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SAMENVATTING

De waterwereld staat voor een uitdaging. Hoe gaan we om met moeilijk afbreekbare stoffen in
afvalwater. Op dit moment staat er een aantal stoffen op de nominatie om opgenomen te wor-
den op de lijst van Prioritaire stoffen in de Europese Kaderrichtlijn Water (KRW). Als deze stof-
fen definitief op de lijst terecht komen, mogen zij over 20 jaar niet meer worden geloosd. Het
gaat hierbij onder andere om hormoonverstorende en -actieve stoffen en medicijnen. Deze
stoffen passeren voor een belangrijk deel de rioolwaterzuiveringsinstallaties (rwzi’s), zodat

een extra behandeling van het afvalwater noodzakelijk zou kunnen worden.

In de wetenschappelijke literatuur zijn aanwijzingen te vinden dat dit soort stoffen wel afge-
broken worden door een bepaalde klasse van zwammen. (Na)zuivering met deze zwammen
van effluent of deelbehandeling van een geconcentreerde afvalwaterstroom zou een Kkosten-
effectieve methode kunnen zijn om de hormoonverstorende effecten van effluent te elimi-

neren en medicijnresten en bestrijdingsmiddelen te verwijderen.

In dit document zijn de bevindingen van een literatuurstudie gerapporteerd. Deze studie is
uitgevoerd met als doel inzicht te krijgen in de mogelijkheid om zwammen in te zetten in de
waterzuivering als aanvulling op de bacterién van het actief slib. Hierbij wordt gefocust op

het verwijderen van moeilijk afbreekbare of verwijderbare stoffen uit afvalwater.

In het laboratorium is duidelijk aangetoond dat zwammen potentie hebben om ongewenste
stoffen te verwijderen. (Witrot)zwammen zijn als geen andere organismegroep in staat om
moeilijk afbreekbare, aromatische stoffen af te breken. De enzymen die de zwammen daar-
voor gebruiken zijn niet specifiek. Dat wil zeggen dat zij een breed scala aan organische stof-
fen kunnen oxideren. Zwammen zijn beter dan bacterién (en actiefslib) in staat om pestici-

den, hormoonactieve en -verstorende stoffen en medicijnen af te breken.

Een ander mogelijk groot voordeel van zwammen ligt in de mogelijkheden voor gebruik.
Zwammen bevatten over het algemeen een hoge concentratie winbare eiwitten. Uit gisten die
in de voedingsmiddelenindustrie worden ingezet voor de behandeling van suikerrijke afval-

waterstromen, worden de eiwitten geoogst en benut.

Verschillende auteurs concluderen dat de toepassing van witrotschimmels in de waterzuive-
ring mogelijk en zelfs veelbelovend is, maar dat een aantal problemen nog moet worden opge-
lost. Deze problemen liggen vooral in de sfeer van het kweken van voldoende biomassa en pro-
cessturing onder variabele omstandigheden. Technieken voor het kweken van biomassa kun-
nen worden gevonden bij commerciéle paddenstoelenkwekers. Processturing onder variabele

omstandigheden kan worden geoptimaliseerd door praktijkproeven uit te voeren.

De nabehandeling van effluent lijkt op dit moment weinig kansrijk. Verblijftijden van lan-
ger dan een halve tot een hele dag betekenen dat behandeling van een totale effluentstroom

met zwammen lastig is. Lange verblijftijden betekenen immers grote reactoren en daarmee
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hoge kosten. De concentraties van de stoffen waar het om gaat liggen laag, er dient een grote
hoeveelheid water behandeld te worden, er is onvoldoende substraat aanwezig en de tempe-
ratuur is laag. Behandeling van effluent komt wellicht in zicht wanneer regenwater volledig
is afgekoppeld. Behandeling van ruw rioolwater is, vanwege het volume en de temperatuur,
eveneens nauwelijks een optie, al bevat ruw rioolwater wellicht wel voldoende substraat. Ook

hiervoor geldt dat de optie pas in zicht komt als regenwater volledig is afgekoppeld.

Lange verblijftijden kunnen wel worden toegepast bij het verwijderen van bijvoorbeeld medi-
cijnresten in geconcentreerde deelstromen, zoals urine en rejectiewater van slibbehandeling.
Het leeuwendeel van de medicijnresten zit in urine en behandeling van deze deelstroom zou

dan ook een aantrekkelijke optie kunnen zijn.

Er zijn drie opties die kansrijk lijken voor een zwammenbehandeling:

e behandeling van sterk verontreinigde deelstromen (urine en rejectiewater)

e stimuleren van al voorkomende zwammen in de rwzi (optimalisering zuiveringsproces)
e slibbehandeling

Uit deze verkennende literatuurstudie blijkt dat het verwijderen van vooral hormoonactieve
en -verstorende stoffen en medicijnen uit communaal afvalwater met zwammen het verder

onderzoeken waard is. Mogelijk ontwikkelt zich een nieuwe, kosteneffectieve techniek.
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INLEIDING

2.1 AANLEIDING EN SCOPE
De waterwereld staat voor een uitdaging. Hoe gaan we om met moeilijk afbreekbare stoffen in
afvalwater. Op dit moment staat er een aantal stoffen op de nominatie om opgenomen te wor-
den op de lijst van Prioritaire stoffen in de Europese Kaderrichtlijn Water (KRW). Als deze stof-
fen definitief op de lijst terecht komen, mogen zij over 20 jaar niet meer worden geloosd. Het
gaat hierbij onder andere om hormoonverstorende en -actieve stoffen en medicijnen. Deze
stoffen passeren voor een belangrijk deel de rioolwaterzuiveringsinstallaties (rwzi’s), zodat

een extra behandeling van het afvalwater noodzakelijk zou kunnen worden.

Technieken om deze stoffen te verwijderen zijn duur en/of energie-intensief. Een biologische
zuivering zou kosteneffectiever kunnen zijn. De waterzuiveringssector heeft altijd gewerkt
met bacterién voor de afbraak van verontreinigingen, maar hormoonactieve stoffen en
medicijnresten worden niet of slecht door bacterién afgebroken. Een aantal hormoonversto-
rende stoffen blijken zich met name op te hopen in de slibfractie (Derksen, 2005). Afbraak
door zwammen zou een optie kunnen zijn voor de verwerking van dit slib. Maar ook de

oestrogene activiteit van effluent is niet te verwaarlozen (Derksen, 2005).

In de wetenschappelijke literatuur zijn aanwijzingen te vinden dat dit soort stoffen wel afge-
broken worden door een bepaalde klasse van zwammen. Deze zogenaamde witrotzwammen
zijn in staat om een breed scala aan moeilijk afbreekbare stoffen aan te pakken. Deze stoffen
worden soms door bacterién afgebroken, maar veel effectiever door zwammen (Woertz et al.,
2001). (Na)zuivering met zwammen van effluent of deelbehandeling van een geconcentreerde
afvalwaterstroom zou een kosteneffectieve methode kunnen zijn om de hormoonverstorende

effecten van effluent te elimineren en medicijnresten en bestrijdingsmiddelen te verwijderen.

In dit document zijn de bevindingen van een literatuurstudie gerapporteerd. Deze studie is
uitgevoerd met als doel inzicht te krijgen in de mogelijkheid om zwammen in te zetten in
de waterzuivering als aanvulling op bacterién. Hierbij wordt gefocust op het verwijderen van

moeilijk afbreekbare of verwijderbare stoffen uit afvalwater.

2.2 WAT ZIJN SCHIMMELS?
Schimmels of zwammen (wetenschappelijke naam: fungi) bestaan uit cellen met een cel-
kern, mitochondrién en een cytoskelet. Tot de zwammen behoren zowel meercellige orga-
nismen zoals paddenstoelen maar ook eencellige organismen zoals gisten. Net als dieren en
planten vormen schimmels in de taxonomie een eigen rijk. Het wetenschappelijk onderzoek
naar schimmels heet mycologie en de geleerden in dat onderzoeksgebied worden mycologen

genoemd.

Schimmels planten zich zowel geslachtelijk als ongeslachtelijk voort. De geslachtelijke voort-

planting gaat door middel van sporen, de ongeslachtelijke voortplanting is op vegetatieve
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wijze door schimmeldraden en zwamvlokken. Als saprofyten (afbrekers) spelen schimmels
een belangrijke ecologische rol bij de afbraak van plantaardig materiaal (bacterién zijn vooral
belangrijk bij de afbraak van dierlijk materiaal). Veel schimmels leven in symbiose met plan-
ten, door bijvoorbeeld voor bomen mineralen te absorberen en in ruil daarvoor suikers terug
te krijgen voor hun eigen voeding. Op deze wijze verhogen schimmels de biodiversiteit, omdat
de boom (of andere plant) kan overleven in moeilijkere omstandigheden.

Er zijn zowel eencellige schimmels, zoals gisten, als meercellige. Meercellige schimmels leven
op een ondergrond, bijvoorbeeld op een bodem of op (al dan niet levend) hout van bomen.

Bij eencellige schimmels is dat vaak niet het geval.

VOORBEELD VAN EEN WITROTZWAM

4
8

g

o

Meercellige schimmels hebben een diffuus lichaam, in tegenstelling tot planten en dieren die
een ‘compact’ lichaam bezitten. Dit diffuse lichaam bestaat uit in de ondergrond groeiende
schimmeldraden, microscopisch dunne draden met een doorsnee van 2 tot 100 micrometer,
die vaak tot netwerken verweven zijn. Het hele netwerk van draden wordt mycelium of zwam-
vlok genoemd. De vorm van de schimmeldraden hangt sterk van de soort schimmel af. Bij op
planten parasiterende soorten zitten vaak aan het einde van de schimmeldraad haustorién,
zuigende organen die in de cellen van de plant doordringen om daar voedingsstoffen te ont-
trekken. Sommige schimmels zijn carnivoor, ze kunnen in hun netwerk van schimmeldraden
kleine dieren als rondwormen vangen. Bij sommige soorten liggen bundels schimmeldraden
parallel naast elkaar, deze bundels worden synnemata of rhizomorfen genoemd en kunnen

wel op de wortels van planten lijken.
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NOG EEN VOORBEELD VAN EEN WITROTZWAM

Het opvallendste deel van meercellige schimmels zijn echter niet de ondergrondse schimmel-
draden, maar bovengrondse vruchtlichamen. Deze organen worden paddenstoelen genoemd
en dienen voor de voortplanting. Ze kunnen behalve verschillende kleuren ook veel verschil-
lende vormen hebben, zoals hoedvormig, rond, kokervormig, knolvormig of in de vorm van
korsten. Hoewel ze voor mensen het opvallendste deel zijn, vormen ze maar een klein deel
van het organisme. Bij sommige soorten, zoals truffels, zit het vruchtlichaam ondergronds.
Het vruchtlichaam bestaat niet uit echt weefsel, maar uit nauw vervlochten schimmeldra-
den. Men spreekt daarom wel van “schijnweefsel”. Paddestoelen bestaan uit een hymenium,
een deel waarin zich sporen ontwikkelen, en een deel dat hymenophore genoemd wordt en

het hymenium ondersteunt.

Niet alle schimmels vormen vruchtlichamen. Er zijn ook soorten die bovengronds te zien
zijn als een witte of grijze laag aanslag. Deze aanslag kan men onder andere aantreffen op
bedorven voedsel, maar kan ook ontstaan op bijvoorbeeld muren. Deze aanslag wordt ook
wel beschimmeling genoemd. Schimmels die er zo uitzien zijn onder andere Acremonium,
Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Mucor, Penicillium, Rhizopus, Stachybotrys, Tricho-

derma, en Alternaria.
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MYCELIUM VAN EEN WITROTZWAM OP EEN BOOMSTAM

De grootte van schimmels kan sterk verschillen: er bestaan microscopisch kleine soorten
maar ook soorten die gigantische afmetingen kunnen krijgen. Een honingzwam (Armillaria
ostoyae) in de Amerikaanse staat Oregon is naar schatting 2400 jaar oud en heeft een onder-
gronds mycelium met een omvang van 890 hectare. Daarmee is deze schimmel het grootst
bekende organisme ter wereld. Ook in het Engadin in Zwitserland is een schimmel met een
grote omvang bekend. Hier is de schimmel ongeveer duizend jaar oud en ongeveer 800 meter
lang en 500 meter breed. Ook in oppervlaktewateren spelen zwammen een belangrijke rol,
al is de aandacht daarvoor pas recent ontstaan en is er nog veel niet bekend (Wurzbacher,
Bérlocher & Grossart, 2010).

2.3 CLASSIFICATIE

Voor de opkomst van de moleculaire fylogenetica rekenden biologen de schimmels tot het
rijk der planten, vanwege overeenkomsten in levensstijl. Net als planten zijn schimmels ses-
siel (ze kunnen zich niet voortbewegen), ze hebben daarnaast vergelijkbare vormen (over-
eenkomstige morfologie) en leven in vergelijkbare habitats (op bodems). Daarnaast bezitten
schimmels net als planten een celwand, een eigenschap die de dieren missen. Tegenwoordig
worden schimmels echter niet meer tot de planten gerekend en is zelfs bekend geworden dat

Ze nauwer verwant zijn met de dieren.

2.4 WITROTZWAMMEN

Al lang is bekend dat zwammen een specifieke rol spelen in de natuur. Een specifieke groep
zwammen is in staat om ligninen af te breken (Reddy, 1995). Ligninen zijn complexe, aroma-
tische en slecht afbreekbare polymeren die voorkomen in planten. Na cellulose zijn ligni-
nen de meest voorkomende polymeren in de natuur. Witrotzwammen breken ligninen (zie

Afbeelding 4) af door enzymen uit te scheiden die de ligninen omzetten in kleinere, oplos-
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bare stoffen die zwammen en andere organismen vervolgens kunnen opnemen. Het grote ver-
schil met afbraak door bacterién ligt er dan ook in dat zwammen werken met extracellulaire
enzymen. Extracellulaire enzymen worden door de zwam uitgescheiden en doen hun werk
buiten de cel. De meeste bacterién moeten een stof eerst in de cel opnemen alvorens het te
kunnen afbreken. Hierdoor kunnen zwammen andere en vooral complexere stoffen afbreken
dan bacterién.

Afbraak van ligninen kost de zwam energie, maar het levert de zwam ook wat op. Een groot
deel van de cellulose ligt namelijk vast in een lignine-cellulose matrix. Deze cellulose is alleen
toegankelijk door eerst de lignine-component af te breken. De zwammen moeten dus eerst
investering in de afbraak van ligninen om beloond te worden met een extra koolstofbron
in de vorm van cellulose. Witrotschimmels hebben hierdoor een concurrentievoordeel ten

opzichte van niet-lignineafbrekende organismen.

Omdat ligninen aromatische verbindingen zijn, werd in de jaren tachtig van de vorige eeuw
bedacht dat zwammen wellicht in staat zouden kunnen zijn om aromatische verontreinigin-
gen af te breken. Sindsdien wordt er geéxperimenteerd met in situ-sanering van aromatische
verontreinigingen in bodems door zwammen en deze experimenten wijzen uit dat zwammen
goed in staat zijn om de bodems te reinigen (Grotenhuis et al., 1998; Reddy, 1995; Gadd, 2001;
Pointing, 2001). Hierbij zijn zwammen in staat om een breed scala aan stoffen af te breken.
Dit is mogelijk omdat de enzymen die de zwammen gebruiken om lignines af te breken niet
stofspecifiek zijn. Polymeren van lignines kunnen allerlei vormen hebben en daarom kunnen
de enzymen ook niet stofspecifiek zijn, maar moeten kunnen passen op een breed scala aan
molecuulvormen (Gadd, 2001).

Witrotzwammen hebben zuurstof nodig om te groeien en ligninen te kunnen afbreken.

Te behandelen afvalwater zal daarom aeroob moeten zijn.
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/WAMMEN VOOR ZUIVERING

3.1 AFBRAAK VAN LIGNINEN DOOR ZWAMMEN

AFBEELDING 4

Witrotzwammen, zijn, in tegenstelling tot bacterién, in staat ligninen af te breken (Reddy,
1995). Ligninen zijn complexe, aromatische polymeren die voorkomen in planten. Deze
afbraak doen zij door enzymen uit te scheiden die de ligninen omzetten in kleinere, oplos-
bare stoffen die de zwammen en andere organismen vervolgens kunnen opnemen. Hoe deze

afbraak verloopt, is nog niet tot in detail bekend.

STRUCTUURFORMULE VAN LIGNINE

De afbraak van ligninen kost de zwam energie. Deze afbraak is echter nodig om cellulose vrij
te maken uit het lignine-cellulosecomplex in het plantmateriaal. Dit cellulose levert de zwam
voldoende energie op. Zwammen kunnen niet leven op lignine alleen (Gadd, 2001).

Complexen van ligninen zijn zeer divers. Enzymen die deze complexen afbreken kunnen
daardoor niet erg stofspecifiek zijn (Gadd, 2001). Twee soorten enzymen spelen een rol bij de
afbraak: peroxidasen die waterstofperoxide gebruiken en laccasen (polyfenol oxidasen) die
moleculair zuurstof gebruiken. Zij vormen vrije zuurstofradicalen die een groot scala aan

organische stoffen kunnen afbreken.

Lignine peroxidase (LiP) heeft zijn optimum bij een pH van 3, maar is niet heel stabiel bij die
zuurgraad. In rottend hout komen pH’s van 4 vaak voor. De zwammen maken bij de afbraak
extracellulair veratryl alcohol aan en deze stof beschermt LiP tegen hoge concentraties van
H,0, gevormd door de zwam. Een andere essentiéle peroxidase is mangaanperoxidase (MnP).

Dit enzym werkt net als LiP, aangevuld met een omzetting van Mn?* naar Mn3*.



AFBEELDING 5

3.2 STOFFEN

STOWA 2012-18 LITERATUURSTUDIE NAAR DE INZETBAARHEID VAN ZWAMMEN IN DE AFVALWATERZUIVERING

ENZYMATISCHE AFBRAAK VAN LIGNINE. VA = VERATRYL ALCOHOL

Primary substrate Secondary substrate
H,0, LiP VA™ Lignin/PAH
H»O LiP,, VA Oxidized lignin/PAH

Beide peroxidases werken met waterstofperoxide (H,0,), dat de zwam zelf vormt. Enzymen
die daarbij actief zijn, zijn glucose oxidase, glyoxal oxidase en arylalcohol oxidase. MnP
maakt daarnaast waterstofperoxide door oxidatie van organische zuren. Organische zuren,
zoals malonaat, citraat en oxalaat, zijn essentieel voor het stabiliseren van Mn3*. Het afbraak-

mechanisme loopt via een intermediair (primair substraat), zoals afgebeeld in afbeelding 5.

Het zuurstofradicaal dat wordt vrijgemaakt uit waterstofperoxide is in staat om vele verbin-
dingen te oxideren. Deze oxidatieproducten worden vervolgens verder afgebroken. Fenolen
worden extracellulair geoxideerd door laccase (mono- en difenolen) en tyrosinase (mono-

fenolen).

Er wordt aangenomen dat zowel de peroxidasen als laccase nodig zijn voor afbraak van lig-
nine (Gadd, 2001). Verder houden de zwammen van een zuur milieu en is er een koolstofbron
nodig (een bron van koolhydraten). In afvalwaterstromen zonder koolstofbron wordt in het
laboratorium glucose toegevoegd tot een concentratie van 5 tot 10 g/1. Deze concentraties zijn

(veel) hoger dan in de meeste afvalwaterstromen worden aangetroffen.

Sommige zwammen produceren meer van de vereiste enzymen in stikstofgelimiteerde condi-
ties (0.a. Phanerochaete chrysosporium), maar andere doen het juist beter onder stikstofrijke
omstandigheden (o.a. Bjerkandera adusta en Phanerochaete flavido-alba). Een experiment
met een ongeidentificeerde zwam liet zien dat bij het eerste gebruik de zwam beter pres-
teerde onder nutriéntgelimiteerde omstandigheden, maar bij hergebruik van het mycelium

de behoefte aan stikstof toenam tot 0,25 g/l ammoniumchloride (Gadd, 2001).

DIE DOOR (WITROT)ZWAMMEN WORDEN VERWIJDERD

Vroege experimenten met afvalwater laten zien dat verschillende soorten zwammen in staat
zijn om verschillende stoffen af te breken of te accumuleren (Akhtar & Gaffar, 1986; Thanh &
Simar, 1973). Fosfaat, ammonium, totaal-stikstof en CZV worden snel en grondig verwijderd
uit huishoudelijk afvalwater. Thanh & Simar testten zeventien verschillende soorten op hun
vermogen om deze stoffen te verwijderen. Gemiddeld werd fosfaat voor 84,1% verwijderd,
ammonium voor 73,3%, totaal-stikstof voor 68,1% en CZV voor 39,3%. De beste zwam voor
fosfaatverwijdering was Trichothecium roseum (97,5%). Epicoccum nigrum, Geotrichum can-
didum en Trichoderma sp. verwijderden het best respectievelijk ammonium (84%), totaal-
stikstof (87%) en CZV (72%).

De-Li et al (2006) tonen aan dat zwammen een belangrijke rol kunnen spelen bij denitrificatie.
De denitrificerende bacterie Pseudomonas stutzeri denitrificeert snel onder anaerobe omstan-
digheden, maar een mengsel van deze bacterie met de zwam Fusarium oxysporum denitrifi-
ceerde snel onder omstandigheden met weinig zuurstof (5% of minder). Ook Greben et al (2007)

melden denitrificatie door Fusarium uit grondwater met te hoge nitraatconcentraties en met
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gebruik van zaagsel of andere organische koolstofbronnen. Een consortium van zes zwam-
mensoorten (Penicillium corylophilum, Penicillium citrinum, Hyphomycetous sp., Mucor
circinelloides, Hyphomycetous sp. en Fusarium oxysporum) was in staat om tot 89% van het

nitraat te verwijderen met gras als substraat. De hydraulische verblijftijd wordt niet genoemd.

Een zeer groot aantal toxische stoffen wordt door zwammen verwijderd. Tabel 3.1 geeft een
overzicht van stoffen waarvan is aangetoond dat zij verwijderd worden. De stoffen zijn onder-
verdeeld in polycyclische aromatische koolwaterstoffen (PAK), gechloreerde aromaten, pig-
menten, nitro-aromatische stoffen, bestrijdingsmiddelen, hormoonactieve of -verstorende

stoffen, farmaceutische en cosmetische stoffen en overige.

De meeste organische stoffen worden afgebroken, metalen en sommige organische stof-
fen worden verwijderd door biosorptie (Aksu, 2005). Deze biosorptie werkt niet alleen met

levende zwammen, maar ook met dode zwammen (Aksu, 2005; Kumar & Min, 2011).

TYPE STOFFEN DIE DOOR WITROTZWAMMEN EN/OF HUN ENZYMEN WORDEN VERWIJDERD (AUGUSTIN ET AL., 2006; AURIOL ET AL., 2007; AURIOL
ET AL., 2008; CARR ET AL., 2011; CASTRO ET AL., 2007; EIBES ET AL., 2011; GADD, 2001; JUNGHANS ET AL., 2005; KUMAR & MIN, 2011;
RODARTE-MORALES ET AL., 2011; PICKARD ET AL., 1999; PRENAFETA-BOLDU ET AL., 2002; PRENAFETA-BOLDU ET AL., 2006; QUINTERO ET AL.,
2007; SPIGNO ET AL., 2003; SUZUKI ET AL., 2003; TAMAGAWA ET AL., 2006; VALENTIN, ET AL., 2007)

Type stoffen Stoffen

Polycyclische aromatische Antraceen, 2-methyl antraceen, 9-methyl antraceen, benzo(a)pyreen, fluoreen, naftaleen, acenafteen,

koolwaterstoffen (PAK) acenaftaleen, fenantreen, pyreen, bifenyleen, dibenzothiofeen

Aromaten Tolueen, ethylbenzeen, xylenen

Gechloreerde aromaten Chloorfenolen (o.a. Pentachloorfenolen (PCP), trichloorfenolen (TCP) en dichloorfenolen (DCP),
chloorligholen, 2,4-dichlorophenoxyazijnzuur (2,4-D), 2,4,5-trichloorfenoxyazijnzuur (2,4,5-T), PCB’s,
dioxinen, chloorbenzenen

Verfstoffen Azuur B, Congo Rood, DY3, Oranje II, Poly R, Reactief zwart 5, Reactief oranje 96, reactief violet 5,
remalol briljant blauw R (RBBR), solvent geel 14, tropaeoline

Nitroaromatische stoffen TNT (2,4,6-trinitrotolueen), 2,4-dinitrotolueen, 2-amino-4,6-dinitrotolueen, 1-chloro-2,4-
dinitrobenzeen, 2,4-dichloro-1-nitrobenzeen, 1,3-dinitrobenzeen

Bestrijdingsmiddelen Alachloor, aldrin, atrazine, chloordaan, glyfosaat, heptachloor, lindaan, mirex, 1,1,1-trichloor-2,2-bis
(2-chloorfenyl)ethaan (DDT)

Hormoonverstorende stoffen 17pB-estradiol, ethinylestradiol, estriol, nonylfenol, (170-ethinylestradiol

Farmaceutische en cosmetische stoffen carbamazepine, citalopram, diazepam, diclofenac, fluoxetine, fluoxetine hydrochloride, hydrobromide,
ibuprofen, naproxen, sulfametoxazool

Overige Benzeen, tolueen, ethylbenzeen, o-, m-, p-xylenen, liniair alkylbenzeensuflonaat (LAS),

trichloorethyleen, 1-naftol, (o, B-, y- en 8-hexachloorcyclohexaan (HCH), hexaan

In de tabellen B1.1 tot en met B1.4 in bijlage 1 is een samenvatting te zien van een groot aan-
tal experimenten met afbraak van stoffen in een aquatische omgeving. De overzichten geven
weer welke zwammen zijn getest met welke stoffen, in hoeverre deze stoffen zijn afgebroken,
welke verblijftijd hiervoor nodig was of getest is, bij welke zuurgraad en welke temperatuur
deze afbraak plaatsvond, welk type reactor is gebruikt en in welke orde van grootte de con-
centraties van de stoffen lagen bij aanvang van de proef. Tevens is aangegeven of de stof een
prioritaire, prioritair gevaarlijke of voorgestelde prioritaire stof is in de Europese Kaderricht-
lijn Water. Deze stoffen mogen op termijn niet meer worden geloosd. Een aantal van de voor-

gestelde stoffen zijn farmaceutische stoffen die in effluent van rwzi’s voorkomen.
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De tabellen laten zien dat veel moeilijk afbreekbare stoffen goed door zwammen kunnen wor-
den verwijderd. De geteste hormoonactieve of -verstorende stoffen worden zelfs geheel verwij-
derd, ook bij concentraties in de orde van nanogrammen per liter. De gehanteerde verblijf-
tijden hierbij zijn 1 uur tot 1 dag. Het experiment met een verblijftijd van 1 dag werd uitge-
voerd bij 14°C, de overige bij 25 tot 30°C.

De afbraak van pesticiden verschilt sterk van stof tot stof. Duidelijk is wel dat zwammen de
afbraak van pesticiden aanzienlijk versnellen in vergelijking met afbraak zonder zwammen.

De meeste geteste stoffen worden binnen een week voor minimaal de helft verwijderd.

Verschillende farmaceutische en cosmetische stoffen zijn getest, waaronder antibiotica,
antidepressiva, anti-epileptica en kalmeringsmiddelen. Op diazepam en fluoxetine na wer-
den alle geteste stoffen volledig verwijderd binnen 14 dagen. Diazepam werd voor ongeveer
de helft afgebroken en fluoxetine voor ongeveer een kwart. Diclofenac en ibuprofen waren
volledig afgebroken na 7 dagen. Er zijn geen grote verschillen te zien tussen de drie geteste

Zwammen.

Metalen worden verwijderd door biosorptie en bio-accumulatie. Dit zijn metabolisme-
onafhankelijke processen (Tobin, White & Gadd, 1994), maar kunnen wel athankelijk zijn van
de morfologie van de zwammen en concentraties van stoffen in de zwammen (Freitas-Lima
et al., 2011). Ook dode biomassa is te gebruiken. Fijngemalen en chemisch behandelde dode
biomassa verwijdert metalen zelfs beter dan levende biomassa en ook aan deeltjes geadsor-
beerde metalen worden verwijderd ( Tobin, White & Gadd, 1994).

Metalen worden zeer effectief door zwammen uit afvalwater verwijderd (Kapoor et al., 1999;
Coulibaly, 2003; Dursun et al., 2002, Liu et al., 2006). Bij een pH van 4.0 of hoger kan biomassa
van dode zwammen effectiever zijn dan actieve koolkorrels (F-400). Adsorptie van zware meta-
len gaat effectiever wanneer de biomassa is voorbehandeld met soda. In het afvalwater wisselt
de biomassa dan metaalionen uit tegen Na*-ionen. Biomassa kan vervolgens worden gerege-
nereerd met een bad met Ca?*-, Na*- en K*-ionen (Kapoor et al., 1999). Voleski en Holan (1995)
vonden dat biomassa van dode Rhizopus en Absidia tot 25% van het drooggewicht van de
biomassa aan metalen kan absorberen. Andere bronnen melden adsorptiecapaciteiten van
10 tot 50 mg metaal/g DS (Kapoor et al, 1999; Tsekovaa & Petrov, 2002; Coulibali, 2003; Dursun
etal., 2003; Liu et al., 2006). Bij tests met metalen bleek dat schimmelbiomassa van Rhizopus
arrhizus een absorptiecapaciteit heeft van 1,1 meq/g DS. Afhankelijk van het metaal komt dit
overeen met 140 tot 900 mg metaal/g DS. Coulibaly (2003) meldt een vergelijkbare capaciteit.
De sorptie van metalen is te beschrijven met de Langmuir isotherm. Dit betekent dat de mate
van adsorptie afhangt van de concentratie van het metaal in de oplossing. Na verloop van tijd
(2 tot 6 uren) wordt een evenwichtssituatie bereikt waarbij de adsorptie niet verder toe- en de

concentratie in de oplossing niet verder afneemt.

Juist bij verdunde afvalwaterstromen is verwijdering van metalen door zwammen vaak de
meest kosteneffectieve methode, omdat verwijdering van concentraties rond 1-10 mg/l met
actief kool relatief erg duur is (Igwe & Abia, 2006. Dursun et al., 2003).

In effluenten met relatief veel zware metalen kunnen zwammen zeer effectief zijn. Zwammen
kunnen “getraind” worden te functioneren bij hoge concentraties zware metalen. Romero et
al. (2006) lieten Talaromyces helicus groeien in een medium met bifenyl en koper. De koper-

concentratie werd elke 3 dagen verhoogd met 100 mg/l tot een maximum van 600 mg Cu?‘/L.
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Deze getrainde zwammen werden effectievere verwijderaars van koper dan niet getrainde
zwammen. Daarnaast groeiden deze getrainde zwammen tot twee keer zo snel in media met
hoge concentraties van metalen (anders dan koper) dan niet getrainde zwammen. Deze eigen-

schappen werden bovendien doorgegeven met de sporen.

3.3 TYPE REACTOREN

3.3.1

3.3.2

TYPE MYCOREACTOREN
Reactoren waarin zwammen groeien en hun werk doen worden ook wel mycoreactoren

genoemd.

In het laboratorium is meestal sprake van twee stappen: een kweekstap, waarbij voldoende
biomassa mycelia wordt gekweekt en een zuiveringsstap, waarbij de mycelia in contact wor-
den gebracht met het te zuiveren medium. Kweeksystemen voor mycelia op grotere schaal
zijn commercieel in gebruik bij kwekers van eetbare paddestoelen. In dit document wordt

daar verder niet op in gegaan.

Voor de afbraak van contaminanten zijn verschillende type reactoren in het laboratorium
gebruikt. Grofweg zijn er twee klassen systemen gebruikt: geimmobiliseerde systemen

(biofilm) en gesuspendeerde groei.

Geimmobiliseerde systemen zijn besproeide filters, draaiende roterende schijven of buizen,
opwaarts doorstroomde vaste film reactoren en wervelbed reactoren. Hierbij groeit de zwam
op een drager (meestal polyurethaan). Geroerde tanks zijn het meest gebruikt voor gesus-
pendeerde groeisystemen, maar ook gepakte bed, bellenkolommen en airlift reactoren wor-
den gebruikt. Welke reactor het meest geschikt is, hangt sterk af van de gekozen zwammen-
soort. Zo vormen sommige zwammen mycelia in korrels en deze zijn prima te gebruiken in
bellenkolommen of airlift reactoren. Zwammen met mycelia in matten kunnen weer het best

worden toegepast op vaste filmreactoren (Singh, 2006).

Mycoreactoren kunnen batchreactoren zijn, maar ook semi-batch, achtereenvolgende batch

of continu.

In tabellen B1.1 tot en met B1.4 in bijlage 1 is te zien welke (typen) reactoren zijn gebruikt bjj
de afbraakexperimenten. Een simpele batch reactor (een glazen container op een magneet-
roerder of een schudmachine) is het meest gebruikt. Andere typen die zijn getest zijn gepakte
kolomreactoren en roterende buisreactoren. Roterende buisreactoren lijken op roterende
schijfreactoren. Zij bestaan uit ronddraaiende buizen waarin de zwammen groeien op een
doek die tegen de wand van de buis gemonteerd zit. Roterende buis- en schijfsystemen heb-
ben gemeen dat de zwammen afwisselend met het medium en met lucht in contact, zodat zij
niet lijden onder zuurstofgebrek. Deze systemen kosten minder energie dan actief met bellen
beluchte systemen.

GEIMMOBILISEERDE SYSTEMEN OP LABSCHAAL

Verschillende gepatenteerde systemen zijn ontwikkeld voor de groei van witrotzwammen,
zoals het MYCOR proces (Christov & Van Driessel, 2003; Zhang, Knapp & Tapley, 1999) op
labschaal.

12
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Het MYCOR systeem is een roterend biologisch systeem (zie Afbeelding 6 voor voorbeelden
zonder zwammen), waarbij de zwammen geimmobiliseerd groeien op een drager. Door de
rotatie komen de zwammen afwisselend in contact met lucht en het te zuiveren medium. Een
nadeel van het MYCOR proces is het beperkte contactoppervlak tussen vloeistof en mycelia
van de zwammen. Het contactoppervlak is beperkt tot het totale oppervlak van de schijven.
Dit is deels te ondervangen door de schijven dichter op elkaar te plaatsen en het contactopper-
vlak te maximaliseren. Daarnaast kan een te dikke laag mycelia leiden tot zuurstof- en voed-
selgebrek en daarmee tot een lagere productiviteit en zuiveringsrendement. Voor een goed
functionerend roterend schijfsysteem zal een automatisch oogstsysteem ontwikkeld moeten
worden. Vergelijkbare systemen met films van bacterién laten zien dat het overschot van bio-
massa soms vanzelf'loslaat en bezinkt. Dit kan wellicht ook het geval zijn bij sommige zwam-

mensoorten.

Zhang, Knapp & Tapley (1999) testten drie verschillende reactoren: continue packed-bed
bioreactor, fedbatch fluidized-bed bioreactor en continue fluidized-bed bioreactor voor ont-
kleuring van Orange II. De fedbatch fluidized-bed reactor gaf de beste resultaten met 97%
ontkleuring in 1 dag. Geimmobiliseerde mycelia werden steeds hergebruikt met een continu

goed resultaat gedurende twee maanden.

VOORBEELDEN VAN ROTERENDE BIOLOGISCHE SYSTEMEN BIJ EEN WATERZUIVERINGSINSTALLATIE MET ACTIEFSLIB

DRAGERS

Verschillende dragers voor de zwammen zijn uitgeprobeerd (Christov & Van Driessel, 2003).
Parels van een calcium alginaat gel werkten goed (80% ontkleuring van afvalwater uit de
papierindustrie in 3 dagen in aanwezigheid van sucrose) in een beluchte kolom. Een reactor
met polyurethaan als drager werkte eveneens goed (65% verwijdering in 9 uur). Deze reactor
werkte stabiel gedurende 45 dagen achtereen. In het Mycopor proces zijn witrotzwammen
geimmobiliseerd in een schuim van polyurethaan in een besproeid biofilter (trickling filter)

van 1 meter lengte.

Yang & Yu (1996) immobiliseerden Phanerochaete chrysosporium op poreus schuimmateri-
aal (polyurethaan) en maakten een medium met onder andere verfstoffen en 10 g/l glucose.
In deze reactor lukte het om 80% ontkleuring te bereiken bij 35°C in een tot twee dagen.
Ook Kim & Shoda (1999) immobiliseerden op polyurethaan en deden dat met Geotrichum
candidum. De werking van de reactor nam af na acht weken, waarna een nieuwe cultuur

geént moest worden. Waarom de activiteit na een bepaalde tijd afneemt is niet duidelijk. Men
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vermoed dat het te maken heeft met het ophopen van inhibitie veroorzakende stoffen in de
myecelia. Fujita et al. (2000) deden experimenten met geimmobiliseerde zwammen op poly-
urethaan kubusjes in een fedbatch systeem. Ook zij tekenden goede resultaten op met ont-

kleuring van melanoidinen in afvalwater met Coriolus hirsutus (70% ontkleuring in 1 dag).

Rodriguez Couto et al. (2003) melden dat immobilisatie op roestvrij stalen sponsjes een hogere
productie van laccasen oplevert dan andere geteste dragers (polyurethaan, nylon en calcium-
alginaatpolymeerparels). Zij deden de tests met Trametes hirsuta.

FEDBATCH FLUIDIZED-BED BIOREACTOR (ZHANG ET AL, 1999) MET MYCELIA IN PELLETS

liquid pump

@—0 air out

air filter

decolourised
media vessel

air humidifier air

3.3.3 MBR SYSTEMEN

Kim et al. (2004) testten een Membraan Bio Reactor (MBR) met Trametes versicolor op lab-
schaal voor de ontkleuring van afvalwater uit een textielververij. De ontkleuring kon worden
toegeschreven aan afbraak door de zwammen, terwijl de verwijdering van CZV werd gedaan
door het membraan. Het membraan diende ook om de zwammen binnen het systeem te hou-
den. Binnen 8 uur was 95-99% van de kleurstoffen verdwenen en binnen 2 dagen 100%. In
dit systeem werd het water na in contact te zijn geweest met de zwammen gefilterd door een
microfilter om de zwambiomassa in de reactor te houden en daarna door een nanofiltratie
membraan en een omgekeerde osmose membraan om achtergebleven organische stoffen te

verwijderen.

Tests met een MBR voor de verwijdering van textielkleurstoffen (Hai et al., 2008, zie Afbeel-
ding 3.5) laten zien dat langdurige operatie mogelijk is onder niet-steriele omstandigheden.
Gedurende de geteste periode van 120 dagen bleef de ontkleuring stabiel (ongeveer 93% ont-
kleuring bij een verblijftijd van 1 dag). Uit eerdere studies was gebleken dat bacteriegroei de
prestaties van een mycoreactor sterk kan doen afnemen en in de praktijk is een zuiverings-
installatie natuurlijjk niet steriel. Observaties in de MBR lieten zien dat de activiteit van de
zwammen sterk athangt van de morfologie van deze zwammen. Bij gebrek aan voedingsstof-
fen klonteren de zwammen samen tot korrels, waardoor de bacterién de activiteiten van de
zwammen minder kunnen verstoren. Dit gebeurde toen een van de pompen uitviel waardoor

het medium alleen gevoed werd met kraanwater.
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EXPERIMENTELE MBR OP LABSCHAAL (HAI ET AL., 2008).
A: LUCHTPOMP, B: TERUGSPOELING, G: VACUUMMETER, P: POMP)

Level controller

Py=>Permeate

3.4 PILOTEXPERIMENTEN

De verwijdering van contaminanten uit water is alleen nog op laboratoriumschaal gedaan
en, zoals uit vorige paragrafen blijkt, behoorlijk uitgebreid. Op pilotschaal bestaan nog maar

weinig experimenten. In de literatuur is slechts een artikel te vinden.

Thomas et al (2009) experimenteerden met een helofytenfilter met inheemse planten en
zwammen. Verwijdering van e-coli en nutriénten uit oppervlaktewater werd getest in een fil-
ter met en een filter zonder zwammen. De filters werden gevuld met een substraat van een
aardemengsel en nutriénten. Beide cellen werden beplant met inheemse plantensoorten. In
een van de cellen werden snippers van vlierstruiken toegevoegd die geént waren met zwam-
men (Pleurotus ostreatus, Pleurotus ulmarius en Stropharia rugoso-annulata). Daarnaast
werd een commercieel mengsel van zwammen toegevoegd (Down to earth™, bestaande uit
zwammen die een symbiose aangaan met planten). Beide cellen verwijderden e-coli, maar de
cellen met zwammen deden dit enigszins beter (80% verwijdering tegen 65% verwijdering).
Nutriéntverwijdering was minder eenduidig. De eerste periode was er een grote nalevering
van nutriénten uit de bodem in de cellen. In de laatste maanden van het experiment werd

stikstof verwijderd. Fosfaat werd altijd nageleverd.

Hoewel het toevoegen van zwammen aan een helofytenfilter een goed idee is, is dat bij dit
experiment niet het geval. De redenering van de auteur is dat zwammen een positief effect
zouden hebben op de opnamecapaciteit van fosfaat door planten en dat zwammen de over-
levingskansen van e-coli verlagen. Door echter het helofytenfilter uit te voeren met een aar-
demengsel met nutriénten bleef het filter nutriénten naleveren en voldeed het niet aan zijn
doel. Dat dit experiment hier toch wordt aangehaald, is omdat het het enige pilotexperiment

is dat in de literatuur gevonden is.
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3.5 EISEN AAN ZUIVERINGSSYSTEMEN
Uit de laboratoriumproeven is een aantal eisen te destilleren die gesteld moeten worden aan

een grootschaliger zuiveringssysteem. Hieronder wordt een aantal aspecten belicht.

PH

pH waarden van 4,0 tot 8,0 zijn in de laboratoriumproeven gebruikt. Bij verschillende onder-
zoekers komen soms verschillende optimale pH waarden naar voren. Bij de afbraak van plan-
ten presteren zwammen het best onder zure omstandigheden, maar in de proeven blijkt dat
zij ook bij neutrale of licht basische omstandigheden stoffen afbreken. Zo lang de pH onder

de 8,0 blijft, lijkt er geen belemmering te zijn.

TEMPERATUUR

De optimale temperatuur voor de meeste zwammen ligt tussen 25 en 39°C. Een experiment
is uitgevoerd bij 14°C en de afbraak verliep bij deze temperatuur langzamer. Lagere tempera-
turen betekenen langere verblijftijden voor een vergelijkbare verwijdering. Wat de minimum-
temperatuur is waaronder zwammen hun werk nog kunnen doen is niet onderzocht.
Huishoudelijke afvalwaterstromen halen de optimale temperaturen zelden of nooit en
opwarming van deze afvalwaterstromen zal alleen haalbaar zijn bij de beschikbaarheid van
veel restwarmte. Dit zal in de praktijk echter niet haalbaar zijn. Bij de behandeling van gecon-
centreerde stromen (urine) zal het beter mogelijk zijn om restwarmte te benutten en middels

warmtewisseling in het systeem te houden.

ZUURSTOF

De afbraak van moeilijk afbreekbare contaminanten gaat altijd onder zuurstofrijke omstan-
digheden. Welke zuurstofconcentratie minimaal nodig is, is niet onderzocht. De in het labo-
ratorium gebruikte systemen blazen lucht door het medium, roeren het medium of zijn
roterende systemen waarbij de zwammen afwisselend met lucht en het medium in contact

komen. Dit soort systemen liggen dan ook voor de hand voor een opschalingsexperiment.

SUBSTRAAT

Het afbreken van moeilijk afbreekbare stoffen kost de zwammen energie. Er is daarom altijd
een goed afbreekbaar substraat nodig. In het laboratorium is hiervoor meestal glucose of
melasse gebruikt met een concentratie van 5-10 g/l als vervanger van cellulose zoals zwam-
men in de natuur gebruiken. Ook zetmeel is een mogelijk substraat en dit biedt de mogelijk-
heid om de te zuiveren afvalwaterstroom te mengen met een zetmeelhoudende afvalwater-
stroom. Mogelijk voldoen lagere concentraties van het substraat, maar dit is niet onderzocht.
Het onderzoek van Thanh & Simar (1973) laat zien dat de organische stoffen die in rioolwater
voorkomen ook als substraat kunnen dienen. Tevens is een aantal soorten aangetoond in een
communale rioolwaterzuivering in Maleisié. Soorten die hierbij zijn aangetroffen behoren

tot de genera Penicillium, Aspergillus, Trichoderma, Spicaria en Hyaloflorae.

NUTRIENTEN

Sommige zwammen produceren meer van de vereiste enzymen in stikstofgelimiteerde condi-
ties (0.a. Phanerochaete chrysosporium), maar andere doen het juist beter onder stikstofrijke
omstandigheden (o.a. Bjerkandera adusta en Phanerochaete flavido-alba). Een experiment
met een ongeidentificeerde zwam liet zien dat bij het eerste gebruik de zwam beter pres-
teerde onder nutriéntgelimiteerde omstandigheden, maar bij hergebruik van het mycelium
de behoefte aan stikstof toenam tot 0,25 g/l ammoniumchloride (Gadd, 2001). De behoefte
aan nutriénten zal een belangrijk criterium kunnen zijn voor het kiezen van een zwammen-

soort voor het verwijderen van stoffen uit afvalwater.
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VERBLIJFTIID

De verblijftijd is sterk afhankelijk van de zuurgraad, de temperatuur, de zwammensoort, de te
verwijderen stof en de actuele en gewenste concentratie van die stof. Tabellen B1.1 tot en met
B1.4 in bijlage 1 laten duidelijk zien dat er geen universeel geldende verblijftijd te geven is.
De combinatie verblijftijd/temperatuur/verwijderingsrendement varieert bij de afbraak van
pesticiden sterk. Bij de afbraak van hormoonactieve en -verstorende stoffen lijkt een verblijf-
tijd van een dag of minder haalbaar te zijn. Farmaceutische en cosmetische stoffen worden in
1 tot 2 weken volledig verwijderd. De adsorptie van metalen is een evenwichtsreactie die

tussen 1 uur en een dag kan plaatsvinden.

DRAGERS

Sommige zwammen vormen korrelvormige mycelia, andere draden. De draadvormige myce-
lia hebben een drager nodig. Deze drager is een inert materiaal dat niet wordt aangetast door
de schimmel. In de meeste laboratoriumproeven is polyurethaan gebruikt, maar er is ook
geéxperimenteerd met nylon, calcium-alginaatpolymeerparels en roestvrij staal. In een ver-
gelijkingsexperiment (Rodriguez Couto et al. ,2003) produceerde de geteste zwam de meeste
enzymen op roestvrij staal. In reactoren die suikerrijk afvalwater behandelen met zwammen

wordt celiet (diatomeeénaarde) gebruikt als drager (Singh, 2006).

CONCENTRATIE VAN CONTAMINANTEN

De concentratie van contaminanten varieert sterk in de laboratoriumproeven en liggen ook
lang niet altijd in het concentratiegebied dat gevonden wordt in rioolwater of effluent. De
concentraties van de geteste pesticiden liggen in de orde van grootte van mg/l, terwijl in riool-
en oppervlaktewater de concentraties een factor 1000 lager liggen. In enkele proeven is wel
met deze concentraties getest. Verwijderingsrendementen en verblijftijden verschillen dan

niet sterk van die bij concentraties in de mg/l orde.

Hormoonactieve en -verstorende stoffen zijn getest in zeer lage concentraties (ng/l-ug/l).
Hierbij was de verwijdering binnen 1 dag vrijwel altijd 100%.

Verwijdering van farmaceutische en cosmetische stoffen is altijd getest met concentraties in
de orde van mg/l. De verwijdering was dan vrijwel altijd 100% binnen twee weken.

De geteste concentraties van metalen liggen in de orde van pg/l-mg/l. De verwijdering is athan-
kelijk van de concentratie.

Hoge concentraties van toxische stoffen kunnen groei-inhibitie veroorzaken. Concentraties

waarbij dat gebeurt, worden niet in rioolwater of effluent aangetroffen.

METABOLIETEN

Er is weinig onderzoek gedaan naar de geproduceerde metabolieten bij afbraak door zwam-
men. De resultaten van het spaarzame onderzoek ernaar staan in de tabellen B1.1 tot en
met B1.4 in bijlage 1 en dit zijn alle onderzoeken naar de afbraak van pesticiden. In een aan-
tal gevallen zijn de metabolieten gelijk aan de metabolieten die ontstaan na afbraak zonder
zwammen. Voor een groot deel zijn metabolieten ook nog niet bekend en daardoor moeiljjk
te onderzoeken (Singh, 2006). Er wordt echter ook gerapporteerd dat stoffen volledig worden
afgebroken tot water en kooldioxide. Voor hormoonverstorende en -actieve stoffen, farmaceu-
tische en cosmetische stoffen is geen onderzoek bekend naar metabolieten bij afbraak door
zwammen. Afbeelding 9 laat zien hoe PAK’s worden afgebroken in bodems door schimmels
en bacterién volgens verschillende paden. Volledige afbraak tot CO, is mogelijk. Afbraak door
zwammen volgt een heel andere route dan bij actiefslib in een zuiveringsinstallatie. Daar

worden PAK’s voornamelijk vastgelegd in het slib.
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AFBRAAK VAN PAK (UIT: SINGH, 2006)
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3.6 TYPE AFVALWATERSTROMEN

3.6.1

In het laboratorium is voornamelijk onderzoek gedaan met kunstmatige afvalwatermedia.
Aan water met voedingsstoffen zijn een of meer contaminanten toegevoegd waarna getest is

of zwammen deze stoffen konden verwijderen.

Enkele experimenten zijn gedaan met ruw afvalwater. Dit was meestal afvalwater uit de
papierindustrie (Ek & Eriksson, 1980; Christov & van Driessel, 2003; Singh, 2006) en afval-
water uit ververijen (Nyanhongo et al., 2002; Schliephake et al., 1993; Singh, 2006). Enkele
experimenten zijn gedaan met afvalwater uit olijfoliemolens (Kahraman & Ye ilada, 2001;
Blanuez et al. 2002; Singh, 2006) en afvalwater uit een farmaceutisch bedrijf (Singh, 2006).
Gist wordt veelvuldig gebruikt voor de zuivering van suikerrijk afvalwater uit destilleerde-
rijen en draadvormige zwammen voor de verwijdering van bijvoorbeeld fenolen en voor ont-
kleuring (Sing, 2006). Ook is er een proef gedaan met het verwijderen van e-coli en fosfaat uit
oppervlaktewater (Thomas et al., 2009).

ZWAMMEN IN DE RIOOLWATERZUIVERING

Verschillende soorten zwammen zijn aangetroffen in een rioolwaterzuiveringsinstallatie
(Fakhru’l-Razi et al., 2002). Zwammen zijn aangetoond in het afvalwater, in het zuiverings-
slib en in het percolaat van het zuiveringsslib. In totaal zijn 72 soorten aangetroffen van de
geslachten Penicillium, Aspergillus, Trichoderma, Spicaria en Hyaloflorae. De auteurs hopen
dat deze soorten of een deel daarvan in staat zijn om het zuiveringsslib gedeeltelijk af te bre-

ken of de bezinkbaarheid of ontwatering te verbeteren.
In afbeelding 3.7 is de verdeling van de verschillende families in de waterzuivering te zien.

De grafiek geeft weer welk percentage van de soorten (totaal en van vijf geslachten) gevonden

wordt in het afvalwater, in het slib en in het percolaat van het slib.
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AFBEELDING 10 VERDELING VAN DE GENERA BIJ DE VERSCHILLENDE STADIA VAN DE RIOOLWATERZUIVERING (UIT: FAKHRU'L-RAZI ET AL., 2002)
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3.7 NIET-STERIELE OMSTANDIGHEDEN
Uit een onderzoek in Finland blijkt dat in een rwzi de groeisnelheid van zwammen ten
opzichte van die van bacterién afhangt van de verhouding tussen koolstof en fosfaat.
Bij lagere C:P verhoudingen overgroeien de bacterién de zwammen (Hendrickx, Meskus &
Keiski, 2002). Bij een C:P verhouding van 60:0,3 (mol:mol) werd bacteriegroei onderdrukt,
bij een verhouding van 60:1,8 werd de zwammengroei onderdrukt. Dit kan een aanwijzing
zijn voor sturing van een mycoreactor onder niet steriele omstandigheden, zoals het geval bij

zuivering van afvalwater.

3.8 GEBRUIK VAN DE ZWAMBIOMASSA
Bij de groei van zwammen wordt biomassa opgebouwd dat voor de helft uit eiwitten bestaat.
Deze eiwitten kunnen worden gewonnen. Zwammen leveren ook nuttige enzymen (Coulibaly
et al, 2003). Dit betekent dat de geoogste zwambiomassa mogelijk een nuttige toepassing kan
hebben en niet hoeft te worden gestort of verbrand.

3.9 KOSTEN EN VERGELIJKING MET ANDERE SYSTEMEN

Omdat er geen pilotexperimenten met afvalwaterzuiveringssystemen zijn uitgevoerd,
kunnen kosten nog niet in beeld worden gebracht.
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AANBEVELINGEN VOOR NADER ONDERZOEK

4.1 HIATEN IN KENNIS

4.1.1 COMMUNAAL AFVALWATER
De literatuur geeft al veel inzichten in de potenties van zwammen voor zuivering. Het blijft
in verreweg de meeste gevallen echter bij laboratoriumomstandigheden. De grote hiaten in
kennis zitten dan ook in de vertaling naar de praktijk, maar ook bij de mogelijkheden van

zuivering van communaal afvalwater.

De laboratoriumproeven zijn veelal gedaan in steriel, kunstmatig afvalwater onder gecondi-
tioneerde omstandigheden. Deze condities liggen ver af van de praktijk van de afvalwater-
behandeling. Voordat duidelijk is of zwammen (grootschalig) ingezet kunnen worden voor
huishoudelijk afvalwater, zijn tussenstappen nodig in de vorm van aanvullende laborato-
riumproeven, kleinschalige proefopstellingen en ten slotte grootschaliger pilots. Experimen-

ten met verschillende typen afvalwater, reactoren en zwammen zijn hierbij mogelijk.

Pilotexperimenten met zwammen zijn alleen uitgevoerd met verontreinigde bodems (o.a.
Kotterman & Grotenhuis, 1999) en met verontreinigde lucht (o.a. Spigno et al., 2003). Chris-
tov & Van Driessel (2003) concluderen dat de toepassing van witrotschimmels in de waterzui-
vering mogelijk en zelfs veelbelovend is, maar dat een aantal problemen nog moet worden
opgelost. Grote debieten maken het proces in hun ogen ingewikkeld omdat een extra sub-
straat nodig kan zijn (bij gebrek aan gemakkelijk afbreekbaar organisch materiaal) en er moet
worden belucht. In rioolwater lijkt echter voldoende afbreekbaar materiaal aanwezig te zijn
en beluchting kan door een roterend biologisch systeem (zie afbeelding 6) te gebruiken. Deze
systemen zullen echter geoptimaliseerd moeten worden, omdat bij praktijkproeven in Neder-

land blijkt dat zij storings- en onderhoudsgevoelig kunnen zijn.

In het laboratorium zijn nog geen proeven gedaan met urine, zwart water of effluent van
rwzi’s. Voordat praktijkproeven worden gestart, moet duidelijk worden of en zo ja, onder
welke omstandigheden, zwammen kunnen groeien op of in deze afvalwaterstromen. De zui-
vering van verontreinigingen onder deze omstandigheden geven aanwijzingen voor te han-
teren verblijftijden in de praktijk. Deze zullen sterk afhangen van de af te breken stoffen en
de gehanteerde temperaturen. Als blijkt dat zij daarop goed groeien, kan een of meer klein-
schalige praktijkexperimenten een beter inzicht geven in investeringskosten en kosten voor

onderhoud en beheer.

Hiervoor is eerst nodig te bepalen welke te zuiveren afvalwaterstroom hiervoor het meest
geschikt is of voor welke stoffen het meest urgent een nieuwe zuiveringsoplossing nodig is.
Dan wordt een plan van aanpak gemaakt voor een praktijkexperiment voor die specifieke
afvalwaterstroom. Per afvalwaterstroom moet de beste (mix van) soort(en) worden uitgezocht
alsmede het best bij die stroom en bij die soort(en) passende reactor. Vervolgens wordt het

experiment uitgevoerd.
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REACTORONTWERP

In effluent, urine of andere te zuiveren waterstromen zal wellicht een extra substaat nodig
zijn. Afhankelijk van de te verwijderen stoffen en de eigenschappen van de te zuiveren water-
stroom zal een geschikte zwam en een geschikte reactor gekozen moeten worden. Een geschikt
substraat kan alleen worden toegevoegd wanneer deze niet zorgt voor extra vervuiling in
de vorm van BZV in het afvalwater en wanneer deze goedkoop is. Wellicht is menging met
een zetmeelrijke afvalwaterstroom een optie, of is het mogelijk om een reactor te ontwikke-
len met houtsnippers of andere goedkope biomassa waarop de zwammen groeien. Substraat

moet in ieder geval gemakkelijk verkrijgbaar, constant van samenstelling en goedkoop zijn.

Het ophopen van zwambiomassa is bij sommige reactoren in het laboratorium een probleem.
Dit kan worden opgelost door een zwammenetend organisme te introduceren (Woertz et al,
2002). In een systeem voor verwijdering van tolueen uit lucht bleek predatie door mijten zeer
effectief om de reactor langer te laten werken (periode van 120 dagen is getest). Welke predato-
ren in een aquatisch milieu het best gebruikt zouden kunnen worden is eveneens een onder-
werp van nader onderzoek. Bij gebruik van roterende schijfreactoren met bacterién blijkt dat
deze soms vanzelf van de schijven loskomen bij een bepaalde biomassa. Dit kan ook het geval

zijn bij sommige zwammensoorten. Nader onderzoek hiernaar is nodig.

Voor het grootschalig opkweken van zwammen kan te rade worden gegaan bij commerciéle
paddenstoelenkwekers. Veel informatie die zij kunnen verschaffen is niet in de literatuur
opgetekend. Wellicht zijn geschikte witrotzwammen voor de zuivering te verkrijgen bij een

commerciéle zwammenkweker.

Voor een snellere inventarisatie van potenties verdient het opzetten van meerdere experimen-
ten met meerdere typen afvalwaterstromen de voorkeur. Omdat wereldwijd nauwelijks erva-
ringen zijn opgedaan met praktijkexperimenten, kan Nederland hierin een voortrekkersrol

gaan vervullen.

OVERIG

Sommige zwammensoorten komen al voor in rioolwaterzuiveringsinstallaties. Wellicht kan
groei van deze zwammen worden gestimuleerd zonder het actiefslib proces te verstoren.
Tevens dient dan onderzocht te worden of deze zwammen microverontreinigingen afbreken

en hoe deze afbraak gemaximaliseerd kan worden.

Uit de tabellen B1.1. tot en met B1.4 in de bijlage is te zien dat een aantal prioritaire stoffen,
prioritair gevaarlijke stoffen en voorgestelde prioritaire stoffen van de Europese Kaderricht-
lijn Water (KRW) zijn getest op afbraakpotentie door zwammen. Lang niet alle stoffen zijn ech-
ter getest. Omdat een deel van deze stoffen de rwzi passeert, kan verwijdering door zwammen
een optie voor verwijdering zijn. Voor deze stoffen verdient het aanbeveling om hun afbraak

door zwammen te testen in het laboratorium.
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4.2 ONDERZOEKSVRAGEN

10.
11.
12.

13.

14.

15.

16.
17.

De belangrijkste onderzoeksvragen staan hieronder nog eens opgesomd.

De belangrijkste kennishiaten zijn:

Hoe kunnen zwammen zo effectief mogelijk gekweekt worden voor zuiveringsdoeleinden?
Welke soorten groeien goed in urine, zwartwater en rwzi effluent?

Hoe gedraagt een mycoreactor zich onder praktijkomstandigheden met variérende
influentsamenstellingen en temperaturen?

Is een aanvullend substraat nodig en zo ja, welk substraat is goedkoop, goed en toepasbaar?
Bij welke minimumtemperatuur werkt de reactor niet meer?

Hoe wordt uitspoeling van zwammenbiomassa voorkomen of, bij overmatige groei, juist
gestimuleerd?

Hoe wordt zwammenbiomassa geoogst?

Welke concentratie zwammenbiomassa zuivert het efficiéntst?

Hoe gedraagt de reactor zich op langere termijn?

Van welke factoren zijn de zuiveringsresultaten het meest athankelijk?

Welke soort(en) presteren onder praktijkomstandigheden het best?

Blijft de zwambiomassa zuiver? Zo niet, hoe kan invasie van andere soorten worden
voorkomen?

Welke metabolieten worden aangetroffen in het effluent?

Hoe reageren de zwammen en het zuiverend vermogen bij concurrentie met bacterién in
het te zuiveren water? Hoe is de concurrentiepositie van zwammen in de praktijk te
verbeteren?

Welke gemakkelijk te observeren parameters kunnen worden gebruikt als indicatoren voor
de prestatie van de mycoreactor?

Welke toepassing is/toepassingen zijn mogelijk voor de geoogste zwambiomassa?

Wat voor zwammen komen nu voor in Nederlandse rwzi’s? Kunnen deze zwammen worden

ingezet?
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CONCLUSIES

5.1 ZWAMMEN ALS ZUIVERAARS
In het laboratorium is duidelijk aangetoond dat zwammen potentie hebben om ongewenste
stoffen te verwijderen. In de natuur hebben zij deze rol ook. Het grote verschil met bacterién
ligt in het feit dat zwammen werken met extracellulaire enzymen die het mogelijk maken
stoffen af te breken die bacterién noodgedwongen laten liggen. Daarnaast heeft (dode en
levende) zwambiomassa een hoge affiniteit voor metalen die middels adsorptie worden vast-

gelegd.

(Witrot)zwammen zijn als geen andere organismegroep in staat om moeilijk afbreekbare,
aromatische stoffen af te breken. De enzymen die de zwammen daarvoor gebruiken zijn niet
specifiek. Dat wil zeggen dat zij een breed scala aan organische stoffen kunnen oxideren.
Zwammen zijn beter dan bacterién (en actiefslib) in staat om pesticiden, hormoonactieve en

-verstorende stoffen en medicijnen af te breken.

Een ander groot voordeel van zwammen ligt in de mogelijkheden voor gebruik. Zwammen
bevatten over het algemeen een hoge concentratie winbare eiwitten. Uit gisten die in de
voedingsmiddelenindustrie worden ingezet voor de behandeling van suikerrijke afvalwater-

stromen, worden de eiwitten geoogst en benut.

5.2 MOGELIJKHEDEN VOOR DE PRAKTIJK VAN DE ZUIVERING
Christov & Van Driessel (2003) concluderen dat de toepassing van witrotschimmels in de
waterzuivering mogelijk en zelfs veelbelovend is, maar dat een aantal problemen nog moet
worden opgelost. Deze problemen liggen vooral in de sfeer van het kweken van voldoende bio-
massa en processturing onder variabele omstandigheden. Technieken voor het kweken van
biomassa kunnen worden gevonden bij commerciéle paddenstoelenkwekers. Processturing
onder variabele omstandigheden kan worden geoptimaliseerd door praktijkproeven uit te

voeren.

Verblijftijden van langer dan een halve tot een hele dag betekenen dat behandeling van een
totale effluentstroom in een mycoreactor wellicht lastig is. Lange verblijftijden betekenen
immers grote reactoren en daarmee hoge kosten. De concentraties van de stoffen waar het
om gaat liggen in rioolwater en effluent laag, er dient een grote hoeveelheid water behan-
deld te worden, er is geen substraat aanwezig en de temperatuur is laag. Huishoudelijke
afvalwaterstromen halen de optimale temperaturen voor zwammengroei zelden of nooit en
opwarming van deze afvalwaterstromen zal alleen haalbaar zijn bij de beschikbaarheid van
veel restwarmte. Dit zal in de praktijk echter niet haalbaar zijn.

Lange verblijftijden kunnen wel worden toegepast bij het verwijderen van bijvoorbeeld medi-
cijnresten in geconcentreerde deelstromen, zoals urine en rejectiewater. Bij de behandeling

van geconcentreerde stromen (urine) zal het beter mogelijk zijn om restwarmte te benutten
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en middels warmtewisseling in het systeem te houden. Helaas blijft dan het grootste deel van
de medicijnresten buiten schot. Dit zijn de medicijnresten die uit de huishoudens komen
(STOWA, 2011). De rwzi haalt ongeveer 90% van de medicijnresten uit het rioolwater, maar
de overgebleven 10% kunnen een niet te verwaarlozen verstorend effect hebben op het aqua-
tische milieu. Het leeuwendeel van de medicijnresten zit in urine (STOWA, 2011) en behande-

ling van deze deelstroom zou dan ook een aantrekkelijke optie kunnen zijn.

De afbraak van moeilijk afbreekbare contaminanten gaat altijd onder zuurstofrijke omstan-
digheden. Dit betekent dat de te ontwikkelen reactor(en) aerobe omstandigheden moeten

creéren en behouden.

Voor de behandeling van afvalwaterstromen met een laag BZV gehalte is een substraat nodig
in de vorm van een koolstofbron voor de zwammen. In zwartwater zit wellicht voldoende
substraat, maar daarvoor is nader onderzoek nodig. Wat voor substraat het meest geschikt is,
moet worden onderzocht. Mogelijk zijn houtsnippers een goede optie. Deze dienen dan niet

alleen als koolstofbron voor de zwammen, maar ook als drager.

5.3 KANSRIJKE OPTIES

5.3.1

Uit deze verkennende literatuurstudie blijkt dat het verwijderen van vooral hormoonactieve
en -verstorende stoffen en medicijnen uit communaal afvalwater met zwammen het ver-
der onderzoeken waard is. Mogelijk ontwikkelt zich een nieuwe, kosteneffectieve techniek.

De vraag is natuurlijk bij welke afvalwaterstromen deze techniek het meest haalbaar lijkt.

De nabehandeling van effluent lijkt geen goede weg. Behandeling van effluent komt pas in
zicht wanneer regenwater volledig is afgekoppeld. Behandeling van ruw rioolwater is, van-
wege het volume en de temperatuur, eveneens nauwelijks een optie, al bevat ruw rioolwater
wellicht wel voldoende substraat. Ook hiervoor geldt dat de optie in zicht komt als regen-
water volledig is afgekoppeld.

Er zijn drie opties die kansrijk lijken voor een zwammenbehandeling:
* behandeling van sterk verontreinigde deelstromen (urine en rejectiewater)
* stimuleren van al voorkomende zwammen in de rwzi (optimalisering zuiveringsproces)

¢ slibbehandeling

DEELSTROOMBEHANDELING

Veel medicijnresten zijn te vinden in de afvalwaterstromen van ziekenhuizen en in mindere
mate van verzorgingstehuizen. Een groot deel komt echter van huishoudens. Behandeling
met zwammen van deze afvalwaterstroom van ziekenhuizen is op dit moment de beste optie.
Als scheiding van urine en feces gemeengoed wordt, dan is de behandeling van de urine, al
dan niet behandeld, de beste optie, omdat medicijnresten en hormoonactieve stoffen gecon-
centreerd in de urine voorkomen.Omdat het dan om een relatief kleine deelstroom gaat, kan
ook urine van huishoudens behandeld worden. Ontwikkelingen die nu gaande zijn om met
brandstofcellen stroom op te wekken uit urine zullen wellicht urinescheiding en daarmee de

behandeling van deze deelstroom dichterbij brengen.
Aangetoond is dat een hoge concentratie van hormoonactieve stoffen zich bevindt in het

rejectiewater. Of dit ook geldt voor (een groot deel) van de medicijnresten dient nader onder-

zocht te worden. Deze geconcentreerde stroom kan dan behandeld worden.
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STIMULEREN ZWAMMEN IN DE RWZI

In de rwzi voorkomende zwammen kunnen klaarblijkelijk goed gedijen onder de omstandig-
heden die in de rwzi heersen. Mogelijk kunnen deze zwammen worden gestimuleerd waar-
door zij effectiever moeilijk afbreekbare stoffen aan kunnen pakken. Dit zal moeten gebeu-
ren zonder dat de werking van de rwzi wordt verstoord. Zoals eerder aangehaald, zal dit nog

onderzoek vergen.

SLIBBEHANDELING

Een groot deel van de stoffen zit geadsorbeerd aan het slib en deze stoffen verdwijnen niet bij
bijvoorbeeld vergisting van dat slib. Zij verdwijnen wel bij verbranding. Mogelijk zijn zwam-
men in staat om de hormoonverstorende stoffen en medicijnen te verwijderen uit het slib,

waardoor een hoogwaardiger toepassing van het slib in beeld komt.
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BIJLAGE 1

TABEL B1.1 VERWIJDERING VAN PESTICIDEN (ALLEMAN, LOGAN & GILBERTSON, 1995; AUGUSTIN ET AL., 2006; AURIOL ET AL., 2008; CASTRO ET AL., 2007;
CLASSEN & PAYNE, 2001; DURSUN ET AL., 2003; EIBES ET AL., 2011; JUNGHANS ET AL., 2005; KANG & STEVENS, 1994; LIANG & MCFARLAND,
1994; LIU ET AL., 2006; NAGPAL, SRINIVASAN & PAKNIKAR, 2008; NYANHONGO ET AL., 2002; PRICE, CLASSEN & PAYNE, 2001; PRICE, TEKERE
ET AL., 2002; ROMERO ET AL., 2006; RODARTE-MORALES ET AL., 2011; SCHLIEPHAKE ET AL., 1993; SUZULI ET AL., 2003; TAMAGAWA ET AL.,
2006; TOBIN, WHITE & GADD, 1994; TSEKOVAA & PETROV, 2002)

Zwam Stof Concentratie  Verwijdering Verblijftijd Metabolieten (Optimale) (Optimale)  Reactor- KRW
(orde van (%) pH temperatuur  type
grootte)

Herbiciden

Phanerochaete chrysosporium 2,4,5-T nM 30d Wateroplosbare stoffen

Phanerochaete chrysosporium 2,4-D mg/L 20d

Cunninghamella elegans 2,4-D mg/L 5d

C. echinulata 2,4-D mg/L 5d

Rhizoctonia solani 2,4-D mg/L 5d

Verticullium lecanii 2,4-D mg/L 5d

Aspergillus penicilloides 2,4-D mg/L 7d 2,4-DCP

Mortierella isabellina 2,4-D mg/L 7d 2,4-DCP

Ceriporiopsis subvermispora Alachloor mg/L 122d polaire en apolaire stoffen pr

Phlebia tremellosa Alachloor mg/L 122d pr

Cunninghamella elegans Alachloor mg/L 4d 4 metabolieten pr

Fusarium oxysporum Butachloor mg/L 12d

Fusarium solani Butachloor mg/L 12d

Rhizoctonia solani Chloortoluron mg/L 15d

Rhizoctonia solani Diuron mg/L 10d pr

Rhizoctonia solani Isoproturon mg/L 10d pr

Bjerkandera adusta Chloortoluron mg/L 15d

Bjerkandera adusta Diuron mg/L 15d pr

Bjerkandera adusta Isoproturon mg/L 15d pr

Sordaria superba Linuron mg/L 5d

Botrytis cinerea Linuron mg/L 5d

Botrytis cinerea Metobromuron mg/L 5d

Rhizopus oryzae Metobromuron  mg/L 5d

Absidia fusca Metobromuron mg/L 5d

Alternaria solani Metamitron mg/L 5d

Drechslera austaliensis Metamitron mg/L 5d

Absidia fusca Metamitron mg/L 5d

Botrytis cinerea Metribuzin mg/L 5d

Sordaria superba Metribuzin mg/L 5d

Absidia fusca Metribuzin mg/L 5d

Oxysporus sp. Chloortoluron mg/L 5d
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Zwam Stof Concentratie  Verwijdering Verblijftijd Metabolieten Reactor- KRW
(orde van (%)
grootte)

Oxysporus sp. Diuron mg/L 5d pr
Oxysporus sp. Isoproturon mg/L 5d pr
Coriolus versicolor Diuron mg/L 42d pr
Hypholoma fasciculare Diuron mg/L 42d pr
Stereum hirsutum Diuron mg/L 42.d pr
Coriolus versicolor Diuron ua/g 42.d pr
Hypholoma fasciculare Diuron ua/g 42.d pr
Stereum hirsutum Diuron ug/g 42d pr
Hypholoma fasciculare Terbutylhylazine mg/L 42d
Stereum hirsutum Terbutylhylazine mg/L 42d
Coriolus versicolor Atrazine mg/L 42d pr
Stereum hirsutum Atrazine mg/L 42d pr
Hypholoma fasciculare Atrazine mg/L 42d pr
Hypholoma fasciculare Terbutylazine ua/qg 42d
Coriolus versicolor Terbutylazine ua/q 42d
Coriolus versicolor Atrazine ua/qg 42d pr
Stereum hirsutum Atrazine ua/qg 42d pr
Hypholoma fasciculare Atrazine ua/qg 42d pr
Phanerochaete chrysosporium Atrazine uM 4d De-ethylatrazine, pr

deisopropyl-atrazine,

hydroxyatrazine, de-ethyl-

hydroxyatrazine
Pleurotus pulmonarius Atrazine ua/g 42d pr
Cunninghamella elegans Alachloor mg/L 4d pr
Fusarium oxysporum Glyfosaat mg/L 20d
Insecticiden
Phanerochaete chrysosporium DDT nM 30d dicofol, FW-152, DBP
Pleurotus ostreatus DDT nM 30d
Phellinus weirii DDT nM 30d
Polyporus versicolor DDT nM 30d
Phanerochaete chrysosporium DDE nM 60 d DBP en ongeidentificeer-

de stoffen
Phanerochaete chrysosporium Metoxychloor uM 7d 1,1-dichloro-2,2-bis

(4-methoxyfenyl)ethaan,

2,2,2-trichloro-1,1-bis(4-

methoxyfenol)ethanol,

2,2-dichloro-1,1-bis(4-

methoxyfenyl)ethanol
Phanerochaete chrysosporium Lindaan mM 30d pr
Phanerochaete chrysosporium Lindaan mM 60 d pr
Phanerochaete chrysosporium Chloordaan mM 30d
Phanerochaete chrysosporium Chloordaan mM 60 d
Trichoderma harzianum Endosulfan mg/L 13d endosulfan sulfaat, pr gev.

endosulfan diol
Trichoderma harzianum Dieldrin mg/L 13d
Trichoderma harzianum DDT mg/L 13d
Phanerochaete chrysosporium Endosulfan pg/L >95 50d endosulfan sulfaat, pr gev.
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Zwam Stof Concentratie  Verwijdering Verblijftijd Metabolieten (Optimale) (Optimale)  Reactor- KRW
(orde van (%) pH temperatuur  type
grootte)

Phanerochaete chrysosporium Lindaan uM 14d Tetrachlorocyclohexeen, pr

tetrachlorocyclohexene

epoxide,

tetrachlorohexenol
Witrotschimmel DSPM95 Lindaan mg/L 5d 30-35 pb pr
Phanerochaete chrysosporium Chloorpyrifos uM 18d pr

Fonofos uM
Terbufos pM

Coriolus versicolor Chloorpyrifos pag/g 42.d pr
Hypholoma fasciculare Chloorpyrifos pag/g 42.d pr
Stereum hirsutum Chloorpyrifos uag/g 42d pr
Phanerochaete chrysosporium Hydramethylnon pM 10d p-(trifluoromethyl)

cinnamic acid,

p-(trifluoromethyl)benzoic

acid
Phanerochaete chrysosporium Pentachloorfenol mg/L 1,5h div
Trametes versicolor Pentachloorfenol mg/L 8d rth
Lnonotus dryophilus Pentachloorfenol mg/L 8d rth
Armillaria gallica Pentachloorfenol mg/L 7d b
A. mellea Pentachloorfenol mg/L 7d b
Ganoderma lucidum Pentachloorfenol mg/L 7d b
Lentinula edodes Pentachloorfenol mg/L 7d b
Pleurotus pulmonarius Pentachloorfenol mg/L 7d b
Polyporus sp. Pentachloorfenol mg/L 7d b
Volvariella volvacea Pentachloorfenol mg/L 7d b
Conidiobolus 03-1-56 Lindaan mg/L 24 h b pr
Fungiciden
Coriolus versicolor Iprodioon pg/L 42d
Hypholoma fasciculare Iprodioon pg/L 42.d
Stereum hirsutum Iprodioon pg/L 42.d
Cunninghamella elegans Fenylvinclozoline mg/L 4d b

Legenda

*=laccasen uit de zwam in kwestie

**=laccasen en MnP uit de zwam in kwestie

Cursief onderstreepte waarden van temperatuur en pH geven optima aan wanneer dit bij de experimenten is
onderzocht.

Reactortype:

b = batch, geroerd of geschud

rtb = rotating tube bioreactor

div = diverse

pb = packed bed reactor (gepakte kolom)

BB = BBraun bioreactor (geroerde temperatuurgestuurde gesloten bioreactor)

KRW:

pr : prioritaire stof

pr gev. : prioritair gevaarlijke stof
v pr: voorgestelde prioritaire stof
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TABEL B1.2 VERWIJIDERING VAN HORMOONACTIEVE EN -VERSTORENDE STOFFEN (LITERATUUR EN LEGENDA: ZIE TABEL B1.1)
Zwam Stof Concentratie Verwijdering (%) Verblijftijd Metabolieten (Optimale) pH (Optimale) Reactortype KRW
(orde van grootte) temperatuur
Trametes versicolor* esterone ng/l 1h 8,0 b
Phanerochaete sordida esterone 10E-4M 5d 4,5 b
Phanerochaete sordida** esterone 10E-5M 2h 6,0 b
Phanerochaete chrysosporium** 17B-estradiol 10E-7M 8h 8,0 b v pr
Trametes versicolor* 17B-estradiol ng/l 1h b v pr
Trametes versicolor** 17B-estradiol 10E-7M 8h b v pr
Phanerochaete chrysosporium** ethinylestradiol 10E-7M 8h b
Trametes versicolor** ethinylestradiol 10E-7M 8h b
Clavariopsis aquatica nonylfenol uM 24 h v pr
UHH 1-6-18-4 nonylfenol uM 24 h v pr
Trametes versicolor* estriol ng/l 1h 8,0 b
Trametes versicolor* 17ca-ethinylestradiol  ng/L 1h 8,0 b v pr
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TABEL B1.3 VERWIJDERING VAN FARMACEUTISCHE EN COSMETISCHE STOFFEN (LITERATUUR EN LEGENDA: ZIE TABEL B1.1)
Zwam Stof Concentratie ~ Verwijdering Verblijftijd Metabolieten  (Optimale) (Optimale)  Reactortype KRW
(orde van grootte) (%) pH temperatuur
Bjerkandera adusta carbamazepine mg/L 14 d b
Bjerkandera adusta citalopram mg/l 14 d b
Bjerkandera adusta diclofenac mg/L 14 d b v pr
Bjerkandera adusta fluoxetine mg/L 14d b
Bjerkandera adusta fluoxetine mg/L 14 d b
Bjerkandera adusta hydrobromide, ibuprofen mg/L 7d b
Bjerkandera adusta naproxen mg/L 14 d b
Bjerkandera adusta sulfametoxazool mg/L 14d b
Bjerkandera sp. R1 carbamazepine mg/L 14d b
Bjerkandera sp. R1 citalopram mg/L 14 d b
Bjerkandera sp. R1 diclofenac mg/L 14d b v pr
Bjerkandera sp. R1 fluoxetine mg/L 4d b
Bjerkandera sp. R1 fluoxetine mg/L 14 d b
Bjerkandera sp. R1 hydrobromide, ibuprofen mg/L 7d b
Bjerkandera sp. R1 naproxen mg/L 14 d b
Bjerkandera sp. R1 sulfametoxazool mg/L 14 d b
Phanerochaete chrysosporium carbamazepine mg/L 14 d b
Phanerochaete chrysosporium citalopram mg/L 14 d b
Phanerochaete chrysosporium diclofenac mg/L 14 d b v pr
Phanerochaete chrysosporium fluoxetine mg/L 7d b
Phanerochaete chrysosporium fluoxetine mg/L 14 d b
Phanerochaete chrysosporium hydrobromide, ibuprofen mg/L 7d b
Phanerochaete chrysosporium naproxen mg/L 4d b
Phanerochaete chrysosporium sulfametoxazool mg/L 14 d b
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TABEL B1.4 VERWIJDERING VAN METALEN (LITERATUUR EN LEGENDA: ZIE TABEL B1.1)
Zwam Stof Concentratie Verwijdering (%) Verblijftijd Metabolieten (Optimale) pH  (Optimale)  Reactortype = KRW
(orde van grootte) temperatuur
Aspergillus niger Cadmium 15,1 mg/g 24 h 4,0 b v pr
Aspergillus niger Chroom mg/L 24 h 5,0 b
Aspergillus niger Koper uM 24 h 5,0 b
Aspergillus niger Lood mg/L 24 h 5,0 b
Aspergillus niger Zink pM 70% / 18,25 mg/g 24 h 6,0 b
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