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Resumen

El licor negro generado del proceso Organosolv del bagazo de la cafa de
azucar fue tratado con el hongo de podredumbre blanca Phanerochaete
chrysosporium, para la realizacion de estudios preliminares de evaluacion
de la disminucion del color, compuestos aromaticos y demanda quimica
de oxigeno (DQO). Los estudios se realizaron en erlenmeyers. Se
evaluaron diferentes condiciones de temperatura y requerimientos
nutricionales. Los mejores resultados fueron obtenidos a 37°C y en
condiciones de limitacion de nitrégeno con 38 % de disminucion de color
y 12 % de disminucién de la DQO. En el transcurso del experimento no
fueron detectadas las actividades de la lignina peroxidasa ni manganeso
peroxidasa, sin embargo este hongo es capaz de producir estas enzimas.
A partir de los resultados obtenidos, se puede concluir que existen otros
factores independientes de la presencia de las actividades enziméaticas
gue provocan estos resultados.

Palabras clave: Phanerochaete chrysosporium, licor negro, pulpeo
Organosolv.
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Abstract

The generated black liquor of Organosolv process from sugarcane ba-
gasse was treated with white rottenness Phanerochaete chrysosporium
fungi, for the realization of preliminary studies of evaluation of the de-
crease of the color, compound aromatic and demand oxygen chemistry
(DQO). The studies were carried out in erlenmeyers. Different conditions
of temperature and nutritional requirements were evaluated. The best
results were obtained at 37°C and under conditions of nitrogen limitation
with 38% of color decrease and 12% of decrease of the DQO. In the
course of the experiment the activities of the lignin peroxidase neither
manganese peroxidase were not detected, however this fungi is able to
produce these enzymes. Starting from the obtained results, you can con-
clude that other independent factors of the presence of the enzymatic
activities that cause these results exist.
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pulping.

Introduccion
Lasituacion por laque actua menteatraviesalaindustriade pul pay papel anivel mundial escomplegja, por
ser uno delos sectoresindustrial es que mas contribuye ala contaminaci én ambiental y por |o general
carecer de un sistemade tratamiento efectivo de susresiduaes. Por este motivo, en muchos casos, vierten
susefluentesa ambiente sin tratamiento previo provocando € deterioro del mismo. Laslegidacionesen
materiaambienta son cadavez més severas, espor €lo queestaindustriaestaobligadaahacer eficientes
sus procesos paraoptimizar € aprovechamientoy laproteccion delosrecursos natural es.

Durante laproduccion de pul paatravésde pul peo con etanol (proceso Organosolv), el aguaresidual
conocidacomolicor negro poseeva oresde demandaquimicadeoxigeno (DQO) superioresalo esteblecido
por lanormacubana.® Estelicor negro contieneen gran medidaun biopolimero aromético, heterogéneoy
complgollamadoligninaquejuegaunrol estructura muy importante. Labiodegradabilidad anaerobiade
estelicor negro esbaja, debido alapresenciadeligninasy sus derivados.® Labajabiodegradabilidad
unido alatoxicidad de esteresidual sugieren que un pretratamiento previo aladigestion anaerobiaes
necesario paradetoxificar y facilitar su posterior degradacion.

Los hongos de podredumbre blanca, degradadores delamadera, parecen ser [0s microorgani Smos mas
promisorios paradetoxificar estos efl uentes, yaque son capaces de degradar tanto laligninacomo otros
compuestosfendlicos, por [o que presuntamente deben permitir detoxificar estosefl uentesaumentando su
bi odegradabilidad por el fraccionamiento de compuestosdeato peso molecular.

Se conocequed P. chrysosporiumes el hongo modelo delamayoriadelosestudiosligninoliticos, y T.
versicolor muestrasel ectividad enladegradacion del polimero. Este hongo posee un sistemaenzimético
no especifico que es capaz de degradar un amplio rango de compuestos recal citrantes incluyendo la
lignina. Hay varios reportes que describen ladegradaci én éptimaen medios que contienen limitada,
suficientey excesivacantidad de nitrégeno. Sinembargo, € sistemaque degradalaligninaesactivado
comunmente cuando € nitrogeno o lafuente de carbono asi milable seencuentran en limitacion.
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Teniendo en cuentalo anterior d objetivo fundamental dedl trabajo fue establ ecer las condicionesadecuadas
detrabaj 0 en cuanto atemperaturay requerimientos del medio para P. chrysosporium, determinando los
parametros de respuesta(col or, compuestos arométicosy DQO del licor negro), aesas condicionesy
ademés evauar lainfluenciadelasenzimasligninoliticasLiPy MnP sobrelos pardmetrosrespuestas
estudiados.

Materidesy M éodos
Microorganismoy condicionesde cultivo

El microorganismo utilizado en este estudio fue e Phanerochaete chrysosporium CECT 2777, mantenidas
a23°C en placasde Petri en medio agar con extracto demalta2 % y resembradas periodi camente.

Produccién dd inéeulo

El medio de crecimiento utilizado en € caso de Phanerochaete chrysosporiumesel propuesto por Kirk
et al (1978). Laconcentracion de glucosay de nitrégeno variaen dependenciadel medio limitante.
Todaslas muestrasfueron preparadas por triplicado y se esterelizaron durante 20 mina 120 °C en auto-
clave.

Obtenciondel indculo

El micelio de Phanerochaete chrysosporium se obtuvo a partir de lainoculacién de sus esporas en
erlenmeyersde 500 mL con un volumen demedio de 100 mL demaltaa 2 %, con unaconcentracionfinal
deesporasdel orden de 10° esporas.mL . Seincubb a 25°Cy agitacion orbital (135r.min?). Después
de5 diasladensacapademicelioformada, sesepard del medioy triturd con un homogenizador Polytron
hasta obtener un medio homogeneizado. A lasuspensi én resultante se afiadi6 el mismo volumen de
solucién sdina(NaCl 0,8 %). Todaslas muestrasfueron esterilizadasa120°C durante 15 minutos.

Se afiadieron 10 mL delasuspension de micelio obtenidaen 90 mL demedio (25 % licor negro). Los
erlenmeyersfueron dgjadosaunatemperaturade 25°Cy 37°C y unaagitacion de
135r.min?, durante5 dias.

Temperaturay composicion del medio

Seestudiaen primer lugar latemperaturagquefavoreciaen mayor medidaladecol orizaciony detoxificacion
dd licor negro por & Phanerochaete chrysosporium. Seredizaron estudiosadostemperaturasdiferentes:
25 °C porque correspondia aproximadamente alatemperaturaambiente del |aboratorioy ademasera
unatemperaturareferenciadaen algunos trabaj os para otros hongos de podredumbre blanca, y 37 °C
porqueeralamasreferenciadaenlabibliografiay ladptimaparael crecimiento del hongo.

Al mismo tiempo se estudi6 el efecto de la concentracion de lafuente de carbono, realizandose los
experimentosa25°Cy 37°C en medio limitante de glucosa (experimentos 1y 3) y medio limitante de
nitroégeno (experimento 2y 4) (Figural).

Con el objetivo de decidir las mejores condiciones de operacidn €l Phanerochaete chrysosporiumfue

incubado duranteseisdias, en erlenmeyersde 500 mL con 90 mL delicor negro diluido a 25 %.
Phanerochaete chrysosporium

CECT 2777
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Erlenmever
Temperatura 25°C Temperatura 37°C
Limitante glucosa Limitante Nitrogeno Limitante glucosa Limitante Nitrogeno
(Exp.1) (Exp.2) (Exp.3) (Exp.4)

Figural. Experimentoscon P. chrysosporium

Métodosandliticos
Laglucosadelamuestraesmedidacon un andizador deglucosay lactato model 2700 deYellow Spring
Instrument.

Laabsorbanciaen € espectro ultravioletaa280 nm en cubetasdecuarzode 1 cm, seutilizapara indicar
laconcentracion total de compuestos aromaticos. Laabsorbanciaen el espectrovisiblea440 nmen
cubetasdecuarzode 1 cm seutilizacomo indicador del color. Lasmuestrasde aguaresidual fueron
filtradasy diluidas contampodn tetraborato 0,02 mol.dm® apH = 9,1; paraobtener absorbanciasinferiores
a0,8 unidades.

La DemandaQuimicade Oxigeno (DQO) sedeterminade acuerdo al método propuesto por e Stan-
dard Methods.*

Latoxicidad sedetermin6 en € Microtox System de Microbics Corporation, basado en € porcentgjede
pérdidadelallamaemitidapor unabacteriabiol uminiscente (Photobacterium phosphoreum) a ponerla
en contacto con unamuestrafiltradaapH 7. El vaor dela EC_ medidaalos5 minutosy 15 °C
representalaconcentraci on efectivade muestraque causaun 50 % dedisminucion delaluz emitida. Las
reduccionesde EC, seexpresan como:

(EC ECSOinicial)/ ECSOiniciaI

50final

Pruebas de actividad enzimética

Laactividad M anganeso Peroxidasa (M nP) fue medidausando unaversiér?* modificadadel método de
Paszczynski et al (1988) paraladeterminacion deMnP donded 2,6 dimetoxifenol (DM P) es oxidado por
lalacasaaun en ausenciade un cofactor. Laoxidacion por |laManganeso peroxidasa(MnP) requierela
presenciade H,O, como cofactor y M catal iticamente activo. Launidad de actividad fue definidaen
términosdel nimero demicromolesde DM P convertidosen litros por minuto.

Laactividad Ligninaperoxidasafue determinadapor laoxidacion del alcohol veratrilico.’’ Launidad de
actividad (AU) fuedefinidaen términos del nimero de micromol esde a cohol veratrilico convertido por
litro por minuto.
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Licor negro

El licor negro seobtiene apartir del pulpeo con etanol del bagazo delacafiade azlicar, deunafébricade
papel paracorrugar, de laprovinciade Cienfuegos, Cuba. Las caracteristicas de este licor negro se
muestran en latablal.

Tabla 1. Caracteristicasdel licor negro proveniente del pul peo con etanol

Parametro Valor Parametro Valor
DQO 7150 | Solidos sedimentables (mg.L-1) | 4.66
PH 7.3 Glucosa (g.L1) 03
Contenido de etanol (g.L-1) 4.59 Compuestos Aromaticos 61.5
Solidos totales disueltos (mg.L1) 018 Color 485
Sélidos totales suspendidos (mg.L-1) | =0.5 Toxicidad (ECzyp) 3,28 %

Loslicores negros sol os no tienen cantidad suficiente de fuentes de carbono y nitrégeno asimilable para
permitir & crecimiento, por 1o queesnecesario suplementar con fuentesadiciona esde carbonoy nitrégeno.

Glucosay NH,Cl fueron afiadidos a medio paraobtener unaconcentracionfinal deglucosade8g.Ly
2,20 g.L™* de nitrogeno. Un Volumen de 11 mL de medio suplementado y 1,17 g.L™* de buffer 2,2
dimetilsuccinato fueron afiadidosa85 mL delicor negrodiluido. El pH delasoluciénfuegjustadoady
seafiadi6 aguadestiladahastaun volumen final de 100 mL ; lasolucion fue esterilizadaa 120 °C por 20
minutos.

Resultadosy discusion

Con € objetivo de estudiar lasme ores condiciones detrabajo de P. chrysosporium, seanalizaron dos
temperaturas (25°Cy 37°C). En €l trabajo de Lonergan’ se evidencio la capacidad degradadora del

microorganismotantoa37°C comoa25°C, s bien, en estatltimatemperaturalavel ocidad dedegradacion
fuemucho masbga.

Latabla?2 presentalosresultados obtenidos alos 8 dias (192 horas) detratamiento enlareduccion dela
DQO, lareducciéndel color, lareduccion deloscompuestos arométicos, € consumo deglucosay € pH,
enmediolimitante denitrégeno.

Tabla 2. Vaores obtenidosenlos experimentos 2y 4 con 10 g.L* deglucosay 0.286 g.L* de nitrégeno
iniciales, mostrando las variables estudiadasalos 8 diasy €l consumo deglucosay pH alos4 dias
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Temperatura 25 °C | Temperatura 37 °C

Eeduccion del color,% 31 383
Reduccion de los compuestos aromaiticos. % 254 34
Reduccion de DQO, % 9 12
Consumo de glucosa en los 4 primeros dias sgenddias 8.3 gend dias
Consumo de glucosa a los § dias Qg en 8 dias nd

pH al cuarto dia 3.24 312

pH al octavo dia 5,03 nd

nd. No determinada

Enloserlenmeyersa37°C (experimentos 2y 4) en d mediolimitante denitrogeno alos4 diasyase habia
consumido casl latotalidad delaglucosadelos medios (8,5 gramos), lo que corroboraquea37 °Cla
vel ocidad de consumo de sustrato esmayor quea25 °C.

Enlasexperienciascon € medio limitantede glucosasesiguié unandisissimilar d anterior, teniendo en
cuentaquelacomposicién del medio esdiferente, secomenzo con 8,25 g.L* deglucosay 2,30g.L 1 de
fuentedenitrégeno.

A continuacion semuestralatabla3 conlosresultados obtenidosalos 3dias (72 horas) detratamiento en
lareducciondelaDQO, lareduccion dd color, lareduccion deloscompuestosarométicos, e consumo
deglucosay d pH, en medio limitante de glucosa

Tabla 3. Vaoresobtenidosen losexperimentos 1y 3con 8,25 g.L* deglucosay 2,30 g.L denitrégeno
iniciales, mostrando las variables estudiadas alos 3 dias

Temperatura 25 °C | Temperatura 37 °C

Reduccién del color,% 20 227
Reduccion de los compuestos aromaticos,%o 16 172
Reduccion de DQO, % 5.3 8.8
Consumo de glucosa a los 3 dias 1.7z en 3 dias &§.23 g en 3 dias
pH al tercer dia 5.92 5.83

Como se puede observar comprobamos experimental mente que con Phanerochaete chrysosporium
creciendo a 37 °C se obtuvieron reducciones de color (38 %), de compuestos arométicos (34 %) y de
DQO (12 %) mejoresque cuando creciaa25 °Cy e medio que mésfavoreciaestas reduccionesesel
mediolimitantedenitrégeno (figura2). Cadavez que nosreferimosaexperimentos con P. chrysosporium
estamos hablando que son a37 °C y en medio limitante de nitrégeno por o explicado anteriormente.
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Figura 2. Reduccion de color, compuestos aromaticosy DQO en diferentes condiciones de cultivo

A) Medio limitante de nitrégeno adiferentestemperaturas,

B) Resultadosa37 °C endiferentes condicionesde nutrientes

Resultasignificativoindicar qued mediodondese
obtuvieron los mejores resultados fue & que se
encontrabacon limitacion de nitrégeno, loquein-
dicaquelaglucosajuegaun papel importante para
el crecimiento y desarrollo del hongo, 1o cual

concuerdacon agunosresultados reportadosenla
literatura. Eaton et al. encontraron quelaadicion
de glucosa como sustrato fue necesaria para la
decoloracion de licores negros utilizando
Phanerochaete chrysosporium. Roy y Archibald
(1993) reportaron que Trametes versicol or utilizo
glucosacomo principa fuentedecarbonoy energia
en un medio que conteniapul paKraft.

Rojeck et al.® demostraron la influencia del
fendmeno de biosorcién cuando utilizaron el P.
chrysosporium paraladecol orizacion de materia
organicanatura, donde sugieren quelabiosorcion
esd proceso deeiminacion predominantey quee
sistemaenzimético ligninolitico juegaun rol menor
end mecanismo dediminacion durantelosprimeros
diasde cultivo. Lasorcion hasido reportadacomo
un paso preliminar enladegradacion delalignina

En general, el comportamiento del pH en los
experimentos con P. chrysosporiumhasido simi-
lar, y se ha podido comprobar en todos los
experimentos realizados con estehongo (1, 2, 3y
4): se comienzacon un pH de aproximadamente
5,8 unidades, en las primeras horas del cultivo el

pH asciende hasta6.5y vuelveadescender hasta
vaorescercanosab cuandod cultivotiene24 horas
aproximadamentey semantienea rededor de estos
ultimosvalores, hastaque consumetodalaglucosa
del medio.

Losresultados expresados en estos experimentos
corresponden aun estadoinicia delainvestigacion,
por lo queestas condicionesno han deser definitivas
en todos|os experimentos que se podran llevar a
cabo posteriormente, pero s marcan uncamino hacia
donde dirigir los esfuerzos de las siguientes
experiencias con € hongo, sin perder devistaque
el objetivo final eraconseguir informacion dela
biodegradacion de este hongo sobree licor negro
provenientedel pulpeo Organosolv del bagazo de
lacafadeazlicar paralograr su decoloracion.

Conclusiones

1. L os resultados obtenidos en este trabgo
con Phanerochaete chrysosporium muestran que
esfactible su utilizacion en tratami entos biol 6gicos
dd licor negro del proceso Organosolv del bagazo
delacaiadeazucar.

2. Es necesario realizar un estudio de
optimizacion delascondicionesdecultivodelacepa
CECT 2777 de Phanerochaete chrysosporium
parame orar losresultados obtenidosend trabgo.
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