclorofenol y el pentaclorofenol. En los cloroguaicoles se tiene al 3,4,6,-
tricloroguaiacal, 3,4,6,-tricloroguaiacol, 3,4, 5 -uiclomguaiacnl 4,5 6-txicloroguaiaool y al
tetracloroguaiacol. En el grupo de los clorob ra el clorob
diclorobenceno, 1,2,4,5-tetraclorobenceno, pentaclorobenceno y ¢l hexaclorobenceno. Todos
estos presentes en los residuales del blanqgueo de la pulpa.

El pentaclorofenol y el tetraclorofenol utilizados como preservativos de la madera
contienen furanos y dioxinas policloradas, ademds, todos los compuestos contenidos en la Tabla
III, constituyen precursores patenciales para la produccién de furanos y dioxinas.




Tabla I Compuestos clorados producidos durante el blanqueo de Ia pulpa.

TIPO DE CLORACION EXTRACCION TOTAL
COMPUESTO (g/ton pulpa) (g/ton pulpa)
Clorofenoles 1.6 3.1 4.7
Cloroguaiacoles 2.6 36.1 38.7
Clorocatecoles 34.0 0.6 34.6
Clorobengenos 0.8 - 0.8

=
{Sarkanen, 1988).

Se han detectado otros compuestos clorados entre los que se encuentran los dcidos
dicloroacético, cloromalefco, clorofumdrico, vainillfnico, mono y diclorobenzoico, ¢loroacetona,
cloropropanos, alcohol clorobencflico, clorobenzaldehido, dicloroacetiltiofeno, diclorodimetil
sulfona, etc (Voss, 1983).

Las dibenzodioxinas policloradas (PCDD) y los dibenzofuranos policlorados (PCDF) son
altamente persistentes, tiene un alto polencial para acumularse en Jos tejidos bioldgicos. Un
ejemplo de dioxinas y furanos clorados son el 2,3,7,8-tetracloro dibenzodioxina y el 2,3,7,8-
tetracloro dibenzofurano, estos dos compuestos son considerados como los més téxicos que
existen (Sarkanen, 1988). Por lo que su liberacién al medio ambiente esta rfgidamente regulada,
20 ppq para el primero y 50 ppq para el segundo (Canada-Mexico Training Seminar for
Environmental Inspectors, 1993).

1.4, METODOS PARA EL TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES
DEL BLANQUEO DE LA PULFA

Los tratamientos de aguas de desecho se dividen en varios tipos:
1. Tratamicntos preliminares.

Estos incluyen el tamizado y separacién de arena, la scparacién de aceites y la
coagulacién,

2. Tratamientos primarios.

Estos sirven para separar particulas gruesas suspendidas {orgdnicas ¢ inorgdnicas), éstos
incluyen procesos qufmicos como la neutralizacidn o adicidn de compuestos qufmicos y procesos
ffsicos como la flotacién y sedimentacién,
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3. Tratamientos secundarios,

Con este tipo d¢ tratamieatos se T los comp orgdnicos di P
como DBO (demanda bioldgica de oxfgeno) DQO (d da quimica de oxigeno), asf como la
toxicidad mediante oxidaci6n bioldgica, para 1o cual se recurre normalmente a bacterias aerobias
o anaerobias. En sus ciclo vital, éstas bacterias consumen la materia orgdnica presenie en ¢l agua
de dcsecho y producen COy, H,O, energfz y nuevas células. Se incluyen en este tipo de
tratamientos lodos activados, lagunas anaerobias, filtros bioldgices, lagunas aireadas, tanques
de estabilizacidn y separacitn de sélidos suspendidos.

4.Tratamientos terciarios.

Incluyen cougulacion, sedimentacién, filtracién, adsorcién en carbdn activado,
intercambio idnico, etc.

5. Tratamiento de lodos

Estos incluyen la digestidn o combustida himeda, concentracidn por gravedad, notacién,
filtracidn, centrifugacidn y secado en lechos (Delgadillo, 1987).

"Todos los tratamientos anteriores pueden clasificarse a su vez en métodos fisicoquimicos
y métodos bioldgicos.

1.4.1, METODOS FISICO-QUIMICOS

Aclualmente se han desarrollado varios procesos fisico-quimicos pam disminuir el color
de los efluentes del blangues de ta pulpa, como son la coagutacidn/flotacidn, la 6smosis inversa,
1a ultrafiltracién, 1a precipitacitn masiva con cal, la ozondlisis, 12 adsorcidn con carbdn activado,
el intercambio de iones, irradiacién con UV etc. (Livernoche, 1983; Pellinen, 1988; Bergbauer,
1992; Prasad, 1993),

1.4.1.1, COAGULACION QUIMICA

La coagulacion es un proceso que ayuda a Ia reduccidn de cargas en la superficie y a la
formacién de 6xidos hidratados complejos. La coagulacién ocurre casi instantdneamente, sdlo
se requicre liempo para la dispersién de los coagulantes quimicos
a travéy del lquido,

o) e

La funcidn de la coagulacion en fas aguas es T fos sétidos
por desestabilizacion de coloides pars aumentar fa velocidad de sedimentacidn det material
asentable, o remover los comp inorgdni fubles, como el fésforo, por precipitacin
o adsorcidn en un fléculo qufmico.
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Los coagulantes inorgdnicos cominmente empleados en la coagulacién de aguas de
deshecho, son sales de aluminio (sulfato de aluminio), cal o sales de fierro (cloruro férrieo). Los
coagulantes orgdnicos poliméricos se usan tambiéa junto con los coagulantes primarios o
coagulantes auxiliares. En las plamas tratadoras se emplean polielectrolitos o polimeros como
coagulantes primarios o como auxlhares de Iz floculacidn. La dosis usual es de aproximadamente
0,10-0.25 mg/1, La adicién de polimeros puede remover la turbidez y el fésforo contenido en
las aguas (Russell, 1971).

1.4.1.2. FLOCULACION

La floculacién involucra la unién de partfculas coaguladas para formar sélidos que pueden
asentarse o filtrarse por aglomeracién. Esta aglomeracidn es acelerada por agitacion del agua
para incrementar lag colisiones de las partfculas coaguladas. A diferencia de Ia coagulacién, la
floculacidn necesita de intervalos de tiempo definidos para completarse. Una de las mayores
diferencias es que los perfodos de retencién para Ia floculacidn pueden reducirse sustancialmente
cuando se utiliza cal como coagulante (a sélo 5 minutos). Otra diferencia ¢s que el propdsito de
la adicién de apentes quimicos en el efluente es frecuentemente para remover los compuestos
inorg4nicos solubles (fésforo), asf como para remover los sélidos coloidales. Cominmente en
las plantas tratadoras se utiliza una velocidad de 0.6 rpm o mds y un tiempo de retencidn de 15-
60 min (Russell, 1971).

1.4.1.3. FILTRACION

El propésito de la filtracién es el de remover la materia particulada. Antes de seleccionar
el proceso de filtraci6n a usar, es necesario determinar adecuadamente, la cantidad de sélidos
totales filtrables, la variabilidad de su cantidad, la fraccién que serf removida y sus

Los procesos de filtracién pueden clasificarse en dos categorfas: filtracién de superficie
y filtracién de profundidad. El primero incluye microseleccionadores, filtros de tierras
diatomeas, filtros lentos de arena, filtros ripidos de arena y filtros de lecho mévil. El segundo
incluye filtros empacados con materiales de tamafio de grénulo graduado de forma descendente
hacia la salida del filtro (Russell, 1971).

1.4.1.4, ADSORCION CON CARBON ACTIVADO
Cuando el carbén activado entra en contacto con agua que contiene materiales orgdnicos
solubles, remueve selectivamente estos materiales por adsorcién. El hecho de que el carbda

activado tenga una gran drea superficial (del orden de 1,000 m’/g), establece que es un material
con extremada eficiencia para la adsorcién de moléculas.
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En el agua el carbdn activado tiene preferencia por las moléculas grandes y no polares,
La mejor adsorcidn ocurre cuando los poros del carbén son lo suficientemente grandes para
admitir a las moléculas,

Este tipo de tratamiento de se realiza en columnas empacadas con carbdn y estas pueden
ser de flujo ascendente o descendente (Russell, 1971),

1.4.1.5. INTERCAMBIO IONICO

El intercambio de iones es un método itil para la remocién de iones inorgénicos del
agua. Muchos compuestos orgdnicos pueden removerse también por este método, pero en
ocasiones resulta muy diffcil removerlos de algunas resinas.

Este método para el r jento de aguas residuales puede 1a DBO, 1aDQO, el
color, fosfatos (remocién del 97% a escala laboratorio y 70% escala piloto), nitrégeno (0%
escala piloto) en forma de amonfaco y nitrato, cloro, pero la eficiencia de la resina disminuye
cuando hay alias concentraciones de cloro y sulfato.

Las resinas de intercambio i6nico pueden ser especificas o inespecificas. Las resinas de
tipo inespecifico tienen pocz aplicacidn industrial, ya que deben remover primero casi todos los
otros iones presentes en efluente, para poder eliminar el idn de interés,

Dos cjemplos de intercabiadores idnicos especfficos son la clinoptilotita (una zeolita
natural), que remueve nitrégeno en forma de faco en pr de sodio, magnesio y calcio,
1a aldmina activada remucve fosfato, cromo,fldor, sulﬁm, nitrito, nitrato, manganato y sulfato
(Russell, 1971).

1.4.1.6. 0ZONOLISIS

Este proceso sirve para reducir ¢l sabor y olor del agua, ademds, reduce el contenido de
bacterias, virus y compuestos orgdnicos.

En este proceso se hace pasar airc seco y comprimido a través de dos electrodos de alto
potencial para convertir ¢l ox{geno en ozono hasta una concentracién de 1% de peso en aire,

La velocidad de reaccitn del ozono con los compuestos orgénicos y sélidos floculados,
depende su la velocidad de descomposicién. El orden de reaccién para la descomposicion del
ozono es de segundo a pH 24, de 3/2 a segundo a pH 6 y de primero a pH de 8. Se considera
como pH dptimo de operacin, un rango de 6-7. La vida media del ozono en aguz, es de
aproximadamente 20 minutos.
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La desventaja de este método es que debe hacerse primero una clarificacién (por
coagulacién o filtracién) para poder tratar el efluente con ozono, cuando el efluente tiene una
DQO arriba de 40 mg/l (Russell, 1971).

1.4.1,7, OSMOSIS INVERSA

Existen diferentes equipos de ésmosis inversa, estos se clasifican como sigue: espirales,
mddulos tubulares, platos miltiples y fibra hueca,

La ésmosis inversa produce agua libre de sales por el paso de agua a través de
membranas semipermeables a alla presién (comdnimente se emplea 600 Ib/pulg? presién), Las
membranas son mds permeables al agua pura que las sales disueltas. La presién se aplica del
lado concentrado de Ia membrana hasta que el flujo pasa del sitio concentrado al sitio diluido.

La capacida& limitada de comercializar adecuad te las unidades y los altos costos de
operacién, limita la aplicabilidad de la ¢smosis inversa en el tratamiento de aguas residuales
(Russell, 1971).

Todos estos métodos remueven ¢l material de alto peso molecular, el color, 1a toxicidad,
los sdlidos suspendidos y la DQO, sin embargo, no son muy utilizados porque sus costos por
unidad de volumen tratado son muy elevados, tienen probl de ac lacién de concentrados
y ademds no eliminan las cloroligninas de bajo peso molecular y la DBO (Joyce, 1984; Pellinen,
1988).

A pesas de lo anterior, algunos pafses combinan varios métodos fisico-qufmicos para el
tratamiento de estas aguas, por ejemplo en Japén, el color presente en el efluente de la etapa de
extraccién, se remueve por medio de coagulacién con carbén activado seguida por flotacién con
aire o por ultrafiltracién y los residuos obtenidos se queman en hornos para recobrar los agentes
qufmicos (Eriksson, 1985).

1.4.2. METODOS BIOLOGICOS

Los métodos biolégicos incluyen sistemas aeroblos y sistemas anaerobios, en ambos se
lleva a cabo una digestién por accién de mi en forma natural en los
desechos. Los productos de descomposicion de la materia orgamca no son los mismos, aunque
estos varfan de acuerdo al tipo de agua residual de que se trate, pueden considerarse en forma
g I para los si dbicos: didxido de carbono, nitritos, nitratos y sulfatos, mientras
que para los sistemas anaerobios; metano, amoniaco, indol, escatol, mercaptano y cadaverina
(Delgadillo, 1987).
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1.4.2.1, SISTEMAS ANAEROBICOS

La digestibn anaerobia es un proceso mediante el cual la materia orgénica es
transformada a CO, (30-40%) y metano (60-70%). Este proceso se lleva 2 cabo en tres etapas,
en donde intervienen varios grupos de bacterias,

En la primera etapa se hidrolizan sustancias complejas como polisac4ridos (celulosa),
produciéndose 4cidos orgénicos, alcoholes, hidrégeno y CO,, mediante la participacién de
bacterias fermentativas anaerobias estrictas o faculiativas, quienes también fermentan protefnas
y lfpidos.

En la segunda etapa intervienen bacterias acetogénicas, las cuales metabolizan los 4cidos
orgénicos y los alcoholes producidos en la primera etapa, degraddndolos hasta acetato, hidrégeno
y en ocasiones hasta CO,,

Finalmente, en la tercera etapa s¢ produce metano y CO, por accién de bacterias
metanogénicas que utilizan los productos de las dos etapas anteriores principalmente hidrégeno,
acetato y CQ, (Muiiiz, 1987) .

El tratamiento anaercbio se utiliza para tratar diversos tipos de efluentes industriales,

lodos municipales y para el aprovechamiento de d s animales domésticos,

Existen varios sistemas que utilizan la digestién anaerobia para el tratamiento de aguas
residuales:

1.4.2.1.1. Thanques sépticos

Estos son depdsilos de decantacién de solidos de las aguas residuales, las cuales se
alimentan en el tanque con suficiente lentitud. En estos tanques se efectian dos procesos, el de
sedimentacidn y el de degradacién biol6gica del sedimento. A medida que las aguas penetran en
el tanque, tiene lugar la decantacion, 1o que permite la descarga de un l{quido con menos sélidos
suspendidos.

1.4.2.1.2. Digestores

Son tanques cerrados en donde los procesos de sedimentacién y digestion se realizan
simultdneamente. Existen, actualemnte una gran diversidad de modelos que pretenden minimizar
los costos de inversién, el tiempo de retencién hidradlico, aumentar 1a eficiencia de remocién
de materia orgdnica, ademds, de optimizar la produccién de metano como fuente de energfa.
1.4.2.1.3. Lagunas

Las lagunas anaerobias son estructuras construidas dentro de la tierra, disefiadas y
operadas para almacenar y tratar desechos y aguas residuales con el propdsito de remover,
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destruir y estabilizar la materia orgénica y no la purificacién total de aguas.

Este tipo de sistemas presentan varias ventajas que los hacen uno de los m4s utilizados
para ¢l tratamiento de desechos. Entre estas ventajas se encuentran; su bajo costo de inversidn,
su fécil operacién y su bajo nivel de atencidn, sin requerir por lo tanto de personal calificado,
su disefio relativamente simple, su baja produccién de lodos bioldgicos que deben tratarse
posteriormente, su valiosa bioproduccién de metano, que sirve como combustible para el mismo
proceso, adem4s de.que su operacidn se efectia con altas concentraciones de materia orgénica
en comparacién con los tratamientos aerobios y la utilizacién del metano producido durante el
Pproceso.

No obstante las ventajas que posee este tipo de sistemas, exisien limitaciones para su uso
ya que el grado de tratamiento del efluente final no es definitivo, esto es, que requiere de un
t to posterior, g \ del tipo aerobio o facultativo, ademds, emiten malos olores
requicre un largo tiempo para arrancarla, existe poco conocimiento acerca de los
microorganismos involucrados y no hay una buena disponibilidad de terrenos baratos (Mufiiz,
1987), ademds, la mayorfa de los estudios con procesos anacrébicos se han dirigido al
tratamiento de aguas residuales provenientes del pulpeo mecdnico o semiquimico y de la
manufactura del papel (Pellinen, 1988).

Son pocos los estudios para el tratamiento de los efluentes del blanqueo de pulpa Kraft,
entre estos se encuentra a Nielson y colaboradores (1990) quienes lograron biodegradar
cantidades sustanciales de compuestos clorofenélicos mediante procesos anaerébicos, por otro
lado Gunnarsson y colaboradores (1989), lograron disminuir la DQO en un 60% y la DBO en
un 0% con una alta produccion de metano, aungue la reduccién de haldgenos orgdnicos
adsorbibles (AOX) fue muy limitada, pero esto puede solucionarse con un tratamicnio aerébico
paralelo (Prasad y Joyce, 1993).

En el caso de México, Poggi y col. (1989) han desarrollado procesos anaerébicos para
el tratamiento de los condensados de Kraft (diluidos y enriquecidos) y han obtenido remociones
de la carga orgénica del orden del 75%. Sin embargo, deben hacerse todavfa algunos andlisis
de costos para determinar las ventajas o desventajas econémicas y la factibilidad del proceso.

1.4.2.2, SISTEMAS AEROBICOS

E! método mis eficiente para la reduccién de compuestos orgénicos contenidos en los
desechos Ifquidos diluidos es el tratamiento biolégico aerobio. En este se remueve la materia
orgdnica soluble mediante oxidacién biol6gica o por conversién a material celular, Los
microorganismos que intervienen, poseen la capacidad de descomponer compuestos orgénicos
complejos (carbohidratos, protefnas, 1ipidos) y de esta manera utilizan 1a energfa liberada para
sus funciones bioldgicas: reproduccién, crecimiento, locomocidn, etc. La materia orgénica,
entonces, es convertida a CO,, agua y amonio.
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El oxfgeno debe proporcionarse continuamente durante el proceso, ya que este actda
como el aceptor final de hidrégeno para la oxidacién de la materia orgdnica y se utiliza para la
sfntesis y supervivencia de las células,

Las lagunas aireadas, los lodos activados y los tanques aireados de estabilizacin, son
ejemplos del tratamiento aerébico de efluentes de las plantas papeleras. El aire se hace pasar por
medio de aireacién mecdnica o difusiva. El tiempo de retencién de los efluentes, es usuaimente
de 5-10 dfas, sin embargo, algunos sistemas retienen hasta 15 dfas las aguas a tratar.

Los residuales del pulpeo no contienen todos los nutrientes requeridos para un eficiente
crecimiento microbiano, por clio, estos nutrientes deben ser adicionados.

La remocién de DBO por una laguna es de aproximadamente 70-85%. Pero esta
remocidn depende grandemente de la temperatura del agua residual, La temperatura considerada
como 6ptima es de 40°C

Desafortunadamente, s¢ ha visto que las lagunas aireadas y los lodos activados, no
remueven cficientemente las cloroligninas de alto peso molecular, 1a reduccién de la DQO y
DBO es muy baja y la decoloracidn no es significativa (Prasad y Joyce, 1993; Pellinen, 1988),
Ademds, la eficiencia de estos métodos depende de la temperatura ambiental y la intensidad del
color de las aguas residuales. Por ello es importante optar por otros métodos para ¢! tratamiento
de los cfluentes.

En una busqueda por encontrar otras alternativas para el tratamiento de los efluentes que
gencra la industria del pulpeo, se ha descubierto la gran capacidad de los hongos ligninoliticos
para decolorar y degradar los compuestos croméforos contenidos en estos residuales. Se ha
reporiado quc los hongos de la pudricién blanca, Phanerochaete chrysosporium y Trametes
versicolor son los microorganismos mds efectivos cn la degradacién de cloroligninas ya que
poseen un poderoso sistema enzimético (Bergbauer, 1992).

Ademds de la gran capacidad degradativa del sistema enzimdtico de P. chrysosporium,
este microorganismo posee caracterfsticas que lo convierten en una cepa muy conveniente para
su utilizacién, entre estas caracterfsticas se encuentran las siguientes:

1. Produce un gran niimero de esporas, o que facilita su menejo.

2. Su temperatura dptima de crecimiento es de 39-40°C, lo cual junto con su pH dptimo
de 4.5-5.0 climina fdcilmente riesgos de contaminacién,

3. Su crecimiento s rdpido comparado con otros hongos de la pudricién blanca y café,

4, Degrada la lignina tan rdpidamente o m4s que otros hongos de la pudricién blanca.
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El sistema enzimdtico de P. chrysosporium incluye un grupo de enzimas extracelulares
no especfficas (lignina peroxidasa), que catalizan no sélo la degradacién de la lignina y
cloroligninas en los efluentes del blanqueo de 1a pulpa (Sudman y col. 1981; Chang, 1987), sino
también la oxidacién de varios compuestos aromdlicos (fenoles aromiticos como el 2,4,6-
tricolorofenol, 6-clorovainillina, ¢l tri y tetra-cloroguaiacol y comp andlogos persi
como el diclorodifeniltricloroacético (DDT), policlorobifenilos (PCB) y benzopireno (Bumpus,
1985; Haemmerli, 1985; Chang, 1983 y Hunh, 1985),

En 1980 Eaton y col. reportaron que P. chrysosporium inoculado en reactores de capa
produjo una decoloracién del 80% y en matraces agitados la decoloracién fue del 60% en 4 dfas.
Posteriormente Livemnoche y col, (1983) reportaron una decoloracién del 60% después de cuatro
dfas de incubacidn, sin embargo, después de cste tiempo el color tendid a aumentar, atribuyendo
estos cambios al acumulamiento de metabolitos fingicos en el medio de cultivo. Por su parte,
Galeno y Agosin (1990) obtuvieron una decoloracién del 90% después de 8 dfas cuando el hongo
crecié bajo una atmdsfera de oxfgeno del 100%, mientras que cuando creci6 bajo aire, sélo se
removi6 el 70% del color después del mismo tiempo.

Dcbido a los resultados positivos obtenidos con los hongos de la pudricién blanca para
el tratamiento de los efluentes del pulpeo, se han hecho muchas investigaciones con el fin de
obtener un proceso eficiente y que pueda ser escalable.

Como resultado de la investigacién conjunta entre el U.S. Forest Products Laboratory
(FLP) y North Carolina State University (FPL), se desarrollé el proceso llamado MyCoR
(Mycelial Color Removal) por Eaton y Campell (1982). Este proceso, utiliza al hongo
Phanerochaete chrysosporium en un contactor biolégico rotatorio (RBC). La unidad a escala
Iaboratorio tiene una capacidad de 2.5 litros, contiene 8 discos rotatorios parcialmente
sumergidos (40%), que giran a una velocidad de 1 rpm, la cabeza est4 enriquecida con oxf{geno.
El RBC es muy itil para el crecimiento de P. chrysosporium ya que proporciona un sélido
soporte para ¢l hongo y una gran drea para una eficiente aireacion (Eriksson, 1985).

Una pelicula fija del MyCoR se carga con nutrientes (KH,PO,, MgS0,, CaCl,, NH,Cl,
MnSO,, FeS0,.7H;0, CoSO,, ZnSO,, CuS0,.5H,0, AIK(SO,),, H;BO,, NaMoQ,, tiamina y
glucosa) y se inocula con el hongo. Después de que el micelio ha crecido sobre la superficie del
reactor y que se inicia la actividad ligninolitica (un crecimiento de aproximadamente 2-4 dfas),
el reactor est4 listo para su uso. El pH Sptimo para este proceso es de 4.5, la temperatura de
28-40°C y un 80-100% de oxfgeno (Eaton y col., 1980). Ei micelio puede usarse por 35 dfas
para decolorar una mezcla de los efluentes de la etapa custica (C) y de extraccidn (E,, 35/65
viv).

El proceso MyCoR reduce eficientemente [a cantidad de compuestos téxicos de bajo peso
molecular presentes en el efluente, Por ejermplo, la concentracién del 2,4,6-triclorofenol se
reduce de 0,15-0.33 ppm. a menos de 0.01 durante un dfa de tratamiento (Hunh y col., 1988).
Otros clorofenoles que también se eliminan son el 4cido diclorobenzofco, Ia 5- y 6-
clorovainillina, el tetraclorogaiacol, el 4,5-dicloroguaiacol y el 4.5.6-tricloroguaiacol, aunque
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no todos se degradan. El color del efluente (de 1a etapa E; del pulpeo Kraft diluido hasta una
conceatracién del 89 %) se reduce hasta un 76% y la DQO en un 14%, después de 4 dfas de
cultivo, partiendo de un color inicial de 22,000 unidades de color (Pellinnen, 1988). La
remocidn de cloro orgdnico total (TOCI) ha sido del 62%, 49% y 45% por dfa para la fracci6n
de bajo peso molecular, alto peso molecular y efluente no fraccionado respectivamente
{Matsumoto y col., 1985).

El hongo decolora el efluente destruyendo los grupos cromdforos y degradando las
cloroligninas de alto y bzjo peso molecular metabolizdndolos hasta CO,, agua y iones cloro
{Sundman, 1981).

Aunque el proceso MyCoR es muy eficiente para remover el color y los compuestos
clorados del efluente de blanqueo, tiene ciertas limitaciones. Uno de los problemas es que tiene
un cono tiempo de actividad, relativamente, el reactor debe ser limpiado y reinoculado cada 3
o 4 semanas sf se¢ tratan efluentes concentrados. Para efluentes diluidos, el tiempo de uso, es
mucho mds largo, pero la economia del proceso no es muy favorable debido a que el volumen
en cl reactor debe aumentarse.

La adicidn de minerales necesarios para una maxima eficiencia constituye un factor de
costo, sin embargo, muchos de estos minerales se encuentran naturalmente en las aguas
residuales y asto posiblemente reduce el numero y la cantidad de minerales lo que brinda
economfa al proceso. Ademds, se pueden utilizar los restos de otras fermentaciones o micelio
muerto come fuente de carbono.

El ajuste del pH puede ser un problema, ya que se necesita una gran cantidad de 4cido
para ajustarlo a 4.5. Se pueden emplear corrientes deidas, pero esto disminuye la concentracién
y por lo wanto, también la cficicncia del proceso. Por Jo que es necesario realizar mds
experimentos para resolver este problema. (Pellinen y Joyce, 1988).

El mejor uso que s¢ le puede dar al MyCoR probablemente sea el tratar cfluentes muy
concentrados y utilizar técnicas convencionales para el tratamiento final del efluente total.

En un estudio reciente (Prasad y Joyce 1993) donde se compararon los diferentes métodos
para el tratamiento de los efluentes de la etapa E, de! proceso Kraft (lagunas aireadas, el proceso
MyCoR y la digestién anarébica. se encontré que ¢l proceso MyCoR reduce mds eficientemente
el color (65% en dos dfas), la DBO y DQQ (45 y 55% respectivamente), los compuestos
orgdnicos adsorbibles "AOX" (42%) que los otros dos procesos, en donde el color no cambio
apreciablemente y la pequeiia reduccién de la DQO que se presenta en ambos (lagunas aireadas
y digestién anaerobia), indica que una cantidad sustancial de materia orgdnica no puede ser
degradada por las bactcrias aerobias y anaerobias, que se intoxican con las cloroligninas.

Debido su largo tiempo de retencién de (20 dfas), el tratamiento anaercbio no es

econémico, por lo que deben hacerse estudios posteriores para optimizar este proceso, por lo
que hasta ahora el proceso MyCoR, parece tener ventajas sobre los demds.
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Por lo anterior, Prasad y Joyce (1993) proponen un tratamieato secuencial, en donde se
disminuyan primero las cloroligninas mediante el tratamiento con P, chrysosporium en €]l RCB
para después tratar esios efluentes en un digestor anaerobio.

1.5. MICROORGANISMOS LIGNINOLITICOS

La lxgnma es ma:cadamente resistente a la degradacndn por la mayorfa de los
microorg Pr en la naturaleza, no obstante existe un pequefio grupo de
mlcroorganismos capaces de catalizar su oxidacién (Tien y Kirk, 1986); entre estos se tienen a
algunos actinomicetos, hongos imperfectos, ascomicetos, basidiornicelos y algunas bacterias
(Hattori, 1992). De los tres grupos de microorganismos sapréfitos que generalmente se
consideran (hongos, actinomicetos -bacterias filamentosas- y cubaclerias) solamente los hongos
juegan un papel importante en la degradacién de la lignina en ambientes naturales, aunque se
ha demostrado cierta actividad llgmnol(uca en algunas especies de los géneros Strepromyces (un
actinomiceto), Pseud , A b , Bacillus (bacterias no filamentosas) y algunas
eubacterias como Nocardia, pero esta es poco relevante (Crawford, 1980).

En base al tipo de daflo que ocasionan en las plantas, los hongos ligninolfticos se
clasifican como: hongos de la pudricién blanca, hongos de la pudricién café y hongos de la
pudricién suave (Hattori, 1992).

1.5.1. HONGOS DE LA PUDRICION BLANCA

Los hongos de la pudricién blanca son un grupo de organismos bastante heterogéneo, que
tienen en comiin la capacidad para degradar a la lignina asf como 2 oiros componentes de los
drboles. Ellos también tienen en comun Ja capacidad de producir enzimas extracelulares que
oxidan compuestos fendlicos incluyendo todos aquellos relacionados a la lignina. La cantidad
relativa de lignina y polisacdridos degradados y utilizados por estos hongos varfa asf como el
orden de ataque preferencial.

Normalmente los hongos de la pudricién blanca atacan simuitdneamente a la lignina y a
Ia celulosa y existen evidencias de que la energfa que requieren estos organismos para degradar
a la lignina, es obtenida a partir de varias fuentes de energfa accesible, tales como los
polisacéridos y aziicares de bajo peso molecular (Ander y Eriksson, 1975).

Los hongos de 1a pudricién blanca son los mejores degradadores de 1a lignina y son los
mds estudiados por su habilidad para descomponer la lignina de los 4rboles en un 70% hasta CO,
y H,0, Estos tienen una gran importancia en ¢l ciclo de carbono de Ia lignina en Ia naturaleza.

A pesar de que estos microorganismos pueden actuar de manera individual, los hongos
de 1a pudricién blanca pueden actuar sinérgic con los hongos de la pudricitn café u otros
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hongos de 1a pudricién blanca para degradar a la lignina (Kirk, 1980).

De todos estos hongos, s6lo un pequefio porcentaje hia sido estudiado y entre estos se
tienen a:

Bjerkandera adusta Lenziret betulina
Coriolus Nraxtus Lentinula edodes
Corjolus versicolor Merulixr tremellonis
Coriolopsis polyzona Phancrochacte chrysomporisan
Chrysosporium pridnossm Phlebia radicsa
Dichomirus sgualens Plewrotxy ostreatus
Favolus arculanus Poria subacida
Flammulina velusipes Poliporus abientinus
Fomes lignosis Pycnoporus cinnabdrinus
Ganoderrma valesiacum Pycnoporus eocclnens
Grifola frondosa Seerewm hirsusum

i, i abac T

Hirschi bietis Tr gibbasa

Irpex lacteus

(Kick, 19%0; Walder, [988; Eaoki, 1988; Kaataliven, 1988; Nerud, 1991)

1.5.2, HONGOS DE LA FUDRICION CAFE

Los hongos de Ja pudricidn café son usualmente definidos como aquellos hongos que
descomponen la holocelulosa {celulosa y herpicelulosa) en la madera y causan una ligem
alteracién en l1a lignina, liberando un residuo de lignina modificada que es tfpicamente café
oscuro y casi igual en peso al de Ia lignina original en la madera (Kirk, 1980; Enold, 1988).
Esta lignina modificada queda naturalmente disponible y puede servir como una fuente
polimérica para usos industriales (Eriksson, 1985; Enold, 1988; Jin, 1990)

Algunos de los hongos de la pudricién café estudiados hasta ahora son los siguientes:

Duaedalea dickinsii Pholiota adiposa
Fistuling hepatica Poria monticola
Fomitopsis pinicala Poria cocox
Gloeophyllum saepiarivm Polyporus sulphuress
Gloeophyllum trabesm Serpula lacrymaxs
Laetiporus sulphuresr Spongipors simuarus
Lentinug lepideur Tyromices polustris
Lengites trabea

Los hongos de la pudricién blanca y los honges de la pudricién café son
taxonémicamente muy similares, ambos son basidiomicetes, y algunos géneras como Poria y
Merulius tienen representantes de ambos grupos de hongos de pudricién (Crawford, 1981).
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Los hongos de la pudricién blanca y los de la pudricidn café son los dos m4s efectivos
destructores de 1a madera dentro de la clase de los basidiomicetos (in, 1990), sin embargo, las
investigaciones en la modificacidn de 1a lignina por los hongos de la pudricién ¢afé han recibido
poca atencién comparada con la que reciben los hongos de la pudricidn blanca. Una razén de
esto, es que los hongos de ta pudricién blanca atacan rdpidamente la lignina, causando una
despolimerizacidn extensa, De esta manera una aplicacidn potencial obvia de la degradacién de
Ia lignina por los hongos de 1a pudricin blanca es el biopulpeo.

1.5.3. HONGOS DE LA PUDRICION SUAVE

El término pudricién suave se refiere al ablandamicnto que ocurre en la capa superficial
cuando el 4rbol es atacado por este grupo de hongos. Aunque los hongos de la pudricién suave
degradan lentamente la lignina esta degradacién es incompleta, pues no tiencn la capacidad
enzimdtica para atacar toda la variedad de elementos estructurales de la lignina, quienes son
liberados como productos solubles en agua, por lo que puede decirse que estos microorganismos
son mejores degradadores de los polisacdridos de la madera que de la lignina.

Los hongos de Ia pudriciéa suave pertenecen al grupo de los ascomicetos o de los hongos
imperfectos (Eriksson, 1985), algunos de estos hongos son: Chaetomium globosum, C. griphium,
C. manodiciys, C. paecilomyces, Thielavia, Allescheria sp, Prussia, Populospora y Stachybotrys
(Kirk, 1980; Villanueva, 1987).

1.5.4. UTILIDAD DE LOS HONGOS LIGNINOLITICOS

Los hongos que tienen la capacidad de remover la lignina y 1a celulosa a partir de la
madera, son de gran interés en los procesos de bioconversién (Enoki, 1988). Los hongos de la
pudricién y algnnos basidiomicetos relacionados son los microorganismos terrestres mds
eficientes, capaces de utilizar todos los polfmeros de los residuos lignoceluldsicos, que no estin
disponibles para el crecimiento de los hongos cuando estdn en forma de macromoléculas, (Wood,
1986).

Algunas de las posibles aplicaciones de los sistemas ligninolfticos incluyen:

A. Deslignificacién microbiana.

Esta puede emplearse para Ja produccién de pulpa, alimentos para destino animal (libres
de lignina, lo que aumenta la digestibilidad de Ia celulosa), y sustratos para otros procesos

microbianos o enziméticos, para el mejoramiento de los procesos de pulpeo mecdnicos y otros
con altos rendimientos, para el mejoramiento de alimentos vegetales, etc.
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B. Blanqueo microbiano de pulpas.

Este ahorra energfa y reactivos qufmicos y mejora las propiedades de 1a pulpa en adicién
a la brillantez obtenida.

C. Tratamiento microbiano de efluentes residuales que contienen derivados de 1a lignina.

£

Se pueden climinar ligninsulfonatos y derivados de 1a ligninap i delos
del blanqueo de las pulpas. Esto mejora el tratamiento biolégico incluyendo la reduccién de
color y de espuma.

D. Conversién de lignina a productos quimicos de utilidad,

Esta es una atractiva posibilidad que, sin embargo, depende de un adecuado conocimiento
de los productos quimicos que pueden obtenerse durante la biodegradacion de la lignina por
varios microorganismos (Kirk, 1980).

E. Conversién de residuos agricolas y forestales (paja y bagazo) a alimento para
animales, liberacién de azicar a partir de polisacdridos para 1a produccitn de etanol, asf como
en la producci6n de enzimas.

Para poder considerar todas las aplicaciones potenciales antes mencionadas, se debe tener
conocimiento acerca de las zeacciones quimicas que se llevan a cabo, la estabilidad, los
cofactores requeridos para que el sistema ligninolitico catalice estas reacciones, los factores que
limitan 1a velocidad de las reacciones, las posibilidades de aislar a los mejores microorganismos
y penéticaments mejorar a los ya exi s, asf como, bl las técnicas para producir
dptimamente indculos o enzimas ligninolfticos (Kirk, 1980).

E! potencial para el blanqueo biolégico fue reconocido cuando se descubrié que 1a lignina
Kraft es degradada por los hongos de la pudricién blanca. Estos hongos reducen las quinonas
a sus correspondientes fenoles y por ello, posiblemente, causan el blanqueo en parte por la
accién de las enzimas celobiosa quinona oxidoreductasas y NAD(P)H-quinona oxidoreductasas
(Buswell y col., 1979). Algunos experimentos exploratorios con varios hongos de la pudricién
blanca han tenido resultados similares pero Phanerochaete chrysosporium ha resultado ser el mds

» répido (Eriksson, 1986).

Uno de los problemas de la deslignificacién biolégica es que el hongo requiere un
cosustrato para soportar el metabolismo de Ia lignina, y que algunos hongos degradan la lignina
¥y 1a celulosa con 1a misma velocidad y en un grado sirnilar, Este problema pueden solucionarse
s se selecciona un hongo que ataque preferentemente a la lignina o que no tenga actividad
celulolftica. (Johnsrud, 1986) o en un momento dado, pueden utilizarse las enzimas aisladas de
estos hongos para un blanqueo més controlado (Eriksson, 1985),
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Los procesos bioldgicos son muy atractivos debido a que tienen una o més ventajas sobre
los procesos quimicos:

1. Tienen una gran eficiencia

2. Son altamente especificos

3. Presentan una gran oportunidad para nuevas
transformaciones

4. Prescntan una baja contaminacién

5. Consumen menor energfa

6. No requicren de reactivos t6xicos o nocivos

1,5.5. ENZIMAS LIGNINOLITICAS

Se han involucrado cuatro enzimas extracelulares en la degradacién de la lignina (tabla
IV), estas son: Ia ligninasa, lacasa, g peroxidasa y olras enzimas productoras de
peréxido de hidrégeno. La ligninasa es, probablemente, 12 mejor enzima, Ia cual calaliza la
oxidacidn extensiva de las unidades fendlica y no fendlica en la lignina, mientras que Ia lacasa
y la manganeso peroxidasa oxidan unicamente las unidades fendlicas de la lignina (Kirk T.K.,
1988). Se ha demostrado mediante estudios inmunocitoqufmicos, que parte de esias enzimas se
localizan en la superficie de lag hifas y parte son excretadas al medio (Kurek y Odier, 1990).

La funci6a principal de estas enzimas extrcelulares en los hongos, s la de proporcionar
nutrientes asimilables para el crecimiento del hongo y este es probablemente su papel principal.
Otro papel posible, pero que no ha sido bien estudiado, es que constituyen un sistema de defensa
antimicrobiano por la formacién de radicales libres (Wood D.A. et al., 1988)

1.5.5.1. LIGNINA PEROXIDASA

En 1983, dos grupos de investigadores (Tien y Kirk, 1983; Glenn y col., 1983)
anunciaron el descubrimiento de una enzima inespecffica, extracelular H,0,-dependi enel
basidiomicete Phancrochacte chrysosporium, que interviene en varias reacciones de degradacidn
de varios compuestos incluyendo la lignina metilada. La enzima cataliza una gran varicdad de
oxidaciones (mostradas en la Figura 1), con peréxido de hidrég como ¢l ptor de
electrones: (i) la ruptura de los enlaces Ca-CB de los modelos 8-1 y B-4; (ii)oxidacién de
alcoholes bencilicos; (iii) oxidacién de fenoles hasta radicales copulantes; (iv) hidroxilacién de
ciertos grupos bencil metilenos; (v) ruptura del intradiol de las estructuras fenilglicol e (vi)
hidroxilacién de Car y CB del enlace oliffnico Ca-C8 en las estructuras esteril para producir los
correspondieates fenilglicoles (Tien y Kirk, 1984). También degrada bifenilos policlorados,
clorofendlicos (que son reducidos, metilados al mismo tiempo que se abre oxidativamente el
anillo) y benzo(a)pireno (Eaton, 1985; Haemmerli, 1986).




-Tabla IV Enzimas implicadas en la degradacién de la lignina.

ENZIMA COFACTORES/SUSTRATOS REACCIONES
Oxidacién de arométicos
Ligninasa H,0, nucléicos hasta radicales
catiénicos.
Oxidacién de fenoles a
Lacasa [¢ ) radicales fenoxilos.

Oxidacién de Mn" Ma™

Mn peroxidasa H,0;, Mn? el cual oxida los fenoles a
radicales fenoxilos.
Enzimas Varios sustratos Reduccidn de 0,a H,O,
productoras orgénicos
de H,0,

Se ha sugerido que Iz enzima fenol oxidasa juega de alguna manera un papel regulatorio
importante.

La lignina peroxidasa es una glicoprotefna (20% de carbohidratos), que presenta en su
estructura dos monosacdridos; manosa y N-acetilglucosamina y un oligosacdrido, los cuales se
determinaron por cromatograffa de gases, ademds, contiene cadenas plicosfdicas unidas a
oxfgeno y nitrdgeng (Schmidt, 1990).Presenta también un grupo heme porfisia, por lo que se
trata de una hemoprotefna. Los estudios de absorcién at6mica, indican que 1a enzima contiene
fierro €1.02 1 0.02 dtomos por molécula de enzima) y que no contiene cobre, zinc, manganeso,
molibdato o coballo (Tien y Kirk, 1984). La enzima tiene una masa molecular de 41,000-42,000
Da. Es una oxidasa, ya que requiere del peréxido de hidrégeno, el cual oxida al idn fierro para
aumentar el estado de oxidacién en el cual la enzima es capaz de oxidar a la lignina y a sus
compuestos relacionados (Tien, 1987).

1A lignina peroxidasa existe en varias formas isozfmicas (identificadas en base a sus
puntos isoeléctricos, Tabla V) que son colectivamente llamadas ligninasa. Tanto la cepa como
las condiciones de crecimiento alteran el bal y la natusaleza de las diferentes isozimas.
Estas isozimas son altamente homglogas ea estructura y funcidn (como lo indica el mapeo de
sus péptidos) pero tienen diferentes propiedades cinéticas (Glumoff y col., 1990), sus pesos
moleculares son muy cercanos entre sf (Tabla VI). El espectro de absorcién a 409 nm sugi




Tabla V Puntos isoeléctricos de las isozimas de la ligninasa.

ISOZIMAS pl
HI10 3.3
H8 3.5
H7 3.6
H6 3.7
H2 4.4
Hl 4.7
pl = Punto isoeléctrico (Kirk, 1990)
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Figura 1. Reacciones catalizadas por la ligninasa.
A: oxidacién de alcoholes bencflicos, B: ruptura del cnlace Ca-CB, C: hidroxilacién, D:
dimerizacién o polimerizacién, E: desmetilacién.(Tien, 1987)
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Tabla VI Propiedades ffsicas de las isozimas de la ligninasa,

PESO €409 HOMOLOGIA
ISOZIMA | MOLECULAR | CARBOHIDRATOS | mmM'em® EN
PEPTIDOS
HI 38.000 + 169 H2(++);H7,
HE(+)
H2 38,000 + 165 HI(++);H?,
H8(+)
H6 43,000 + 162 HI0(+);H7,
HE8(+)
H7 42,000 + 177 H8(++);H1,
H2+)
HS 42,000 + 168 H7(++);Hl,
H2(+)
H10 46,000 + 186 H6(+);H7,
H8(+)
Tien M., 1987.
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que todas son hemoproteinas.

La Jignina peroxidasa es mds activa pero inestable a pH menor de 3. Esta enzima ¢s
completamente estable a pH de alrededor de 4.5 a una temperatura de 37°C por un mfnimo de
cineo dfas,

El peréxido de hidrdgeno inhibe de manera competitiva a la ligninasa cvando estd
presente alcohol veratrilico a una concentracidn 2 mM y cuando o estd presente algiin sustrato
reducible, la inhibicién es de tipo isreversible.

Algunos compuestos que tipicamente compiten con e H,O, son e} fluoruro y la azida,
fa inhibicidn por el fldor es competitiva con respecto al H,0,, en cambio la inhibicién de la
azida es no compelitiva pero irreversible con respecto al H,0,. Otros inhibidores no competitivos
son el alfa-ceto-aril-metil-butfrico (KTBA), el EDTA, la tiourea y el cianuro de potasio (Tien
M., 1987).

Ademds, de un exceso de nitrégeno, el sistema ligninolftico es suprimido también, por
la ciclohexamina (inhibe 1a sintesis de protefnas y la actividad enzimética cuando se adiciona a
cultivos de 2-3 dfas), glutamato, gl ina, histidina y cicloh ina (Keyser, 1978; Jeffries,
1981; Fena, 1981).

De las diferentes isozimas, 1a H8 es la que se encuentra cn mayor proporcién.

1.5.5.2, MANGANESO PEROXIDASA

Tien y Kirk (1984); Kuwahara (1984) descubrieron otro tipo de enzima peroxidasa
producida por Phanerochaete chrysosporium. Esta peroxidasa, que usualmente es llamada
Manganeso pesoxidasa o Mn-peroxidasa, requiere de iones Mn?* para su actividad y no oxida
al alcohol veratrflico. Esta enzima oxida al Mn™ a Mn®*, el cual es capaz a su vez de oxidar
varios sustratos entre ellos fenoles de bajo peso molecular, formando radicales fenoxi; ditiotreito
(DTT) y 4cido dihidroximalefco. También, se sabe que cataliza reacciones adicionales que
incluyen oxidaciones que requieren moléeulas de perdxido de hidrégeno par poder reducir el
glutationato, DHM, GSH y NADPH (Paszezynski, 1986). Durante su accién produce perdxido
de hidrégeno, ya que los protones y electrones removidos del substrato oxidado son aceptados
por el oxfgeno.

La enzima tiene un peso molecular de 46,000 Da, También es una hemoprotefna. Seha
encontrado, que esta enzima contiene 17 % de carbohidratos neutrales y una alta proporcién de
amino#cidos acfdicos especialmente dcido aspartico y dcido glutdmico (Paszczynski, 1986; Kirk
T.K., 1988).

La manganeso peroxidasa también existe en varias formas isozfmica, Paszezynski (1986)
aisl6 a Ja Mn2 y determing su peso molecular, siendo este de 47,000 Da, posteriormente, Kirk,
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y col, (1987}, ais! 4 isozimas que d inaron H3, H4, HS, H9.
Més recientemente, Linko (1992) descubrié y caracterizd otras dos isozimas; Mnl pI 4,95,
43,000 Da y Ma3 plI 4.60, 46,000 Da.

La manganeso peroxidasa es inhibida por algunos jones metdlicos como son: Fe'*, Fe?*,
Co?* y Cu®*; estos metales inhiben a la enzima entre un 37-77%. Otro inhibidor es el 4cido
aseérbico quien inhibe a 1a manganasa en un 100% (Paszczynski, 1986).

Se ha visto que la manganeso peroxidasa es sintetizada por los hongos antes que la lignina
peroxidasa, Sin embargo, la mayorfa de las reacciones degradativas de la lignina es debida a la
lignin peroxidasa, segdn estudios realizados por Kurek y Odier (1990).

1.5.5.3. LACASA

Muchos hongos de la pudricion blanca producen lacasa extracelularmente. Esla enzima
(que contiene cobre) cataliza la oxidaci6n, via un electrén, de fenoles a radicales fenoxi,
transfiriendo cuatro electrones al ox{geno.

Phanerochaese chrysosporium se encuentra eatre 1a minorfa de los hongos de 1a pudricida
blanca que no producen lacasa extracelular, sin embacgo, no requieren esta enzima para el
rompimiento de Ia lignina (Kirk, 1988). Nerud y col. (1991) encontraron siete hongos de la
pudricién blanca que producen lacasa, estos son: Corielopsis polyzona, Dichomitus sgualens,
Ganodenna valesiacum, Pycnoporus cinnabarinus, Stereum hirsutum, Trametes gibbosa y
Trametes hirsua.

Entre las consecuencias de 12 oxidacién de los fenoles relacionados cou la lignina estd
la oxidacién del Ce, la limitada desmetoxilacién y la ruptura del enface aril-Cor.  Algunos
estudios han mostrado que la lacasa puede somper Jos enlaces Ca-CB en ciertas estructuras
fendlicas. Sin embargo, la copulacién/polimerizacién son las mayores consecuencias de la
oxidacidn de 1a lignina y los fenoles relacionados a esta.

1.5.6. MECANISMOS DE ACCION

Para jograr un mejor entendimiento sobre ¢l mecanismo de degradacién de la lignina,
se ha recurrido al uso de compuestos estructuralmente parecidos a la lignina. Dos de estos
modelos son aquellos que tienen enlaces B-O-4 y 8-1, Figura 2, Durante el metabolismo de
estos compuestos ocurre Ia ruptura del enlace Ca-CB y la oxidacidn del Ca, que son reacciones
andlogas a Jas que se presentan en el metabolismo de 1a lignina (Kirk T K., 1987).

Tien (1986) ha estudiado detalladamente Ia oxidacién del alcohol veratrflico por la

figninasa, €l demostré que el perdxido de hidrégeno reacciona primero con la enzima y entonces,
ia enzima oxidada reacciona con el alcohol veratrilico, Este dltimo es oxidado rdpidamente via
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Figura 2, Comp »s modelo con enl 83-1(A) y 8-04 (B).

un electrén.

El alcohol veratrflico es una metabolito secundario de P, chrysosporium y otros hongos
de la pudrici6n blanca, que aparece al mismo tiempo que la ligninasa (representa el 60% de los
compuestos orgdnicos solubles acumulados en el medio de cultivo), Este compuesto es
sintetizado por el hongo a partir del 4cido vainfllico (el producto aromético mayoritario de la
lignélisis), el cual es parciaimente metilado para producir dcido verdtrico, quien posteriormente
es rdpidamente reducido a alcohol veratrflico.

Al ser oxidado el alcohol veratrflico por la ligninasa y preducirse radicales catinicos,
&ste actiia como un oxidante de un electr6n para interactuar con olros sustratos, es decir, puede
actuar como un cofactor (Figura 3) en la ruptura de la estructura de Ia lignina (Harvey, 1986).
Sin embargo, existen algunas controversias, ya que hay quicnes sostienen (Tien, 1986) que este
compuesto simplemente protege a la ligninasa de la inactivacién por sustratos anisflicos, esto
debido a que no se ha podido detectar la presencia de los radicales libres del alcohol veratrflico,
pero esto puede deberse a que el tiempo de vida de estos radicales s muy corto, Sin embargo,
1a mayorfa de los investigadores concuerdan en que la oxidacién del alcohol veratzflico es un
modelo aceptable para entender la degradacién de la lignina. Incluso, la oxidacién del alcohol
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weratrflico se utiliza como un ensayo eonvmleme para medir la actividad de fa Jigninasa. El
ensayo es muy ible a una relacié da de peréxido y alcohol vezatrilico ea una
concentracién particular de protefna (un de perdxido resulta en la conversién de 1a enzima
al compuesto II y en una subsecuente disminucidn de 1a actividad catalftica).

XOCT

LiPre sla)p

F
o)

LiPyg

Figura 3. Alcoho! veratrilico como un mediador para la transferencia de electrones.

El mecanismos de accidn de 1a ligninasa es el tipico de una peroxidasa, El peréxido oxida
a la ligninasa dando lugar a la formacién de dos estructuras: el compuesto I que es un complejo
oxi-ferril con un radical porfirin catibnico {(cs la forma oxidada vfa dos electrones) y el
compuesto 11 que es la forma oxidada via un electrén (mostrados en la Figura 4), quien
posteriormente contribuye 2 Ia restauracién de la enzima a su estado nativo. El compuesto I es
convertido al compuesto II por un sustralo equivalente de un electrén como un fenol o por 0.5
equivalentes de un sustrato dz dos electrones come el alcohol veratrflico (Kirk, 1988).

Las reacciones que se llevan 2 cabo para la formacion de los radicales libres se plantean
como sigue:

Enzima + H,;0, Compuesto 1 m
Compuesto L + V - Comp 1I....YA* [v3]
Compuesto II....VA* — Enzima + 2YA™ (3)
VA" + VA » VA + VA" (O]
VA* + Var + H* [63]
VA*™ + YA + VA + Veratraldehido (&)

VA = Alcobol veratrilico

Mas recientemente, Hattori (1992) comprobé la formacién de radicales libres tanto en
el alcohol veratrflico como en su producto de degradacion; veratril-8-D-xilésido (este se forma
cuando estd presente holocelulosa o xilano). A partir de sus resultados este investigador apoya
las ieorfas que postulan que el alcohol veratrilico y su derivado xildsido, protegen a la enzima
contra Ia inactivacién, por remocién de ur exceso de peréxido de hidrégeno; y actdan como
mediador (transfieren un electrén) en la degradacidn de la lignina. Este autor logra elucidar,
ademds de las estructuras cis, trans lactona y veratraldehido (reportadas anteriormente por
Leisola, 1985), la estructura de Ja gama-lactona, producidas en la degradacién del alcohol
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Figura 4. Ciclo catatitico de la ligninasa,

veratiilico, las cuales se muestran en la figura S,

Haemmerli (1987), también descubrié que en la oxidacién de Ja liginina un nicleo
aromdtico susceplible es oxidado enzimdticamente por un clectrén, produciendo radicales
catiénicos inestables que sufren una gran variedad de reacciones no enzimdticas. Se afirma,
entonces, que fa reaccidn de la ligninasa con compuestos relacionados a la lignina es una
oxidacién de un electrdn, o mejor dicho es un mecanismo de radicales libres. La lignina
peroxidasa también puede actuar como una fenol oxidasa, pero sélo Jos fenoles no aromdticos
son oxidados. La reaccidn de oxidaceidn depende fuertemente del potencial redox del sustrato.
De esta manera, por ejemplo, el benzo(a)pireno es oxidado por la enzima, pero el naftaleno no
es oxidado ya que liene un alto potencial redox (Leisala, {988).

En base a los estudios realizados por diferentes investigadores, se sugieren, entonces, tres
mecanismos de accién por los cuales los hongos de Ja pudricién blanca degradan a la lignina:
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Figura 5. Oxidacién enzimdtica de! alcoho! veratrilico y sus productos.

1. Ruptura oxidativa del enlace entre los carbonos a y 8, que conduce a la formacién de
4cidos aromdticos.

2. Ruptura de enlaces 8-aril éter y modificacion de las estructuras enlazadas.
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3. Degradacién del nicleo aromético por la apertura oxidativa del anillo.

Tanto Higuchi como Leisola (1985) sugieren que la apertura del anillo ocurre primero,
aunque la reaccién mayoritaria es la ruptura del enlace Ca-C3.

Los mecanismos antes mencionados se refieren a la accidn de la ligninasa, pero existen
mis enzimas involucradas en la degradacién de la lignina, Como se sabe la manganeso
peroxidasa juega un papel importante en la degradacién de la lignina y sus derivados. Esta
enzima cataliza la oxidacidn de varios colorantes y fenoles, la descarboxilacién y
desmetoxilacién de compuestos aromdticos y la ruptura de dfmeros fen6licos de la lignina,

Antes se mencioné que la menganeso peroxidasa cataliza la oxidacidn del Mg?* a Mg**
en presencia de ciertos ligandos, incluyendo pirofosfato, tartrato y lactato. El complejo
manganeso trivalente formado (Mn™ lactato y Mn™ malonato), enzimiticamente oxida a varios
sustratos aromdlicos. Parece entonces, que el papel del manganeso cn la oxidacién de
compuestos orgdnicos por la manganasa, es el de actuar como un mediador para la transferencia
de un electrén, igual que como lo hace el alcohol veratrilico con Ia lignin peroxidasa.

De manera similar que la ligninasa, la mang; forma comp s intermediarios, el
compuesto I y el compuesto I, en presencia de H,0,. El compuesto I puede scr reducido por
un electrén a el compuesto I1 por adicidn de Mn?*, ferrocianuro o varios sustratos fendlicos, sin
embargo, sélo el manganeso divalente y el ferrocianuro pueden reducir el compuesto II para
regenerar a la enzima nativa.

En analogfa con la ligninasa, la formacién de los compuestos intermediarios de la
manganasa pueden resumirse como sigue:

MnP + H,0, Compuesto I
Compuesto I + Mn» ~————— Compuesto Il -+ Mn"
Compuesto I + Ma" —————+ MnP + Mn"

MnP = Manganeso peroxidasa (Aitken e Irvine, 1990)
Leisola y colaboradores, postularon un esquema hipotético para la degradacién de la
lignina (Figura 6), en donde se propone que la lignina peroxidasa y las fenol oxidasas (lacasa

y manganasa) trabajan en combinacién con enzimas reductoras que son capaces de reducir 4cidos
aromd4ticos monoméricos y diméricos, aldehidos aromdticos y quinonas.
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Ligninasa [—~Fragmen:os ci, €2, C3———C0O,

Lignina Ruptura del anillo aromitico——CO,
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oxidoreductasas
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qguinona oxidoreductasas

Ruptura del anillo aromitico——C0,
dioxigenasas ?

Figura 6, Esquema hipotético de la degradacién de 1a lignina por P. chrysosporium,

1.5.7. CONDICIONES DE CULTIVO PARA LA PRODUCCION DE ENZIMAS
LIGNINOLITICAS

Los estudios realizados con Phanerochaete chrysosporium y Coriolus versicolor (Kirk,
1976) han demostrado que se requiere de un sustrato de crecimiento externo para el metabolismo
de Ia lignina, ya que estos microorganismos no son capaces de utilizar a ésta como vinica fuente
de encrgfa,

La eficacia de los diferentes sustratos de crecimiento para soportar el metabolismo de la
lignina varda, sin embargo, existe una buena cantidad de compuestos eficaces para este fin; entre
los que se tienen a la D-glucosa, D-manosa, d-celobiosa, glicerol, xilosa, D-glucurelactona,
succinato de sodio, D-gluconato de potasio, xilano, y celulosa comercial. La celulosa de la pulpa
de la madera y la glucosa son los mejores sustratos de crecimiento que soportan el metabolismo
de la lignina (Kirk T.K, 1980),

No se conoce la razén por la que es i0 un sust de crecimiento, pero se
proponen dos hipétesis, 12 primera plantea que la energfa recobrada en el metabolismo de la
lignina es simplemente muy pequefia como para soportar el crecimiento. La segunda postula que
los niveles de actividad ligninolftica son muy bajos para mantener el crecimiento.

El metabolismo de la lignina por los hongos de la pudricién blanca es un proceso
altamente oxidativo, Io que sugiere que Ia concentracién de oxfgeno es un factor determinante
en la velocidad de degradacién de la lignina.
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Se ha demostrado que 1a velocidad y el grado de conversién de lignina a CO,, es dos o
tres veces mayor bajo 100% de oxfgeno que bajo 21% (en aire). Bajo un 5% de oxfgeno (en
Ny, existe crecimiento pero no ocurre el metabolismo de la lignina (Kirk y Shultz, 1978). Un
reporte m4s reciente en donde se emples el efluante de la etapa El del pulpeo Kraft como
sustrato (Galeno y Agosin, 1990), confirmé lo antedor, en este trabajo se obtuvo una
decoloracidn del 90% bajo una atmdsfera de oxfgeno del 100% y sélo una decoloracidn del
70% bajo aire solamente, despuéds de 190 horas de incubacién con P, chrysosporium.

A menudo se utiliza la agitacidn del cultivo para incrementar 1a velocidad de intercambio
de oxfgeno entre la atmdsfera y el medio de cultivo. Sin embargo, esto origina la formacién de
"pellets”, Io que, a su vez, disminuye mucho el metabolismo de la lighina, La base del efecto
negativo de la formacién de pellets en el metabolismo de la lignina parece relacionarse con el
oxfgeno, la concentracidn de éste en el interior del pelletes simplemente demasiado baja como
para soportar el metabolismo de la lignina. La degradacion en la superficie del pellet es baja
debido a que la superficic representa sélo un pequeiis porcentaje de la hifa total (Kirk K., 1980;
Liesola y col., 1983).

Se ha afirmado por varios investigadores que en cultivos agitados no se presenta actividad
enzimdtica alguna y que sSlo en los cultivos estdticos ocurre la degradacién de la lignina (Kirk
y col., 1978). Sin embargo, en ellos, ésta degradacion es incompleta, pues existe una limitacidn
de oxfgeno, amenos que este $¢ suministre hasta crear una atmésfera del 100%

Leisoia y Ficchter (1985) fueron los primeros en demostrar que P. chrysosporium (cepa
nativa), puede degradar a la Jignina bajo una limitacién de nitrégeno en cultivos agitados (100
1pm) en presencia de alcohol veratrflico, También demostraron que el hongo produce Jigninasa,
aunque la actividad detectada fue baja,

En 1988 Waldncr, Leisola y Fiechter compararon la actividad ligninolftica en varios
hongos de Ia pudricidn blanca en cultivos (suplementados con alcohol veratrilico) estéticos y bajo
agitacién (150 rpm). Estos experimentos revelaron que todos los hongos estudiados degradaron
la lignina con y sin agitacién y ademds, descubreron que una cepa, Fomes lignosus, sélo
degrada la lignina en cultivos agitados.

Posteriormeate Fiechter y col. (1989), demostraron también, la posibilidad de producic
ligninasas en cultivos agitados, ademds, ellos relacionaron el tamaflo del pellet con la
actividad obtenida, concluyendo de esta manera que un didmetro de pellet de entre 3 y 4 mm
conlleva a una alta actividad ligninolitica, afirmacidn que se opone a lo reportado por Leisola
(1983), quien afirma que [a reduccién del didmetro del pellet hasta 1.5 mm incrementa
marcadamente el consumo de glucosa y la velocidad de degradacién de la lignina,

La razdn por la cual la agitacién de los cultivos suprime la produccién de Ia ligninasa y
la degradacidn de la lignina, aun no csta del todo clara, se ha propuesto (Rajagopalan e Irvine,
1990) que la inactivacidn mecdnica de Ja enzima es posiblemente 1a causa de que la acumulacién
de 1a enzima sea baja o nula en cultivos agitados. Cuando se emplean altas velocidades de
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agitacién (100-200 rpm), se crean grandes fuerzas mecénicas que originan la desnaturalizacidn
de 1a ligninasa. La agitacién parece afectar la actividad catalftica de la ligninasa pero no afecta
aparentemente la velocidad de produccién de la enzima o la fisiologfa del hongo. Los detergentes
(Tween 20, Tween 40, Tween 60, Tween 80 y CHAPS; son capaces de proteger a 2 ligninasa
contra la inactivacién medmm. por la agitacién, mediante la unién de la ligninasa a los sitios
hidrofflica de la micela del detergente, o por la unidn de la enzima a mondmeros de detergente
que posiblemente formen un complejo resistente a la d alizacién 4nica. Los trabajos
realizados por Rajagolapan e Irvine revelan que la inactivacién debida a la agitacién es
reversibie, es decir, cuando la velocidad de agitacion es disminuida (de 150 a 30 rpm), se puede
recobrar la actividad enzimdica.

Otro factor importante es ¢l pH, P. chrysosporium metaboliza dptimamente la lignina
cuando crece a un pH aproximado de 4.5, por arriba de 5.5 y abajo de 3.5 ocurre una
marcada supresién de la actividad. Por lo que es necesario controlar el pH durante 12
degradacin de la lignina, A ese respecto se han probado varios amortiguadores con el fin de
obtener un buen control de esta variable durante el cultivo de P. chrysosporium. De esta manera
se encontrd que el acetato de sodio resulta téxico para el hongo, el succinato es metabolizado
por ¢l microorganismo, el aconitato por alguna razén interfiere en el metabolismo (aunque no
en ¢l crecimiento), ¢! oftalato inhibe la actividad del sistema enzimdtico (Feen y Kirk, 1979).
Experimentos posteriores mostraron que el 2,2-dimetilsuccinato (pH 4.5) es superior que el
oftalato y que este compuesto. no ¢s utilizado como nutriente para el crecimiento.

La actividad ligninolftica se presenta a los cuatro dfas de crecimiento, aiin cuando la
lignina no ha sido introducida, lo que demuestra que ésta no es necesaria para que se presente
el sistema enzimdtico y que se requiere la sfntesis de protefnas después de 3 12 dfas para que se
presente la actividad. La presencia o ausencia de lignina no afecta el tiempo de aparicién o el
nivel de Ia actividad. Asf, el sisterna ligninolftico en P, chrysosporium se produce al final de 1a
fase exponencial de crecimiento (o cuando se alcanza la fase de crecimiento estacionario) en
respuesta a un cambio intrinseco en el metabolismo y no en respuesta a la lignina (Keyser y
Kirk, 1978).

Se ha observado que la actividad enzimdtica se presenta justo en €l momento en que se
agota la fuente de nitrégeno, carbono o azufre, lo que podrfa indicar que el empobrecimiento
de este nutriente estd asociado con la produccién del sisterna enzimitico. Lo anterior ha sido
comprobado por Keyser y Kirk (1978), quienes utilizaron tartrato de amonio como vnica fuente
de nitrégeno y cuantificaron el nitrato residual en el medio a 1a par con la actividad enzimdtica,
encontrando que el nitrdgeno se agoté a las 24 hrs y que la actividad se presentd a las 96 hrs
(entre 1 y 2 dfas después del agotamiento de la fuente de nitrdgeno), esto debido a la actividad
de ]a enzima amonio permeasa que se activa bajo una limitacién de nitrGgeno y que alcanza su
méxima actividad a las 48 hrs, .

La fuente de nitrégeno no tiene un efecto significativo en Ia degradacién de Iz lignina,

pero su concentracién Ia afecta de manera critica, un exceso de nitrégeno, reprime la aparicién
de la actividad ligninolitica (Keyser y Kirk, 1978; Ian, 1979; Tonnon, 1989) y la adicién de
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nitrégeno a cultivos que ya la presentan, disminuye esta actividad considerablemente (Keyser y
Kirk, 1978; Fen y Kirk, 1981), lo cual comprueba nuevamente que el agotamiento de la fuente
de nitrdgeno tiene alguna coneccibn con la produccién de 1a enzima ligninolftica.

Kirk (1980), establecié que la concentracién 6plima de nitrégeno es de 2-3 mM, una
concentracién menor o por armmiba de esta suprimen la produccién del sistema enzimético.
Keyser y Kirk (1978) en base a sus estudios, sugieren la siguiente secuencia de eventos
fisiolégicos después de la inoculacién de esporas en el medio (bajo una atmdsfera de 100% de
oxfgeno):

De las 0 a las 24 h, ocurre la germinacién de las esporas, €l crecimiento exponencial
(medido por la sfntesis de DNA) y el agotamiento de la fuente de nitrégeno.

De las 24 a'las 48 h, termina la fase de crecimicnto exponencial y activacion de Ia
amonio permeasa lo que demuestra el agotamiento del nitrégeno.

De las 72 a las 96 hr, se presenta la actividad ligninolftica,

Hasta ahora no se conoce con claridad el mecanismo por el cual el nitrégeno activa o
inactiva Ia aparicién del sistema enzimético.

Cuando se descubrié el efecto de este nutriente, por primera vez, se reconocié que la
inhibicién podfa deberse a una competencia por cofactores del metabolismo del nitrégeno,
necesarios para la degradacién de la lignina o direc por inhibicidn del si
ligninolftico. Sin embargo, Fenn y Kirk (1981), en base a sus estudios, sostienen que lo que
ocurre es una represion mds que una comp ia o una inhibicién. Ellos se basan en cl hecho
de que al adicionar un exceso de nitrdgeno al sistema, ¢l efecto negativo se presenta varias horas
después, 1o que no ocurrirfa sf se tratard de una inhibicién o competencia ya que estas suceden
muy rdpidamente, ademds, ocurre una represién idéntica en la sintesis de protefnas tanto por la
adicidn de nitrégeno como por la adicién de ciclohexamina, lo que descarta Ia competencia por
cofactores, por ltimo, la actividad ligninolftica pucde inducirse por una limitacién de carbono
o azufre (Tan, 1979; Jeffries y Choi, 1981; Tonnon F., 1989) en presencia de nitrgeno a
concentraciones que serfan supresivas en cultivos de nitrégeno limitado, sf el mecanismo fuera
competencia o inhibici6n.

Otra explicacién del efecto negativo de una alta concentracién de nitrégeno, es que esta
condicién promueve el rdpido agotamiento del sustrato de crecimiento (glucosa), que es esencial
para el metabolismo de 1a lignina. Una viltima explicacién posible es que el nitrégeno regula la
sfntesis de uno o més componentes del sistema ligninolftico (Kirk y Schultz, 1978).

Ciertos compuestos incrementan la actividad de )a ligninasa cuando se adicionan a los
cultivos. Desde hace varios aflos ya se habfa demostrado que los detergentes no iSnicos como
el Tween 80, Tween 20, Tween 40, Tween 60 as{ como el 4cido olefco (Asther, 1987)
incrementan marcadamente la produccién extracelular de ligninasa en cultivos agitados de
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P.chrysosporium. La concentracién mis cominmente empleada es de 0.05 % . El efecto positivo
del Tween 80 puede revestirse sf éste se adiciona en exceso, ya que a concentraciones de 0.1%
o mayores previenen la produccién de la enzima.

Anteriormente s¢ menciond que el efecto positivo de la adicién de Tween 80 en el
aumento de ]a actividad enzimdtica se debfa a que este detergente protege a la enzima contra la
inactivacién, sin embargo, cxiste oira propuesta mds posible; este detergente modifica la
permeabilidad de 1a membrana de las células, lo que incrementa el transporte de nutrientes, entre
ellos el oxfgeno, deatro y fuera de 1a célula (Reese y Maguire, 1969). Otra explicacidn que se
ha considerado es que los dcidos grasos insaturados y saturados liberados durante la hidrdlisis
del Tween 80, sean utilizados por el microorganismo, como fuente de energfa externa para el
metabolismo secundario o sirven como inductores para Ja sintesis de ligninasas (Asther, 1987;
Rajagopalan e Irvine, 1950).

Como se menciond anteriormente, Kirk, Leisola y Fiechter descubrieron que el alcohol
veratrflico activa la produccién de la lignina peroxidasa. Faison (1985) consiguié incrementar
el tftulo de la actividad ligninolftica en 20%, al adicionar alcohol veratrilico a cultivos agitados
a 200 1pm, aunque no alters el tiempo de produccién de la enzima, mientras que Kirk y col.
(1986) lograron aumentar 2,1 veces la actividad al adicionar 0.4 mM (como Hmite) de alcohol
veratrflico a cultivos oxigenados cada tercer dfa. Por su parte Kantelinen y colaboradores (1988),
triplicaron la produccién de 1a lignin peroxidasa, al adicionar 1.4 mM de alcohol veratrflico a
cultivos estdticos de Phlebia radiata.

La velocidad de oxidacién de compuestos benzo(a)pirenos por accion de la ligninasa
también se ve incrementada por la adicién de alcohol veratrflico (Hacmmerli, 1986).

La concentracién de alcohol veratrflico utilizada ea cultivos limitados en nitrégeno varfa
desde 0.4 mM (Kirk, 1986) hasta 2.5 mM (Linko, 1992). El aumento en la actividad de la
enzima, por la adicién del alcohol veratrflico se relaciona con el aumento de las fsozimas H1 y
H2, la primera aumenta 1.7 veces y la segunda 1.3 veces (Kirk, 1986).

La adici6n conjunta de Tween 80 y alcohol veratrilico, estimula una alta produccién de
ligninasa en cultivos agitados incluso hasta a 200 rpm.

Phanerochaete chrysosporium crece bajo un buen rango de temperatura (25-40°C), Kirk
(1978), reportd como dptimo 39 a 40°C tanto para el crecimiento del hongo como para la
produccidn de la enzima, sin embargo, varios investigadores (Leisola, Kuwahara, Tonon,
Asther, Capdevila, etc.) utilizan 37°C, mientras que otros emplean 38°C. Por otro lado, también
se han conseguido sesultados favorables cuando se crece al hongo a una temperatura (37°C) y
ésta después se baja (hasta 30°C) cuando se alcanza la etapa de crecimiento secundario. Este
mismo esquema se ha seguido con la agitacién, donde se parte de 180 6 250 rpm y después se
disminuye Ia velocidad a 130 6 220 rpm.



2. HIPOTESIS.
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La capacidad de Phanerochaete chrysosporium CDBB h-298 para decolorar el agua residual
de Ia produccidn de pulpa, aumentard al controlar variables que favorezcan el intercambio de
oxfgeno (velocidad de agitacion y Tween 80), o que induzcan la produccién del sistema
enzimdtico (adicién de aleohol veratrilico) que interviene en este proceso.

4



3. OBJETIVOS
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3.1, OBJETTVO GENERAL

Determinar las condiciones de cultivo adecuadas para 1a méxima decoloracion (y produccién
de ligninasas) del agua residual de blanqueo de pulpa de bagazo de cafia para la produccién de
papel, empleando at hongo de 1a pudricién blanca Phanerochaete chrysosporium CDBB h-298.

3.2. OBJETTIVOS PARTICULARES

Determinar la correlacién que existe entre la remocién de color y la produccién de
ligninasas, en el tratamiento de aguas residuales del pulpeo, empleando el hongoe de pudricién
blanca Phanerochaete chrysosporium CDBB h-298.

Ensayar las técnicas para medir color y actividad ligninolftica en los sobrenadantes del
cultivo.,

Evaluar el efecto de la velocidad de agitacién y de la adicién de Tween 80 y alcohol
veratrilico sobre la remocidn de color del agua residual de blanqueo.



4. MATERIALES Y METODOS
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4.1. CINETICA DE CRECIMIENTO DE Phanerochaete chrysosporium EN
MEDIO KIRK

El medio Kirk, es un medio de cultivo que permite el desarrollo de la aciividad
ligninolftica, ya que tiene deficiencia de nitrégeno, condicién indispensable para estimular Ia
sfntesis del sistema enzimitico. La conposicién de estc medio de cultivo se presenta en el
apéndice 9.1,

A cada uno de los 21 matraces Erlenmeyer, se les adicionaron 30 m!. de! medio de
cultivo y se esterilizaron por calor iimedo a 15 Ib/pulg® durante 15 minutos.

4.1.1. PREPARACION DE LA SUSPENSION DE ESPORAS

Se hizo crecer a Phanerochaete chrysosporiumCDBB-298 en tubos de dilucién con 25
ml de agar-extracto de malta al 2%, durante dos semanas 2 temperatura ambiente y
posteriormente s¢ almacend a 4°C durante 5 dfas para una mdxima produccién de esporas.

Con una solucién estéril de Tween 80 al 0.1% se hizo un barrido de esporas y se ajusté
hasta tener una absorbancia de 0.5 a 650 nm (Kirk, 1984). El nimero de esporas por mililitro
de suspensién se determin6 por conteo en un hemocitémetro. En este caso resultd ser de 3X10°,

4.1.2. INOCULACION Y CONDICIONES DE CULTIVQ

Se inocularon 21 matraces con 3 ml (10% del volumen total) de 1a suspensidn de esporas.
Los tres matraces restantes se usaron como blanco. Todos los matraces se incubaron
inmediatamente a 37°C a una velocidad de agitacién de 150 rpm. Se tomaron muestras por
triplicado cada 24 hrs.

Todas las muestra se filtraron a través de membranas Millipore de 0.45 pm de didmetro
y se determind el peso seco.

4.2, ESTANDARIZACION DE LA TECNICA PARA MEDIR COLOR

4.2.1. PRINCIPIO

El color se determina mediante comparacién, ya sea visual o espectrofotométricamente
de las muestras con soluciones coloreadas de concentraciones conocidas, E! método patrén para
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medir color es el de cobalto-platinato, siendo la unidad de color el producido por 1 mg de
platino/litro en forma de i6n cloroplatinato (Fresenius, 1988).

La turbidez ¢n las muestras causa una gran inter ia, incluso do esta es ligera,
hace que el color sea mas fuerte que el real. Por lo tanto, las muestras deben centrifugarse o
filtrarse (idem).

EI color del agua depende en gran medida del pH de ésta, al aumentar el pH, el color
aumenta también, por lo que es necesario registrar el pH de las muestras analizadas.

La preparacign y la curva de calibracién para medir color s¢ muestra en el apéndice 9.2,
¥ 9.3. respectivamente,

4.2.2. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

A todus las muestras ya centrifugadas, se les ajusté el pH a 7.5 debido a que el color es
dependiente del pH. Se cligid este pH, porque en él, los compuestos cromdéforos (ligninas y sus
derivados) estdn en equilibrio, a pH mas 4cidos o mas alcalinos ocurre la ionizacidn de los
grupos fendlicos.

A las muestras ya ajustadas, se les midié su absorbancia en un espectrofotémetro, a una
longitud de onda de 465 nm, contra agua destilada como referencia. El cdlculo de las unidades
de color se hizo en base a la curva de calibracién.

4.3. ESTANDARIZACION DE LA TECNICA PARA MEDIR ACTIVIDAD
LIGNINOLITICA

4.3.1. PRINCIPIO

La ligninasa cataliza la oxidacidn del alcohol veratrflico, por el peréxido de hidrégeno
a veratraldehido. El alcohol no absorbe a 310 nm, mientras que el aldehido presenta una intensa
banda de absorcién a dicha longitud de onda. Considerando esta propiedad, se mide la cantidad
del veratraldehido formado (Tien y Kirk, 1988),

Una unidad de enzima se define como la cantidad de veratraldehido formado, expresada
en nanomoles por minuto por ml de medio de cultivo a temperatura ambiente (Tien y Kirk,
1986).

Para determinar la actividad ligninolftica se requiere de un iniciador de la reaccién; el
peréxido de hidrégeno, el cual debe de tener una concentracion especifica, Es por ello, que este
reactivo debe titularse cada vez que se vaa utilizar, pues su concentracién varfa con el tiempo.
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Para esto, sc utilizé una solucién de permanganato de potasio 0.J N, La cual a su vez fue
titulada con un patrén primario; oxalato de sodio, que debe secarse previamente hasta peso
constante,

La concentracida del peréxido de hidrégeno se calculé empleando la ecuacidn:

Vol. gastado (ml1) x N KMnO, x 1.7

$4,0, Factor de dilucién

4.3.2. PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE PEROXIDO DE HIDROGENO

Se emplearon dos concentraciones de peréxido de hidrégeno; 0.1 y 0.4 mM Para lo cual
se prepararé dos soluciones patrda que permitieran ot las das al llevar
100 4l de ésta y aforarlos a 1.4 ml con agua destilada.

4.3.3. PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE ALCOHOL VERATRILICO

Debido a que el alcohol veratrflico tiene similitud estructural con [a lignina, este puede
emplearse como un sustrato para medir 1a actividad de la anzima que degrada a 1a lignina.

Para ¢l ensayo se prepararon soluciones de alcohol veratrflico para obtener una
concentracién final de 1 mM, 2 mM, 3mM y 4 mM de alcohol veratrilico al tomar 100 u! de
1as soluciones respectivas y aforarlos a 4 ml.

4.3.4. FPREPARACION DE LA SOLUCION REGULADORA DE TARTRATOS

Como se menciond, la enzima ligninasa es estable a un pH alrededor de 3-4.5, pero es
mds activa a pH de 3.0, por lo que debe de controlorase el pH en Ia reaccién para 1a actividad
enzimitica.

Para ello s¢ prepard una solucidn reguladora de dcido tartdrico-tartrato de sodio con pH
final de 3.0. La soluci6n es estable bajo refrigeracidn, por lo que puede usarse para varias

4.3.5. MEDICION DE LA ACTIVIDAD LIGNINOLITICA A LAS DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE ALCOHOL VERATRILICO Y PEROXIDO DE
HIDROGENOQ

Se inoculd un matraz Erlenmeyer que contenfa 30 ml del medio Kirk estéril, con 3 ml
de suspensidn de esporas (Abs, 0.5 a 650 nm) Se incubé por diez dfas y el contenido del matraz
se ceatrifugé a 10,000 rpm durante 15 min, 4°C. El sobrenadante se empleé para determinar
la actividad ligninolitica.
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Como primer paso se hicieron pruebas bajo las condiciones reportadas por Tien y Kn-k
(0.4 mM de H,0; y 2 mM de alcohol veratrflico, pH 3.0) pero empleando dos t
y 37°C.

Para esto se utilizd un volumen de reaccién total de 4 ml. A cada tubo se le adicionaron:
900 ul de sobrenadante, 100 ul de alcohio] veratrilico 300 ul de solucidn amortiguadora (pH 3.0)
y 100 ul de peréxido de hidrégeno, en ese orden (con la adici6n del perdxido de hidrégeno se
inicia la ién). Después de 20 min, exactamente, se ley6 la absorbancia 2 310 nm.

Con esta prueba se pudo descartar la incubacidn a 37°C, ya que Iz actividad enzim4tica
fue mayor a 24°C..

A continuacién se hicicron seis pruebas por duplicado, a las diferentes concentraciones
de alcohol veratrflico y perdxida de hidrégeno a temperatura ambiente (24°C) y pH 3.0, como
se indica en la Tabla I. Las lecturas se hicieron después de 15 minutos a una longitud de onda
de 310 nm.

4.4. ANALISIS DEL AGUA RESIDUAL
4.4.1, DETERMINACION DE COLOR

Se tomaron 10 ml del efluente (por triplicado), se le ajusts el pH a 7.5 con icido
clorhfdrico concentrado y se determind su absorbancia a 465 nm.

Las unidades de color s¢ calcularon en base a la curva de calibracién de cloroplatinado
de potasio.

4.4.2. DETERMINACION DE NITROGENO TOTAL EN EL AGUA RESIDUAL

Debido a que el sistema enzimdtico s6lo se manifiesta conto una respuesta a la limitacién
de nitrégeno, tarbono o azufre, fue necesario determinar el contenido de nitrégeno en el licor
alcalino para evitar que se excediera la concentracién mfxima requerida (2-3 mM), y no se
inhibiera la produccién de dicha enzima. Para esta determinacidn se utilizé el método de Micro-
Kjeldahl.

4.4.3. PRINCIPIO
En é&ste método se calienta hasta ebullicién una muestra con 4cido sulfiirice, quien oxida
el nitrégeno a sulfato de amonio y finalmente, éste se convierte en amonfaco por accién de un

dcali (NaOH). El amonfaco formado se destila y se titula con una solucidn 4cida normalizada
(Lynch, 1990).
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Tabla I Ensayos de actividad enzimdtica a diferentes concentraciones de alcohol veratrflico y
perdxido de hidrégeno.

PRUEBAS
1 2 3 4 S 6

Sobrenadante 900 900 $00 900 900 900
(2]

Solucién reguladora 300 300 300 300 300 300
([}

A.V. 1 mM 100 - - - - -
(1)

AV, 2 mM - 100 - - - -
(1))

AV.3mM - - 100 100 . -
()

AV. 4 mM - - - - 100 100
D

H,0, 0.1 mM 100 - 100 . 100 -
(u)

H,0,0.4 mM - 100 . 100 - 100
(ul)

REACTIVOS

A.V.: Alcohol veratrilico, Solucién reguladora pH 3.0
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Para la determinacién, se tomé una muestra alfcuota de 5 ml (por triplicado) y s¢ colocé
en un matraz Kjeldahl, enseguida, se adicionaron 2 g de una mezcla de reactivos compuesta de
2 g de sulfato de potasio por cada 50 g de 6xido de mercurio. A continuacién s¢ adicionaron
lentamente 2.5 m! de 4cido sulfiirico concentrado, Posteriormente, sz colocaron los matraces,
junto con dos blancos de reactivos, en un digestor y se calentaron hasta que las muestras se
tomaron transparentes, en es¢ momento, se contd una hora y media y se detuvo la digestion,

Una vez ya frias las sel las paredes de cada matraz con agua destilada

y s¢ solubilizaron las sales formadas, por medio de agitacién en un Roux, Enseguida, se

procedié a destilar cada muestra en un microdestilador y se recibié el NH, formado, en un

matraz Erlenmeyer de 125 ml que contenfa 5 ml de deido bdrico al 5% y 3 gotas de fenoftaleina,
como mezcla receptora e indicadora.

Cuando se colecté aproximadamente 80 ml del destilado, se retiré el matraz y se tituld
con 4cido clorhfdrico 0.01 N,

El nitrégeno total se calculd empleando la siguiente ecuacién:

(N HC1) (meq N) (Vin-Vb) (100)

ppm N = Alfcuota

4.4.4. DETERMINACION DE AZUCARES TOTALES EN EL LICOR

El método del fenol sulfirico es excelente para determinar casi toda clase de azdcares,
incluyendo derivados de azicar, oligo y polisacdridos. Los reactivos son baratos, ficilmeate
accesibles y estables, se produce un color estable y reproducibles. Bajo las condiciones
propuestas, el método tiene una exactitud de 2%.

Se procedid como a sigue:

1 ml de 1a muestra diluida (1 ml/10 ml agua destilada) se colocS un tubo colorimétrico,
a continuacién se adicioné 1 ml de Ia solucién de fenol al 5%, se mezclé y se adiciond
rdpidamente 5 ml de 4cido sulfifrico al 96% con agitaci6n, teniendo mucha precaucién, ya que
1a reaccién es altamente exotérmica, Se esperS entre 20 y 30 minutos. El color amarillo-naranja
que se produce es estable por varias horas. Se midi6 la absorbancia a 490 nm. Al mismo tiempo
se corrieron blancos de reactivos.

Se prepard yna curva patrén con dextrosa que partié de 0 mg/ml hasta 1 mg/ml.
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4.4.5. DETERMINACION DE DBO Y DQO

Los andlisis de demanda quimica de oxfgeno (DQO) y demanda biolégica de oxfgeno (DBO)
fueron realizados en el laboratorio de Ecologfa de! Departamento de Biotecnologfa y
Bioingenierfa del CINVESTAV. Para el primero, se utiliz$ el mé&todo de volumen fijo y para
el segundo el método de dilucién.

4.5. SELECCION DE LA CONCENTRACION DE EFLUENTE PARA SU
DEGRADACION CON Phanerochaete chrysosporium

4.5.1. MEDIO DE CULTIVO

El agua residual se filtr6 a través de una membrana de 0.45 pm de didmetro para
eliminar las partfculas. El pH se ajustd a 7.5 con 4cido clorhfdrico concentrado.

Las concentraciones empleadas para el ensayo fueron: 20, 50, 60, 70 y 80% (v/v). Se
utilizd el medio Kirk como diluyente,

Para cada concentracién se emplearon 6 matraces Erlenmeyer de 125 ml (3 blancos y 3
problemas}, en los cuales se colocaron 30 ml de cada mezcla, respectivamente y se esterilizaron
por calor himedo a 15 Ib/pulg? por 15 minutos.

4.5.2. INOCULACION Y CONDICIONES DE CULTIVO

Se prepard una suspensién de esporas en una solucién de Tween 80 al 0.1%, hasta
obtener una absorbancia de 0.5 a 650 nm (3X10* esporas/ml). De esta suspensidn se 1nocul6 el
10% del volumea de medio Kirk contenido en la correspondiente mezcla, Los matraces se
incubaron a 37°C, con agitacién de 150 rpm, durante 10 dfas.

A cada muestra (blancos y problemas) se le ajusté el pH a 7.5 con una solucién
concentrada de hidréxido de sodio y se les determinaron las unidades de color y el peso seco.

4.6. CINETICA DE DECOLORACION DEL EFLUENTE A LA
CONCENTRACICN ELEGIDA

4.6.1, MEDIO DE CULTIVO

Se filtraron 600 mi de efluente a través de una membrana Millipore de 0.45 um de
didmetro. El pH se ajustd a 4.5 con dcido clorhfdrico concentrado. El efluente se transfirié a un
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matraz volumétrico de 1 litro y se aforé con medio Kirk. Se ajustd el pH 2 4,5 con 4cido 2,2
dimetil succinico.

A cada uno de 22 matraces Erlenmeyer sc les adicionaron 30 m! del medio de cultivo y
se esterilizaron por calor himedo a 15 1b/pulg® por 15 minutos.

4,6.2, INOCULACION Y CONDICIONES DE CULTIVO

Se prepard una suspensidn de esporas de P. chrysosporium en Tween 80 a1 0.1% (Abs
0.5 a 650 nm).

Todos Ios matraces (excepto los blancos) se inocularon con 1,8 mi (inéeuto del 10%) de
la suspensidn de esporas. Enseguida se incubaron a 37°C con agitacidn de 150 rpm, durante 10
dfas. S¢ tomaron muestras 2 los dfas 0, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 y 10 dizs, las cuales se
centrifugaron a 10,000 rpm (4°C) durante 15 minutos, al sobrenadante se le determino el color
y al sedimento se le determing el color adsorbido y el peso seco como a continuacién se
describe.

Se prepard una solucidn reguladora de fosfatos de pH 7.5, para lo cual se pesaron 1,52
g de fosfato de potasio monobdsico y 2.88 g de fosfato de potasio dib4sico. Se disolvieron juntos
en 100 mi de agua destilada y s¢ aforaron a 250 mi, El pH se midié y s¢ ajusté, cuando fue
necesario,

El sedimento de cada muestra se colocd en un homogenizador, se rompié el miceli
s¢ adicionaron 5 ml de la soluci6n reguladora, se homogenizd nucvamente y se filtrd a través
de una membrana de 0.45 um de didmetro. El homogenizador s& lavé con otros 5 mi de solucién
reguladora, esta porcidn se filird a través de la misma membrana.

Al filtrado se e determinaron las unidades de color y al sedimento el peso seco,

4.7. CINETICA DE CRECIMIENTO DE Phanerochacte chrysos‘ponum EN
MEDIO KIRK CON INOCULO AUMENTADO
4.7.1, MEDIO DE CULTIVO
Se preparé un litro de medio Kirk, se adicionaron 30 ml de éste a cada uno de 24

matraces Erlenmeyer de 125 ml. Los matraces se esterilizaron por calor hdmedo a 15 lb/pulg?
durante 15 minutos.
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4.7.2. INOCULACION Y CONDICIONES DE CULTIVO

Se hizo un barrido de esporas de Phanerochaete chyrsosporium con una solucién de
Tween 80 al 0.1 %. La suspensién se ajusté hasta obtener una absorbancia de 1.0 a 650 nm
(6X10° esporas/ml).

Se inocularon los matraces con 3 ml de esta suspensidn. Se incubé bajo 1as condiciones
antes usadas, durante once dfas y s tomaron muestras cada 24 h.

4.7.3. DETERMINACION DE PESO SECO Y ACTIVIDAD LIGNINOLITICA

Cada muestra s¢ centrifugé a 10,000 rpm (4°C) durante 15 minutos, Al sedimento se le
determind el peso seco y al sobrenadante 1a actividad ligninolftica.

Para medir la actividad enzimdtica, se mezclaron en tubos de ensayo, 900 ul de
sobrenadante, 100 ul de alcohol veratrilico 4 mM, 300 ul de solucién reguladora y 100 i de
perdxido de hidrégeno 0.4 mM. A los 15 minutos se midi6 1a absorbancia a 310 nm.

4.8. EVALUACION DEL EFECTO DE LA VELOCIDAD DE
AGITACION, LA ADICION DE TWEEN 80 Y LA ADICION DE
ALCOHOL VERATRILICO SOBRE LA DISMINUCION DE COLOR
Y LA ACTIVIDAD LIGNINOLITICA

Para cvaluar ¢l efecto de estas variables se empled un disefio factorial 2°, s¢ manejaron
tres variables a dos niveles; uno alto y uno bajo, como se muestra en la Tabla II,

Tabla II Variables y niveles manejados en el discfio factorial 2°.

NIVEL
VARIABLE BAJO (1) ALTO (+)
Velocidad de agitacién (rpm) 80 150
Alcohol veratrilico (mM) 0.4 1.5
Tween 80 (% m/v) 0.05 0.08




El mimero total de experimentos para este disciio es de ocho, el desarrollo de la matriz
cormrespondiente se muestra a continuacién en la Tabla IT1.

Tabla I Disefio factorial 2°,
VARIABLES
EXPERIMENTO A B p
1 - - -
2 + . -
3 - + -
4 + + -
5 - - +
6 + - +
7 - + +
8 + + +
A= Alcohol veratrTico (mM) F= Nivel Ao
Bee Velocidad de agitacia (rpmm) - Nivel bajo
C= Tween 80 (% v/v)
4.8.1. MEDIO DE CULTIVO

Se prepararon cuatro medios de cultivo diferentes, para ello primero se disolvieron los
componentes del medio Kirk en el efluente filtrado y con pH ajustado a 4.5. Antes de aforar,
se adiciond alcohol veratrflico y Tween 80 como se muesira en la tabla IV,

Después de adicionar los reactivos a las e iones correspondi , los medios se
aforaron a un litro con agua destilada, (la necesaria para obtener una concentracién del 60% de
efluente) y se les ajust6 ef pH con eido 2,2-dimetil succfnico.

A continuacién se colocaron 30 ml de cada medio en 12 matraces Erlenmeyer de 125
ml. Todos los matraces se esterilizaron por calor himedo durante 15 minutos a 15 Ib/pulg’.
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Tabla IV Medios de cultivo empleados en el diseiio factorial 2°,

MEDIO ALCOHOL VERATRILICO TWEEN 80
@)
1 60.57 454.5
2 227.10 454.5
3 60.57 727.3
4 227.10 7213

4.8.2. INOCULACION Y CONDICIONES DE CULTIVO

A continuacidn se tomaron 6 matraces de cada medio (24 en total) y se inoculd Ia mitad
con 3 ml de suspensidén de esporas ajustada hasta una absorbancia de 1.0 a una longitud de onda
de 650 nm (6X10° esporas/ml). Los 12 matraces restantes, sin inocular, se rotularon como
blancos. Los 24 matraces se incubaron a 37°C y a 80 rpm, durante 8 dfas,

Los matraces restantes (24) se inocularon de la misma manera que los anteriores y se
incubaron a 37°C durante 8 dfas, pero en este caso la velocidad de agitacién fue de 150 rpm,

Todas las muestras se centrifugaron a 10,000 rpm (4°C) durante 15 minutos, al
sedimento se le determiné el peso seco y al sobrenadante Ias unidades de color. ’

4.9. CINETICA DE DECOLORACION BAJO LAS MEJORES
CONDICIONES

4.9.1, MEDIO DE CULTIVO

El efluente alcalino (600 ml) se filted a través de una membrana Millipore (0.45 pm), el
pH se ajusté a 4.5 con 4cido clorhidrico concentrado, y tvi los comp del
medio Kirk, Posteriormente se adicionaron 60.57 ul de alcohol veratrilico y 454.50 ul de Tween
80. Se aford a un litro con 2gua desionizada y se ajust$ el pH a 4.5 con 4cido 2,2-dimetil
succfnico,

A cada uno de 22 matraces de 125 ml se les adicionaron 30 ml de este medio y se
esterilizaron por calor hiimedo.
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4.9.2, INOCULACION Y CONDICIONES DE CULTIVO

Se preparé una suspensién de esporas de P. chrysosporium en Tween 80 al 0.1 %,
ajustando hasta una absorbancia de 1.0 a 650 nm (6X10% 14 matraces se inocularon con 3 ml
de esta suspensién y dos se usaron como blancos. Inmedi4tamente después se incubaron a 37°C
y 150 rpm durante 8 dfas, tomdndose muestras a los 0, 2, 4, 5, 6, 7 y 8 dfas.

Cada muestra se centrifugé a 10,000 rpm (4°C) durante 15 minutos. Al sedimento se le
determing el color adsorbido por et micelio mediante extracciones con solucién reguladora pH
7.5 (pégina 53) asf como el peso seco, Al sobrenadante (10 ml) se le ajusté el pHa 7.5 con una
solucidn de hidréxido de sodio concentrada y se le midi6 Ia absorbancia a 465 nm.

4.9.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD LIGNINOLITICA

Se colocaron 900 pl de sobrenadante en tubos de ensayo, a continuacién se adicionaron
100 1 de alcohol veratrdlico 4 mM, 300 gl de solucién reguladora pH 3.0 y 100 ut de perdxido
de hidrdgeno 0.4 mM, Exactamente 15 min después, se ley6 la absorbancia a 310 nm.,

4.9.4. DETERMINACION DE GLUCOSA RESIDUAL
4.9.5. PRINCIPIO

La glucosa es transformada por la enzima glucosa oxidasa, a 4cido glucénico,
produciendo simultinemente una cantidad equimolar de peréxido de hidrdgeno, el cual a su vez
reacciona con el fenol y la 4-aminofenazona en presencia de peroxidasa, produciendo un
[ rojo violeta (antipirilquinonimina en cantidades proporcionales a Ia glucosa presente

.en la muestras (Chaykin, 1966 Lynch 1990).

La reaccidn es lineal hasta concentraciones de 380 mg/dl de glucosa. Concentraciones
mayores requieren dilucidn de la muestra. La reaccién se presenta a continuacién:

Ghucons cidaas

Glucosa + 0O, + H,0 Ac. glucbnico + H,0,

2 H,0, + 4-aminoft ona -+ Fenol + Quinonimina + 4 H,0

Se hizo una dilucién 1:3 (1 ml muestra/2 ml agua destilada) a todas los sobrenadantes
de las muestras. 20 ul de esta dilucién se colocaron en tubos de ensayo y se adicionaron 2 ml
del reactivo de color. Después de 30 min. se leyd la absorbancia a 520 nm. Para caleular la
concentracién de glucosa se preparé un patron de referencia mezclando 2 ul de solucién de
glucosa (100 mg/dl) y 2 ml del reactivo de color, se leyS a los 30 minutos. La concentracién
de la glucosa se calculd empleando la siguiente ecuacién:
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Ab Pr

b P * 100 mg/dl

Concentracidn de glucosa =

Donde:

Ab Pr = Absorbancia del patrdn
Ab P = Absorbancia del problema

4.9.6. DETERMINACION DE DBO Y DQO

Se determiné 1a DBO por el método de dilucién y 1a DQO por el método del volumen
fijo, a tres blancos y tres muestras (en laboratorio de Ecologfa del Departamento de
Biotecnologfa y Bioingenierfa).

4.9.7. DETERMINACION DE CLOROFENOLICOS

Se determing la concentracién de compuestos clorofenélicos a los blancos y muestras del
octavo dfa, Para esto s¢ deben derivar las muestras, ya que los clorofenoles no poseen las
propiedades adecuadas par determinarlos por cromatografia de gases.

Se pesaron 3.6 g. de anhfdrido cloroacétice y se disolvieron en 12 ml de acetona (para
tener 300 mg/ml). .

A parte, se tomaron 10 m! de sobrenadante y se colocaron en un matraz Erlenmeyer de
50 ml rotulado como fase acuosa. Se adiciond, 1 g de carbonato de potasio y se agitaron para
su disolucidn. Posteriormente se adicionaron 10 ml de éter de petréleo y | ml de la solucién de
anhfdrido acético. Se dej6 reaccionar por 1 minuto, con agitacién y se pasé la mezcla a un
embudo de separacién. La fase orgdnica se¢ depositd en otro matraz y a la fasc acuosa se le
adicionaron otros 10 mi de éter y 1 ml de solucién de anhfdrido acético. Se agité otro minuto
y se volvieron a separar las fases. La fase orgdnica se junté con 1a anterior y a la acuosa, se le
adicionaron ofros 10 ml de éter de petréleo y 1 ml de solucidn de anhfdrido acético. Se agitd
durante 8 minutos y juntd nuevamente 1a fase orgénica y ahora a la fase acuosa se le adiciond
10 m! de éter de petrdieo, se agité durante un minuto y se separaron las fases nuevamente. Una
vez realizado esto, a 1a fase orgénica se le adicionaron 3 ml de i ) y sulfato de sodio, para
eliminar el agua. Por Wltimo la fase orgdnica sc transfirié a un vaso de precipitados y se dej6
evaporar hasta sequedad, el residuo se aforé a 10 ml con isoctano. De esta dilucién, se tomaron
3 pi y se inyectaron a un cromatégrafo de gases equipado con un detector de captura de
electrones y un integrador.
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Los estindares de prepararon de igual manera, la presencia y concentracién de los
compuestos clorofendlicos se determiné comparando los cromatogramas y considerando la
dilucida,
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5, RESULTADOS



Tabla I Andlisis qufmico del agua residual del blanqueo de la pulpa de bagazo de cafia.

ANALISIS VALOR
pH 9.59
Color 5366.66 U.C.
Axdcares Tolales 0.26 mg/ml
Nitrégeno Total 6.30 mg/l
DBO 800,00 mg/l
DQO 2666.67 mg/l
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Figura 1. Cusva de crecimi de Phar haete chrysosporium en medio Kirk.

Condiciones: indculo del 10% (ajustado a 0.5 a 650 nm), 30 m! de medio, 37°C y 150 rpm.
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Figura 2. Decoloracién del efluente alcalino a diferentes concentraciones (20, 50, 60, 70 y

80% wv en medio Kirk).

Condiciones: inéculo del 10%, 37°C, 150 rpm, durante 10 dfas.

63



000r 0.7
O CRECIMIENTO A COLER 0 COLOR ROSORBIDO
o.af
o Lo
3 {
\- r\o'sl
[&] b —
:_znm N ‘\A—"“ o—aun -
~ A= -4
Q ED.4" A— .
2 & /
2 S oat 0
g 18" 7 om0
§iom-° /
g p.2f o
N 1000
0.1f. o
ol o.d . . s , . . . N .
° 1t 2 2 4 8 5 7 8@ 9§ W N P2
TIEMPD (DIFAS)

UNIDRDES DE COLOR

Figura 3. Crecimiento micelial, disminucién de color y adsorcién de color del efluente alcalino
al 60% en medio Kirk (V/V), empleado P. chrysosporium.

Condiciones: 30 ml de medio, inéeulo del 10%, 37°C, 150 rpm, durante 10 dfas.
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Figura 4. Decoloracién del efluente a diferentes concentraciones en agua, enriquecido con el

medio basal de Kirk.

Para este caso los nutrientes del medio Kirk se disolvieron en el efluente ya filtrade y con ¢l pH
ajustado a 4.5 y sc ajustd con agua para obterer una concentracion del efluente del 50, 60%,

80 y 100%.
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Figura 5, Actividad ligninolltica y peso seco de P. chrysosporiwm en funcién del tamafio de
indeulo.

Crecimiento del hongo y actividad enzim4tica utilizando et inéculo normal (10%): o——o0 y
A——-4 respectivamente; crecimiento y actividad enzimdtica empleando el indculo aumentado
(20%): o—0 y A--—-4 respectivamente,
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Figura 6. Disminucién de color del efluente alcalino en funcidn de 1a velocidad de agitacién,

Ia adicién de Tween 80 y alcohol veratrilico.

Condiciones: 30 ml de medio, 37°C, indculo del 20 %, tiempo de incubacién 8 dfas; 1: 0.4 mM
de alcohol veratrflico, 80 rpm, 0.05% de Tween 80; 2: 1.5 mM de alcohol veratrflico, 80 rpm,
0.05% de Tween 80; 3: 0.4 mM de alcohol veratrflico, 150 rpm, 0.05% de Tween 80; 4: 1.5
mM de alcohol veratrilico, 150 rpm, 0.05% de Tween 80; 5: 0.4 mM de alcohol veratrilico, 80
pm, 0.08% de Tween 80; 6: 1.5 mM de alcohol veratrilico, 80 rpm, 0.08% de Tween 80; 7:
0.4 mM de alcohol veratrflico, 150 rpm, 0.08 % de Tween 80; 8: 1.5 mM de alcohol veratrilico,

150 rpm, 0.08% de Tween 80.
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. Figura 7. Representacién cubica de los resultados del disefio factorial 2°
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Tabla II Efecto de las variables estudiadas sobre Ia decoloracién del efluente

EFECTO ESTIMACION
Efectos Principales
Alcohol veratrilico (A) -3,6700
Velocidad de agitacién (B) 22,8050
Tween 80 {C) -1.1425
Interaccion entre dos factores i
AxB 0.4975
AxC -13.0950
BxC ~{0.4450
Interaccidn de tres factores
AxBxC I 11.7475
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Figura 8, Representacitn gréfica de las i entre lag variables: ¢« ién de
alcohol veratrilico, velocidad de agitacidn y concentracion de Tween 80.
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Tabla KII ANOVA para ¢l disefio factorial 2°,

FUENTE G.L. S.C. T Pr > [T
Intercepto 1 - 103.6530 0.0001
A 1 54.0225 -2.5710 0.0331
B 1 2080.2721 15.9560 0.0001
AB 1. 0.9500 0.3480 0.7368
[o] 1 5.2212 -0.79%0 0.4472
AC 1 685.9161 -9.1620 0.0001
BC 1 685.9161 -0.3110 0.7635
ABC 1 0,7921 8.2190 0.0001
R vories
B = Velocided do agiaciie
C = Tween 30
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Figura 9. Curva de probabilidad normal para los residuales del disefio factorial 2°,
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Figura 10. Cinética de decoloracién del efluente alcalino al 60% (v/v), bajo las mejores
condiciones obtenidas

Condiciones: Indculo del 20% (6X10° esporas/ml), 37°C, 150 mpm, 0.4 mM de alcohol
veratrflico, 0.05% de Tween 80, durante 8 dfas,

El porciento de decoloracién fue del 87.30%, la reduccién de la DBO fue del 44.53% (DBO
inicial: 8111.19 mg/ml, DBO final: 4498.87 mg/ml) y la disminucién de la DQO fue del
34,55% (DQO incial; 1477776 mg/ml, DQO final: 9671.10 mg/m1)
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Tabla IV Degradacidn de los compuestos clorofendlicos contenidos en el efluente alcalino.

COMPUESTO DEGRADACION (%)
Diclorofenol 32.68
2,4,6, Triclorofenol 71.99
Triclorofenol 16.60
2,3,5,6 Tetraclorofenol 54.99
Pentaclorofenol 90.86
Condieiance: GO% 0o elavnic, Tndeulo del Z0% GXIC caporasinl), 370, 150 rpm, 0.4 mM

de alcohal veratrilico, 0.05% deTween 80, durante 8 dias.
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Figura 11. Comparacion de la actividad ligninoltica de P. chrysosporium baja las diferentes
condiciones empleadas.

1. Indculo normal (10%): el indculo se ajusté a 0.5 de absorbancia a 654 nm; 2. Inéculo
aumentado {20%): el indculo se ajusts 2 1.0 de absorbancia a 650 nm y 3, Las mejores
condiciones obtenidas: indculo del 20%, 0.4 mM de alcohol veratrilico y 0.05% de Tween 80.
Todos se incubaron a 37°C y a 150 rpm.
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6. DISCUSION DE RESULTADOS
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6.1. ANALISIS DEL EFLUENTE

En Ja Tabla I, se muestran los resultados de los andlisis realizados al agua residual sin
tratamiento. Se observa que el efluente tiene un bajo contenido de nitrSgeno total, por lo que no
es necesario hacer un ajuste de Ja fuente de nitrégeno en el medio de cultivo, ya que no rebasa
el lfmite requerido (2-3 mM), reportado por Kirk y col. (1985), para que se induzca la sfntesis
del sistema enzimdtico que interviene en Ia degradacién de la lignina y sus derivados clorados.

Tampoco el contenido de aziicares reductores es elevado para efectuar la composicidn del
medio basal Kirk, ya que, slo contiene 2.6 mg/l y ademds,la glucosa se estd adicionando en
exceso, esto es, 10 g/l.

6.2. CINETICA DE CRECIMIENTO DE Phanerochaete chrysosporium EN
MEDIO KIRK

En la Figura 1 se presenta la curva de crecimiento de Phanerochaete chrysosporium
CDBB h-298 en medio Kirk. En esta grifica se aprecia Ia fase de crecimiento exponencial
comprendida entre el dfa 0y 3, la fase de desaceleracién en el 3-4 dfa y Ja fase de crecimiento
estacionario desde el dfa 4 al 7, después se observa un incremeato en el peso,

Scguin los reportes de Keyser y Kirk (1978), la fase de crecimiento exponencial termina
- en ¢l segundo dfa de incubacién y la actividad ligninolftica se presenta 3 dfas después del
agotamiento de la fuente de nitr6geno (0-24 hr) 6 1-2 dfas después de que termina la fase de
crecimiento acelerado. En el mismo reporte (Keyser y Kirk, 1978), el hongo agota la fuente de
nitrégeno cuando alcanza un peso seco de aproximadamente 0.553 g/l, considerando esto, se
podria decir, que en este caso, la fuente de nitrdgeno sc agots en el tercer dfa y no en el primer
dfa como se ha reporiado, esto explicarfa un poco el desfasamiento obtenido en la curva de
crecimiento, sin embargo, debido a que se trata de otra cepa y se tienen condiciones diferentes,
esta suposicién no .¢s muy vdlida. Un pardmetro mds confiable para poder concluir; es la
velocidad especifica de crecimiento (i), ésta se calculd por regresin lineal y resulté ser muy
similar a la obtenida por Keyser y Kirk (1978). La obtenida aquf fue de 0.03846 hr' y la de
ellos fue de 0.0429 hr', lo que da un tiempo de duplicacién de 18.02 hr para la primera y de
16.15 hr para la segunda. Con esta informacién se puede decir, entonces, que el retraso en el
crecimiento se debe a otro factor. Es importante considerar que no se trala de la misma cepa
¥ que las condiciones manejadas en este trabajo y las utilizadas por estos investigadores no
fueron idénticas (ellos emplearon una temperatura de incubacién de 39-40°C), ademds manejaron
condiciones de oxigenacién controladas y en este trabajo, se empleS una temperatura de
incubacién de 37°C y matraces agitados solamente, entre otras diferencias adicionales en las
condiciones de cultivo. Por lo que es de esperarse que existan diferencias entre los resultados
reportados y los que aquf se obtuvieron ya que son sistemas diferentes.
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Por otra parte, ¢l aumento en el peso seco que se obsarva a partir del octavo dfa, también
fue detectado por Leisola y col. (1982, 1983), ellos observaron una nueva etapa de crecimiento
del hongo después de que se¢ alcanzé la fase de crecimiento estacionario, asf como la sfntesis
intra y extracelular de un polisacdrido, de tipo glucano, al mismo tiempo que la sintesis del
sistema ligninolftico. De esta manera, ellos atribuyeron este incremento en la biomasa a un
aumento en Jos carbohidratos unidos a la membrana.

En este caso, se observd una gran aumento en 12 viscosidad del medio de cultivo a partir
del dfa 7, lo que dificultaba mucho la filtracién de estas muestras. Este hecho hizo suponer que
el hongo estaba produciendo el polisacdrido reportado por Leisola. Un andlisis de una muestra
por HPLC confirmé esta suposicién, ya que se detects la presencia de un polisacarido, aunque
no se determiné el tipo de polisacdrido (Arrollo, 1994).

De esta manera se justificé el incremento en el peso seco, pues al filtrar las muestras a
través de las membranas de 0.45 um de didmetro, el polisacdrido extracelular fue retenido en
ellas, lo cual aunado con el incremento en los carbohidratos celulares, dié como resultado un
aumento cn el peso seco.

6.3. SELECCION DE LA CONCENTRACION DEL EFLUENTE

En la Figura 2, se presentan los porcentajes de decoloracién del afluente a varias
concentraciones (v/v en medio Kirk}, en ella se observa que se obtiene una mayor decoloracidén
a una concentracién del 20%, sin embargo, se selecciond la racién del 60% como la
Sptima para la decoloracién del efluente ya que tiene un porcentaje de decoloracién similar a la
anterjor y por que en ese caso las muestras estin mds concentradas.

6.4. CINETICA DE DECOLORACION DEL EFLUENTE DILUIDO AL
60% (V/IV)

En base a lo anterior se corri6 una cinética de decoloracién del afluente al 60% v/v en
medio Kirk como diluyente, ésta se muestra en la Figura 3. En esta se observa que la fase de
crecimiento exponencial se prolonga hasta el sexto dfa y Ia fase de crecimiento estacionario se
presenta entre el sexto y el octavo dfa, 3 dfas después del obtenido en la cinética patrén en
medio basal Kirk. Este desplazamiento puede deberse un poco a que el efluente alcalino,
contenfa una pequena cantidad de nitrégeno, 6.30 mg/l, es decir, 0.270 mM en el medio con
60% de efluente, lo que auments Ia concentracién de nitrdgeno en este, de 2.40 mM a 2,67
mM, que aunque no se rebasa el Ifmite establecido, sf modifica ciertamente el crecimiento del
hongo, ya que al tener m4s nitrdgeno disponible, el microorganismo crece hasta que éste se
agota. Esto claro, en el caso de que el nitrégeno presente en el efluente sea asimilable por el

78



hongo.

" En esta cinética se observé la presencia del sistema enzimético en ¢l noveno dfa de
cultivo, Como se aprecia, el crecimiento se increments en el dfa 9 y et color del efluente
disminuyd considerablemente en ese mismo dfa. Por los resultados de la curva de crecimiento
y disminucién de color se infiere que el hongo estd utilizando en esta fase de crecimiento
compuestos croméforos (lignina) como nueva fuente de carbono a partir de ese dfa y por ello
se registra una disminucidn en el color y ademds, un aumento en el peso seco, estos resultados
podrfan ser ocasionados también a2 que el hongo produce un polisacdrido intra y
extracelularmente al mismo tiempo que se desarrolla la actividad enzim4tica del sistema, ya que
este comportamiento se present$ también en la cinética patrén, en donde s6lo se empleé la
glucosa como fuente de carbono teniéndosc un aumento en el peso seco. En este caso, al
disminuir paulatinamente el color en el efluente, indudablemente, estdn desapareciendo los
compuestos cromdforos, 1o que apoya en parte la suposiciéa anterior.

Por otro lado, debido a que se observd adsorcién de color en el micelio del hongo
(pellets), se decidid medir la cantidad color absorbido por mg de micelio. Los resultados
obtenidos se muestran en 1a Figura 3. En <¢lia se observa que ocurre una maxima adsorcién de
color en el cuarto dfa y que ésta va disminuyendo paulatinamente hasta el séptimo dfa, en este
momento la liberacién del color adsorbido se hace més pronunciada,

El fendmeno de adsorcién durante la degradacidn de la lignina fue observado
primeramente por Janshekar y col. (1982), ellos observaron que la lignina y sus fragmentos se
unen al micelio del hongo durante el proceso de degradacién con un enlace de tipo covalente,
el cual se da eatre los polisacdridos de la pared cclular, De esta manera, la lignina queda
inmovilizada y es entonces cuando actian las enzimas ligninolfticas, dando lugar a productos
solubles en agua y compuestos de bajo peso molecular. Posteriormente, Frederick y col. (1991);
Schliephake y col. (1993), observaron también la unién de color al micelio durante la
degradacién de efluentes Kraft, el primero la observé en Phanerochaete chrysosporium y el
segundo en Pycnoporus cinnabarinus (otro hongo de l1a pudricién blanca). Esto apoya la
afirmacién de que una parte de la ligninasa producida por P. chrysosporium se encuentra
asociada a la pared celuar y justifica el fendmeno de desorci6n que se preseats en la cinética de
decoloracién del efluente alcalino.

6.5. EFECTO DEL AJUSTE DE NUTRIENTES EN LA REDUCCION DE
COLOR DEL AFLUENTE

En la Figura 4 se muestra la reduccién de color del efluente alcalino a diferentes
concentraciones. En este caso los medios de cultivo se prepararon de manera difereate: los
componentes del medio Kirk se disolvieron en el efluente (filtrado y con el pH ajustado a 4.5),
después se aford a un litro con suficiente agua destilada para obtener 1a concentracién deseada
de efluente (50, 60, 80 y 100 %). Entonces 30 ml de cada medio se inocularon con 3 ml de
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suspension de esporas (Absorbancia de 0.5 a 650 nm). Como se observa, esta manera de
preparar el medio y de inocular resultd en un increment$ en los porcentajes de decoloracion en
todas las concentraciones ensayadas, como se observa en la Figura 4, ademds, de que confirmé
la eleccidn del 60% como Ia de mayor decoloracidn del efluente,

6.6. EFECTO DEL, TAMANO DE INOCULO EN LA REDUCCION DE
COLOR DEL EFLUENTE ALCALINO

Debido a que la actividad enzimdtica se presentd en el noveno dfa, se decidié aumentar
¢l indculo, ya que se observd que cuando el peso seco es mayor de 0,8-1.0 gr aproximadamente,
la actividad ligninolftica ya es detectable. El inculo se duplics con el propésito de obtener la
actividad enzimitica en la mitad del tiempo.

En Ia Figura 5 se presentan los resultados del incremento en el indeulo (20%, 6X10°
esporas/ml) y se comparan con los del inculo normal (10%, 3X10° esporas/ml). Como se
observa, con un indculo normal, la actividad se presentd en el noveno dfa, cuando el peso seco
fue de aproximadamente 1,078 gr, lo que confirma lo obtenido en la cinética de decoloracidn.
En el caso del indculo aumentado, 12 actividad se presenté cuando se alcanzs un peso seco de
aproximadamente 1.276 gr, es decir, en el séptimo dfa. Cabe hacer notar que el tftulo de la
enzirna tiene un mdximo cn esc dfa, por lo que s¢ puede suponer que la actividad pudo haberse
presentzdo desde el sexto dfa, pero debido a que se muestred cada 24 hrs, no se pudo detectar
su presencia, en caso de que se hubiera presentado entre las 23 hrs siguientes al muestreo. Segdn
los reportes de Kirk y col. (1978), la actividad ligninolftica se presenta entre el tercer y cuarto
dfa de cultivo, ecmpleando un indculo del 10%, una temperatura de incubacién de 39°C y una
presién de oxigeno del 100%, Ia falta de oxigenacién y la temperatura de incubacién empleadas
deben de ser las principales razones por las que se retrasd Ia aparicién de la actividad enzimdtica
en este sistema.

_ 6.7. DISENO FACTORIAL 2°

En base a los resultados anteriores se decidid trabajar con un indeulo del 20% y con
ajuste de nutrientes, para el disefio factorial, ei cual tiene como finalidad determinar el efecto
de las variables manejadas y/o su posible interaccidn, en la biodegradacién del agua residual.
Los resultados de este diseiio se presentan en la Figura 6. Como se obscrva, la mayor
decoloracisn se obtuvo con el tratamiento 3, después de ocho dfas de cultivo. Los tratamientos
4 y 7 tuvieron un porcentaje de decoloracidn cercano al tratamiento 3, la diferencia en estos tres
tratamientos estd en las concentraciones de Tween 80 y alcohol veratrflico, la velocidad de
agitacion fue la misma en los tres, lo que indica que la concentracién de estos dos compuestos
tiene un efecto insignificante en la degradacidn de la lignina, pero la adicién de ambos si tiene
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un efecto sigaificativo cundo sz trabaja a en el nivel alto de la velocidad de agitacién (150 rpm).
La velocidad de agitacién de 150 rpm pcrmxtié una buena aireacién, Se esperaria que a una
agitacidn mas aita incrementar(a la aireacidn, sin embargo un cxpcnmenln. no rcpomdo,
donde se aumentd’ia velocidad de agitacién a 210 rpm, emp ) las i del
wratamiento 3, no logré aumentar el porcentaje de decoloracidn, ya que éste fue del 87.17%,
similar al cbtenido con el tratamiento 3.

La seleccidn del tratamiento se realizé, en base a la concentracidn del Tween 80, y
alccho! veratrflico, siendo, el tralamiento 3 el seleccionado, debido a que en éste, la
concentraciones de los dos fueron la minimas probadas, 0.05% y 0.4 respectivamente,

En la Figura 7 se muestran los resultados del disefio de experimentos 2’ para la
decoloracion del efluente, como una funcidn de la concentracion del alcohol veratrilico, de 1a
velocidad de agitacidn y 12 concentracién del Tween 80. Como se aprecia, en el nivel alto de
1a velocidad de agitacién se tienc la mayor degradacidn, mientras en que el nivel bajo, Ia
decoloracidn es mucho menor. Con alcohol veratrflico y Tween 80, no se aprecia un efecto
significativo cuando se trabaja en los niveles altas o en los bajos de ¢stos, pero cuando se
combina con una alta velocidad de agitacién la decoloracidn aumenta,

El andlisis de varianza (ANOVA) del discfio factorial (mostrado en la tabla III,
empleando e! programa SAS, ratificé lo anterior, ya que este indica que Ja concentracién del
Tween 80 y del alcohol veratrilico no tienen un efecto significativo en la degradacidn de los
croméforos en el cfluente ya que el valor de T calculada para ambos es menor que la de tablas,
sin embargo, la velocidad de agitacidn s{ tiene un efecto significativo en la decoloracién, lo
mismo que las interaccidn entre el alcohol vefatrflico y el Tween 80 asl como la triple
interaceidn,

La comprobaci6n de los efectos calculados se corrobora con los valoses reportados ea
fa abla II. Estos valores indican el grado con que es afectada la decoloracién del efluente por
fas tres variables estudiadas, ast como ¢l efecto de 12 combinacion de dos y tres de éstas. Por
Jo que, para el caso del alcohol veratrilico, si se aumenta la concentracién de 0.4 a 1.5, el
porcentaje de decoloracién disminuye 3.67%, por otro fado, si sc aumenta la velocidad de
agitacidn de 80 a 150 rpm, la reduccidn de color aumenta en ua 22.80%, lo que ratifica una vez
mas el andlisis de varianza, Por otra parte, si se incrementa 1 concentracién de Tween 80, el
porcentaje de decoloracidn disminuye 1.14%, De todos las interacciones entre las variables, sélo
la combinacién alcohol veratrflico-velocidad de agitacidn y la combinaci6n de 1a tres tienen un
efecto positivo en ¢l porcentaje de decoloracidn, para la primera €sta aumenta 0.2487 % y para
la segunda 5.87%, eso se corrobora también en la Figura 8, en donde se representan las
interacciones entre las variables estudiadas. Como se aprecia s6lo en la interaccién alcohol-
velocidad de agitacidn se cruzan las Ifneas de los valores de la variable de respuesta a los dos
niveles establecidos, lo que indica que si existe interaccidn entre esas variables. En la curva de
probabilidad normal (Figura 9), también se corrobaran los efectos calculados por ¢l ANQVA,
como se aprecia, los Unicos puntos que no siguen el comportamiento lineal son, la velocidad de
agitacién y a las interacciones alcohol veratrflico-velocidad de agitacion y la triple interaccidn.
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Confirmando esto que la dnica variable que afecta significativamente a la reduccién de color,
en el rango seleccionado, es ia velocidad de agitacidn y las dos interacciones antes mencmmdas
Los datos se ajustaron a un modelo cuadritico rep jo por la sig ec

DEC = 74.073 - 1.B39A + 11,40V -0.5713T + 74.076A? + 0.2488AV - 6.5462AT - 0.224VT
Dande:

A = Concentracién de alcohol veratrilico
V = Velocidad de agitacién DEC = Decoloracitn del efluente
T = Concentracidn de Tween 80

Los resultados de 1a cinética de decoloracidn del efluente al 60% (v/v) con las mejores
condiciones se presentan en la Figura 10. En ella se observa que la actividad enzimdtica se
presenta desde ¢l quinto dfa, siendo méxima en el séptimo dfa, la disminucidn del color fue mds
prominente, también en el quinto dfa, Ja adsorcién de color fue casi nula a partir de ese
W y el crecimiento micelial alcanzé su primer mdximo también en el quinte dfa,
similarmente como ocurTi6 en la cinética patrén y en la primera cinética de decoloracién, el peso
aumentd después nuevamente, en este caso en ¢l séptimo dfa, En cuanto al consumo de glucosa,
se observa que este es pequeiio, ya que sélo se consume ef 30% aproximadamente, lo que
coincide con lo reporiado anteriormente por Keyser y Kirk (1978), quienes reportan un consumo
de glucasa de aproximadamente un 40%.

La reduccidn det color fue del 87.30 % después de 8 dlas, similar a la obtenida en el
disefio factorial, La baja reduccion de 1a DBO (44.53%) se debe principalmente a que se le estd
adicionado glucasa al medio (10 g#/l) lo que incrementa mucho el valor de este pardmetro, pues
como se observé anteriormente, para el efluente sin tratar la DBO fue de 800 mg/l, mientras que
1a del medio de cultivo (efluente enriguecido con ghicosa y minerales del medio Kirk) fue de
8111099 mg/l, dicz veces mds alta que el valor inicial. Esto puede evitarse, reduciendo la
cantidad de glucosa adicionada, ya que como se observé, el hongo sélo consume el 30% de la
fuente de carbono adicionada.

En fa Figura 1, se presenta la actividad enzimdtica obtenida bajo las diferentes
condiciones empleadas, Se observa que todas las modificaciones hechas tuvieron un efecto
positivo sobre el sistema enzimdtico. Al aumentar el indculo al 20%; se anticipd la sfntesis de
1a ligninasa, pues esta se detectd en el séptimo dfa, por otra parte, al adicionar el Tween 80 y
el alcohol veratrflico, mantenjendo 1a velocidad de agitacidn en 150 rpm, ademds de presentarse
cuatre o ¢cinco dfas antes la sintesis del sistema enzimdtico (con respecto a Ja cinética inicia), es
decir, empleando un 10% de indculo), también aumentS el tiulo de ésta de 4.12 a 9.88,
aproximadamente 5.7 unidades.

Por otra pane cuando se cambid el méxodo de separacién, de filiracion 2 cenmfugac:én
se sigui6 p un de peso después de la fase de crecimiento estacionaria, o cual
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puede deberse a la sintesi tular det polisacdrido, que fue observado por Leisola y col.
(1982}. Por lo que se considera que Ia medicidn del crecimiento micelial por este método, no
es muy fidedigna, debido a Ia produccidn intracelular y excresién del polisacdrido antes
mencionada yfo un nuevo crecimiento del hongo debido al consumo de los compuestos
cramdforos txicos contenidos en &l efluente, ya que como se observd, en fa figura 10, una vez
que se alcanza la fase estacionaria de crecimiento, 1a glucosa ya no se consume y sin embargo,

aumenta el peso seco.

En la Tabla IV, se presentan los compuestos clorofendlicos detectado por cromatografia
de gases el los filtrados de las muestras del octavo dfa asf como del control del ditimo
experimento (con las mejores condiciones), en ella se aprecia que todos los clorofencles
presentes son degradados por el hongo, unos en menor proporcidn que otros. Ei compuesto
clorofenslico que mds se degradd fue el pentaclorofenol, el cual s¢ redujo en un 90.86%. Esto
confirma la suposicién de que los comp s téxicos (cloroligninas y clorofenoles) contenidos
en ¢l licor alcalino, son utilizados también por el hongo como fuente de carbono, lo que
justificarfa un poco ‘el auments en el peso debido a un nuevo crecimiento, pues a pesar de que
se cambid el método de separacibn se siguib presentado un aumento.




7. CONCLUSIONES



En base a la cinética de crecimiento en medio Kirk, y en el efluente, se concluye que la
fase de crecimiento estacionario se presenta entre el cuarto y el quinto dfa de incubacién y que
1a actividad enzimética aparece cinco dfas después, esto en matraces agitados sin oxigenacién.

En base a las cinéticas de decoloracidn, se concluye que la degradacién de la lignina y
sus derivados se lleva a cabo mediante dos mecanismos, el primero por la unién de estos
compuestos al micelio fungico para ser degradados por las enzimas asociadadas a la pared
celular del hongo y el scgundo por la accién de la enzima excretada al medio de cultivo,

Se concluye, también, que Phanerochaete chrysosporium CDBB h-298 secreta un
polisacdrido al mismo tiempo que aparcce el sistema lighinolftico. Este polisacdrido,
posiblemente, sirve 2l hongo como una fuente de energfa de reserva.

La velocidad de agitacién y la combinacién de las variables velocidad de agitacién,
Tween 80 y el alcohol veratrflico favorecen la degradacidn de la lignina y sus derivados, ya que
existe un cambio apreciable en la decoloracién del agua residual debido a éstos factores, la
velocidad de agitacién y el Tween porque mejoran transferencia de oxfgeno y el intercambio de
nutricntes y el alcohel veratrflico porque activa la sintesis del sistema enzimdtico.

Las mejores condiciones para la reduccién del color del efluente alcalino empleando a
P, chrysosporium CDBB h-298 son: 60% de efluente enriquecido con el medio basal Kirk, 20%
de inéculo, 2.4 mM de nitrégeno, 0.05% de Tween 80, 0.4 mM de alcohol veratrilico, pH del
medio de 4.5, 37 °C y 150 rpm.

Phanerochaete chrysosporium CDBB h-298 es capaz de degradar a la lignina y a los
compuestos clorofenélicos contenidos en el efluente alcalino, asf como reducir el color de este,
mediante la accién de su sistema enzim4tico. Lo que lo hace un organismo versdtil para la
degradacién de los compuestos t6xicos contenidos en este tipo de desechos.

Por tiltimo se concluye que existe una estrecha correlacién entre la remocién de color y
1a produccién de la ligninasa, en el tratamiento de aguas residuales del pulpeo de bagazo de
cafia,
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Para posteriores investigaciones se sugiere:

1, Emplear’ un mélodo adiciopal para medir ¢l crecimiento del hongo como la
determinacién de nitrégeno o protefna celular,

2. Reducir la cantidad de glucosa que se adiciona al medio, esto en base a un desarrollo
experimental. Pues se sabe que s¢ requiere de un exceso de glucosa para soportar el
metabolismo de 1a lignina.

3. Realizar experimentos de reduccién de color empleando el efluente sin diluir y
oxigenando hasta una saturaci6n del 100%.

4. Hacer un seguimicnto del contenido de clorofenoles y cloroligninas durante la
decoloraci6n del efluente,

5. Conservar el efluente estéril en un recigicnte perfectamente sellado y almacenaro a
0-4 °C, miximo por uno o dos meses.

6. Sf se va a determinar la glucosa residual, emplear sdlo el método enzimdtico, pues los
métodos convencionales no son especificos para este carbohidrato, y como se observé la
produccién de un polisacdrido, los valores que se obtienen con estos métodos son
falsamente altos,

7. Realizar experimentos para determinar si son necesarias todas las vitaminas
adicionadas para el crecimiento y 1a degradacién de 1a lignina, ya que existen reportes
de que sélo se requieren una de ellas (tiamina), aunque el crecimiento es un poco mejor
con la mezcla completa (Kirk y Shuiltz, 1978).
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9.1. COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO KIRK

Para 1 litro de agua desionizada se pesaron las siguientes cantidades:

2 23 o T
MeSO,.THO ... e ivenn N

Cally vvvvnvenns

NHNO;, .....ov0nn

L-asparagina .. .......

Dextrosa, ., ..... .

Solucién de vitaminas . . .

Solucidn mineral . ... . ... . e e i e

Soluclén de minerales
Para ! litro de agua desionizada se pesaron las siguientes cantidades:

Acido nitriloacético
MASOLHZO voivvrn o rannvons
NaCl ...... . . :
FeSO,.7TH,0
CoSO¢ . .ivvvnvinnn
ZnSOi e v v ves o
CuSQ,.5HO ... ..
CAIKGSO: ...
HBOy.uv oo s
NaMoQy ...,...

Solucién de-vitaminas

Biotina ......
Acido fdlico . .

Clorhidrato de tiamina . ... ...

Riboflavina PR
Clorhidrato de pifidoxing + . « v oa'v ve e viarsanwssanrsosse s 100 mg
Cianocobalamina , . ........ T . 0.1 mg
Niacina oo veennens Ve ’ .e. 5.0mg
Pantotenato de calcio . . . ; . e 50mg
Acido p-aminobenzoico . PR A 5.0 mg

Acido di-6,8-tidctico ", ... ..o il = b i 5.0 mg



9.2. PREPARACION DE LA CURVA DE CALIBRACION DE
CLOROPLAYINATO DE POTASIO

Se pesaron 1.246 g de cloroplati de potasio, (equivalente a 500 mg de metal platino)
y 1.0 g de cloruro de cobalto (equivalente a 250 mg dc metal cobalto) y se disalvieron en agua
destilada que contenfa 100 m! de 4cido clorhfdrico concentrado. Se aforé a 1000 ml con agua
destilada, Esta solucién es equivalente a 500 unidades de color (Taras, 1971).

A partir de esta solucidn se hicieron diluciones para obtener desde 0 hasta 500 unidades
de color. Se ley6 la absorbancia a 465 nm contra agua como blanco.

Tabla I Diluciones para preparar la curva de calibracién de cloroplatinato de potasio.

SOLUCION AFORO UNIDADES DE

PATRON (ml) COLOR
:_(mD) ue)
5.0 - 500
40.0 50 400
30.0 50 300
25.0 50 250
20.0 50 200
15.0 50 150
10.0 50 100
5.0 50 30
2.5 50 25

- 05 50 5
0.0 50 0




o
‘
T

ABSORBANCIA (465 nm)

COLOR CU.C.)

Figura 1. Curva de calibracién de cloroplatinato de potasio.

A pastir de la regresion lineal de esta curva, se planted la siguiente ecuacién para calcular
las unidades de color a las muestras.

Y x 4.9938X10°4

Unidades de color =
2.6944X1074

Donde: Y = Absorbancia de 1a muestra a 465 nm.
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9.3. PREPARACION DPE LA CURVA DE CALIBRACION DE
VERATRALDEHIDO

Se pesaron 535 mg de veratraldehido y se disolvieron en etanol. La solucién se tranfirié
a un matraz volumétrico y se aforé a 50 ml. Esta solucidn es sensible a 1a luz, por lo que debe
protegerse contra ésta.

A partir de esta solucién se hicieron las diluciones (por triplicado) que se muestran en
la Tabla II. Se ley6 la absorbancia a 310 nm contra etanot como referencia,

Tabla II Diluciones para preparar la curva de calibracién de veratraldehido.

SOLUCION AFORO | CONCENTRACION
PATRON (ml) (nmol/ml)

(mi)

0.1 10.0 10,53
0.2 10.0 21.06
0.3 10.0 ‘ 31.59
0.4 10.0 42.12
0.5 10.0 52.65
0.6 10.0 63.18
0.7 10.0 73.71
0.8 10.0 84.24
0.9 10.0 - 94.77
1.0 10.0 105.31
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Figura2. Curva de calibracién de veratraldehido

A partir de la regresién lineal de esta curva, se planted la sigui idn, para

| 4

cantidad de veratraldehido en los tubos de reaccién:

Y —-9.6830X10°3

nmol/ml Veratraldehido =
9.1947x10°3

Donde: Y = Absorbancia de la muestra a 310 nm.
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Tabla IT Tiempo de incubacién y peso seco de P. chrysosporium empleando el medio basal
Kirk.

TIEMPO PESO SECO
(Dfas) ()]
0 0.0003
1 0.2667
2 0.4167
3 0,6200
4 0.6900
5 0.7000
6 0.7400
7 0.7733
8 0.9217
9 0.9417
10 1.0750
Condiciones de cullivo: 30 ml de medio, inSculo de] 10% (ajustado hasta

una absorbancia de 0.5 a 650 am), 37°C, 150 rpm, duraots 10 dias,
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Tabla IV Disminucidn de color del efluente alcalino a varias concentraciones en medio Kirk

como diluyente.

CONCENTRACION PESO COLOR COLOR | DECOLORACION
(%, viv) SECO INICIAL' | FINAL? (%)
@M Uu.c) (u.c.)
20 1.7133 1357.50 224.53 83.47
50 0.7500 3047.04 822.07 73.02
60 0.7066 3729.94 699.59 81.24
70 0.5200 4204.06 2404.36 57.26
80 0.3766 4769.12 | 2096.31 56.04
. ANCOS: matraces nmeyer con mexc] 0 efjue. lente, s 1nocular,
2. M i lados con 10% do suspentisn de esporas de P. cluysosporium ea relacidn al medio Kirk en cada
mexcla,

Ambos incubados & 37°C y 150 rpm duraate 10 dfas.
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Tabla V Decoloracién del efluente alcalino al 60 % en medio Kirk como diluyente, empleando
P. chrysosporium.

TIEMPO | PESO SECO COLOR COLOR ADSORBIDO
(Dfas) & (U.C.) (U.C./g micelio)
0 0.00066 3470.13 0.00
2 0.18500 3154.67 1421.72
3 0.24500 3214.06 1415.40
4 0.27540 3071.17 1942.40
5 0.31166 2985.81 1378.14
6 0.38666 2900.72 1912.19
7 0.36333 2898.59 1908.85
8 0.38166 2638.79 1420.70
9 0.53499 1182.07 668.72
10 0.57333 1430.73 425.87

Condiciones: 10 Tl 8¢ Medwo; eluraie/medio Kok (G0 %), I0aeulo
del 10%, 37°C, 150 rpm, durante 10 dlas.
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Tabla VI Disminucién de color del efluente alcalino a varias concentracionss con sjuste de
nutrientes empleando a P. chrysosporium.

CONCENTRACION PESO CGLOR | COLOR |} DECOLORACION
(%, viv)! SECO INICIAL | FINAL (%)
[0)] u.c) U.c)
50 1.3328 2546.00 398,97 84,33
60 1,7086 2991.36 412,58 86.21
80 1.7 4041.69 | 2411.57 40,33
100 2.0110 5192.25 | 2418.57 53.42
> Sc disolvicron 1o componantss 9e] modio RATK ¢a ¢] Yoramen correspoodicaic 46 clems TUAdo ¥ NuHado

N
a pH 4.5, 28 aford ana litro con agua destilada y ¢ pH e sjund con cido 2,2-dimetil succfaico. Condicioaes de
cultivo: 30 ml. de medio, indculo 10 % (3 ml) para todas las concentraciones, 37°C, 150 rpm, dwrante 10 dfas,
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Tabla VI Crecimiento y actividad ligninolftica de Phanerochaete chrysosporium en funcién del
tamaffo de inéculo,

Inéculo normat Inéculo aumentado?
TIEMPO PESO SECO | ACTIVIDAD*{ PESO SECO | ACTIVIDAD*
(dfas) g/l &/

0 0.0067 0.000 0.0850 0,000
2 0,4633 0.000 - -
3 0,5317 0.000 0.7766 0.000
4 0.6467 0.000 0.8333 0.000
5 0.7667 0.000 1.0416 0.000
6 0.7367 0.000 1.2266 0.000
7 0.9283 0.000 1.2733 3.547
8 0.9533 0.000 1.4933 2.618
9 1.0783 1.026 1.5360 1.678
10 1,1067 4.120 1.8116 0.000
11 - - 1.8333 0.000

1, Bl indculo sc ajustd & 0.5 do abadrbancia a una loogitud de onda de 650 nm,
2. El inéculo se ajusid & 1.0 de absorbancia a una longitud de onda de 650 nm,
 La actividad enzimdtica estd dada éa nmol/min.ml
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Tabla VIII Efecto de la velocidad de agitacién, adicién de Tween 80 y alcohol veratrilico sobre
-la disminucién de color del efluente alcalino al 60%.

EXPERIMENTO | PESO SECO CCLOR COLOR | DECOLORACION
[64)] INICIAL FINAL (%)
(U.C.) (U.Cc.)
I 1.1888 2186.00 823.64 52,68
2 0.9877 2230.53 704.54 73.35
3 1,5622 2119.19 269.07 87.18
4! 1.3700 2237.96 348.25 85.35
§ 1.2375 2178.58 595.67 76.83
6 1.0355 2163.73 911.14 47.81
7 1.5966 2129,09 313.60 86.94
g 1.3011 2100.64 368.04 82.42

Condiciones: 30 ml de medio, 37°C, inéculo del 20%, tismpo de incubacién § dias, a: 0.4 mM de alcoliol
veratrilico, 80 rpm, 0.05% de Tween 30. b; 1.5 mM de alcobiol veratrilico, 80 rpm, 0.05% de Tween 80, c: 0.4
mM de slcobol veratrilico, 150 rpm, 0.05% de Tween 30, d; 1.5 mM de alcobol veratrilico, 150 rpm, 0.05% de
Tween $0. s: 0.4mM"de alcobiol verairdlico, 80 rpm, 0.08% de Tween 80. f: 1.5 maM da alcohol verstrilico, 80
1pm, 0.08% de Tween 80. g: 0.4 mM de alcobol veratrilico, 150 rpm, 0.08 % do Tweea 80, h: 1.5 mM de alcobol
veratrilico, 150 rpm, 0.08% de Tween 80,



Tabla IX Decoloracién del afluente alcalino con las mejores condiciones empleando a
Phanerochaete chrysosporium.

TIEMPO ACTIVIDAD PESO | COLOR COLOR GLUCOSA
(dfas) ENZIMATICA | SECO (U.C) ADSORBIDO &/
(nmol/mil.min) 8/ (U.C./p)
0 0.000 0.007 | 2044.96 0.000 9.826
2 0.000 ‘| 0.435 | 1948.47 1766.090 9.019
4 0.000 0.766 | 1306.40 368.220 9.623
5 2.670 0.922 | 532.58 217.440 8.336
6 6.1108 0.820 | 356.29 260,240 7.141
7 9.815 1.013 | 278,35 214,320 6.897
8 5.473 1.053 | 259,78 214,990 7.012

Condiciones: 30 ml de medio, 150 rpm, 0.05% de tween 80, 0.04 mM dealcoholveratrilico, 20% de inéeculo, y
37°C, durante 8 dfas.
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Figura 3, Cromatograma del efluente sin tratar diluido al 60% y enriquecido con los
componentes del medio Kirk, 0.05% de Tween 80 y 0.4 mM de alcohol veratrilico,
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