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' negres amb enzims hgmnohtlcs

v_'Condlcmns ambiénfals del - Phanerochaete

- -f'chrysosponum per reduir la tox1c1tat dels lle1x1us

S

e Aquest capxtol se centrara en les condicions.. amblenmls del Phanerochaete'

chrysosponum que “influeixen en l'actlwtat enmméhca per redulr el color, els

: components arométlcs ila tox1c1tat en un efluent d' aigiies residuals procedent:
- de la inddstria de la pasta 'de paper. ' Aquests estudls es reahtzaren en * .
bloreactors de'tanc: agltat carregats amb un volum- de 300 ml

. .Els rosu_ltats demostren que es pot éstablir una relaci6 entre la quantitat d'enzim
_zMnI” i el percentatge de reducoié dela foxidtaf dela mostra; s'ha mé'surat una
, _' -activitat sensible-al test de la. lacasa -assmulada a altres peroxxdases- que estd
‘ relacxonada amb la reducao duna part 1mportnt del color i els compostos
”aromatlcs, fmalment assenyalem que el proces de detoxnﬁcacxé no va llxgat
3 umcament ala detecmo de I'en21m hgmn peroxxdasa ‘ '

s ;
N o

Mots ’clau:' Phanerochaete phrysosp,orium) ‘li,'gn‘ina, peroxidas_a( mangangs

' v introduccié .

" peroxidasa, test de toxicitat, distribucié de pesos moleculars, -llei)gius.né_'gres. '

.

" . Els nﬁci‘oorganismes ligninolitics, especialm'e‘nt els fongs white rot, han estat

“estudiats en nombrosos camps. A nivell molecular els gens que codifiquen els

llermms més 1mportants (Reddy, 1994; Jonsson, 1992; Jakob, 1993), els o
mecamsmes de reacci6 en els que aquests enzims parhmpen (Warush1 1992) i
el seu membohsme (Lundell 1990) s'’han comenqat a estudlar Una altra area

destudx esta centrada en la producao d'aquests enznms (Feijoo, 1992; Jager,

- : 1985) per ser. utilitzats en la implantaci6 de processos -mdustrla de la pasta i el -

: paper- (Ba]pal, 1992), 0o en la degradaao de components tox1cs i aromatics o
D Acomponents naturals tals com la llgmna (Davis, 1990 Hammel, 1991 Ferrer,
. 1991) X




* Un sxstema enmméhc complex és excretat pels wlute rot en la natura El

‘ prmapal ob]ectm d aquest 51stema és degradar la lrgmna i permetre que el fong
pogui-accedir a la cel. lulosa, la qual ésel seu prmc1pal ahment La degradacxol

" dela hgmna é un- procés aerobi que esta estretament connectat amb la

" la) unlltzaao dels fongs wlute rot (1 no solament els seus en21ms llgmnolmcs)‘
" pel tractarhient d'eﬂuents de'la inddstria de la pasta i del paper (Bergbauer -

1992; Font, 1993 Mrttarr 1992) degradaao de colorants (Paszczynski, 1991),
msectmdes (Abemethy, 1993), productes recalcxtrants (Fe)loo) i altres efluents

¢
Al

' Phanerochaete chrysosponum ésun dels fongs whlte rot més estudnats El seu

mtrogen o sulfur (Jeffnes, 1981) i la smte515 enzxmétlca és partlcularment activa

wlute rot, necessita un substrat per crélxer per poder degradar i rmnerahtzar la
lhgmna (Enksson, 1993) AR o ‘ '

¢

I'aeracié subrmmstrada al 51stema e) relac16 entre Tactivitat en21mat1ca i les .
v reducaons del color, €ls compostos aromatlcs i la tox1c1tat a

;-

- preséncia del. fong (Enksson, 1993) Aquesta hmltac16 i el 'fet que el sistema
',hgmnolmc és també actiu en cultius submerglts obre un ‘nou camp de recerca:

_'procedents de les actmtats polucxomstes humanes (Sublette, 1992; Vyas, 1992) o

. a alta pressxo parc1al doxxgen (Dosoretz, 1990) i poca ag1tac1o (Ra]agopalan,__,

[ energia, per tant, Phanerochaete chrysosporium, -a l'1gual com. d'altres fongs- )

.‘, ‘En aquest capltol vam estudlar lefecte de les seguents vanables (fxgura 31):a)
pérdua de l'activitat enmmétlca de la soca de Phanerochaete chrysosponum ‘
) \despres de tres anys dé resernbres penodlques, b) relacié C/N que limiti un
. dels dos nutnents ) mantemment d'una concentracié de glucosa resxdual per ;
-, tal d‘augmenmr la produccno enzimatica; - d) el diferent- comportament segons '

| ‘Slstema llgmnohhc és expressat sota condicions de lnmtacno de carboni,

"1990 Moyson, 1993) La degradacno de la lignina, és una reacc10 que necessita -
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congelades a -15°C.

L.

' ‘Ma’feri"'al's-.i riié_tOdes

T

L Mlcroorgamsme i condxcmns de cultiu: es va treballar amb dues SOques de
.Phanerochaete chrysosponum ATCC 32629: la pnmera anterior al marg de 1991
ia segona posterior al gener de 1994; I-Iavxen estat mantmgudes a 23°C en

>_ plaques de Petri en medi d'agar amb 2% de malta i resembrades penbdxcament

3
i

Inbcul s ut111tzava com mbcul una soluC1o d'espores de concentracm coneguda

- '—capltol pnmer-que, una vegada recolhdes es dlsmbulen en vials'i es guardaven

oot

Cultxus en bioreactor: un bnoreactor mulhple model onstat Q de Braun amb .
quatre vasos de cultm de 500 ml de volum total cadascun, 330 ml de volum
utilitzable, a 100 rpm i 37°C va ser utilitzat per realntzar els expenments El
dlsseny d'aquest equlp manté les dimensions adequades pels quatre bioreactors .

. per un posterior canvi d' escala i permet l'operacxo mdependent dels 4 vasos de

cultiu. Estava equipat amb controls i ‘mesura de temperatura, agltaao, pH i

nomes mesura de l'oxlgen dissolt de forma mdependent per a cada vas.

L' agltacxo es reahtza per mxt;a d'un agltador magnéhc cada bloreactor compta
amb el seu rotametre per mesurar €l cabal d aire d' entrada amb un

._ 'mdnoreductor central. La pérdua dhurmtat es mlmrrutza amb l'ajuda’ dun

‘aquesta algua se submmlstrava per mlt]a d'un c1rcu1t extern per tal de garantxr

‘que 1a' seva temperatura fos de 7°C i mmxmltzar encara ‘més les pérdues les

pérdues de volum. -

y

B En els b:oreactors que és realitzava el subnumstrament de O;s ‘utilitzava, un

. circuit extem, a partlr d'una ampolla d'oxngen mdustnal un manoreductor i un

rotAmetre addicionals.

€.

. En cada bioreactor es fixaven les condicions de treball de forma -especifica i.

.y

.

‘condensador. de Basos per a cada vas, en el seu dlsseny lalgu_a freda es.
e submlmstrada a traves d'un circuit obert daxgua, ara bé, en el hostre cas,



” ':mdependent Connectat a la unitat dlgltal d mstrumentacxo i control del Biostat

Q'hi havia una 1mpresora que realitzava un reglstre del pH l'oxxgen dlSSOlt en
. .oel medl, la temperatura i lagltacm durant tot el temps del proces R

v & i

.} "Cada bloreactor s moculava amb la solucno d' espores congelada fins a obtemr

una concentramo de2. 5 X 1(}5 espores de Phanerochaete chrysosponum per ml
de med1 enel bxoreactor e

Vo
- . N
'

Métodes anahtncs la glucosa el: color els compostos aromAtlcs, la dlstnbumo "

de tamanys moleculars i la’toxicitat sanahtzaven tal com, s'ha descnt enels

. capltols anterlors ;

s Assalg enznmétlc l'acthtat de llgmna peroxldasa (LlP) es- mesurava amb ”
‘ veratril alcohol segons el metode descrit per T1en 1 Kirk’ (Tien i Klrk ngmn'

- Peroxidasa -of Phanerochaete chrysosporlum Methods Enzymology, 161.......)

" Una unitat representa 1 pmol d alcohol veratrﬂlc oxidat a veratril aldehid per |

- minut. Els assalgs es van reahtzar en un espectrofotbmetre UV/Vis: Varian
‘ Cary3, amb--una cubeta termoetahtzada a30°C " ' o

+

e

]

: ‘En els test enzxmatlcs les mostres es diluien en algua de qumze a trenta cops, .
© - per tal que no hi hagues cap mterferencna del color de la'mostra ies cumphs ’
" la 11e1 de Lamber-Beer ' ‘ '

R - .

Lachvxtat de Manganes Perondasa (MnP) sanalitzava segons el metode

_modlflcat de Paszczynskl i”col. (1988) En fer el test de la’ MnP pnmer-
mesuravem l'actmtat dela lacasa Tant l'assang de la laccasa com el de la MnP '
" . es basen en. lox1daC16 del 26—dlmetox1fenol (DMP) que es fa servir com a

substrat tipus. L oxidaci6 d' aquest compost es pot segulr perque el producte que
s'obté, el 2 6—dlmetox1aldeh1d té un méxxm d'absorcné de llum a.468 nm. Els

.assalgs és van realltzar enun espectrofotbmetre uv/ Vis Varian Cary3 amb una -

cubeta termostatltzada a30°C.Coma tampé es fa servir malonat sbdxc auna
_concentracxo fmal de 66,7 mM 1 aun pH de 4,5 . ) '_ SR




Lol 'absenma de Mn SR : .

o Aix_i -dbncs,- el v'ale'r d'éctiviiat de _lav'MnP s'obté com :

' laccasa per lltre

L'éctivitat de la MnP s'Obté'meSurant‘ la tra"nsfdfrhacié 'del DMP en pfesencia de a
an‘ i H,0,. La cubeta de reacc10 conté 200l de malonat sddic 250 mM, 50 ul -
de DMP 20 mM 50 ul de MnSO4 H,0 20 mM, 100 plde H,0, 4 mM i i 500 yil de

B mostra ﬁltrada Per restar lefecte de les fenolox1dases es repeteix lassalg enles -
| matelxes condlcmns perb sense afeg1r-h1 el H,0; i el valor que s obte es resta
._del pnmer Per restar l'efecte de les peroxidases no dependents del manganes‘. =

“es repetelx I assalg substituint el sulfat de manganes per 100 pl de EDTA 10mM

. Al valor’ obtmgut se li resta’el que s'obté" quan es. repetelx de nou, T assalg amb *

. 200 ul de malonat sddic 250 mM, 50 ul de . DMP 20 mM 100 ul de EDTA 10
- ’_mM i 500 ul de miostra- per tal de restar l'efecte de de les fenoloxxdases en

(achv1tat perox1dasa en presenaa de Mn - activitat fenoloxidasa en;preséncid Mn?") -

- (achvuat perox1dasa Mn mdependent activitat- fenoloxndasa Mn? independent,)v.‘
Una hnitat d'activitat’jrepresenta 1 pimol de dimetoxifenol oxidat per minut.

;Lactmtat de Jacassa -en els mlcroorgamsmes que la produelxen- sobté "
mesurant durant dos mmuts el canvi d'absorbénaa d'una solucxo que contema L
'malonat sbdlc, DMP i mostra. En el nostre cas el resultat daquest test ens

~ indicara els equnvalents dactmtat de laccasa, umtats equlvalents diactivitat

:

v{ < L . - _’ ’ . - . )
Calcularem també la produccxo total de cadascun dels enznms a parhr de les -

.dades de [lactivitat . enmmétxca Aquesta producao total dun enzim
~.-correspondra al Area contmguda durant tot el periode d'activitat -oun penode
' '.especnfxc- de l'enzxm Per tal de facilitar els calculs normahtzarem aquesm'

producci6 | total d'enzim; per cada enzim calculem la producc16 total per cadav‘ _

[

experiment, i Anormahtzarem tots els valors respe_cte la produccié més gran.

€5 .'

Thoae
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) Efluent: leﬂuent utllltzat sha descrlt en el cap1t01 0 Es va unlltzar com a font

‘de’ carboni. i mtrogen glucosa a dlferents concentracmns fmals A NH4C1 per
o obtemr una concentracro final de mtrogen de75i 550 ppm El pH de la solucm
era ac1d1f1cat fins pH 4.5. El volum fmal de medl era de 300 mlen el bxoreactor

després s estenhtzava a 120 C 2 durant 20 mmuts

;‘R"esuvltats:i discusSié. R S

- - Consideracions prévies ~ . .~ .~ 7

Bioreactor sense inocular- .
' Per a analitzar-la influéncia de-l'oxigen' Tagitacio, i la temperatura sobre els

" cultius ens mteressava conenxer prev1ament quin’, sena l'efecte de. lox1gen

present en lalre, l'agrtacno ala que sotmemem el nostre medl, i la temperatura :

‘«

i
tw

~ sobre els llelxms negres sense mocular
"En els nostres expenments mtentanem treballar en les condncmns bphmes per
la mduccno i produccnélenmmAtxca del Phanerochaete chrysosponum Aquestes

condxcxons ambientals per si soles ja podnen ocasmnar algun canvi .en els .

-;llelxxus negres -Ens mteressava conérxer sobretot el comportament del nostre
med1 a37°Ci l'efecte provocat per l'axreacxo 1 agrtacro ’ '

(.' . s . s R S, PP 3

N

b

b

Per alxb vam dur a terme el seguent expenment -experlment 3.1-en un dels -

' bloreactors del onstat Qal qual se subrmmstrava alre 300 ml de llelxrus negres
esterlhtzats amb 5 g/ 1 de glucosa i75 ppm de nitrogen amoniacal, a 379C i amb
una’ agrtacxé de 100 rpm el vam delxar sénse inocular. En lexpenment 3 I,
' representat en la grafnca 31 vam poder observar l'evoluc1o de les matelxes
- vanables, pH concentracro d'oxrgen dlssolt en el medl glucosa que despres
,controlanem enla. resta d'expenments PR D e
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“En anahtzar el comportament del pH -gréflca ‘3. 1a- i loxlgen dlssolt en el medi.
N -graﬁca 3.1b- ens adonem que les fluctuacions que hi ha $6n pnnapalment
- degudes a l'error ila denvacno de les sondes. El pH, per exemple, varia des de
4 75 fins 4 95 es a dir 4 75 +- 0,2 umtats I l'oxlgen dissolt del 20,6 % al- 19 %,

- una varlacxo relatlva del 7 % La desvnaao d'aquestes mesures no tota era .
deguda al SIStema, perb sila prmcxpal part. '
En‘ treballar a 37“C ma]grat 'complementar el bioreac‘tor'amb un conden‘éador
que utilitzava algua a7°C,les pérdues per eVaporamé no podien set 1gnorades

" Un bon- 1nd1cador d'aquestes perdues podria ser la. concentracné de glucosa en .
el medx que hauna de restar constant en el temps ' '

\

Si. suposem que l'efecte de la temperatura i- 1evaporac1o és proporc1onal al.

. temps transcorregut podnem establir la seguent relacxo, deduida a partir de la.
representamé gréfxca de la concentraao de glucosa mesurada a dlferents temps _

-~ G@®)=5, 15 +t? 0008 (eq. 3.1) on Grepresenta la concentracié de
glucosa en g/l it el temps'en, hores o

Aquesm evolucié de la_concentraci de la. glucosa en el temps la podem

recalcular com percentatge dela glucosa mmal i, d'aquesta forma, aphcar aquest R o
mateix pertentatge al volum inicial. Aixi obtenim la- taula 3.1, que ens indica '

_que partmt d'un volum inicial de medi en el bloreactor de 300 ml, despres deé -

150 hores, shaura concentrat fms 230 ml és a d1r un 23 % de variaci6.

Sy

Aquestes dades. -volum inicial i final per un determmat expenment- comcndmen
amb els resultats expenmentals en aquells casos que es va mesurar el volum.

fmal en el bloreactor o

Hem aphcat l'equamo 311 la correcci6 del ‘volum’ proposats en el paragraf
antenor a tots els’ expenments d'aquest capltol Aquesta correcci6 del volum
s ha aphcat també al color iels compostos aromancs En la gréflca 3.2 hi ha:
representat I'evolucié del eqlor i els compostos aromatics per aquest e;{penment




&

.260 hotes h1 ha una partd’ aquestes reducmons que no son degudes a l'accro del

. mesurats o v"'

sense” mocular Hi podem véure: que seguelxen la matelxa tendéncra, ara be, B

’ com  ja ‘hem vist enel capitol 0, les mesures del color j els. compostos arométlcs

dades Perb a mes a mes, en el cas del color i els compostos aromaucs no
podem obhdar que tant lag1tac16 com larreacxo, son metodes ﬁsrc per reduir-

" los. En la . grafica 32 veiem clarament com’ les reduccxons del color iels

compostos aromatxcs son superiors ‘a les prevrstes per. la concentracro del

'- volum anxr sr a color i compostos aromancs els apquuem la correcao del .
- volum, encara temm una reduccié del color deI 7% i dels compostos aroméhés '
‘ del 13%. Per tant, en valorar les reduccnons del color i dels _comipostos

~ aromatics dels dlferents experxments haurem de recordar que com a maxrm en

1

\
mlcroorgamsme, siné que es deuen als metodes flSlcs de l'alreacro i agltamo

‘ -

,. - . P . | . N '/

Es va mesurar les toxxcrtats 1mc1als i fmals en l'expenment 3. 1 Alxl, en 260

aquesta reduccro aphquéssrm l'efecte de la: concentraao calculat préviament
‘nomes haunem reduit. per, acci6 de la temperatura, lagltamo, i l'arreacxé la
“tox1c1tat en-un index. de 1 en 260 hores Per tant, les consequencres d'aquesta »
perdua de VOlum a causa de levaporacro del medl, fins i tot, en fermentacxons ‘
-llargues serlen pentes sobre la mesura dela tox1c1tat no podem apllcar la:
" correcci6 del volum abans proposada en la mesura dela tox1cxtat perque nomeés
temm valors de la toxicitat 1mc1al i fxna] no temm l'evolucro de la toxicitat en_
: el temps A mes a més, normalment prendrem els valors de les fermentacronsf |

conservadores, i, en el prt)or dels casos, els valors reals seran rrullors als

b
- \

N ‘

. Aplrcar la correcci6 del volum €n el color i els compostos arométrcs mesurats

es sumament 1mportant per poder mterpretar correctament els expenments que
es presenten en aquest cap1t01 A contmuacro, enla gréfrca 33, presentem per )
un dels: expenments reahtzats i que postenorment seran anahtzats en detall <

R ' *

b

o hores només aconsegulrem redulr la tox1c1tat en un mdex de 0 68 umtats Sia."

‘ales prrmeres 150 hores Per tant, sabem que estem apllcant les cond1c1ons més

. els valors experlmentals del color (absorbéncra a. 460 nm) iels compostos -

; tenen un error del 5. % que )ustlﬁcana en aquest cas la ma)or dlspersw enles ..

v



_‘_afoméﬁcs (absorbancia a 280 nm); hi abliquéin en p}irﬁér lloc la cor'récéié del. - |
pH.i i postenorment la correccno del volum. En la matelxa gréﬁca -grafica 3.3-
‘hem representat els valors de les reduccions del color iels compostos arométlcs :
calculades a partir de les absorbéncnes corregldes amb el pH primer i despres‘
amb la correcci6 del volum “Hi podem obserbar el pes que lefecte de-

’l'evaporac16 hi’ te v

41—
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: T'r‘exlﬂp‘s (Hores)- . 'mme ‘variacio ’dev Volﬁm calculat 'Glucosameslt'lradlaA
. S 1a~bg.luc‘o'sa‘ | o o '. |
) , - o respectevlé:i_nicial
o . |55 0 [0 [515

|77 732 3 |26 574 —
9075 . . |58 |4 |7 57 -~
Ben . e @ |36 1606
5 [e®w . B4 | 1566
T [6838 SR 5T R 7 705

_25'9.5;' | ' 7.226_- O i 1728

Taula 3. 1. Valors obtmguts en l expenment 3 1i volum correglt obtmgut a parnr
de la vanacxo de la glucosa segons l'equamo 31

\ Anéliéis de‘..la repro_dﬁcﬁbiﬁtgt experimenta_l

Els expenments 32i 33 corresponen a unes matelxes condlaons de treball és, o

\ .ia 'dir:-limitacié de glucosa inicial, i’ aeraci6 solament per aire durant les. 180

" -fhores que dura.el cultiu. Els resultats de les vanables mesurades es presenta en

, les grafiques 3. 4. L'evoluci6 del pH -grafica 3 4a-i T'oxigen dissolt -grafica 3.4b-

"en el medi és la mateixa; les diferncies dels valors obtinguts en el pH és
‘minima, i en la corba de l'oxlgen dissolt podna estar causada per altres factors -

“com la. derivaci6 de les sondes. Els resultats. expenmentals del color i els

-compostos aromatics sense cap correcci6, ni pH ni volum, representats en la ‘

. grafica 3.4c en’ les corbes de la reduccié dels c0mpostos aromaucs iel color

també presenten unes diferéncies molt petites. Tots aquests resultats d'aquest'
: expenment dupllcat ens afermen que estem davant unes condicions del nostre-

sistemai un comportament del fong molt reprodu:ble, i que, per tant, la resta

' d expenments reahtzats no caldra fer-ho per duphcat

Lot

En quant als resultats obtmguts d activitat enznmétzca, lanahsns de lenzxm LxP‘ '
jdona que la detecc16 -taula 3.2- en el primer cas era de 32 UA/ ], ienel segon -
cas 40 UA/ I, es a dll‘ de 36 +- 4 UA / L Aquestes son activitats molt petltes que

‘.
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" les hem d'analitzar juntament amb la resta de dades. obtingudes en els altres
' ,expenments que es presentaran posterlorment per tal de decxdlr si les podem

: ~consnderar o'no 1, a mes, cal fer algunes c0n51derac10ns prév1es "o

4

. EXperi.m‘e_n‘t' "_-_LiP (UA/I)'- -
32 40

. i '.'\ ERAN T T RS : o ,
Taula 3 2. Actlv1tat, enzlmahca expressada com LxP a les 95. 25 hores en els

3

expenments 3213 3

/'b», Ay

.\ ; B A = . . R ) P

En condmons de hrmtacné de glucosa s obte sempre test posmu de la LxP com

podrem veure en els expenments que es presentaran i que quedaran resumits

“enla taula resum 3.10, perb en quanhtats molt petltes, que, fins i tot, podnen
fer dubtar del seu valor.'La nostra mostra, a causa dels compostos aromanc de
la qual esta formada la hgnma, absorbla tant a la longitud d'ona de 280 nm que

caha realltzar una dnlucné 1mportant abans d'lmcxar el test de la LlP que ens’
podna fer perdre el’ rang de._ deteccxo de ‘la mateixa- L1P Per -tant, ,

quantxtatwament cal anar molt en compte amb aquests valors i, nomes

cons:derar-los des del punt. de vista quahtatxu . SR

L achv1tat de L1P obtlnguda és sempre mfenor ales 40 umtats d'actmtat per“ B

» lltre Enl anahsls enznmétxc es reahtzaven dnverses d11uc1ons dela mostra (1/ 15,

1 /. 30) necessanes perqué d altres components dela mostra podnen emmascarar’
notablement el test. La mesura expenmental del test dela LiP és. la’ lectura de =

' ,l'absorbanca a 280 nin a aquesta longltut cl'ona la mostra ]a presenta una gran

absorbéncna deguda als compostos arométlcs (recordem que en mesurar els

compostos aromAtlcs reahtzem una dllllClO de 67.6 vegades) per . tant per

' d1ferenc1ar t efecte dels compostos aromahcs de la mostra, del’ efecte del test de L .

v

o
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o la LiP havxem de reahtzar el blanc amb la mostra sense. els reactlus del test.
' .Aquest ;blanc perqué pogue551m aconsegulr establhtzar la mesura de
T absorbéncxa hav1em de diluir-lo de 15 a' 30 cops ‘Una dllllClO molt elevada si
‘ "temm en compte que l'activitat de LiP era molt petlta Hem de destacar. queno

' ' es treballa amb un medi smténc i que, per tant, per tal de tenir la certesa =

qualltatlva i quantitativa que la mostra contema LxP hauria calgut reahtzar en

prlmer lloc l'aillament,. punflcaao i concentracxo de I'enzim.

| “D altra- banda, no podem obhdar tampoc

o ~ a) que altres autors ja s'han trobat amb problemes semblants en treballar amb

. —144

‘totalment repetltlus

: Acvt'ivitatv AP o

g medis no sintetics i ique. lafxrmaao més correcta seria referir-se a la detecc16 de

g ‘l'en21m, enlloc de referir-se a la seva preséncna podnem no detectar la L1P perb

en carnivi si que hagues estat produlda pel fong.

T b) Estem en condicions de nutnents per la produccié ‘de LiP; amb la lmutacxo
" -dela glucosa en el medi afavorim la produccno dela L1P pr1nc1palment enfront-

dela MnP. ‘ o ‘
) Podem comparar els resultats obtmguts en els bloreactors duphcats -

' experlment 321 331 comprovar la coherénma dels matelxos, ja que son' ‘

3
i
1

A parnr daquestes tres darreres con31derac1ons sobre el test de la L1P -

blblxograﬁa condicions” de treball i reproductlblhtat en els expenments- i,

, malgrat que els valors de detecci6 de la LiP- estan en- el lmut de Tlerror del -
métode, donem una gran 1mporténc1a quahtatlva als resultats de LlP obtmguts

R

~ Els principals ‘ enzims ligninolitics produits  pel -fong - Phanerochaete
o 'chrysosponum s6n la LiP-i. la MnP. Conelxem a través dels treballs pubhcats ’
queel Phanerochaete chrysosporxum no produelx l'enzim lacassa Ara bé, com

a pas prev1 de lassalg Jper, mesurar- l'actwltat de l'enzxm MnP, mesuravem,

I'equivalenta I achvntat lacassa. Per tant, ens cal determmar qué mesurévem Un .

’resultat posmu de lassalg pot ser degut a: algua ox1genada 1/0 altres

4

Ca




;peroxxdases no determmades Al mateix temps, aquestes altres peroxxdases_

L
i

: podnen ser tambe productores d'algua oxrgenada Nosaltres a aquesta activitat
- equwalent de ‘lacassa’ l'anomenarem Altres Peroxxdases (AP) i representara B
NS | efecte d' altres enznms i/0 altres espécres assnrmlable ala resposta de la lacaSSa

-

en el test anterlorment descnt per mesurar-la

N \ .

La AP la detectavem tal com veurem enels expenments que es presenten ique -

de-limitaci6é del mtrogen i, a més a mes, temem un gran consum d oxlgen -sn'_
“ bémo hem pogut estabhr cap’ ‘relacio. entre oxlgen E:onsumlt i AP:; aquestesv -

’ condxcxons de’ limitacié de la” glucosa. son també les. més adrents per la

.:produccro denzxms productors de lalgua ox1genada com la ghoxal oxidasa. -

-L“normalment Aquest test aphcat a I expenment 3~15 donava, a les 185 hores, una’

A

' D altra banda, vam reahtzar unes proves per mesurar I act1v1tat de lenzrm MnP
~ amb- un altre test Es un ‘test més sensxble a la MnP que el, realitzat

. activitat de MnP de 920 umtats el matelx test a Ia mateixa mostra, perb sense o
' afegu' largua oxlgenada com -a reactxu donava solament 140 umtat Aquest fet

ens. 1nd1car1a que en el nostre medl tmdnem com a numm una part d'algua

oxxgenada K T e

R
e

P

.\’

- Comparacm de l'act1v1tat enz’ﬁn’iﬁ‘"ca de dues soques en el

i
|

“lar co

L
- S ' : [ -

3 vaersos autors (E Moyson, HVerachtert Ap MlCl‘O B 1993 Factors

E quedaran resurmts en la taula 3. 11 en treballar en unes condncrons enel medx o

mﬂuencmg) (Dosoretz) han advertit queel Phanerochaete chrysosporlum podnaf -

’ dlsmmulr l'actrvxtat enzxmAhca a mesura que s'anayva resembrant i'que despres

' alguns mesos s'hauria quasnbe perdut Despres de llegxr aquests articles i com

' 'que ja portévem algun temps treballant amb la matexxa soca de Phanerochaete"

. chrysosponum vam plante]ar-nos comprovar l‘actmtat enzrméhca dela matelxa

- Per aixd vam comparar el comportament de' dues soques: a) la soca

Phanerochaete chrysosponum 1 havra estat resembrada penbdrcament durant
mes de tres anys, i b) la soca Phanerochaete chrysosponum 2 només - <duia una

. . . .x
R S c Co L . v
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,"resembra Les cond1C1ons a les que es dugue a terme l'expenment 34 amb la

. soca Phanerochaete chrysosponum 1 lexpenment 3.5 - amb la soca

Phanerochaete chrysosponum 2 foren les seguents 300 ml de lleixius negres

~amb 5 g/l de glucosa i 75 ppm de mtrogen ‘amoniacal 1mcnals, a 100 rpm

| dagltaao, 37 °C, submlmstrant alre, van ser inoculats amb espores de

cadascuna de les dues soques. En els dos casos estavem treballant en condlaons

- favorables a'la producao de len21m MnP.

¢
o

» En la gréﬁca 3 5 podem veure els resultats obtmguts de levoluc10 en el temps
' :_'a) del pH ila glucosa c) lactmtat de LiP i MnP i'b) la concentraci6 d oxigen
- _dlSSOlt en el medi, per cadascuna de les dues soques El comportament del pH,”

.el consum de la glucosa i el consum d' ox1gen ésel matelx en els dos expenment

i les dnferénaes s6n rmmmes

b Fmalment podem observar -grafica 3. 5(:- com l'actmtat enzimatica. de LiPi i MnP
,es 1gual 0 lleugerament superior en la soca- Phanerochaete chrysosponum 1, la .
""que duia més’ de tres anys amb resembres perlbdlques, que en la soca més

]nova L N

.

" A més a'més, en les dues soques vam mesurar una activitat equivalent d'AP.

BN

. Pertant, podem concio'ute que en les nostres cOndiCibns de treballi en el nostre:

medx de lleixius negres l'acnv1tat enzimatica de MnP, AP i LiP que detectem no _

es veu alterada, almenys per periodes iguals o mferlors als quaranta quatre -

- mesos, amb les resembres penbdlques del fong wo v
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" --Estudi de les condicions de produccié dels enzims - -

© - Relaci6 C/N

’

¥

En aquest apartat compararem el comportament del 51stema en estar hrmtat per'

la glucosa -expenment 3.6- i en estar limitat pel nitrogen -experiment 3.7-. Des '

- del punt de vista del nutrient hmxtant la relaci. carboni-nitrogen del pnmer' N
- expenment era esnmuladora de l'en21m LiP, mentre que la relaci6 pel segon_
L ’expenment ho hauria de ser per la deteccxo dela MnP Les condlcxons enla que '

voes reahtzaren foren les seguents 300 ml de lle1x1us negres a37°C, agltats a'100 |

rpm, als quals se’ submmlstrava alre, van ser inoculats . -amb espores de

- Phanerochaete chrysosponum Les condxcxons 1mc1als del’ medi de: lle1x1us

mtrogen amomacal

. negres eren respectwament pels expenment 361 3 7. les seguents 25 g/ I de -

glucosa i 550 ppm de mtrogen amomacal i 5 g/ 1 de glucosa i 75 ppm de .

-

De 1a corba de l'oxxgen dlssolt -gréflca 3.6 -podem observar com en lexpenment )

3.6, 2 partlr de les 70 hores quan ]a no queda glucosa en'el medl, el consum

. 7.fong, 1, dr aqux, la dnsmmuao de: lactlvxtat del fong e o

d' ox1gen dlsmmuelx con51derablement si be encara hi ha un cert consum I.a_ .

manca de glucosa podna haver provocat la 1nact1v1tat (0 bé mort) d'una part de’,

]

i

- Sl en f' expenment 3.6 ens flxem amb ¥ evoluc1o del pH -gréﬁca 3. 6 a- veiem que

s'alcalinitza molt rapldament sxtuant-se fmalment a6.16. El salt mes 1mportant,.

“de- pH també el tenim entre les 95 i les 123 hores Ara be és: tambe a les 95

| hores que’ detectem la. llgmn peroxldasa (LiP), tal com veurem posteriorment. . |

L El mAxlm de LiP el detectem quan ja no queda qua51bé glucosa en-el meédi: Ens .'

’ refenm a quanutats molts: petltes, sense valor quantltatlu 1 nomes amb valor

i
i

" quahtatlu ‘ RS L e R S N

[
: \

" Per tant, en cond1c1ons de hmltacxo de la glucosa -expenment3 6— detectem la
L1P quan ja s'ha consumlt tota la glucosa enel medx i prewsnblement encara lu

f B




- _’ AEn el bloreactor corresponent a lexpenment 3. 7 podem calcular la velocitat de -
consum dela. glucosa, que estaria al voltant de 0.05 g/ (I*hy de glucosa Enla -
: graﬁca 3. 6 €s comenga a veure com mentre hi-ha glucosa en el med1 elpHno -
~ varia galre, ies manté entre 4.4 i 45. Aquesta relamo pH glucosa es repehra i

‘ veura mes clarament en posterlors expenments
. despres d'acabar-se el mtrogen amomacal en el med1 Fxxem-nos que per |

Vol 42, 2:290:296) I al mateix temps donava positiu el test de l'activitat. AP que
. ens mdlcana la presénaa de HZOZ o bé altres enznms sensibles al test de la

lacassa L'actxv1tat enznmatxca del MnP augmentava fms que ]a no quedava 3

' glucosa. .

o . . 4

. 'resta rutrogen, ja que en 180 hores el mtrogen -a partlr de célculs tebncs- no

S acabana

BN

t

”

Com' es ven en les grafiques, 3.6 el consum  més important d'oxigén en,

I expenment 3.7 es produxa abans de detectar-se 1 enzim MnP i 1mmed1atament

"consumlr totel mtrogen necessitem uns 3 g/l de glucosa (Capxtoll Introduccxo,
* Jeffries, TW. i col. Nutritional Regulatlon of ngmn Degradahon by' '

Phanerochaete chrysosoponum Apphed and Enwronmental Mlcroblology 1981.

P

Per tant, _én l'expériment'3.7 -medi limitat pel nitrogen- Tactivitat énziméﬁga' ‘
MnP s'inicia quan s'acaba el'nitrogen amoniacal en el medi, després d'un

: penode d'alt consum d'ox1gen, i continua fms que s exhaurelx la glucosa enel

- medi. Aquesta mateixa evoluc1o seguma la AP. .

‘v

y 5

"En la taula 34 presentem els valors finals de la reduccno del color, dels

‘ ‘ components aromatics i de la tox1c1tat pels dos experlments Pel calcul'de la

: haurla de ser supenor per l'expenment 37i ja que no es-va poder garanhr que,'
. ""en tot moment, el fluid refngerant del condensador de sortlda del bloreactor es

mantmgues constantment a7°C S

redugao dels compostos -aromatics i de la reducci6 del color s'ha aplicat la

.corféc’ci(i per l'evaporécié del sisiéma Hern de fer nOtar Que aquesta correccié -

7
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'I‘aula 34. Reducao del color correglt el pH fmal i Ia dxsmlnuao del volum
reducci6 dels compostos aroméhcs correglda la disminuci6 de volum i reducc1o

de la toxicitat pels expenment 3. 6 (hmltaao de la glucosa) i l'expenment 3 7

T [ Reduccid | Reducci6 | Reduccio |Activita LiP | Activitat | Activit
. |delcolor' | dels’  |dela . |(UA/Dales'| MiP ' | AP
'+ | composto, 'toxmtat 95.25 hores - | (UA/1) a .| (UAlac
st Jless. /M).ale
_~"\arorf_15tic'sA Lo x .. }7hores 137 h
' Experiment3.6 | 4499% [/3145% ° |-136 (408
'flexpe,ri}hénts.? 119% '55.02_'%3 | I IR b YRR I\

(lmutaao del mtrogen) a temps 169 hores, i actlvmt de L1P a les 95.25, hores, -

MnP a les 137 hores i AP a les 137 hores

/

En lexpenment 3 6 12 rnalgrat no aprecnar actmtat de manganés peroxxdasa' »

(MnP) es produia una dxsxmnucxo dela, toxxcxtat de'1.36, més important que en
lexperlment 377 que era- solament 1. L'activitat de MnP-i AP detectada en’

T experiment 3.7 és' molt petita, per alxb també la reduccié de la toxlcntat també - |

" és poca en aquest expenment Perd hem de destacar que en l‘expenment 36

| sense: detectar MnP ni AP, i només detectant una penh551ma quanntat de LiP, -

assohm una bona reducmé de la toxmtat o o

Velem clarament que treballant amb condxcxons de llrmtacw de mtrogen
 detectem actmtat de MnP, mentre queen condncxons de limitaci6 de la glucosa'
’no podiem detectar-la Per altra banda l'activitat de LiP: només la detectem en

W

, molt baxxes concentracxons en condxaons de hrmtacno de la glucosa

¢ .

s

x .



" - Efecte de l?ﬁairea‘ci6~ o
‘2) Condicions de limitaci6 per la glucosa -

) - Amb i'intérés de céhéixér la seva inﬂuéhc{é en la "produccié de l’eh'zir'r{ vam
‘estudiar I'efecte de'I'aireacié en condicions de limitaci6 del medi per la glucosa
‘.prbples per la deteccno dela LiP. Partmt d'un medn 1mc1al de 300 ml de’ lleixius
| egres ‘amb 2.5 g/l de glucosa i 550 ppm de mtrogen amomacal 100 rpm
e dagltaao, a 37 °C, moculant espores de Phanerochaete chrysosponum vam
. assa]ar tres comp051c10ns de laire que se 11 submmlstrava al bloreactor‘
expenment 3.89 100 % d'oxigen, experlment 3.9 només 100 % d' oxigen durant

"+ una hora, la resta de la fe_rmentamo aire, i expergment 3.10, totalment amb aire.

Com. es pot veure en la gréﬁca 3.7 1'act1vac1o del sistema enzimatic: afegmt
durant una hora oxlgen -experiment 3.9- al bioreactor no déna cap resultat

p‘destacable i el seu comportament és el mateix que el de I'experiment 3. 10 que

o operava només amb aire. En ambdés casos el pH -gréflca 3:7a- evoluciona des’

"+ de 45 unitats fms a 6 umtats de forma que es:va alcahmtzant molt més

B répndament que si el reactor s allmenta només amb oxngen -expenment 3. 8- -

. No podem passar per alt, de la grafica 3.7b, la corba de loxlgen dissolt en el )

- medi de: 1'expenment 38. Correspont a l'expenment ahmentat amb 100 %
}dox1gen A partlr de lés primeres vmt hores, ‘el consum d'oxigen crelx.
considerablement. Si ho comparem amb els-altres’ dos expenments apreciem:

- que el matelx oxxgen estxmula el consum d' oxigen i aquest es.fa cada vegada

més elevat Sembla dificil acceptar que tot I' oxigen consumit pogui ser assmulat

pel fong, ans al contrari, sembla més log1c que, aquest consum tan elevat' '

. d oxxgen eshgm ongmat per la seva ut111tzac1o en alguna reacci6 qumuca
‘ La taula 3.5. pr’esehta també els valors de la rédUccié de la toxicitat , la reduccié
"dels compostos aromﬁtlcs, la reduccié del color, i l'actmtat de MnP i LiP.

leem-nos que vam detectar la LiP, quan el pH en el medl vanava ded, 67a

= 151.—
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. '-5 23 umtats, pels expenment 3.8, 39i i3. 10 En tots tres casos detectem la L1P

S quan ja: sha acabat la’ glucosa La méxxma acuv1tat de LiP Tassolim en _

o sempre molt- peut Per obtemr achvxtats de L1P més ‘elevades haunem

' expenment 39, perb sense comc1d1r amb el maxim consum d oxxgen En’ tots
‘tres’ casos també I'activitat de LiP és molt petlta i, si bé hem-alimentat diferents .
- composmons d ox1gen én lalre,el percentatge d" oxxgen dissolt en el medi és -

. ‘d aconseguir augmentar la concentramo d' oxlgen en el medi (Ref. erk) i alxb
, de' moment, no ho hem aconsegmt augmentant l'oxigen subrmmstrat perqué

'en augmentar loxxgen aportat tambe es consumelx més répldament
. . ! '

" I...'_enz,iml MnP-taula 3.5-. es detecta eh,l'éxperiment'3.8 ,u:n dia desprésvvd'havér-vs‘e |
“assolit que tot l'oxi‘gen dissolt -gréfica 3.7b-enel medi fos coh.'sumit pel fong,
" i que-per tant la concentracié neta de ox1gen fos zero, mdependentment dela

b

-quanhtat aportada, i quan aquest consum comenga’a’ dnsmmulr N

L .Oxigen 1 'ai.re“"';" ‘ 1h . ,100_%“
Reducci6 de la toxicitat . . * . 136 - .. 28088
- Reduccié dgls“corf\'po'stqs aromatics - . 3145 - 28.66
774 L~ .. - S ' A
'-Activitat'MnP_UA/lja‘lés 150hores, - 0. . <10° 1037
Reducciddelcolor 4499, 46.77
.43-37' ST S T |
 Activitat LiP UA/lales9525hores 408~ 3404 1464
Iy Act1v1tat LxP UA/l ales 144 hores ) SR ©209.28 - o
. ‘ ' l ’ / .
. '
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v,b)é‘(’r‘\dicions de "limita'c'ié del ‘nitrogen ,

-

v Taula 35. Reducc1ons de la tox1c1tat els compostbs aromahcs, i el ‘color a les 150 g

hores pels expenments 3 8,3 9i i 3 10 e condmons de limitaci6 de la glucosa

i variant la quanutat d'ox1gen subrrumstrat al bloreactor Actmtat enmmétlca "

MnP i.LiPa. dlferents temps pels matelxos expenments . -

o L
f .

- No trobem cap relacié 1mmed1ata entre la quantitat de LxP detectada i- l'mdex |
 de reduccno de la tox1c1tat de les mostrés. * Petites quantltas de LiP .
,‘aconsegumen un index: de reducc:o de. la toxncntat molt ‘important. Tampoc -
, podem detemunar a pamr dels expenments realitzats s sn aquestes reduccxons es. ‘
" detien solament .0 en part,’a la LiP, o be a 1acc16 combmada amb la’ MnP o

N ] . i i

altres enzims. -

_ 'b‘Vam estudlar lefecte de lalreaao en condncxons de llmltamo del med1 pel v
B ‘mtrogen propies per la detecci6 de la MnP. Partmt d'un medl inicial de 300 ml
- de lleixius negres amb 5 g/ I'de’ glucosa i 75 ppm de mtrogen amomacal 100~
vrpm daglmmé a 37 °C, moculant ,espores de Phanerochaete chrysosponum'
vam assa]ar tres composxmons de lan'e que se i subnumstrava al bxoreactor .

expenment 311 100 % d' oxlgen expenment 3.12 nomes 100 % d' oxxgen  durant

una hora la resta de la fermentacxé anre, 1 expenment 3. 13 totalment amb aire.

Vel

: Antenorment ja hav1em fet esment de la relacxo pH-concentracm de glucosa en
condncxons de limitaci6 de nitfogen i que podem tomar a veure en la gréﬁca
-3 8a. Quan.la concentracié dé glucosa esta al voltant de 2 g/ lel pH ‘esta al
\ ".voltant de. 43: 4,3 al bxoreactor 311 amb 1,58 de glucosa, 4 28 a bloreactor 3.12 :' e
" amb 1,92 de’ glucosa i4, 25 al bloreactor 3. 13 amb-1,53" de glucosa Ambem a L
o aquestes cond1c1ons de pH i glucosa a dlferents temps segons el bloreactor com
bé podem veure.en Ia taula 3 6. Com mes oxigen aportem al medl, més temps

- hecessita el sxstema a ambar ales’ condicions de pH i glucosa, a partn' de les -

quals unes hores despres detectarem l'enznm MnP. Al matelx temps, lenzxm

X ; Ny
* . . ) . Lo : Al

Y
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‘ mcrementat el consum d oxlgen

MnP. el detectem 1mmed1atament despres dacabar-se el mtrogen, és a dll’, |
despres a havér-se consumlt 3 g/ lde glucosa Aquest fet el velem clarament si -
comparen el comportament de lexpenment 3.11 amb els altres dos: en aquest‘

| ‘expenment el consum dels 3 g/l de- glucosa i, per tant, lexhaunment del S

mtrogen, va endarrent respecte els altres dos expenment i 1gual succeenx amb_

ol detecci6 delenznm MnP e
' Deteci6deMnP i
. Oxigenaire’. - 1hoxigen - - 100 %'oxigen |

i

" Temps previ pel le -g"l.u’co"sa-v 8905h 89.05h. - .- 116.5f1 temps .v

‘Temps 100h" © . 100h- ° - ' 137h' temps

Cd

ot pHT 44 a0 adr

B \Taula-‘3;6._D“efecci6 de MnP, en 'diferghts condicions d;apo'rt‘>d'bxigen al medi. |

&

' ' T, . E ’ ’ ; . o -
. . R o T ’ . . E ’ }.4 e
Al matelx temps, la concentracno d' oxlgen dissolt -gréflca 3. 8 b- en el med1 va

vdlsmmumt a mesura que avanca el culnu -fins que, ambem a1asituacié
» d‘acumulamo zero- -1gual consum que aportacxo d‘oxxgen— unes’ hores despres: ‘
C . de lacumulac16 zero comencem a detectar l'enzim MnP -gréﬁca 3.8¢-. En elcas .
| del bloreactor alxmentat sempre dnicament amb oxlgen flxem-nos -graﬁca 38b-
- que tenlm el mateix proces Altia vegada T ox1gen estlmula el consum d'oxlgen,- o
i ahmentar el bxoreactor amb més’ oxlgen comporta mcrementar el consum de |

'lox1gen Si tomem a relacnonar—ho amb T'enzim MnP- vexem _que,,

mdependentment de 10x1gen subministrat, 1enzxm aparelx despres d'haver-se_ -




"

‘.'

- En aquestes condxcxons no detectem’ l'enznm LiP, ni tan’ sols immediatament

despres d' haver-se acabat la glucosa

'

‘La méxxma actmtat enz:méhca en els tres casos és de 200 umtats d'activitat'

MnP per litre mdependentrhent de la quanntat d'oxlgen subrhinistrada al o

bloreactor, perd comadmt en els 3 expenments que en: Tinterval dacthtat

enmmétlca la concentrac:o d oxlgen dissolt és zero- 0 molt propera. La maxima

produccxo total (Area) correspont a l'expenment 312 6 (1hd oxngen) seguxt pel

N

B

" reahtzat solament amb aire, expenment 3.13.

. ‘La falila 37';‘)resenta. els' valors obtitigixts per- les' reduccions del cb’lon", els’

compostos aromatxcs ila tox1c1tat pels tres expenments Més endavant

relaaonarem lactwltat ermmétxca de MnP amb la dlSl’l’\ll’lUClO de la tox1c1tat

t

Una altra dada sngmﬁcatlva ésla detecc1o de AP en reahtzar el test de la lacassa ‘

que ens indicaria la preséncia de compostos enmmétlcs o espéaes qumuques
d efecte assmulable ala lacassa, i que tindrien el matelx comportament que la

\

: | Reducci | Reducci6 * | Reduccié | Activitat | Activitat
6del © |dels .~ [dela | MnPales |APales
| color tompostos’ toxxcxtat | 137 ‘hore. - 137 hores o
. aTomz}ﬁcs ' '
‘Experiment3.11 | 2894 | 4431 | 095 196 67
Experimént 312 | 574 {6192 {187 |201 . 119
© -Expériment3.13* | -19.- . | 55.02 1 194 51

- 157 — .




: . a les 137 hores

) condieions; aire/aire/aire

[ T - N .
. - : . e ; . ol

Taula 3. 7 Reduccno de la t0x1c1tat i, reduccnons del color i els compostos

. arom&tlcs a les 1695 hores - pels experlments 3: 11, 3 12 1 3.13, realitzats en
' cond1c1ons inicials de hmltacno del mtrogenlvarlant el contmgutdoxlgen Pels,

- mateixos, experxments es presenten els valors de l actxvxtat enznmétlca MnP i AP

R P R . X

. -Manteninemt dei_la’vgllucosa fe".sidqal PR PR SO

3' ‘

Lestudl de lefecte de la glucosa re31dual el vam reahtzar partmt de les o
) cond1c1ons de 5g/lde glucosa en el medi. u'uc1a1 1 75 ppm de hitrogen. Vam
estudxar lefecte de da’ glucosa resxdixal en el cas que tota laeracxé era
' . subministrada per lalre, -en el cas que safegla 1 h doxlgen Recordem que

aquestes dues formes d‘aeramo eren les que millors resultats proporcnonaven

 perla reducc1o de la tox1c1tat treballant en condncxons de lumtacxo dela fontde
o nitrogen. En aquestes condxcnons no vam detectar en cap. cas l'enzxm LxP perb -
51MnP Lot e '

I . . . AR A . -
IS : . : . IR

En l'expenment 3.14 vam mantemr la concentracno de glucosa -gréﬁca 3. 9a- per '
sobre de2g/l. L evolumé del pH msnstexx i corrobora les aprecnamons fetes en.
experlments antenors el pH té tres etapes una pnmera en la que augmenta»

lleugerament fms 55a contmuacxo retoma a44i resta al voltant de 4. 4 mentre

~hi ha glucosa en medl, és a dir; en’ aquest cas, durarit les darreres 240 hores; i
fmalment la tercera etapa en la que es basnﬁca el med1 i en la que la- font de |

carbonl shaunaexhaunt o B S
Es comen(;a a detectar l'actwltat enzxmanca MnP -graﬁca 3. 9c- a les 100 hores

dhaver moculat Ambérem a un méxlm den21m ales. 137 hores, despres }

d haver afegnt en dues ocasnons -mdlcat per la fletxa en la gréfxca 3.9¢- solucxé_' 5

de glucosa concentrada en el medi. Veiem clarament com en denxar de mantemr
la glucosa re51dual onlgen dlSSOlt -graflca 3. 9b- en- el medi - augmenta, i
Iactivitat enzlmatlca decrelx -gréflca 3.9¢c-., ‘

s T
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~ finalitza fms que s ‘exhaureix la font de carboni. submxmstrada

' detectem AP Igual com succeeix amb la MnP en mantemr la concentramo de

- b)_Condicions:‘alimen_taéi'é'1"hora d'o"x‘igen’. P

CR

'Aconsegulm mantemr I actlvxtat enzlmauca durant sis dles, ilaseva deteccxo no

b

ompostos aroméncs ila toxlcxtat per 1expenment 3 14

Compararem els resultats daquest expenment 3.14 amb els obtmguts en

I'anterior expenment 3.13, reahtzats en les, matelxes condicions perg sense

mantenlr la concentraci6 de la glucosa Igual com succexa en l'experlment 3.13°
_'glucosa mantemm la detecc1ode AP. El paral. lellsme éntre els dos expenments

'hores, els dos han aconseguit reduccxons de components aromatics i mcrements

. en el color molt semblant-taules 3 7i 38-v : I i

. .

En l'experiment 3.15 vam mantenir una concentraci6 residual de glucosa de com

- a minim superlor a2g/l L'evoluc16 del pH segulda en la gréﬁca 3.10 conﬁrma
que a concentramons supenors a aquests 28/l l'aadesa del medi resta al‘
"_-,,'voltantde44 N ' '

7 ‘\.‘_

\

Podem comparar l'expenment 3.15 amb el 3 12 Les cond1c1ons 1n1c1als s6n les

* mateixes, solament’ que en el 3 15 hem mantmgut la concentracm de glucosa

' .expenment 3.12. Aquest mé.xlm l'assohm després d haver afeglt dues vegades‘

. 6 Ja decaia. La MnP la tornem a detectar unes hores despres .que el consum

‘durant, la fermentacxo Els dos’ expenments 3. 15 i 3 12, corresponents a les,

grafnques 3101 3.8 presenten el mateix comportament La: méxxma aCtIVltat

1 'en21mAt1ca lassohm en mantemr la glucosa per sobre de 3 g/li la seva.

"La taula 38 presenta els valors obtmguts per les reduccnons del color els

i és gran en les’ pnmeres 150 hores, mentre els dos tenen glucosa iales 169 ‘v

&

concentrac1o és de 482, 19 unitats -gréﬁca 3.10c- enfront les 201 unitats MnP.de

; '.solucm de glucosa-en el cultlu i quan, lacnvntat en21mat1ca en lexpenment 3.12

o d oxxgen s hagx mcrementat i tot )ust quan el mtrogen shauna d'acabar en el'

A - . . . 'T.'

H

. medl }a que portana uns 2 5g/1 de ‘glucosa consunuda Ara bé, flxem-nos en
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Ia gréflca 3 10b com a les 75 hores loxxgen dlssolt en el cultm era“del 0%, i
malgrat haver hagut un gran ¢ consum d'oxigen a aquell temips no detectavem
encara la MnP; Havors, tal com haviem fet en lexpenment 3. 12 vam afeglr

. ox1gen al cultiu durant una hora. No vam detectar l'en21m MnP fins despres

o d 'un altre penode de gran consum d oxxgen

i ;o

- ‘La gréflca de MnP en: l'expenment 3 12 6 -graﬁca 3 8c- presenta el seu m&xxm‘ -
~quanla glucosa s'acaba, s'aconsegueix mantenir l'activitat enzxmanca durant un '

temps, pero 1mmed1atament 1mcna una fase descendent Per contra, en mantenir °

’ - la glucosa, -expenment 3.15, grafica 3. 10c- mantemm el pH i tambe 1act1v1tat
) de MnP, i decau molt lentament s ‘ '

LA

“L'activitat AP es cbihporté igual que en I'experiment 3.12, i mantenir 1a glucosa
li suposa els mateixos efectés due per la MnP. Només hi ha -ﬁria difefénéia‘* ales .
' /'211 hores, encara detectem AP a baixa concentracxo, 9.68 UAlacasa/ l ia les 259
~ hores aquesta actmtat AP havia desaparegut Si’ ara ens tornem a ﬁxar en la
W{gréflca 3.10b, en la corba de l'ox1gen dissolt, velem que a aquell temps, 211
3 hores, ]ustament haviem tingut un mAxnm, en el que-la concentracié d'oxigen _
ven el medi havia: augmentat després d'aquest pic, el consum d'oxigen torna a

augmentar Aquest mixim d' ox1gen, produit s sense modificar les condicions de . |

l'aeraci6 i suposadament amb ¢l mateix consum per part del microorganisme, -

o va tenir efectes dxrectes en lacuvxtat MnP perb en canvi sf que ¢ els va tenir
en: 1'act1v1tat AP 1 podna md1car que la relaao ox1gen dlssolt ( o bé consum‘

dox1gen) es mes forta amb la AP que en la ‘MnP. A les 211 hores en
expenment 3.15. va variar una altra vanable, o rmllor dxt hav1a vanat en les

hores. precedents la concentramé de glucosa; en mantemr una concentracxo -
‘ mlmma de glucosa d'uns -3 g/ 1 tal com mdma la fletxa de la graﬁca 3. 10a .
" havnem afegit glucosa al medi. I a les 211 hores la concentracié de glucosa en
el medi era de 4.77 g/l la més elevada fins ]lavors ala qual ‘haviem detectat




C

e Yoo

4 Condi‘cions:'ziire'/ai-re"/ aire amb una coﬁcén.trécigini’cial de gluosa de 1Q g/ L

e,

: 'Fmalment vam’ mtentar mﬂlorar la producao enznmétlca de MnP partmt d un

. medn inicial de 300 ml de- llemus negres amb 10 g/ 1 de glucosa i75 ppm de B

' 4-submmlstrava anre i es 'va mantemr una concentracxo de glucosa resndual

" -superlor als4 g/l E

En l'experlment 3. 16 -graflca 3 11- comencarem a detectar 1act1v1tat MnP més -

o mtrogen amomacal a 100 pm i 37 . C (expenment 3. 16 14). Al sxstema seli .

‘tard perqué tenim una fase de laténma supenor respecte altres expenments, una' '

vegada el fong ]a havna consumlt uns 25g/1 de glucosa, -i de retruc- s'hauna

exhaurit la font de nitrogen-i en cap cas. aconsegulrem superar les 500 umtats “
. dactlvxtat MnP. Igual com succeia en els expenments 1mcxats amb 5 g/ 1 de
‘ glucosa enel medl, amb 10 g/ 1 l'1mc:1 de l'actlv1tat MnP va anar precedlda dun-

augment del consum de l'ox1gen, pero en aquest cas sense ambar al consum

total. L AR

Incrementar molt la quantltat de glucosa m1c1alment no suposa produlr més-

- en21m MnP Per la matenxa quantltat de glucosa consurmda produxm la matelxa' -’

. 'quanntat d'enzim. D'entrada i anahtzat des del punt de’ vnsta de la produccm
- de MnP, tant seria comencar amb-5 g/ l de glucosa 010 g/1 de glucosa, si en

' fmahtzar aportem la_mateixa quantltat de font de carbom A més a, mes, el

. 'temps de laténaa augmenta -gréfxca peg .concentracmnsvelevades de glucosa. ‘

N L.
. [N

'Tambe vam detectar AP en aquest expenment La seva evoluc10 no tmdna cap .

' partlculantat si no fos que ales 211 Tactivitat AP era- només de 11 UAlacasa/ 1:_ v

iales: 259 hores de 7.92 UA lacassa/l Ens tomem a trobar amb el mateix

fendomen observat en l'expenment anterior 3.13: despres d'afegir la glucosa al.

‘medi,ien augmentar la concentracxo de glucosa per sobre de 6.74g/1, 1'act1vxtat

AP dlsmmuexx, ja. que “hi. ha hagut préwament una dlsmmucxo en el. consum .

| -dox1gen en-el medl ‘Per veure rmllor queé passa en el moment dafegxr la. .

glucosa en el mech presentem la gréﬁca 3. 11d en la que h1 ha Ies corbes dela.

1-“'_,'

: 163 ~
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detectava, - -0 o

‘ per evaporacno **)- Correspont a les 211 hores ja que a les 240 hores no es

} .
o glucosa en el medi, I'oxigen dissolt i Factivitat _AP..: "
| " La téula 3.8 presenta els '\;AldrS»-bbﬁhguts per les redu:cciOnsvde_l color, els ,
- compostos-aromatics i la toxicitat pels experiment's 3.14.8,3.15 131 3.16 14. Més- :
"~ "endavant relacionarem laCthltat ermméhca de MnP.amb la dlsmmucno de la
' tox1c1tat Ll ’
) T LI
- | Reducci | Reduccié | \Reducao | Activitat MnP | Activitat AP
"] 6 del dels | de la (UA/). ' (UAlacasa/l)
color jcompostos toxicitat ‘
| aromatics. -
. Experiment3.14 'a) " | <1487 , | 55.46 1315 66
A & o ' ' "
.l\. »\,v. - v K . | .‘ B »_ - . ‘ . ‘4 ) .
" Experiment3.14 b)' | 788 - .| 6659 -  |'186 123 . 31
© Experiment3.15 a) 373 | 036 410 137,
| Experiment3.15 b) | 5752, |4026 . | 381 21 9.68 (**)
| Expériment 3.16 _ a) . 4665 |.240 22
',Expe.rirlnent 3.16"15); | 5856 4838 366 116 | 8
'Taula 38. Reduccxons de color, compostos arométxcs i toxicitat a les a) 169 hOres B
.ib) 258 hores Actxvxtat enmmétlca MnP i AP pels expenments 3.14 8,3.15 13. -
i 3 16 14 a les a) 137 hores i b) 240 hores. (*) Expenment amb ma]ors pérdues
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' Discussié i conclusions ~ - L

; B

"En aquest capltol hem optmutzat les cond:cxons per la produccxo de Ienzxm‘

' MnP en lle1x1us negres a partir de Phanerochaete chrysosponum *Presentem a
contmuaao els resulmts .complerts . obtmguts amb; condtcxons amblentals

‘ optlrmtzades per la produccm en21mat1ca de MnP i per la reducc10 de la'

tox1c1tat dels llenxxus negres S ee D ‘L
» 'v, | ’

Aquestes condlmons pel Phanerochaete chrysosponum son les de lmutamé de
la font de mtrogen -5 g/l de glucosa i75 ppm de N 1rucxals- mantemment'
duna concentraci6 - de glucosa resxdual agltaao de - 100 rpm, 37 “C,

-subrmmstrament al 51stema d' aire i només durant una hora ox1gen
' Corresponen a lexperlment 3.15 13, del qual ja hem v1st en la. taula 3.8 que

-t i
aconsegmem una reduccm de la toxicitat del 381. '

1

~anem-nos que s' aconseguelx reduir 1a toxxcxtat i també que el Phanerochaete )

o chrySOSponum reduelxn tambe el color i els components aromahcs
'- '.v' Podern treballar durant més de tres anys sense que la capaatat enmméhca de
la: soca, que s'havxa mantmgut amb resembres blmestrals resti alterada, almenys'

" en les condncnons especxflcades i en un med1 de llelxms negres ;

" C/N .

" Hem comprovat pnmer a traves de lexpenment 3 6, i despres en els

;expenments 3.8,3.913.10'que les condlmons de nutrients per detectar l'enzim - "

LiP havien de ser de hrmtamé dela font de carbom Aquest enzim apare1x1a _

- _quan’ tota la glucosa havia estat consurmda En canvi, per detectar l'en21m MnP
i AP la relac1o carboni-nitrogen havia de ser. favorable al carbom de forma que )

el nument lmutant fos el mtrogen, en l'expenment 37,1, tambe én els

: 'expenments 3 11i3, 12 hem v1st com'era_necessari consumir pnmer tot el

N
o
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‘ 'manté el pH' al voltant deda unitats. Alxl l‘evolumo del pH seguelx tres etapes:

- nitfegen, ijust a :vpar"t'ir de llavb;'s éé’_gieteetayen 'laanP'i la AP.

! A partlr dels experlments reahtzats en condmons de hmxtacno del nltrogen‘
podem construxr la taula resum 3.9, en la’ que h1 anotem: la glucosa 1mc1al en
cada expenment la glucosa en el medi enel moment de detectar-se per. pnmera‘ '

- vegada 1‘enznm MnP la glucosa consumlda abans de detectar—se per pnmera' e
o vegada I enzim MnP i lachwtat del'enzim MnP detectada per pnmera vegada S
encada expenment A partlr d' aquesta taula 3 9 constatem que el fong necessnta a (
consumir aproxxmadament 25 -3 g/ de glucosa per comengar'a prodmr 1

fins la primera detecci de lenzxm MnP en funcxo dela concentramo d’enzm' -

‘ S ,
, detectada la pnmera .vegada. EEEE T S A T

Aquesta quantltat de font de carbom 1mp11car1a que’en els culhus hmltats - pel”’
carbom, ien els que es partla ‘d'una fconcentra(no 1n1cxal de 2:5 g/ 1 de: glucosa )

i550 ppm de N podna no haver suﬁc1ent carboni per produnr i poder detectar-
len21m MnP En condxcxons de lumtamo del nitrogen, aquests 3 g/ 1 de Iglucosa ‘
equlvalen aproxxmadament ala quantltat necessaria de glucosa per exhaunt la

font de mtrogen que en aquest ‘cas es la -limitant. Per tant, la MnP es L
mdependent de la concentracm de glucosa inicial i, a partlr d'una concentracno | \‘ ‘ E .
mlmma, depen de lexhaunment del mtrogen S R T

En general el compox“tament del pH en tots els: expenments ha estat el' rmatelx,

i ho hem pogut. comprobar rmllor en els experlments 3.14,3. 15 i3. 16 la glucosa

l enzxm MnP. Enla grafxca 3.12 ho podem veure representat glucosa consumida’ _ _ | I

una: pnmera en la que augmenta lleugerament flns 5. 5 a contmuacno retoma a -

. 4. 4 i resta al voltant de 4 4 mentre hi ha glucosa en medl, es a d1r en aquest o ' I
cas, durant les darreres 240 hores, i fmalment la. tercera etapa en la que es’ _ )
basifica el medl ien Ia que la font de carbom s hauna exhaurlt Bonarme icol, Co l
(Toward a control of ngmn and Manganese Blotectnology and Bloengmeenng . _ .
Vol 41: 44()-450 1993) aflrmen haver trobat una relaci6 directa entré la* vanacxo T .' . o~
del pH rla quantltat de perox1dasa produxda (r=1 per l'actmtat de lenzxm LiP - '

- i r-0 95 per l'actmtat de l'en21m MnP) si bé tambe afegxen a contmuacno enel




- 168

~ MnPi AP.

. el hrmt de sen51b111tat de detecc16 del métode aplicat als llelx;us‘vnegres. _

matelx amcle, que encara no podlen exphcar la rag.d' aquesta relac16 En el seu”

treball d1ferenc1aven dues fases; una primera fase pel crelxement en la que el
.pH decrema de 55-56 . -a 4346; i’ una segona fase en la que el pH-

s'incrementava de 4 3 fms 6.3 després de 100 hores en’un reactor air lift. En un

‘reactor RTA el pH variava de 4.6 firis 5.1 despres de 70 hores. Déls resultats que -

' presenten es pot deduir que en él cas del RTA a les.70 hores els quedana una.

"'concentraao mfenor a3g/ 1 de font de carbom (ghcerol) i a les 100 hores en
' el reactor air lift els quedana menys de 2 g/ 1 de font de carbom

E Amb els experiments realitzats amb limitaci6 de la‘f()nt de nitrogen nO‘pbderri'
" establir qué és primer. per detectar I'enzim MnP: temr una concentracxo minima
) 'rde glucosa o mantenir el pH del cultiu a 4.4 umtats Sabem perqué ho hem ;
'A'.comprovat en els experiments 314, 315 i 3. 16, que si- mantenim una

. -concentracié mlmma de glucosa enel med1 el pH resta constant sense necessitat

de controlar-lo, a mes a mes, només al voltant d'aquest pH detectem els enzims

\,l:

En el mlllor dels casos, controlant -el pH a 45 umtats -expenment 3.17,
- condicions de hrmtants de la font de carbom-, i sense glucosa en el medx,-
' 'aconsegumem detectar MnP en molt baixa concentracxo, i éstariem treballant en

En reahtzar el test. de l'enznm lacasa detectem l'actxv1tat de- l'algua oxlgenada i

d'altres perox1dases, aquesta activitat assumlable a la lacasa I'hem anomenat a

' l'inici d'aquest capitol AP. Doncs bé, per detectar la AP hem de treballar també -

en condlaons de. lmutamo del nitrogen, i el seu compormment és totalment

“homoleg al de Ia MnP amb l'excepcxé que altes concentraaons de glucosa no" \

I afavorelxen ila desactwen Aixi, com podem veure en la taula 3.11, la méxxma
producmo de AP (area total) no s'obté en els culhus que hem mantmgut una'

. concentrac16 rmmma de glucosa ni tampoc en el que vam iniciar amb’ 10 g/l
. de glucosa ans al contran es necessnta condicions ‘de hmltaaé del mtrogen '

N perb poca concentracno de glucosa per prodmr la AP.

[N
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- Oxigen

- . [ . . v . . N

' '.Els expenments reahtzats aerant totalment amb ox1gen pur, expenments 3. 8 i

311, afermen la teoria que és el matelx oxigen el que estlmula el seu propl ‘

consum, 1 aquest no depén de la producao ‘enzimatica. Aixd fa pensar que

lox1gen podria veure's mvolucrat en algunes reaccions en cadena, i'en les que

el mateix oxlgen actués de hrmtant Aquest mecamsme podna ser mdependent -

o paral lel el seu efecte, a les reacaons enzxmanques Volem remarcar, doncs,
.aquest fet: mai hem pogut mantemr l'oxlgen al voltant del 20 %, m tan sols
afegint I'oxigen pur, rec0rdem que en l'anterior capltol amb una barre]a d'aire.

~ i oxigen ja ho assohem

Si comparem els expenments 38 -nutrient hmxtant la glucosa- i3.11 -nutnentk o

limitant el nitrogen- veiem' que el consum’ d0x1gen és superior en el cultiu

~11mxtat per la glucosa. En. els dos experiments la quanntat d'oxigen aportada al
. medi’ era la mateixa, perb en.el prlmer -iniciat amb 2.5 g/ I de glucosa- és de

suposar que la biomassa sera la meitat 0 com a rmmm mfenor que en el segon -

L “iniciat amb 5 g/l de glucosa- per tant, si tot l'oxxgen el consumis el .fong, en
T experiment 3.8 el seu consum seria del doble, és a dir, un consum encara més,

elevat Aixd afermana lexphcaaé donada enel Pparagraf anterior que loxxgen'- '

. _es.gastaria en altres reaccions. El mes mquletant de tot, des del punt de vista

de deteccxo de lactivitat enznmétlca LnP éla necessnat de tenir cultius amb

- concentracions d'oxxgen dxssolt supenors Segons 1a blbhograﬁa l'achvnat LiP

es detecta sobretot en cultlus amb elevades concentracions d'oxigen en l'aire,

des del 20 % fins el 60%, i en el nostres expenments aixd. ens ha estdt ..
A 1mpossxb1e La taula 3 10 resumeix Tactivitat LiP detectada en els dnferents
 experiments -experiments 32, 33-36:3.10, 34; 35, 38, 39 i 316 , i Ia
~ concentracié - dox1gen dissolt en el medi en el moment de reahtzar«se la
'_ detecmo, amés a més d'mdlcar la’ composncxé de l'alre per cada expenment La
t . maxima activitat LlP lobtemm en l'experlment39 quan teniem aprop d'un 20 .

% d'oxigen- dissolt en el med1




s
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Per aconsegun- mapr concentramo d oxlgen dlssolt en el med1 s ha proposat la

ut111tzac16 de tensoactms L e Ty

‘La mesura de l'oxlgen dlssolt en el med1 lavantatge que es realntza amb un

sonda submerglda en el cultlu, i que per, tant tenim mesures a temps ‘real A
_més a mes, tal com sha explxcat en, l‘apartat de matenals i metodes en descriure’
el Blostat Q reglstravem aquestes mesures cada 20 minuts (i si es de51tgés es
~ podria fer per instants de temps molf. més curts) A mvell de laboratori, i tambe
‘anivell mdustnal la mesura de l'ox1gen, malgrat tots els problemes que pogun

tenlr es un tema ressolt Es una mesura que ens mteressaré relac1onar molhssnm

~ amb l'activitat en21manca que! no podem obtemr mesures (de moment) a temps

“

real a escala laboraton ST

‘ oS . . y ]c
En mtentar relac1onar lactmtat enmmétlca MnP i AP amb loxxgen, un fet
sembla clar: 1‘1mC1 de la deteccno de la MnP i la AP ve precedit per un alt”
consum doxxgen i una alta veloatat de consum ‘Al mateix’ temps, quan el

B consum d' oxlgen decrexx, lachvntat de MnP i AP tambe decrelx -gréflca 3. 13- :

- =Relacio microorganisme’enzim -

-
. K

e
:-,
‘ 4

) ‘_. o .
Sl anahtzem en con]unt tots els’ expenments d‘aquest capltol i hx mtentem
1dent1f1car les. dxferents fases del creixement d'un fong, ambem ala conclusw

que el Phanerochaete chrysosponum, a 1'1gual que la resta de: fongs,
p

e evoluqonana per tres fases fase de latenaa, crelxement i estamonana El
‘metabolisme secundari en general aparelxena en la fase estacxonana, per[o no

hx estaria lllgat Les caractenstxques de cadascuna d' aquestes fases senen

; . - - . . -~ .

K

. E

*Fase de latencxa ve marcada per un augment del pH fins 5. 5 molt poc consum:

! oxxgen al mateix temps que se suposa molt poc: consum de glucosa. .

*Fase de crelxement s'iniciaria amb una disminucio del pH fins 4.5, actentuat’

consum de glucosa, molt ma]or que enla. resta de les fases, i consum d'ox1gen

i

1mportant T T T 1

' *Fase estacnonana el pH resta constant en 45 ‘el consum d‘oxlgen Sena el

5 . ; . N

-
N

/a, -

'
I3
- -‘

N

v
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. maxirri, ja que la concentracxo d 0x1gen 'dissolt restana en el 0%, pero el consum

~ de la glucosa seria menor que en lanterlor fase

" H :metébolisrne éec':undari s'iniciaria ‘en. exhaurir-se la font de ﬁih'e'gen

_amomacal despres d'haver consurmt el fong uns 3 g/l de glucosa El pH del
~medi. sena de’ 45 i tindriem un cosum doxlgen 1mportant El metabohsme' |

- secundan pot 1mc:1ar se en’la fase de crenxement graflca 3.11, llavors el pH ja ..
€l tenim. a 45 umtats pero hem. de parhr de concentracrons de glucosa mes -

elvades_

En els expenments que hem mantmgut una concentracxo rmmma estavem‘

subrmmstrant la glucosa que seria . ‘necessaria pel mantemment “del

rmcroorgamsme d'aquesta forma manteniem el metabolrsme secundan dinsTa -

‘ fase estacionaria. Ara be, es evxdent que no tot I'oxigen, ni tan sols la major -

part es consumeix pel mantemment del mlcroorgamsme En afegir un puls de .

. glucosa en el medl, grafica 3.11, immediatament a continuacio la concentrac1ol-
" d! oxlgen dlssolt augmentava i lacnvrtat enznmahca decreixia. Aquest fet ens

) podna mdlcar que el fong ha contmuat consummt ox1gen pel. seu mantemment '

pero ha reduit les seves funcions -metabolisme- i i, per aixo, ha reduit el consum -

3 doxrgen El que no podem expllcar es per que es. produma aquest canvi del

metabohsme, 0 quines alteracions provoca augmentar la concentracio d'ox1gen,

; d enzrm MnP normahtzada a la més gran.

-‘quan de fet el rmcroorgamsme hauria d'estar adaptat al consum de la glucosa

‘

8 - e . -

e,

- ‘R‘educcié del color i dels components a'rométics;" "

" 'Hem calculat la quer\titét de MnP(I'area) UA/ I totals en els experiments -3.11,
. 312,313i3. 14 3 15, 3.16, 3.1 i 3.17 que I'haviem detectar. Per tal de relacronar‘- .
lefecte que causa len21m MnP i la seva relaci6 amb la reducc16 del color ila

) reducci6 dels components aromatlcs representem graﬁcament -graﬁca 3.14-les.

reduccions del color i dels compostos aroméhcs en funcw d aquesta quantltat L

. -. ! - N
. . . S
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‘En la gréflca 3 15a, del con]unt de 13 valors, 3 no els hem consxderat perqué A
‘-‘-temen reducc1ons negahves del color. Ja hav1em dxt en ‘comentar els '

La gréflca 3.14ai 3. 14b ens suggenexen altre cop, tal com ho hav1em vist en les
.- grafiques de la reduccxo del color i els compostos aromatlcs per cada
- expenment que els dos" parametres es comporten de forma molt semblant.
. _Tambe veiem clarament.en les gréﬁques 3.14 que establir una relamo entre la '
_‘MnP iel comportament_del color o els comppstos aromatics no és po_s_snble. ,

Les reduccions del color i‘els compostos aromatics sén 'inc_iepenAer_\ts de l'enzim, -
i hauran de ser degudes a altres enzims diferents a'la MnP i/0 l'a‘tcio'd'altres o

K compostos-com lalgua oxigenada i radlcals lhures Els lleixius negres. s6n un-

substrat molt complexi, segurament Ta reducmo del color i els compostos :
aromatics no es deguda solament auna mtervencw mdnvxdualltzada, sind que

| deu haver la suma d'actuacions de dnferents espécxes i/o enzims. No podem o
' obhdar tampoc que en canviar les condicions ambientals i fer-les més favorables
’ .per la LiP, canvien les rutes metabdliques i canvia el funcionament del snstema..

' Fmalment podem afegir, que en condlcxons de htmmmo del mtrogen ésa d1r
. de producaé de MnP, les reduccions del color i dels compostos aromatics tenen _
- molt poca aportacié de la MnP i ia mes, amb petmssxmes quantltats d aquest

,enzxmnhxhaprou : g Lo

E Hem fet, el matelx tractament de les dades per l'act1v1tat equlvalent lacassa de
.la AP. Hem calculat Ia quantltat de AP(l'érea) UAlacasa/l totals en -els

expenments-3115 3.126,3.137,3.14 8, 31513 316 14, 3.17 16, 344, 3531'

L xxx1xx i 1 xxx2xx que lhavnem detectar a les 165-169 hores. Per tal de relacionar

l'efecte que causa la AP la seva relacié amb la reducc16 del ¢olori la reduccm

Z

“dels _cqmponents _aromatics _representem graficament _~graf1ca 13.15- les
- reduccions del color i dels' compostos aromatics enfropt la producci6 de AP. |
Pels expenment 3.15.i3.16 -realltzats a terhps fmal més grans- hem pres tambe’ ‘

’ els valors a les 259 hores
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‘ experiments 311,3.13 i 314 que probablement aquest augment del color fos

. més degut a problemes'experimentzils, -no poéler"maritenir' el fluid refrigerant

; del condensador a7C- quea lacao pohmentzadora del fong. Amb la resta de, '

‘) valors hem a]ustat una corba que ens relacxona la reducci6 del color i la

produccxo de AP -gréflca 3.15a-; només un punt es desv1ana daquesta corba ; L

que vmdna representada per la seguent expressm
- ./ Lt

R'edi;ccio del color= Ry * Ay / ‘(AA,,U;’_K) | (eq._s....)'

© .enla que A representa la produccno de AP en.un determmat temps pel qual :
es calcula la reduccié del ‘color i R, una constants que tmdna el valor de

79.108 %(.1 K una segona‘constavnt amb el valor de, 1086.74‘ UAlac_:assa total.

" 'La forma de lequacié anterior i €l significat fisic. de les constant que hi
ihterveneh ens donen una bona idea de'l'e‘fe'cte dela AP. La AP per si sola no'

~ ‘seria ‘suficier‘\t per reduir tot ellvcolo’r dels Hleixius negres, i tihdria un sostre al
_voltant del 80 % de'la reducci6, del colof; sense oblidar-que solament amb unes

1100 unitats totals dactmtat equivalent de lacassa ja redumem la meitat del ‘A
' n.‘color Per tant, ng necessitem molta AP per. reduir la meitat del color, i, en.

. cultius de 150-200 hores en els que el nombre de mostres que podem obtemr :

. cada dia‘es lmutat ens podna haver passat madvertlt en les condicions que no -

i

la vam detectar ‘ _ o
. Q ' . o ' . 1 : -" ', ; N ’ .A ‘t"

B En la gréﬁca 3.15b hem dlbu1xat la corba que relacnonana a reduccié dels -’

-compostos aroméhcs amb la produccxo de AP La. forma és molt semblant a

-l'obtmguda pel color. La relacno no es tan precisa perqué tambe énla mesura’

dels compostos aromAtxcs fenem més error. Tambe és evndent que encara que
_"-compostos arométlcs i color es.comportin 1gual no-és d1f1c11 suposar que no tots
els, compostos aromancs contribueixen d'igual forma en el color, i tampoc la AP

-ataca a tots els compostos aromatics _per igual: Recordem que no tenim
v 1dent1f1cada la AP, i que la AP correspont a l'efecte equwalent d'un con]unt -

~

format per ‘una umca o moltes espécxes- -de substéncnes .que son assmulables a .
la Iacasa en reahtzar el test de la lacasa i que podna ser des de la matelxa algua i

L
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-oxigenada fins altres enzims peroxidases.. " -

- relamonada amb lact1v1tat de l'en21m MnP R

3

- Reducci6 de la toxicitat.

e,

R . ) . L . ;

.

Durant el treball tant en aquest capntol com en l'antenor, ‘ha donat molta
1mporténc1a ala reduccxé dela tox1c1tat La reducci6 de/la’ toxicitat dels llexxxus

negres era una de les prmmpals fites a' assohr Els resultas obtmgus demostren _
que aquesta dlsmanC16 dela tox1c1tat consequénma de lachvxtat del fong esta

9

. n
'
N P

En la grafxca 3. 16 hem representat la reducc1o de la tox1c1tat en funcié de la-
-quantitat d'enzim MnP total (Area) La produccné total d enzim (UA/ L totals) =~
s ha calculat en tot el perlode de produccxo de I'enzim per cada expenment )a‘v

que la- mesura de la toxmtat nomes la’ tenim a temps fmal Enla gréflca 3.16a
hi- ha’ representats tots els punts en. els ‘que es- va detectar la 'MnP

mdependentment que tambe es detectes LiP. Tres punts, amb reduccxons dela ‘»
v tox1c1tat molt elevades, trenquen qualsevol possnble relac1o Si aquests tres punts
"no els consxderem ens queda la gréﬁca 3.16b. ‘Aquests tres, punts que en la nova ‘

graflca no hem dlbulxat correspomen als’ expenments 3 5, X02xX, 3 8. El 35i 1

el xxx2xx tenen coma caractenstlca comuna el temps fms el qual s allarga el -

tractament 350 hores, i el 3. 5Yel 3.8 tenen-com a caractenstlca comuna que els
dos van.donar tambe posmu el test de la LiP. Ja hav1em comentat que en els

" expenments que havxem detectat la LxP s'obtenia reduccions de la toxicitat
o elevades si: ho comparévem amb els que detectévem la MnP. En aquests -
' expenments la reducci6 de’ la’ toxlcxtat ha de ser deguda a algun element

dlferent a la MnP perqué en ‘tots tres la quanutat de MnP es molt petlta

.Si ens centrem en els vu1t expenments fets en condlaons de MnP -déf1c1t de

| mtrogen— en els que no es va detecmr L1P l'expenment 3.1 -bloreactor sense
“inocular- i h1 afegim lexpenment -3.17 -cond1c1ons de LiP perd, amb el pH.

controlat i que va produir una quantltat aprecnable de MnP- podem dibuixar la

recta de la graﬁca 3.16b. La regressxé que s obte d’ aquesta recta té un coeficnent '
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T 1gual O 95 forqa acceptable, si temm en compte que dins el rang de conﬁanga
del 95% h1 entrarien les mesures dels 9 punts. L'expressm que ens relac1onar1a o

_Ia quanutat de MnP amb la reduccxo de la toxicitat sena la seguent
lRequgcié’ toxicitat = AM,,',, . 3.07847 06856 - (Eq;...')

_en la que Aan representa la producmo de l'enzxm MnP fms el temps al que es

~ calcula la reduccno dela toxicitat. Fixem-nos be un dels punts d'aquesta gréﬁca
' correspon al bloreactor sense inocular, per tant, correspont a una producaé .
- d'enzim igual a zero. I efectivament, I ‘'ordenada en l'origen de la recta dibuixada -

i "c01nc1de1x amb’ la reducc10 de la toxxcntat assenyalada en lexperlment 3.1

Encara que l'equacxo hagl estat obtmguda a partlr d'una regressm de les )
- dades acceptable perd molt rmllorable, aquesta-relacié la podem millorar si
| delxessxm de consnderar els experiments 3.17 -vam detectar també L1P- el

oxIxx -el temps del cultm era de 350 hores. Ellmmats aquest ‘dos punts el

:coeﬁment de regressno dela nova recta-valdria 0. 98,1 el pendent i l’ordenada en .

ongen no canv1ar1en galre 3. 186 10.548 respecnvament

Prefenm quedar-nos amb lequamo pnmera com a relac1o de la reduccié de la

toxicitat i- len21m MnP.

B Hem mtentat correlacxonar tambe la quantltat de APi la reduccxo de la toxxcntat ‘

i com es deduelx de la gréﬁca 3.17, no estan dlrectament relacxonats

/"_w ‘31.

Per tant, podem: relacnonar la quantltat denz:m MnP amb la reduccxé de la

. toxicitat dels 11e1x1us negres, en ‘condicions de. limitacié del _nitrogen. En .

.' .presénaa de. MnP la reduccno de la toxicitat anira lhgada amb la quantitat
- d' aquest enzim en el medl Quan no detectem la MnP, i en canv1 si detectem

',quantltats molt pehtes de LiP, la reducci6 de la toxicitat no esta gens clar que

estlgm causada per l'activitat detectada d' aquest enzim La LiP podna no temr

cap efecte per si sol en. la reduccié de la toxicitat dels lleixius negres, ja que en
condlmons de detecci6 de la LiP -taula - més enzim LiP no comporta més

Y
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7 reduccié de la toxicitat. <~
.t 1 Lo »__“.‘ 0 . . . i

Podem concloure que com a minim l'en21m MnP mterve en- la reduccxo dela
‘ -toxxcxtat i aquesta mtervencxo la tenim quantxﬁcada en l'equacno. ‘a mes,‘
o sembla quela AP no té.cap efecte enla reduccxo de la toxxcxtat ien condncnons ;

- de déficit de glucosa -deteccno de la LnP— sestlmulen altre mecarusmes mes"

- efectlus per redun' la tox1c1tat que el matelx enzxm MnP per(’) que podnen ben : I
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| 'l'mcrement en el pH )a no detectarlem cap enzxm RN

A

A

.-Rev1sm dels resultats obtmguts en el capltoldels reactors amb- el fong

immoblhtzat SR B P o

.]J

A partlr de les conclusxons sc;bre les actlvntats enzxmathues obtmgudes amb e

fong Tliure. anem a anahtzar quma ha pogut ser l'evolucxo dels nostres"' |

. ; expenment del cap1tol 2, amb el fong 1mmob111tzat Ens centrarem nomes amb
‘_-_‘els mes. representatlus Evndentment som tota]ment consments que en temr el
B fong 1mmob1htzat el comportament no ha de ser necessanament el matelx

i

i

" Per tant sx retomem altre cop a lexpenment 210 (dlscontmu, 1mmob1htzat en’ .
‘ cubs de mlo, 5g/l de glucosa 1mcxa1 75 ppm de mtrogen amomacal tambe
- inicial, i afegmt durant 24 hores ox1gen pur) grafica 2.3a, veiem que pH i
: glucosa seguelxen el matelx comportament que el descrit. pel fong lllure On
tenim les dxferenaes es, en l'evoluao de la concentracxo d'oxxgen dxssolt en el
“medi. ‘Amb’ el- fong 1mmob111tzat aconsegulem ‘mantenir una’ concentracxo '
‘ “'d ox1gen del 20 %,mentre que amb els experiments amb el fong lhure aixo ens,

ha estat 1mpossnble, ni tan sols afegint ox1gen pur. No sabem si anxo 1mphca que -

amb el fong 1mmob1htzat l'estlmulacxo del consum d'oxngen és veuria afectada . '

- per la 1mmob111tzac10 0 altrés’ factors 51 ara ens tomem a fixar en'la glucosa i |
el pH esperanem que: despres de consurmr tot el mtrogen, es a dir, enl restar
2 g/ I'de glucosa en el medl, per tant, a les 60 hores, aparelxena la MnP, i les _
AP amb menor actwuat perque hi ha menys consum d'oxngen A pamr de |

v

s

' Si ara anahtzem un-dels expenments reahtzats en continu, experlment 2. 12 -
‘- _(proces en contmu, m1c1at amb 5 g/l de. glucosa i 75 ppm de mtrogen

- amomacal) grafica2.5a tomem a veure: clarament que -en exhaunr—se la font de

'

= carbom el pH augmenta rapxdament fms les 8 umtats Pef tant, teoncament
Anomes haunem treballat amb bones condncnons pels en21ms enla pnmera fase o

que correspondna al proces en dxscontmu R

[P

. Efépﬁ'varﬁgﬁt; quah er'\'l"experinv_‘\ent‘_2.l3, gféf’ica 26, 'm_antenimb el pH (c.lu_e'sé'r'ia' S

3

l . -

\



l'efecte equ1valent a mantemr la glucosa) mllloravem les reduccwns de la
toxxcxtat iels compostos aromatlcs, i, a mes a mes, les estabxhtzabem

N Per ﬁﬁt, ;inélitz'ats els re‘"sﬁltg?é‘ del conjunt del treball, pro"posefh que caldria * *

o 4
- o

’ ' *estudlar I efecte del estlmulaao de I ox1gen sobre el fong 1mmob1htzat

' per tal de comproVar si dxferexx respecte al mate:x efecte amb- el fong 1 Thiure.

' " *Fer el segulment enznmatlc del proces en continu ’

‘ "Plante;ar el tractament en continu’ afegmt als” llelxms negres “una
'concentra(:lo residual de glucosa, 2 g/l, 0 be, si-en. cas de mantenir el pI-I

‘caldna dlferenaar aquest hauna deser45o0 6 , s " -

4
i -4
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‘3.5 " V 0

39,

L 316

b N

 Experiment . -

Temps. -
| (hores) -

2

LiP UA/D

Nutrient.
limitant

.| d'aireaci6
Lal

Condicions
R '
inicials -

[ A

=y
1

I B

.Conceﬁtraj
| d'oxigen e
| el medi -

e aproXima,d

32 .

19525 =

‘Glucosa "

aire/aire/ aire

20%..

33361310

9525

408

" | Glucosa - -

!

aire/aire/aire

20%.

34

| a8z

- nitrogen

aire/aire/aire

'0%

Claers

RN

\

O%

35 -

14375

17;\{...’. . A

1 nitijogen'

aire/aire/aire

0%_

1675

+|.<5,

1

oo

' ,0‘%

|95

e

| glucosa .

1 oxigen -

,o%

304 'gliicoga

‘ n/an'e '

- a1re/1hox1ge. -.0 %

39

1515,

5

K

i

~ fin

_20%.",

#

| 2595 -

1297

. ,
e

nitrogen

" Taula 3:10. Resiim de F'enzim LiP (UAY1) detectat en els diferents experiments.
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