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Resum

L’ acid poli-gamma-glutamic és un polimer que es forma de manera natural, anionic,
biodegradable, soluble en aigua, comestible i no toxic per I'ésser huma o per a 'ambient.

Posseeix, a més, potencials aplicacions biomediques i medi-ambientals.

La major part dels estudis duts a terme fins a dia d’avui han estat basats en estudiar I'obtencio
d’aquest producte mitjangant fermentacions submergides en estat liquid. Alhora, aquests
estudis s’han orientat a determinar els requeriments nutricionals per a 'adequat creixement
cel-lular aixi com a millorar la productivitat de PGA i la variacio en la composicio de la seva

estructura, en quant al contingut d’acid L- i D-glutamic.

La present investigacio busca estudiar la produccié d’acid poli-gamma-glutamic mitjangant
fermentacions amb substrat solid amb Bacillus licheniformis ATCC9945a, explorant tant les
condicions experimentals com també els diferents components i substrats que en maximitzin
la productivitat. Per a complir amb I'esmentat objectiu, s’han dissenyat mdltiples fermentacions

amb diferents substrats solids i condicions fermentatives.

Els resultats obtinguts i reportats en aquesta investigacié suggereixen que el Bacillus
licheniformis és capag de créixer eficientment també en substrats solids, aconseguint fins i tot
rendiments productius més elevats que el reportats amb fermentacions submergides amb

substrat liquid.

El substrat més eficient és la soja texturitzada, que aporta una quantitat de proteines molt més
ata que la resta. El rendiment mitja de PGA amb aquest substrat és de 124,5 mg per g de

substrat solid.

D’entre els diversos oligoelements, s’ha establert que la preséncia de potassi, fosfor, magnesi
i ferro —en aquest ordre d’'importancia- és determinant per tal d’obtenir rendiments productius

satisfactoris.

El polimer obtingut en tots els processos fermentatius ha estat de pes molecular elevat i la

relacié enantiomera ha resultat de 70/30 D contra L.
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1 Introduccio

El desenvolupament de biomaterials constitueix actualment un dels principals eixos
d’investigacié en el moén de la ciéncia. D’entre aquests biomaterials els biopolimers han
aconseguit un alt grau de protagonisme, especialment en els ultims 30 anys, degut a les seves
multiples aplicacions industrials, biomediques i farmacéutiques, que estan aportant un conjunt
de solucions tant a problemes ambientals com en les noves formulacions biomediques i

farmaceutiques.

Els biopolimers son materials polimérics o macromoleculars que son sintetitzats per éssers
vius. Degut en gran part a la situacié geopolitica mundial s’ha propiciat el desenvolupament
de fonts alternatives capaces de cobrir les necessitats creixents d’energia i productes. Aquesta
necessitat ha propiciat que el mén cientific centri les seves mirades en la diversitat microbiana
gque habita el planeta, ja que aguesta sempre ha demostrat ser una font important de nous
materials. A més, actualment es disposa de la tecnologia necessaria per a fer créixer
microorganismes de manera industrial i segura. Aquest nou model ha canviat la concepcié de
la industria quimica moderna i ha sigut utilitzada de manera exitosa en la produccié a granel

de diversos productes quimics, com per exemple I'etanol o 'acid citric.

D’entre aquests nous materials estudiats trobem els poliaminoacids, que sén poliamides de
naturalesa polimérica amb els seus components units per enllagos tipo amida. L’acid poli-
gamma-glutamic (PGA) és un d’aquests poliaminoacids. Es de fet un polimer biodegradable
constituit per unitats d’acid D- i L-glutamic i que és produit de manera natural per part algunes

bactéries.

Aquest treball pretén continuar amb la linia d’investigacié oberta en el Departament
d’Enginyeria Quimica, obrint-la a noves formes d’obtencié de I'acid poli-gamma-glutamic per

a que la produccié d’aquest polimer sigui viable.
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2 Objectius del projecte

L’objectiu principal a partir del qual es basa el desenvolupament de la present investigacio és

el seglent:

- Estudiar la produccioé d’acid poli-gamma-glutamic mitjancant fermentacié amb substrat

solid i amb Bacillus licheniformis ATCC9945a i maximitzar-ne el rendiment productiu.

Els objectius associats i més especifics que també es pretenen assolir en aquest projecte son:

Analitzar els diferents substrats que poden ser viables per a produir acid poli-y-

glutamic.

- Estudiar les possibles relacions entre les caracteristiques fisico-quimiques dels

substrats analitzats amb la viabilitat i rendiment productiu.

- Establir les condicions experimentals optimes (temps i temperatura) que maximitzen

el rendiment productiu d’acid poli-y-glutamic.

- Establir les concentracions de components addicionals que maximitzen el rendiment

productiu d’acid poli-y-glutamic.

- Comprovar la reproductibilitat dels resultats aconseguits amb fermentacions a més

gran escala.

- Determinar la composici6 enantiomera i el pes molecular de l'acid poli-gamma-

glutamic produit en els experiments anteriors.
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3 Abast del projecte

Aquest projecte pretén ampliar les possibilitats d’obtencié de I'acid poli-gamma-glutamic i
convertir-se en la primera aproximacié realitzada en el Departament d’Enginyeria Quimica

utilitzant la fermentacié amb substrat solid com a procés d’obtencié d’aquest polimer.

Degut tant a la poca bibliografia existent relativa a la utilitzacié d’aquest tipus de procés
fermentatiu per a la obtencid d’acid poli-y-glutamic, com també a la vastitud de possibilitats
que s’obren amb ell, aquest primer acostament pretén servir com a cribratge inicial de totes
aguestes possibilitats.

En definitiva, aquest Projecte pretén centrar-se en comprovar la viabilitat general d’aquest
procés fermentatiu i d’algunes de les seves diferents possibilitats. De cada una de les diferents
proves que es duran a terme durant el projecte podran sorgir més endavant altres

investigacions o Projectes, que podran tenir un abast ja més focalitzat.
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4 L’acid poli-gamma-glutamic (PGA)

Els poliaminoacids son poliamides compostes d’un sol aminoacid, i difereixen de les altres
proteines en varis aspectes. Mentre que les proteines es composen de varis aminoacids, els
poliaminoacids només es composen d’'un d’aquests aminoacids (almenys en la columna
vertebral). Per a formar una molécula de proteina, per exemple, 'ADN dirigeix la col-locacio
dels diferents aminoacids en una sequéncia especifica, mentre que els poliaminoacids sén
biosintetitzats per un cami diferent pels microorganismes. També cal remarcar que, en les
proteines, els enllagcos amida només es formen entre grups a—amino i a-carboxilic (enllacos
a—amida). En els poliaminoacids, en canvi, els enllacos amida tenen altres funcions a la

cadena.

Existeixen tres poliaminoacids diferents presents en la natura: I'acid poli-gamma-glutamic
(PGA o y-PGA), la poli-e-lisina (¢-PL) i la cianoficia (Figura 4.1). En el y-PGA els enllagos
amida es formen entre els grups a—amino i y-carboxilic en la columna vertebral del polimer.
La e-PL té el monomer de lisina enllacat per un grup a-carboxilic i un grup €-amino de lisina.
La cianoficia consisteix en residus a-aspartics que contenen residus d’arginina enllagats amb

el grup B-carboxilic [1].
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Figura 4.1 Poliaminoacids presents a la natura.

El PGA és un polimer anionic d’origen natural, biodegradable, comestible i no toxic envers els
humans i el medi ambient. Esta constituit per unitats d’acid D-glutamic i d’acid L-glutamic

unides, com s’ha explicat anteriorment, formant un grup amida entre el grup a-amino i el grup
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y-carboxilic. Degut a la presencia dels enantiomers D i L podrem tenir un homopolimer D, un
homopolimer L o, en la majoria dels casos, un copolimer constituit per unitats D i L. La principal
propietat del PGA és la seva solubilitat en aigua, causada per la presencia del grup carboxilic
(-COOH) lateral [2].

El PGA va ser descobert per primer cop per Ivanovics i Bruckner [3] com una capsula de
Bacillus anthracis que s’alliberava en un medi amb autoclau, o durant I'envelliment i I'autolisi
de les cel-lules. EI menjar tradicional japonés natto (soja fermentada) és, de fet, una mescla
d’acid poliglutamic i fructan produit pel Bacillus natto (Figura 4.2). Varis investigadors han estat
estudiant des de llavors la produccié de PGA per fermentacié submergida i fermentacié en
estat solid (FES).

Figura 4.2. Aspecte de l'aliment tradicional japoneés natto, obtingut partir de soja fermentada

S’ha suggerit el seu Us per a varies aplicacions industrials com la d’espessidor, desamargant,
crioprotector, material d’alliberacié sostinguda, dosificador de farmacs, adhesiu bioldgic, fibra
biodegradable, biopolimer floculant i absorbidor de metalls pesants. Es produit comercialment

per Vedan Taiwan per a usos cosmetics i alimentaris.
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4.1 Fonaments del biopolimer PGA

4.1.1 Soques productores de PGA

El PGA és produit basicament pels bacteris pertanyents a la Bacillus sp., tals com el Bacillus
licheniformis, B. subtilis, B. megaterium, B. pumilis, B. mojavensis i B. amyloliquefaciensis.
S’ha comprovat que un arqueobacteri haldfil, el Natrialba aegyptiaca sp., també és capac de
produir PGA. Els B. licheniformis i B. subtilis son els bacteris que s’han utilitzat majoritariament

en la producci6 de PGA.

El PGA té diverses funcions fisiologiques que varien depenent de I'espécie que el sintetitza i
el medi de cultiu. Els bacteris que es troben al sol (majoritariament del genere Bacillus,
excloent B. anthracis) utilitzen el PGA alliberat pel segrest de ions metal-lics toxics,
incrementant d’aquesta manera la seva resisténcia a medis adversos. El PGA pot ser també
una font de glutamat pels bacteris durant la manca d’aliments en la fase estacionaria final.
Dos bacteris altament patogénics com son el B. anthracis i el Staphylococcus epidermis
sintetitzen PGA associat a la superficie, permetent-los aixi actuar virulentament. A més, la
capsula del B. anthracis esta composada exclusivament d’enantiomer D, convertint-lo en
particularment no immunogen. Aquesta capsula també prevé 'accés del anticossos al bacteri.
Protegeix el B. anthracis d’infeccions fagocitaries i el S. epidermidis de péptids antimicrobians,
actuant probablement com a barrera passiva. Aixi doncs, el PGA ancorat és un factor de la
viruléncia bacteriana que protegeix al patogen del sistema immunologic, mentre que el PGA
alliberat pot ser un factor persistent que protegeix el bacteri del seu ambient [3].

4.1.2 Mecanisme molecular de la polimeritzacié de I’acid glutamic.

So6n nombrosos els investigadors que han estudiat els aspectes bioquimics de la sintesi del
y-PGA. El primer mecanisme proposat es basava en experiments duts a terme amb B.
licheniformis ATCC9945A [4]. Tanmateix, treballs més recents amb B. subtilis IFO 3335 han

reportat dades prou concloents que suggereixen un mecanisme diferent (Figura 4.3).

Els mondomers d’acid glutamic incorporats al y-PGA poden derivar tan del medi de cultiu com
a través de la sintesi de novo. Cromwick i Gross [5] van observar que el B. licheniformis ATCC
9945A obtenia entre el 70 i el 90% dels monomers incorporats al y-PGA directament del medi

de cultiu, mentre que la resta 'originava el cicle de I'acid tricarboxilic (TCA).

El y-PGA procedent de la majoria de Bacillus cont¢é monomers d’acid L- i D-glutamic.
Anteriorment es van proposar tres possibles mecanismes per a la racemitzacio de l'acid L-

glutamic: un indirecte per aminotransferases, un directe per la racemasa de I'acid glutamic
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(GIr), i un directe per la racemasa de I'acid glutamic YyrpC. Estudis recents indiquen que
només el Glr, un enzim citosolic amb una alta selectivitat per I'acid glutamic, és responsable

de proveir els monomers de I'acid D-glutamic.

culture medium

1N
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+PGA
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v
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Figura 4.3: Model recent proposat per a la sintesi de y-PGA. Adaptat per Buescher i
Margaritis [3], en base a Shih i Van [6] i Sung et al. [7]

Diversos estudis han tractat d’aclarir el mecanisme de polimeritzacié del y-PGA. Després de
comprovar que el mecanisme és diferent al de la sintesis ribosomica de proteines, es va
proposar un primer mecanisme [8]. Recentment, es va identificar un segon mecanisme que
inclou el complex enzimatic PgsBCA i es va declarar com I'Unic responsable de la

polimeritzacié de I'acid glutamic a y-PGA [9].

A pesar de que el PgsBCA ha estat analitzat detalladament, no s’ha pogut aillar en un estat
actiu, ja que és altament hidrofobic i molt inestable. S’ha observat que la forma unida a la
membrana forma y-PGA a partir d’acid glutamic i ATP. Al final, s’escindeix a ADP, proveint
aixi la forca motriu per a la reaccié. Les subunitats PgsB i PgsC conjuntament formen un
centre catalitic. El PgsA elimina la cadena allargada del centre actiu permetent I'addicié del

seguent monomer [10]. A la Figura 4.4 observem un model per a la reaccié de polimeritzacio.

Existeix poca informacié sobre el mecanisme en qué el y-PGA surt de la cél-lula. Una
membrana cel-lular menys compacte amb fosfolipids curts podria facilitar el procés de

transport. En els Bacillus licheniformis ATCC 9945 A, una alta concentracio de glicerol al medi

3y
\0“ "\/
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resulta en un canvi de composicio dels fosfolipids a la membrana. La fraccié C18:1i C16:1 de

fosfolipids decreix, mentre que la C12:0 i la C10:0 augmenta [3].

0
[PGA n"g—orj_, ___ATP
//
\\-.
O  T—>ADP

Al ]
[pc;;rx]—’c—opoz3

o

.
———

ﬁ g
[PGA]—F—OH
n+

Figura 4.4: Model per a la reaccié de polimeritzacié de y-PGA proposat per Buescher i

_>P

Margaritis [3] i basat en Ashiuchi i Misono [9]

4.2 Producci6 de PGA.

4.2.1 Produccié fermentativa de PGA

Son varies les soques de Bacillus que s’han provat fins a I'actualitat per a la produccié de PGA
com un material extracel-lular i viscos. Per tal d’augmentar la productivitat de PGA, els
investigadors han estudiat els requeriments nutricionals per a la produccié de PGA, veient que
variaven en funcié de la soca utilitzada. Basant-se en els requeriments nutricionals, els
bacteris productor de PGA s’han classificat en dos grup: els bacteris dependents de I'acid
glutamic i els bacteris independents de 'acid glutamic. A part de I'acid glutamic, molts altres
factors com les fonts de carboni i nitrogen, la forca ionica, I'aireig, I'agitacié i el pH del medi

de cultiu afecten a la productivitat de PGA.
Efecte dels components del medi de cultiu.

L’acid L-glutamic té diferents rols en les soques productores de PGA. La quantitat d’acid L-
glutamic que s’addiciona al medi durant la produccié de PGA depén de la soca utilitzada i dels

altres components del medi de cultiu. Aixi doncs, la seva concentracio ha de ser optimitzada,
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ja que afecta directament al cost de produccié del PGA. La velocitat de conversio d’acid L-
glutamic a PGA és una eina important per a poder determinar la concentracié adequada d’acid
L-glutamic al medi. La majoria d’estudis realitzats fins a I'actualitat recomanen utilitzar una

concentracio de 20-30 g/L d’acid glutamic per a la produccié de PGA.

Kunioka i Goto [11] van concloure que I'acid L-glutamic es produia a través de I'acid isocitric i
'acid a-oxoglutaric en el cicle de l'acid tricarboxilic (TCA), i que el PGA es polimeritzava a
partir d’aquest acid glutamic. Es per aixd que I'acid citric és considerat un dels components

més importants per a la produccié de PGA.

La seleccio de la font de carboni també s’ha definit com a dependent de la soca utilitzada per
a la produccio de PGA. Tanmateix, s’ha observat que la glucosa i el glicerol donen suport a la
produccié de PGA en la majoria de casos. Wu et al. van observar que el glicerol no era
responsable només d’estimular la produccié de PGA, sindé que també disminuia el seu pes
molecular en un cultiu amb B. subtilis NX-2 [1]. El glicerol present en el medi de cultiu és
responsable de la disminucié de la llargada de la cadena de PGA, fet que comporta una
disminucio6 de la viscositat del brou durant la fermentacio millorant aixi 'admissié de substrat

i augmentant eventualment el creixement cel-lular i la produccio de PGA.

El rendiment de la produccié de PGA amb fonts naturals de nitrogen és generalment més baix
comparat amb l'aconseguit amb fonts de nitrogen inorganiques. Goto and Kunioka [11] van

suggerir la necessitat de ions NH4* per a la producci6 de PGA.

Les sals inorganiques com el CaCl, o el MnSO4 també tenen un efecte significatiu tan en el
rendiment final com en la composici6 estereoquimica del PGA. Huang et al. van observar que
I'addicié de CaCl, al medi de cultiu reduia la viscositat del brou i incrementava el consum
d’acid glutamic extracel-lular d’'un 11,4%, obtenint finalment un rendiment més alt comparat
amb el control [1].

A la Taula 4.1 es resumeixen els requeriments nutricionals més importants, el rendiment de

PGA obtingut i observacions per diferents soques productores de PGA.
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Taula 4.1: Requeriments nutricionals basics i rendiments obtinguts de y-PGA en anteriors

investigacions [1]

Acid glutamic, glicerol,

La preséncia de Mn*? al medi és critica

acid citric, NH4Cl 23.00 per a mantenir la viabilitat cel-lular
B. licheniformis
ATCC 9945 L - . La preséncia de NaCl al medi afecta
Acid glutamic, glicerol, 35.00 anificati | di el
acid citric, NH4Cl (batch) . significativament el rendiment i el pes
' molecular del PGA
. L’addici6 de suficients ions amoni és
B. subtilis IFO 3335  Acid glutamic, acid citric 20.00 necessari per a una conversio eficag
d’acid citric a acid glutamic
B. subtilis  Sucrosa, (Nh4)2SO4, acid L’addici6 d’acid glutamic produeix PGA
. L 15.60
(chungkookjan) glutamic elongat
B. licheniformis Acid glutamic, glicerol, 19.80 L’acid L-glutamic demostra una gran
CCRC 12826 acid citric, NH4Cl ’ interaccié amb el glicerol
El PGA es produeix utilitzant acid L-
. - glutdmic del medi, i sintetitzat en les
Acid glutamic, glucosa 30.20 cel-lules a partir de la glucosa. Aquesta
B.subtilis NX-2 soca no assimila acid citric
. Els ions Mn*2 i Mg*? influeixen en el
Acid glutamic, glicerol 31.70 rendiment volumétric del rati D/L de
PGA
- . L’acid L-glutamic és transportat a dins
E.R_lsrftlhs (natto) Nllﬁg)rfmz’t ssf)ﬂfca de soja, 35.00 les cel-lules i es polimeritza com la
9 unitat d’acid glutamic del PGA
. . s . . El glicerol facilita la secrecié del PGA
B. licheniformis Acid glutamic, glicerol, . o
WBL-3 acid citric, NHaCl 19.30 millorant la permeabilitat de la
membrana cel-lular
. Acid glutamic, (NH4)2S0a4, L’addici6 de DMSO i Tween 80
gézlgbtms cGMCC DMSO, Tween-80, 34.40 estimula la conversi6 de glucosa a
glicerol glutamat
Glicerol, acid citric, b i s “ .
B. licheniformis  (NH4)2SOs, acid glutamic, L addicio d'acid oxoglutaric i glutamina
: - 35.75 al medi augmenta el rendiment i el pes
NCIM 2324 glutamina, acid
N molecular del PGA.
oxoglutaric
B. licheniformis SAB- Caseina hidrolitzada, 59.90 L’addicié amb pulsacié d’acid citric va

26

KH2PO4, (NH4)2S04

incrementar la producci6 fins a 88 g/l

Efecte de laireig i I'agitacio.

Durant la produccié de PGA el medi de cultiu esdevé altament viscds, degut a que el polimer
és extracel-lular i d’elevat pes molecular. Es probable que I'alta viscositat del medi disminueixi
la transferéncia d’oxigen, portant a una limitacié de I'oxigen disponible. Aquest problema es
pot solucionar incrementant I'oxigen disponible, incrementant la velocitat d’agitacid o

incrementant la pressio parcial de 'oxigen a I'aire bombejat a través del fermentador. L’agitacié
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controla la transferéncia de nutrients i la distribucié de l'aire i de 'oxigen, mentre que l'aireig

determina la oxigenacio del cultiu i contribueix a la mescla de la massa en fermentacio.

Cromwick i Groos. [12] van estudiar I'efecte de l'aireig i I'agitacio en la produccié de biomassa,
la utilitzacié de carboni i la produccié de PGA. Un increment de 'oxigen subministrat va doblar
els pesos de les cél-lules seques de B. licheniformis ATCC 9945A. Amb un aireig elevat el
glicerol, I'acid L-glutamic i I'acid citric es consumien més rapidament, i el rendiment en la

produccié de PGA augmentava.
Millores en la biosintesi del PGA
Podem trobar tres enfocaments diferents per a la millora de la produccié de PGA:

i.  Utilitzaci6 de precursors (intermediaris en la biosintesi de PGA). L’'acid citric es
considera un dels millors precursors per a la produccié de PGA. Bajaj i Singhal [13]
van seleccionar varis intermediaris del cicle TCA com ara I'acid a-oxoglutaric, I'acid
malic, I'acid succinic o I'acid pirtvic per a la produccié de B. licheniformis NCIM 2324,
i varen trobar que el rendiment de PGA incrementava des de 26.12 fins a 34.98 g/L

després de I'addicié d’acid a-oxoglutaric 10mM al medi.

Bajaj i Singhal [14] també van estudiar I'efecte de I'addicié d’aminoacids de la familia de 'acid
glutdmic (L-glutamina, L-arginina, L-ornitina i L-prolina) i d’aminoacids involucrats en la
biosintesi del PGA (L-alanina i acid L-aspartic) en la produccié de PGA, trobant que amb L-
glutamina 0.5 mM s’aconseguia la maxima produccié de PGA. El rendiment augmentava

encara més amb I'addicié combinada de glutamina i acid a-oxoglutaric.

ii.  Millorade la permeabilitat de la membrana cel-lular. EI PGA és un polimer extracel-lular
produit a partir d’acid glutamic intracel-lular i amb un mecanisme de sintesi
membrands. Es per aixd que la quantitat de substrat intracel-lular és forca important
per la biosintesi de PGA, i un increment del seu nivell comportaria un augment de la
producci6 efectiva de polimer. A més, I'estimulacié de la secrecié de PGA de la cél-lula
podria rebaixar el estrés associat amb I'acumulacié de PGA i substrat intracel-lulars,
augmentant aixi la formacié de PGA. Si la permeabilitat de la membrana cel-lular
s'incrementa (afegint, per exemple, glicerol), el consum de substrat extracel-lular i la
secrecio de PGA s’incrementara, fet que comportaria un augment del rendiment en la

produccio de PGA.

ii.  Redistribuci6 del flux metabolic. Wu et al van suggerir I'adicié de Tween-80 i DMSO al

medi per a estimular la conversio de glucosa a glutamat [1]. La quantitat d’acid glutamic
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format a partir de la glucosa també va incrementar en presencia de glicerol, ja que

aquest incrementava el flux de 2-oxoglutarat a acid glutamic.

4.2.2 Produccié de PGA mitjancant Fermentacié en Estat Solid (FES)

El principal problema que trobem durant la produccioé fermentativa de PGA en fermentacions
submergides és l'increment significatiu de la viscositat del brou que acaba generant espuma
de manera incontrolable. Alhora, també existeixen limitacions amb la transferéncia d’oxigen.
A més, el cost relativament elevat dels constituents del medi de cultiu en la fermentacio
submergida la converteixen en un procés costés. LA FES ofereix una alternativa per solucionar

alguns d’aquests problemes i reduir, alhora, els costos energetics.

Existeixen pocs estudis en la literatura de la producci6 de PGA amb FES. Només quatre
soques (B. subtilis CCTCC 202048, B. subtilis B6-1, B. subtilis ME714 i B. licheniformis NCIM
2324) i substrats solids com residus de soja, seg6 de blat, fems de porc i bovins i residus de

moniato sols o en combinacié han estat provats per a la produccié de PGA (Taula 4.2) [1].

4.2.3 Modelat cinétic de la produccio6 fermentativa de PGA.

Els estudis cinétics de la produccié fermentativa de PGA sén escassos. Richard i Margaritis
[15] van proposar un model empiric on el biopolimer es tractava com un component de la
biomassa. El model incorporava el concepte de biomassa estesa que va ser utilitzat per a
determinar els parametres cinétics. L’analisi cinétic en les fermentacions batch per a la
produccié de PGA va demostrar que la produccié de PGA no estava associada al creixement.

Es necessari més treball per refinar el model i provar-lo amb altres fermentacions microbianes.

Taula 4.2: Soques i nutrients clau o substrat utilitzats en anteriors estudis [1]

Residu de soja, acid citric, acid glutamic,
(NH4)2SOs, glicerol, L-glutamina, acid a-  98.64
oxoglutaric

B. licheniformis NCIM
2324

Glutamat sodic, midé, urea trisodium

B. subtilis ME714 . 75.30
citrate
- Residus de soja, seg6 de blat, acid
B.subtilis CCTCC202048 glutamic, acid citric, NHsNO3 83.61
B.subtilis CCTCC202048 €M de porc, residu de soja, sego de blat 1
acid glutamic, acid citric
B.subtilis CCTCC20204g M de vaca, sego de blat, residu de 7

soja, acid glutamic
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4.3 Aplicacions del PGA

4.3.1 Aplicacions en medicina

Dosificador de farmacs

La biocompatibilitat i la biodegradibilitat converteixen al PGA en un producte interessant per
les plataformes de dosificacié de farmacs. Els grups carboxil en les cadenes laterals ofereixen
punts de fixacié per la conjugacié d’agents quimioterapeutics, convertint el medicament més
soluble i facil d’administrar. El conjugat PGA-medicament pot entrar all llocs tumorals i alliberar
el medicament al llarg del temps a mesura que el polimer es va biodegradant. L’acid glutamic

alliberat pot entrar amb normalitat al metabolisme cel-lular i no és excretat pel ronyo.

El conjugat PGA-paclitaxel, PG-TXL (Figura 4.5), preparat amb enllacos covalents entre el
paclitaxel original i el PGA va ser dissenyat per millorar I'eficacia i la seguretat del paclitaxel,
millorant el seu perfil farmaco-cinétic i presentant una alternativa soluble en aigua a la
formulacio tradicional del medicament. Estudis preclinics han demostrat que la recepcié del
PG-TXL per part de les cél-lules tumorals és uns 5 cops més elevada que la del medicament
sol utilitzant dosis equivalents [3].

Figura 4.5: Conjugat PGA-paclitaxel, PG-TXL
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La fixacié del PGA a d’altres medicaments antitumorals, com el cis-diclorodiamina-plati (I1), el
4-(N-hidroxifenil) retinamida i el N,N-dimetilspingosina han mostrat millores similars en la
efectivitat i la reducci6 de la toxicitat [3]. Aixi doncs, el PGA es pot aplicar a una amplia varietat

d’agents anticancerosos.
Adhesius biologics.

Els adhesius bioldgics han estat utilitzats per 'adhesio de teixits, hemostasia i per al segellat
de fuges d’aire i de fluids corporals en operacions quirdrgiques. L’adhesiu utilitzat a I'actualitat
en cirurgia, la fibrina, té una baixa adhesivitat als teixits. L’entrecreuament quimic de gelatina
i PGA ha demostrat ser prometent com a adhesiu quirdrgic i agent hemostatic que podria
convertir-se un potencial recanvi a la fibrina. Estudis animals han demostrat que aquests
hidrogels es degraden lentament en el cos sense induir cap resposta inflamatoria severa.
També s’ha desenvolupat un potencial adhesiu biologic fet de col-lagen porci i PGA, més

segellant que la fibrina en les fugues d’aire dels pulmons.
Enginyeria dels teixits.

De tots els polimers biodegradables estudiats exhaustivament com a bastides (o scaffolds)
per a aplicacions en la enginyeria de teixits, el quitosa és considerat el més apropiat.
Tanmateix, les bastides (o scaffolds) basats en quitosa necessiten una millor forca mecanica
per ser totalment adequats. La velocitat d’absorcié d’aigua, el grau d’inflament del biomaterial

i la forga mecanica van millorar forga amb I'adicié de PGA per modificar les matrius del quitosa.

4.3.2 Aplicacions en cosmética.

El PGA pot ser usat com un component de valor afegit per a millorar les propietats de
productes nous o ja existents pel cuidat personal com ara cremes hidratants, exfoliants o
antiarrugues. La composicid quimica del PGA el permet ser homogéeniament miscible i
guimicament estable en una matriu de productes molt usats en les cremes facials. A més, el

PGA també té I'habilitat de formar una fina capa elastica, suau i auto-hidratant a sobre la pell.

S’ha demostrat que una composicié natural i segura de PGA i extracte d’Aloe Vera o té verd
incrementa la producci6 de factors humectants naturals de la pell. Alhora, el PGA inhibeix la
hialuronidasa, que degrada l'acid hialuronic (un component del teixit connectiu de la pell),

ajudant a mantenir la elasticitat de la pell [3].

Els examens microscopics del hidrogels de PGA han revelat una estructura tipus multibag que
el permet absorbir humitat fins a 5000 vegades el seu propi pes. La quantitat d’aigua

continguda en els hidrogels de PGA és influenciada pel pH i el contingut en sal. Aquest fet
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permet als investigadors de I'ambit de la cosmética millorar la capacitat hidratant de les
formulacions per a cabell i pell afegint la quantitat correcta d’electrolits i ajustant el pH

degudament.

4.3.3 Aplicacions en la industria alimentaria.

També es va proposar I'addicié de PGA a aquelles substancies amb gust amarg (aminoacids,
péptids, quinina, cafeina, minerals, etc.), per la prevencié d’envelliment i millora de la textura

de productes de fleca basats en el midd, i com a estabilitzant en la gelateria [1].

Esta demostrat que el PGA augmenta la biodisponibilitat del calci incrementant la seva
solubilitat i absorcié intestinal. S’ha demostrar un increment de I'absorci6 intestinal de calci
fins i tot en dones post menopausiques després d’una sola dosi de PGA [1]. Aquest increment
de la solubilitat del calci s’atribueix a la inhibicié de la formacié de fosfat calcic, un producte
insoluble. L’addicié de PGA en els preparats alimentaris rics en minerals accelera 'absorcio
d’aquests minerals a l'intesti prim i emmascara el fort gust dels minerals enriquits. Aquest
efecte també s’ha vist en els aliments per a animals, on 'addicié de PGA promou l‘absorcio

de minerals com el fosfor i incrementa la resisténcia de la closca dels ous.

4.3.4 Tractament d’aiglies residuals

Adsorcié de metalls pesats

El PGA és un potencial bioabsorbent per I'eliminacio i recuperacié de metalls pesats de les
aigues residuals industrials degut a la seva habilitat de segrestar ions metal-lics (Ni*?, Cu*?,
Mn*2 i AlI*®). Bhattacharyya et al. [16] van desenvolupar unes membranes de microfiltracié amb
PGA unit covalentment que tenien una capacitat extremadament elevada per a 'absorcié de

metalls pesats.

El PGA és alhora un adsorbent adequat per a I'eliminacié dels colorants BB9 i BG4 de les
solucions aquoses. El procés d’adsorcio és rapid i amb una reaccié amb cinética de segon
ordre, suggerint un mecanisme d’adsorcioé quimic. Al voltant del 98% del colorant adsorbit es

va poder recuperar del PGA, facilitant aixi una reutilitzacié del PGA gastat.
Biopolimer floculant

El PGA esta considerat un biofloculant superior degut a la seva habilitat de flocular un ampli
rang de compostos organics i inorganics. L’activitat floculant esta influenciada per la
concentracié de PGA, I'addicié de cations i el pH de la reaccié. EI PGA entrecreuat amb

radiacié a també va purificar aigua contaminada agafada de rius i estancs per floculaci6 i
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precipitaci6 [3]. Aquest efecte del PGA entrecreuat requereix ocasionalment d’un
pretractament amb clorit de polialumini (PAC). El métode d’accié del PGA entrecreuat es creu
que esta basat en la interaccié electrostatica entre el floculant i el PAC i la superficie dels
components presents en l'aigua contaminada. Sembla bastant clar que el PGA sera utilitzat
no tan sols per al tractament d’aiglies contaminades siné també en el procés de potabilitzacid
de l'aigua aixi com en el tractament d’aigies riu avall en les industries alimentaries i

fermentatives.

4.3.5 Altres aplicacions potencials

El creixent interés que ha despertat el PGA darrerament ha produit I'obertura de noves linies

d’'investigacio per a futures aplicacions. Entre aquestes potencials aplicacions cal destacar:

i. Crioprotector: EI PGA demostra una alta activitat anticongelant degut a la elevada
composicié d’aminoacids. Shih et al. [17] han demostrat que I'activitat anticongelant del
PGA augmenta a mesura que decreix del seu pes molecular, pero és independent de la

relacié de glutamat D/L.

ii. Plastics biodegradables: Els microorganismes degraden el PGA esterificat en menor
temps. Aguest PGA esterificat pot ser modificat quimicament de forma senzilla, podent

aconseguir aixi una gran diversitat d’'usos.

iii. Agent de contrast: s’ha observat que el PGA complexat presenta un comportament
millor que altres polimers utilitzats anteriorment com a agents de contrast [3]. Per
exemple, a diferencia de la €-PL, que té multiples carregues positives, el PGA té

multiples carregues negatives que sén bioldgicament menys disruptives.

iv. Adjuvant de vacunes: s’ha avaluat el PGA com a adjuvant de vacunes injectant
subcutaniament en conills PGA i una proteina nucleocapsida de virus gastroenteritis
recombinant i transmissible (TGEN) [1]. El grup de conills injectats amb PGA i TGEN
va produir una quantitat considerablement més elevada d’anticossos que el grup de
control. Alhora, es va comprovar que el pes molecular del PGA utilitzat afectava a la

produccié d’anticossos.
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5 La Fermentaci6 en Estat Solid (FES)

La fermentaci6 en estat solid (FES), més coneguda per les seves sigles en anglés SSF (solid-
state fermentation), és un procés microbia on un material solid és emprat com a substrat o
com a suport inert per al creixement dels microorganismes. Amb les FES, els microorganismes
acostumen a créixer correctament i produir una quantitat més elevada d’enzims extracel-lulars
i altres metabolits que en les fermentacions en estat liquid (o submergides) tradicionals. Tot i
qgue la FES va ser desenvolupada per la manufactura de aliments tradicionals i begudes
alcohdliques, la seva aplicacié s’ha anat estenent al sector farmaceéutic i a la industria
bioquimica. A pesar del desconeixement sobre els factors que contribueixen a I'elevat
rendiment en la produccié d’enzims o altres metabolits, s’esperen noves aplicacions de la FES
en aquestes industries. A continuacié revisarem els fonaments cientifics i tecnologics de la

FES, un nou tipus de biotecnologia degut a les seves caracteristiques productives Uniques.

5.1 Consideracions Generals

5.1.1 Historia

L’'origen de la FES es remunta a la elaboracié de pa a 'antic Egipte. Amb el pas dels anys,
diversos avancgos es van establir en la enginyeria del procés de la FES. Als anys ‘60, molts
galls d’indi van morir per la ingestié d’aflatoxin, una toxina produida per un fong que va infectar
una partida de cacauets [18]. Hesseltine [19] va descobrir que una gran quantitat d’aquesta
toxina es produia en la FES, perd no ho feia en la fermentacio tradicional. Aquests resultats

van cridar I'atencié de molts investigadors.

La FES ha estat també utilitzada ampliament i ha jugat un paper preponderant en la produccié
de menjars orientals i begudes alcoholiques: el tempeh i 'ontjom a I'Indonésia, el vi shao-hsing

i el licor kaoliang a la Xina, i el miso, la salsa de soia i el sake al Japé.

Al 1896, Takamine [20] va produir un enzim digestiu, el Takadiastase, amb una FES utilitzant
Aspergillus oryzae i seg6 de blat. Aquest fet va portar a I'aplicaci6 de la FES a les industries
alimentaries i de begudes. Després de la Segona Guerra Mundial, varis investigadors van
utilitzar cultius amb llits mol comprimit i aireig forgat. Aixi, el fermentador de FES a escala

industrial va ser desenvolupat per a la produccié d’enzims i acid citric [21].

Avui en dia, la utilitzacié a nivell industrial de la FES s’ha estés i inclou el compostatge, el
cultiu de bolets i la produccié d’altres aliments com el pa o formatges madurats amb floridura.

A la Taula 5.1 podem veure alguns exemples de les aplicacions de la FES.
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5.1.2 Caracteristiques

La FES posseeix unes caracteristiques Unigues alhora que unes certes limitacions. Els enzims
hidrolitics extracel-lulars i altres metabolits acostumen a produir-se en grans quantitats amb
la FES. A pesar de descongixer exactament les raons d’aquest fet, aquesta caracteristica és
molt important per a la aplicacié de la FES. Martinez et al. [22] van descobrir que el fong
degradador de blat Pleurotus sp. produia isoenzims de diferent massa molecular durant la
FES i la fermentacié submergida. Aquests isoenzims compartien diverses caracteristiques,
incloent dos seqiiéncies finals d’'aminoacids N-terminals . Recentment, Ishida et al. [23] van
informar que el A. Oryzae produia diferents tipus de glucoamilases depenent del metode de

cultiu; per exemple, la digestio del mid6 cru només es donava en la fermentacié submergida.

Les diferencies basiques entre la FES i la fermentacid submergida es resumeixen a
continuacio [21].

1. Ala FES, la distribucié microbiana, el creixement microbia i la formacié del producte
es produeixen a la superficie del solid. El substrat no és uniforme i no es pot agitar
facilment. La Figura 5-1 mostra una imatge de blat koji al microscopi electronic, on les
micel-les de Aspergillus kawachii estan creixent a la superficie i penetrant a
'endosperma del grans de blat.

2. El contingut d’humitat del substrat solid és normalment baix, depenent de les seves
caracteristiques fisiques o quimiques. Per a medis amb un alt contingut d’humitat, és
dificil aconseguir un aireig estable a través del llit de substrat, i s’acaben creant sovint
canals preferencials dels fluxos d’aire.

3. L’escalfament degut al metabolisme i el creixement dels microorganismes eleva la
temperatura del substrat solid i causa la pérdua d’humitat. Aquest fenomen crea
desafiaments futurs en el control dels processos de FES.

4. Els substrats en la FES s6n normalment materials naturals, com ara cereals, soia,
biomassa o residus solids. Pot océrrer que el producte desitjat sigui tot el substrat

fermentat, com en el cas dels aliments tradicionals (natto, tempeh i miso).
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Taula 5.1: Productes aconseguits mitjangant FES [21]

Enzims
a-Amilasa Asperg_ﬂlus . oryzae, Bacillus Sego de blat, tapioca
Licheniformis, Rhizopus sp.
Glucoamilasa Aspergillus Sp., Rhizopus sp. Tapioca, sego6 de blat, blat de moro
A. Niger,Penicillium sp., Segé de blat, polpa de bleda-rave,
Cel-lulasa . . . L
Trichoderma reesei biomassa cel-lulosica
Xylanasa Aspergillus . fumigatus, Sego de blat, fibra de jute
Thermoascus lanuginos
Pectinasa Talaromyces flavus, A. niger Polpa de fuita, sego de blat, polpa de
café
Proteasa Pemcﬂhum caseicolum, Mortenella Segd de blat, llet descremada en pols
renispora, A. oryzae, A. niger
Metabolits
Etanol Saccharomyces cerevisiae Polpa de fuita, bleda-rave, blat de mor.
Acid citric A. niger Bagas de’canya de sucre, polpa de
fruita, sego de blat
Acid lactic Lactobacillus sp., Rhizopus oryae  Bagas de canya de sucre + glucosa
Pigment vermell Monascus anka Arros, floc de pa
Antibiotics
Penicil-lina Penicillium chrysogenum Bagas de canya de sucre
Tetraciclina Streptomyces viridifaciens Residu de moniato
Surfractin Bacillus subtilis Residu de tofu
Aliments
Natto Bacillus natto Soia
Tempeh Rhizopus oligosporus Soia
Tape Amylom.yces rouwdi, - Rhizobium Arrds, tapioca, blat de moro
chinensis
Ontjom Neurospora sitophila Farina de cacahuet
Formatge Penicillium rogqueforti Quallada de llet
Koji sake,hochu A. oryzae, A. kawachii Arros, ordi
Salsa de soia Apergillus sojae Soia, blat
Miso A. oryzae Soia, arrds
Vi shao-hsing Rhizopus sp. Blat
Ragi Rhizopus sp., Saccharomycopsis ArToS
sp.
Compost
Compost Fongs de podridura blanca Biomassa cel-luldsica
Q\
Yo
ETSEIB
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5. Els microorganismes que s’acostumen a utilitzar sén bacteris o fongs que poden
produir amilases per a degradar el mido i penetrar a dins del substrat solid. A la FES,
la flora microbiana presenta diferéncies morfologiques en el tipus de micel-les (aeries
i submergides). Aquests dos tipus de micel-les tenen una activitat fisiologica diferent i
compliquen el control del procés.

Aquestes caracteristiques son exclusives per a la FES i li atribueixen tan avantatges com

desavantatges, tal i com expliquem a continuacio.

5.1.3 Avantatges i desavantatges de la FES

En la produccio industrial d’enzims extracel-lulars com I'amilasa, la cel-lulasa o la pectinasa
s’utilitzen tan la FES com la fermentacié submergida. La decisié sobre quin métode s’escull
es basa en el cost i en la eficiéncia del procés. Es per tant fonamental congixer els avantatges
i els desavantatges de la FES comparats amb els de la fermentacié submergida.

Avantatges

1. La FES és relativament resistent a la contaminacié bacteriana. Degut a que el creixement
bacteria esta limitat per una baix coeficient d’activitat de I'aigua, rares vegades es produeix

una contaminacio important del medi solid.

Micel-les
aéries

Micel-les
penetrades

Figura 5.1: Imatge d’un microscopi electronic d’escombrat del micelis de A. kawachii
crescuts al koji. El temps de cultiu era de 2 dies. Les micel-les penetren profundament en
I'endosperma del gra. Les micel-les aéries a la superficies del koji sén esporangiospores.

Abans de fixar la mostra al microscopi, el koji es va tractar amb enzims per a dissoldre

I'endosperma. Institute of Bio-Science, Usuki, Japan
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2. Els fermentadors o instal-lacions fermentatives sén compactes. La carrega volumetrica del
substrat és molt més elevada en la FES que en la fermentacié submergida ja que el contingut

d’humitat del substrat solid es més baix.

3. En el cas de que sigui necessaria I'extraccié del producte de la FES, es necessitara forga

menys solvent i el cost de recuperacio sera menor que en la fermentacié submergida.

4. El tractament del residu fermentat és forga senzill. Com que el contingut d’humitat del residu

fermentat és baix, pot ser assecat i usat com a aliment per a animals o fertilitzant.

5. La utilitzacioé de I'oxigen gas per part del microbis redueix el cost d’aireig. EI subministrament
d’'aire i la temperatura del llit de substrat solid es pot controlar mitjancant aireig forcat, on
I'extensa superficie del substrat solid promou la transferéncia de calor i el intercanvi d’oxigen

i dioxid de carboni.

6. Les conidiospores, utilitzades en el méetode tradicional koji, es preserven durant llargs

periodes, i per tant poden ser utilitzades repetidament.
Desavantatges

1. L'agitacid del llit de substrat esdevé forca dificil. Aquest fet dona lloc a una distribucio
irregular de la massa cel-lular, nutrients, temperatura, humitat, etc., que forma un medi
fisiologic, fisic i quimicament heterogeni en el llit de substrat. Aquesta complexitat dificulta en

gran mesura el processos de control.

2. El control de la temperatura referent a la calor que es desprén en la respiracié microbiana
o el metabolisme resulta altre cop for¢a dificil, degut a la baixa conductivitat téermica del llit de

substrat.

3. Es dificil fer una determinacié rapida del creixement microbia i d’altres parametres

fermentatius. No existeix un sensor que mesuri directament aquests parametres.

4. Normalment, la temperatura és la Unica forma de controlar el creixement microbia o la
produccié de producte en la FES. Degut a que no existeix una manera factible per analitzar
les condicions fermentatives, les operacions en continu i l'automatitzacié resulten

complicades.

5. Degut a que es desconeixen exactament els factors que contribueixen a I'elevada produccio
de la FES, la estratégia de cultiu es basa en resultats empirics i en la experiéncia del

investigador.
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5.2 Creixement microbia

Es fonamental un bon coneixement de les caracteristiques del creixement microbia degut a la
gran dependéncia d’aquest amb el rendiment final del producte. A més, aquest coneixement

també resulta essencial per a un disseny racional i el control del procés en la FES.

5.2.1 Creixement de les micel-les

El creixement de la flora bacteriana en el substrat solid en la FES és Unic degut a la seva
heterogeneitat. Com es mostra a la Figura 5.1, generalment trobem dos tipus de micelis en el
creixement vegetatiu de la flora bacteriana. El creixement que penetra en la superficie del
substrat solid porta a la formacié del miceli submergit, i el creixement aeri porta a la formacio
del miceli aeri. Tanmateix, és forca dificil discriminar entre aquests dos tipus de micelis a la
superficie. Després de la germinacid, el miceli submergit creix en primer lloc, i després 'aeri

es desenvolupa per sobre seu.

Normalment, el substrat solid és pords i 'agrupament d’aquest substrat conté espais buits al
seu interior. Per evitar un creixement microbia excessiu que podria embussar les corrents
d’aire a través del substrat, s’hauria de procedir a I'agitacié. Estudis recents han intentat
establir un rati optim d’agitacié. Per exemple, en una fermentacio roller-type de A. niger la
produccié d’acid citric va augmentar amb l'agitacié [24]. Mentre que en el cas d’'un cultiu
anaerobic usant un fermentador de tambor, la productivitat d’etanol amb Saccharomyces
cervisiae va decréixer amb I'augment de la velocitat d’agitacio [25]. Tot i que les raons d’aquest
comportament no estan clares, es creu que una velocitat d’agitaci6 elevada pot ser

ocasionalment nociva.

5.2.2 Temperatura

El control de la temperatura en el llit de substrat és molt important en la FES, ja que el
creixement i la produccié d’enzims o metabolits son normalment sensibles a la temperatura.
Cal remarcar que la temperatura optima per a la produccié d’enzims o metabdlits no sempre
coincideix amb la temperatura optima de creixement. Aixi doncs, és molt probable que es

necessiti una estratégia per a canviar la temperatura durant el procés.

Un altre problema és la calor metabolica que es desprén i que eleva la temperatura del llit de
substrat. Sense un métode eficient d’eliminacié de calor, la temperatura pot excedir del limit
superior per a un bon creixement. Degut a la baixa conductivitat térmica del substrat solid,
normalment s’observa un retras en el canvi de la temperatura. A més a més, es forma

generalment un gradient de temperatura en el llit, causant tant un creixement com una
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produccié heterogénies. El gradient de temperatura pot succeir tan horitzontal com
verticalment, depenent de I'espessor i de 'amplada del llit. Aquest ultim problema reflecteix

molt bé la dificultat que es troba en intentar mesurar una temperatura mitja del procés.

5.2.3 Humitat

Generalment, el creixement microbia es veu afectat pel percentatge d’humitat en el substrat
solid. Aquest efecte s’estudia utilitzant el coeficient d’activitat de I'aigua (aw) definit per Scott

[26] com un parametre de creixement microbia de la seglent manera.
aw = By/Po

on Py i Po sén les pressions parcials de vapor equilibrades del substrat i de I'aigua pura a una

determinada temperatura, respectivament.

El creixement microbia esta fortament restringit a medis amb un baix aw. Aquest limit inferior
del ay, depén basicament del tipus de microorganisme que s'utilitza. Els bacteris acostumen a
ser menys tolerants que els llevats i els fongs a un determinat valor de aw. Aquestes dades
suggereixen que la FES amb un a. baix és més resistent a la contaminacié bacteriana,
permetent aconseguir condicions aseptiques. Tanmateix, la contaminacié pot succeir

igualment en les primeres fases de la fermentacio, reduint el creixement de I'espécie desitjada.

L’evaporacio de 'aigua depén de la quantitat de calor metabdlic que es desprén. En el cas de
la produccié del japones sake, per exemple, on el cultiu de A. Oryzae es duu a terme amb
grans d’arrds bullit durant 2 dies, el contingut d’humitat de I'arrds decreix aproximadament des
d’'un 40% fins a un 20%.

5.2.4 Oxigen i didoxid de carboni

Okazaki et al. [27] van concloure que l'oxigen, per sota d’'una concentracié del 0,2%, no
afectava a la velocitat de creixement de A. Oryzae sobre el grans d’arrds. Tanmateix, el temps
de germinacio si incrementava amb una concentracié d’oxigen baixa. També van observar
gue en concentracions de dioxid de carboni molt elevades (>10%) no es produia creixement

microbia.

Tot i que el quocient respiratori teoric (proporcié entre el didxid de carboni alliberat i 'oxigen
consumit per un organisme), RQ, dels microorganismes aerobics és 1.0, els resultats de
cultius mostren a vegades un RQ per sota de 1.0 en la FES [21]. Aix0 significa que la
transferéncia d’oxigen a les micel-les podria ser insuficient en les FES convencionals. Amb

I'arros koji, un elevat grau d’humitat comporta un creixement pobre dels micelis profundament
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submergits, possiblement degut al bloqueig dels camins de transferéncia d’oxigen a l'interior

dels grans.

El creixement dels micelis esta restringit per la difusid6 d’'oxigen en el llit de substrat solid.
Rajagopalan i Modak [28] van simular el creixement de A. niger sobre un substrat solid que
estava limitat per la calor i la transferéncia d’oxigen. El seu model assumia que 'augment del
gruix del biofilm de la flora microbiana al voltant de les particules solides, disminuia la porositat

del llit de substrat i dificultava la difusio d’oxigen al llit.

Sudo et. al [29] van mesurar la concentracié d’oxigen dissolt (DO) en els grans d’arrds bullit
durant el cultiu amb A. kawachii. La Figura 5.2 mostra que el decreixement de la concentracio
de la DO es va accelerar al cap de 20 hores des del comencament de la fermentacié. La
reduccié de la DO es va associar al creixement, fet que significava que les micel-les podien
seguir creixent a baixes concentracions de DO en els grans d’arros. Aquest fet podria ser
degut a la microporositat de I'arrds, o a les caracteristiques de creixement de les micel-les on
els nutrients i 'oxigen es traslladen des de I'exterior a l'interior de la micel-la per transmissié

protoplasmatica a través de les connexions protoplasmiques [21].

En el koji, degut a que el substrat és degradat per la amilasa, la porositat del substrat
augmenta, permetent que I'oxigen gas sigui utilitzat pels micelis submergits que penetren amb
profunditat en el substrat. Els mecanismes de la penetracio dels micelis i de la transferéncia

d’oxigen a dins del substrat sén un dels problemes més significatius en I'analisi de la FES.

Relative concentration of DO

F-Y
Cell mass (mg/g kaji)

1 1 0
0 10 20 30 40 50

Time (h)

Figura 5.2: Concentracio de DO en un gra d’arros en el transcurs d’'una FES. o, valor relatiu

de DO en relaci6 a la concentracio inicial; e, massa cel-lular.
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5.2.5 Midade les particules i propietats fisiques del substrat solid.

Els substrats amb una mida de particula menor tenen una superficie especifica més gran, fet
que representa un avantatge pel creixement superficial de la flora bacteriana. Alhora, també
resulta un avantatge per a la transferéncia de calor i el intercanvi d’oxigen i didxid de carboni
entre l'aire i la superficie del solid. Tanmateix, quan la mida de les particules és massa petit,
elevat la densitat de 'empaquetament del substrat causa I'adheréncia de les particules entre
elles. Aquestes condicions porten a la compressio i la contraccié del llit, blogquejant o creant
canals preferencials d’aire. Aixi doncs, é€s molt probable que existeixi una mida optima de

particula de substrat per a la obtencié dels diferents productes.

La compressibilitat del substrat solid varia depenent de les propietats fisiques del substrat
solid, com ara el contingut d’humitat, la mida de particula i el contingut de particules inerts. La
densitat de 'empaquetament del substrat solid es pot modificar per compressio o bé evaporant
aigua durant la fermentacié [21]. Aquestes caracteristiques son forca importants ja que

redueixen I'area superficial efectiva per al creixement.

5.3 Disseny de fermentadors

Els fermentadors de FES utilitzats en la industria es classifiquen en diferents grups.
Generalment, I'inic métode d’extraccié de calor del llit de substrat en aquests fermentadors
és l'aireig forcat. Tanmateix, per a usos a petita escala, especialment per a la manufactura de
begudes alcoholiques i aliments, es poden utilitzar senzilles safates sense aireig forgat. El
meétode de les safates requereix més esfor¢ en la posada a punt i la mescla del llit de substrat,
i és per aix0 que els fermentadors a gran escala normalment s’automatitzen i es controlen per

computador.

5.3.1 Fermentadors de safates.

Aquests fermentadors amb safates de fusta, plastic o metall, sén prou senzills i ampliament
utilitzats en la FES tradicional. La fermentacié es duu a terme en safates estacionaries sense
agitacié mecanica (Figura 5.3). Degut a la baixa eficiéncia en el bescanvi de calor entre

substrat i aire en aquest tipus de fermentador, el substrat solid no es pot compactar en excés.

En el cas del procés de I'arros koji per a la producci6 de sake japonés o salsa de soia, el gruix
maxim que pot assolir el llit de substrat solid és aproximadament de 15 cm. Normalment
aquestes safates s’instal-len en una habitacié de cultiu on la temperatura i la humitat es

controlen per a obtenir un creixement optim de la flora bacteriana. L’arros préviament bullit
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inoculat amb A. oryzae es cobreix amb peces de roba durant una nit i, després de 20 hores

de cultiu, s’estén ampliament a la safata.

Fig 5.3: Fermentacio en safates

El gruix del llit de substrat es pot variar per a facilitar el control de la temperatura. L’evaporacié
d’aigua del llit es facilita amb la reduccié del gruix del mateix, fet que comporta alhora una
disminucio de la temperatura. La humitat ambiental de I'habitacié de cultiu també es pot variar
per facilitar el control de la humitat del substrat, a pesar de que la resposta acostuma a ser
forca lenta. La mescla i I'ajust del gruix del llit de substrat es realitzen en intervals moderats,

basats en el coneixement adquirit empiricament.

La figura 5.4 mostra un fermentador amb multiples safates utilitzat en el cultiu de
conididspores. També s'utilitza per a la elaboracié de shochu, una beguda alcohdlica
destil-lada japonesa, a partir del koji. En aquests fermentador totes les operacions es duen a
terme en un tanc de cultiu, incloent I'esterilitzacié del substrat amb vapor, la inoculacié per
aire, el subministrament d’humitat al substrat a través d’un injector de doble corrent d’aire i

aigua, i I'aireig forgat amb un bufador.

En lintent de reduir esforgos, s’han desenvolupat sistemes de fermentadors de safates en
continu. En aquests sistemes totes les operacions es duen a terme continuament, incloent la
preparacio del inocul, I'esterilitzacio, el refredament la inoculacié, la carrega, el secat, la
trituracid i 'empaquetatge [21]. Recentment s’ha introduit la utilitzacié de robots controlats
amb computador per dur a terme totes aquestes operacions en les fabriques de les

companyies japoneses de produccié de sake.
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Figura 5.4: Fermentador de safata per a la producci6 de I'arros koji starter. En una safata
quadrada d’un metre es poden carregar aproximadament 3 kg d’arros. EI maxim cultiu

possible és de 200 kg, utilitzant 63 safates.

5.3.2 Fermentador de llit fix.

El fermentadors de llit fix s’'instal-len normalment amb sistemes d’aireig forgat. D’altra banda,
I'ajust de la temperatura entre la part superior i la inferior del substrat depén del gruix del llit i

la velocitat d’aireig.

Els models comercials dels fermentadors de llit fix presenten algunes diferéncies en el
rendiment mecanic. La Figura 5.5 mostra un disseny senzill d’'un fermentador amb aireig
forcat. Aquest fermentador es posiciona en una cambra de cultiu, ja que no esta equipat amb
un escalfador. Les corrents forcades d’aire ascendent passen a través del llit de substrat des
de la part inferior del tanc. L’evolucié temporal de la temperatura del cultiu es programa, i
I'aireig es duu a terme de forma intermitent amb una regulacié d’encesa-apagada, basada en

la temperatura del llit de substrat.

Tanmateix, es necessiten alguns coneixements empirics per a poder operar correctament, per
exemple, en la confeccio del llit de substrat (normalment el gruix maxim és de 20 cm), la

determinacio de la temperatura de la cambra de cultiu, etc.
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Figura 5.5: Fermentador de llit fix amb aireig forcat. Aquest tipus de fermentador pot ser
utilitzat només en una cambra de cultiu climatitzada. El gruix del llit de substrat ha de ser
inferior als 20 cm. El fermentador més gran d’aquest tipus pot carregar un maxim de 1000 kg

d’arros koji.

La Figura 5.6 mostra un fermentador de doble disc rotatiu. Aquest fermentador esta proveit
de transportador helicoidal, i les parets estan térmicament aillades i proveides d’escalfadors.
El condicionament de 'aire que hi circula I'efectua una torre de refrigeracio. El substrat solid
s’addiciona i es descarrega per mitja del transportador i agitat per una hélix en certs intervals
de temps. El substrat solid inoculat es carrega en la part superior de la cambra del fermentador
i es transporta a la part inferior després de aproximadament 1 dia. L’evolucié de la temperatura

del cultiu es programa, i les operacions sovint es controlen mitjangant computador.

5.3.3 Fermentador de tambor rotatiu

La Figura 5.7 mostra un fermentador de tambor rotatiu, on el tambor rota intermitentment
durant el cultiu per agitar i mesclar el substrat. Com la rotacié esta dissenyada per a treballar
simultaniament amb el aireig, el contacte entre el substrat i el corrent d’aire fresc subministrat
s’accelera, facilitant I'eliminacié de la calor i la provisid d’oxigen. La corrent d’aire que hi circula

es varia amb un esmorteidor en el conducte d’aire.
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Figura 5.6: Fermentador de llit fix automatitzat amb aireig forgat. Els discos dels llits roten
continuament durant la fermentacié. La cambra superior s’utilitza per a la primera etapa del
cultiu. Al cap de aproximadament 1 dia, el koji es traspassa automaticament a la cambra
inferior per a la segona etapa fermentativa. El fermentador d’aquest tipus més gran té una

cambra de 12 metres de diametre, on es poden cultivar fins a 15000 kg d’arros koji.

El control de la temperatura en aquest tipus de fermentador resulta dificil. En el procés
d’elaboracié del shochu japones, per exemple, el fermentador de tambor rotatiu només
s’utilitza en la primera etapa del procés koji, i el substrat es trasllada a un fermentador de llit
fix amb aireig forcat en la segona etapa . Totes les operacions, com ara el rentat, la
impregnacio, el drenatge o la inoculacid es realitzen en el fermentador. El substrat sense
processar és alimentat al tambor amb aigua i seguidament es passa a través d’'una corrent de
vapor. La inoculacio es realitza pneumaticament, i el cultiu es comenca amb aireig forcat. La

carrega maxim de substrat és aproximadament de 1,500 kg [21].

5.3.4 Fermentador de llit fluiditzat.
En aquest tipus de fermentador el substrat solid és fluiditzat per una corrent d’aire ascendent.

Les condicions operatives del fermentador s’estimen tedricament de la seglient manera:

M 0.02~0.10
U

0N Ums i Uy SON la velocitat minima de fluiditzaci6 i la velocitat terminal del granul de substrat a

I'aire, respectivament.
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Figura 5.7: Fermentador de tambor rotatiu. El tambor d’aquest fermentador rota
intermitentment. El remull, drenatge, vaporitzacié, i cultiu es duen a terme en un Unic

tambor. Es pot arribar a cultivar un maxim de 1500 kg d’arros koji.

Actualment els substrats tendeixen a formar aglomerats que s’adhereixen a la paret interior
del fermentador, fenomen que causa un increment en el valor de la un: . D’aquest manera, el

valor umi/u; esta estimat actualment en 0.2~0.5 [21].
La fluiditzacié del substrat ofereix alguns avantatges a la FES [30]:

1. La superficie efectiva de les particules de substrat per al creixement microbia és més
elevada.
La totalitat del llit de substrat es manté sota condicions homogenies
L’abastiment d’aigua, nutrients, acid, alcali i el control de pH sén senzills.
L’eliminacio de la calor desenvolupada i el intercanvi de oxigen i dioxid de carboni sén

senzills.

Aquestes caracteristiques milloren significativament la productivitat en el fermentadors de llit
fluiditzat. Akao i Okamoto [30] van estudiar la produccié d’enzims en un fermentador fluiditzat
a escala (Figura 5.8). Aquest fermentador podria ser utilitzat per a la produccié de salsa de
soia utilitzant Aspergillus sojae o A. oryzae cultivats en seg6 de blat. El seu perfil era cilindric
i es va instal-lar amb una xarxa de filferro o un planxa porosa al fons, on l'agitador girava
lentament per moldre els aglomerats de substrat sedimentat. L’aire fluiditzant es va filtrar i

controlar a un flux moderat.
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A pesar dels avantatges que comporta la utilitzacié d’aquest tipus de fermentador, també cal

remarcar que el cost energeétic per a la fluiditzacié del substrat és elevat.

air outlet
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spray nozzie

inoculating
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Figura 5.8: Reactor de llit fluiditzat. Les particules de substrat son fluiditzades per la corrent
d’aire. El contingut n humitat del substrat es monitora mitjangant un sensor electric. L’aigua
es subministra a través d’un injector automaticament. En un fermentador amb un volum de

3.3 m® es pot fluiditzar un maxim de 500 kg de segd de blat.
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6 Biosintesis, purificacié i aillament de I’acid poli-gamma-
glutamic (PGA)

La biosintesis del PGA es realitza mitjangant la fermentacié d’'un substrat solid produida per
les colonies de Bacillus licheniformis. El procediment de biosintesis i purificacio es basa en
els experiments realitzats per Bajaj et al. [14].

6.1 Preparaci6 del medi de cultiu.

6.1.1 Selecci6 del medi de cultiu

El medi de cultiu estandard escollit per dur a terme les fermentacions és semblant al utilitzat
per Bajaj et al. [14]. Aquest ultim medi és alhora similar, pel que fa als ingredients emprats, al
medi de cultiu E [Leonard i col., 1958], utilitzat en els processos d’obtencié de PGA en
fermentacions tradicionals. A la Taula 6.1 s’especifiquen els diferents ingredients d’aquests

tres brous.

Al medi escollit s’hi van afegir els ingredients imprescindibles per a que els bacteris hi trobessin
les quantitats d’elements i d’oligoelements necessaris per a un correcte creixement, tal i com

mostra la Taula 6.2.

6.1.2 Material utilitzat

El material utilitzat durant la preparacié del medi de cultiu es llista a continuaci6, intentant

mantenir I'ordre en el que apareixen durant el procés.

Tots els materials han estat netejats amb cura abans de la seva utilitzacio, per tal de prevenir
I'aparici6 i el creixement de bacteris no desitjats; quan ha estat possible, a més, el material

s’ha esterilitzat amb l'aplicacié de calor.

i. Ingredients llistats a la taula 6.1 X. pH-metre / paper indicador de pH

ii. Vas de precipitats de 500 mL xi. Embut Blchner + Matras Kitasato +
ii. Vidre de rellotge Tap de goma

iv. Balanca de precisi6 xii. Muntatge de buit (tub de goma +
v. Espatula sistema de buit + bomba de buit +
vi. Pipeta Pasteur connexio a la aixeta)

vii. Imant agitador xiii. Filtre MAGNA, Nylon, Supported,
viii. Agitador magnétic Plain, 0,45 Micron.

ix. NaOH solid (llenties)
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Taula 6.1: Comparativa dels ingredients presents en diferents medis de cultius. El color verd

a la taula indica preseéncia, i el vermell abséncia de l'ingredient en qliestio.

Medi Medi

Ingredient Medi E “Bajaj” utilitzat

Acid L-glutamic
Acid citric
Glicerol
NH,4CI
(NH.),SO,
MgSOy-7H,0
FeCl;-6H,0
K:HPO,4
CaCl;-2H,0
MnSQO,4-H,0

Aigua

6.1.3 Procediment experimental

Per elaborar el medi de cultiu es pesen tots els ingredients i es dipositen en un vas de
precipitats de 500 mL. A continuacié es mescla tot amb un agitador magneétic durant 2 minuts.
El resultat sera un brou térbol. Passat aquest temps, s’ajusta el pH de la mescla amb NaOH
fins al valor desitjat —en el nostre cas ha de ser de 6,5-. Al finalitzar aquest pas els ingredients

ja s’hauran dissolt correctament i, per tant, s’obtindra un brou limpid de color groguenc.

Finalment, abans de poder utilitzar el medi, aquest es passa a través del filtre MAGNA, Nylon,

Supported, Plain, 0,45 Micron. per eliminar-ne les possibles impureses i microorganismes no
desitjats.
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Taula 6.2: Composicié del medi de cultiu utilitzat i aportacions fonamentals de cada

ingredient en el procés fermentatiu.

Acid L-glutamic 55 Monomer i font de carboni
Acid citric 2,5 Precursor i font de carboni
MgSQO4-7H,0 0,3 Font de Magnesi
MnSO,4-2H,0 0,2 Font de Manganes
Glicerol (C3HgOs) 2 Font de Carboni
NH,CI 1,1 Font de Nitrogen
Aigua 88,4

6.2 Fermentacio i obtencidé del PGA

La biosintesis del PGA es realitza mitjancant la fermentacié aerobica d’'un substrat solid

produida per les colonies de Bacillus licheniformis.

Les fermentacions s’han realitzat mitjancant una estrategia experimental sequencial, movent
un factor cada vegada — també conegut com one factor at a time- en funcié del resultats

obtinguts a I'experiment I'anterior.

Els seguents factors s’han considerat probablement critics per al procés fermentatiu:

7
0'0

Tipus de substrat

Intermediaris del TCA / Aminoacids

Temperatura del procés fermentatiu

Durada del procés fermentatiu

Composici6 de la mescla a fermentar

Espeécie bacteriana

Concentracié de I'espécie bacteriana inoculada (CFU/mL)
Humitat de la cambra fermentativa

pH del medi de cultiu

7
0'0

7
0.0

7
0'0

4

7
*

L)

o O O O

En aquest projecte, s’ha estudiat I'efecte que tenen sobre el procés fermentatiu els 5 primers
factors d’aquest darrer llistat. L’'espécie bacteriana es va inocular en excés, i per tant la seva

concentracio va deixar de ser un parametre critic. Els altres factors s’han intentat mantenir
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constants en cada fermentacié per tal de minimitzar la variabilitat de la resposta, deixant-los

com a objecte d’estudi per a posteriors investigacions.

La resposta experimental estudiada ha estat els grams de PGA produits en cada fermentacio.

6.2.1 Eleccio del substrat

Es van provar diferents substrats solids per a les fermentacions. Els substrats, alguns dels
quals encara no havien estat provats en anteriors investigacions, es van escollir d’entre
diversos grups alimentaris, alguns d’ells propis de I'area mediterrania, amb predileccio per

aquells amb elevat contingut proteic.

Tots els substrats provats, a excepcié de la soja texturitzada fina, el llevat i el seg6 de blat,
van ser triturats en fines peces abans de la seva utilitzacio, amb I'objectiu d'augmentar la seva
superficie especifica (Figura 6.1). D’aquesta manera, es volia afavorir el creixement superficial
de la flora bacteriana, alhora que millorar la transferéncia de calor i I'intercanvi d’oxigen i

didxid de carboni entre I'aire i la superficie del solid, com ja s’ha descrit a I'apartat 5.2.

A més a més, i amb el mateix objectiu de facilitar la transferéncia d’oxigen i didxid de carboni,
els substrats lleguminosos es van posar en remull durant la nit anterior a la seva utilitzacio i

se’ls va extreure la capa cel-luldsica que els envolta.

La soja texturitzada va exercir de mostra control en cada fermentacio que es va dur a terme.

6.2.2 Addicié de components: intermediaris del TCA i aminoacids

Al Capitol 4.1 s’ha explicat la importancia del cicle TCA en el procés de polimeritzacié del
PGA. Bajaj et al. [14] van apuntar que I'addicié d’acid 2-oxoglutaric augmentava drasticament
el rendiment de PGA en les fermentacions en estat solid (per sobre d’altres intermediaris com

I'acid malic, I'acid piruvic o I'acid succinic).

Entre els aminoacids de la familia de 'acid glutamic (L-glutamina, L-arginina, L-ornitina i L-
prolina) i els aminoacids involucrats a la ruta de la biosintesi de PGA (L-alanina i acid L-
aspartic), Bajaj et al. [14] van concloure que amb I'addicié de L-glutamina s’augmentava la

produccié de PGA de manera més significativa
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Llevat : . ¥ Segd de blat

Figura 6.1: Aparenca d’alguns dels substrats provats. Es pot observar com les avellanes han
estat triturades i a les llenties se’ls hi ha extret la capa cel-luldsica que les envolta. També
cal evidenciar la diferent mida de particula entre la soja texturitzada normal i la fina, aixi com

les fines escames en que es presenta el llevat de cervesa desamargat .

En base a aquests estudis es van fer proves per estudiar I'efecte tant de 'acid 2-oxoglutaric
com de la L-glutamina en el rendiment final de la fermentacid, afegint-los en diverses

concentracions tant individualment com en combinacio.

Per dur a terme I'experiment els dos components s’han d’afegir al medi de cultiu amb la

guantitat desitjada, tractant-los com un ingredient més en la preparacio del medi (apartat 6.1.).

6.2.3 Evolucio fermentativa en funcio de la temperaturai la duracio

Per tal de determinar 'efecte de la temperatura a la que es duu a terme la fermentacio en la
productivitat final de PGA, es va dissenyar un procés fermentatiu en paral-lel a dues
temperatures diferents (22 °C i 37 °C). Ambdues fermentacions van durar 72 hores i es van
dur a terme amb soja texturitzada com a substrat. Alhora, es va comencgar un segon proces
fermentatiu idéntic al primer pero utilitzant pinyons com a substrat, i un tercer procés també
amb pinyons com a substrat perd variant la composicié final de la mescla. Totes les
fermentacions es van dur a terme amb el mateix medi de cultiu.

També es van fer proves per a determinar I'evolucié de la productivitat de PGA al llarg del
temps. Aixi, es van iniciar 7 fermentacions contemporaniament, utilitzant el mateix medi de
cultiu i cultivant-les a la mateixa temperatura. Cada 12 hores es va parar una fermentacio
(vegeu el métode d’aillament i purificacié del PGA, a 'apartat 6.3) i se’'n van fer els analisis

=
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corresponents. A més, per a cada fermentacié acabada se’n va mesurar la densitat optica,

una dada que indica amb una exactitud raonable el nivell de creixement microbia en el medi.

6.2.4 Produccio a diferents escales

Per tal de comprovar la validesa del resultats obtinguts en fermentacions a més gran escala,

s’ha realitzat una primera prova d’escalat del procés fermentatiu.

Amb aquest objectiu, s’han realitzat 3 fermentacions contemporaniament, variant només la
guantitat de substrat introduida. En les 3 fermentacions s’ha utilitzat el mateix medi de cultiu i
soja texturitzada fina com a substrat sec. El procés fermentatiu s’ha dut a terme en la mateixa

cambra, a la mateixa temperatura i amb la mateixa durada en els tres casos.

6.2.5 Material utilitzat

El materials utilitzats es llisten a continuacio, intentant mantenir I'ordre en el que apareixen

durant el procés.

Tots els materials han estat netejats amb cura abans de la seva utilitzacid, per tal de prevenir
I'aparici6 i el creixement de bacteris no desitjats; quan ha estat possible, a més, el material
s’ha esterilitzat a 150 °C.

i. Substrat solid + medi de cultiu vi. Balanca de precisio
ii. Glutamina / Acid 2-oxoglutaric vii. Espatula
ii. Bacillus licheniformis NCIMB 11709 viii. Bisturi
(ATCC 9945 A) ix. Pipeta Pasteur
iv. Matras Erlenmeyer de 250 mL x. Paper d’alumini
v. Cristal-litzador de 1000 mL xi. Estufa

6.2.6 Procediment experimental

Les fermentacions es van dur a terme en matrassos Erlenmeyer de 250 mL. La prova d’escalat
es va dur a terme en el cristal-litzador de 1000 mL. En primer lloc s’afegeix la quantitat
necessaria de medi de cultiu preparat anteriorment (apartat 6.1) per a obtenir una mescla final
al tant per cent en pes desitjat. Aquest percentatge oscil-la entre el 50 i el 70%, essent el 60%

el percentatge més utilitzat i recomanat a la bibliografia.

A continuacid, s’inocula 1 mL de la suspensié de bacteris a I' Erlenmeyer. L’espécie de
bacteris utilitzada va ser Bacillus licheniformis NCIMB 11709 (ATCC 9945 A) de la “Col-leccié

nacional de bacteris industrials i marins de la Gran Bretanya”.
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Els matrassos inoculats es mantenen a I'estufa durant 30 minuts a 35°C, per tal d’activar els
bacteris. Passats els 30 minuts s’afegeix el substrat solid corresponent en cada matras i es
mescla. El resultat és la obtencié d’'un medi fermentatiu heterogeni, mescla d’una part sdlida
(substrat escollit en cada cas) i una part liquida (medi de cultiu), la composicié inicial del qual
varia en funcié de la quantitat de medi de cultiu que és capac¢ d’absorbir el substrat en els
primers moments. Finalment, els matrassos es tapen deixant petits forats d’oxigenacio i es

dona per comencada la fermentacio.

Tipicament, les fermentacions es van dur a terme amb 10 g de substrat solid i 15 g de medi
de cultiu, a una temperatura de 37 + 2°C idurant 72 h.

6.3 Aillament i purificacio del PGA

Un cop finalitzada la fermentacié es van seguir els seglients procediments per poder aillar i

separar el PGA format de la massa fermentada.

6.3.1 Aillament del PGA produit

Material utilitzat

El material utilitzat durant I'aillament del PGA es llista a continuacid, intentant mantenir I'ordre

en el que apareix durant el procés.

Tots els materials han estat netejats amb cura abans de la seva utilitzacio, per tal d’evitar la

contaminacié o el deteriorament del producte obtingut.

i. Substrat fermentat viii. Filtre de coté

ii. Aigua destil-lada ix. Espatula

iii. Proveta de 100 mL X. Contenidors de plastic

iv. Agitador magnétic Selecta Agimatic xi. Centrifuga Sigma 6K10
N xii. Contenidors de vidre

v. Estufa xiii. Nevera / Congelador

vi. Embut Blchner + Matras Kitasato + xiv. Etanol
Tap de goma xv. Vas d precipitats de 600 mL

vii. Muntatge de buit (tub de goma + xvi.Vareta de vidre
sistema de buit + bomba de buit + xvii.Capsules de Petri
connexié a la aixeta) xviii. Dessecador
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Procediment experimental

Al finalitzar la fermentacié, el substrat fermentat es re-dissol en aigua amb una relaci6 de 10
mil-lilitres per cada gram de substrat sec utilitzat en la fermentaci6é. La mescla es deixa
dissolent amb agitacio durant 2 hores a 25 + 2°C.

Passades les 2 hores la mescla es filtra amb un embut Bichner i doble filtre de cot6, amb
'objectiu de deixar passar tot el polimer format i retenir la maxima quantitat de substrat
fermentat. La dissolucio filtrada es centrifuga seguidament a 8000 rpm durant 20 minuts. Tant
el substrat retingut pel filtre com el precipitat durant la centrifugacié es descarta. El

sobrenedant clarificat, d’elevada viscositat, es guarda per a la determinacié del PGA obtingut.

Per ultim, el sobrenedant guardat es fa precipitar abocant-lo en etanol fred (a -20°C) amb una
relacié de 3 parts d’etanol per cada part de sobrenedant. El polimer precipitat, d’aspecte
filamentés, es recull enroscant-lo amb una vareta de vidre (Figura 6.2). La massa viscosa
obtinguda es guarda en un pot de vidre i s’introdueix en un dessecador al buit fins a pes

constant.

Figura 6.2: Aspecte filamentds del polimer precipitat i recollit amb vareta de vidre. Mostra
obtinguda a partir d’una fermentacié amb soja texturitzada com a substrat, a 37°C i durant 72

hores.

6.3.2 Purificacié del PGA obtingut

Cal purificar la massa precipitada a I'apartat anterior per als posteriors analisis. Per a purificar
el polimer obtingut cal re-dissoldre’l en aigua i tornar a precipitar-lo fins a obtenir una massa
de color blanc.
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Material utilitzat

El material utilitzat durant la purificacié del PGA es llista a continuacid, intentant mantenir

'ordre en el que apareix durant el procés.

Tots els materials han estat netejats amb cura abans de la seva utilitzacio, per tal d’evitar la

contaminacio o el deteriorament del producte obtingut.

i. Massa precipitada a I'apartat 6.2 vii. Vas de precipitats de 600 mL
ii. Vas de precipitats de 100 mL viii. Etanol fred

iii. Aigua destil-lada ix. Agitador magnétic

iv. Vareta de vidre X. Imant magnétic

v. Espatula xi. Pipeta pasteur

vi. Estufa xii. Vareta de vidre

Procediment experimental

El polimer precipitat a I'apartat 6.3.1 es dissol en aigua destil-lada, amb una relacié de 5 mg
de PGA en cada mL. Es mescla el tot amb una vareta de vidre per facilitar i accelerar el procés
de dissolucié. Amb el mateix objectiu, també es pot escalfar lleugerament, a una temperatura

no superior a 40°C.

Un cop tot el polimer s’ha dissolt, s’ha de tornar a fer precipitar. La dissolucié s’aboca gota a
gota en un vas de precipitats amb etanol fred (a -20°C) i agitacié magnetica. La relacio ha de
ser de 3 parts d’etanol per cada part de dissolucio. Al entrar en contacte la gota de dissolucio
de polimer i I'etanol, el polimer precipita de forma immediata, formant filaments de color més

blanc que la mostra original.

El procediment es repeteix fins a obtenir una massa de color blanc. Es important addicionar
la dissolucié de PGA lentament, ja que por comportar I'aparicié d’aglomerats de mida gran al
voltant de I'imant, que no afavoreixen la purificacié. La dissolucié es guarda a la nevera durant
24 hores, per facilitar que els filaments precipitats es dipositin al fons del vas de precipitats.
Finalment, la dissolucié es decanta. Els filaments obtinguts es guarden en un pot de vidre i

s’introdueixen en un dessecador al buit fins a pes constant.
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7 Resultats i discussio

En aquests capitol es mostren i posteriorment discuteixen els resultats obtinguts relatius a tots

els experiments explicats en el capitol anterior.

7.1 Proves amb diferents substrats

7.1.1 Resultats obtinguts

Per a la prova dels diferents substrats, totes les fermentacions es van dur a terme amb 10

grams de substrat sec, durant 72 hores i a una temperatura de 37+2 °C. La soja texturitzada

va exercir de mostra control en cada fermentacié que es va dur a terme.

Un cop les mostres de PGA estaven del tot seques, es van treure del dessecador i es van

pesar. Aquests pesos es mostren a la Taula 7.1.

7.1.2 Discussio

Dels resultats obtinguts se n’extreuen les seguents conclusions generals:

La soja texturitzada és el substrat amb més alt rendiment de produccié de PGA, amb
resultats molt superiors a la resta.

La utilitzacio de llevat desamargat com a substrat fermentatiu dona uns resultats forca
positius en la produccié de PGA, sent el substrat que més s’acosta als resultats
obtinguts amb la soja texturitzada.

A la fermentacié namero 2 es van provar substrats de tipus lleguminés, com soén les
llenties, els cigrons i les mongetes, sense aconseguir produccié de PGA . Aquests
substrats es van triturar perd no es van posar en remull préviament a la seva utilitzacié.
En les fermentacions 4 i 5 es van tornar a provar aquests substrats havent-los posat
en remull en aigua tébia 12 hores abans del inici de la fermentacio, aconseguint aquest
cop produir PGA amb dos d’ells (llenties i mongetes). Es probable, doncs, que tant la
composicié com la humitat del substrat i de la seva capa externa siguin un factor
determinant per a que els mecanismes de produccié de PGA es puguin dur a terme.
La utilitzacié de mongetes com a substrat fermentatiu dona lloc a resultats positius en
la produccié de PGA. Tanmateix, la massa obtinguda es comporta lleugerament
diferents a les demés. La massa precipitada, per exemple, no s’enrosca a la vareta de
vidre sin6 que queda en suspensio a I'etanol en forma de filaments curts. En el seglent

capitol es comprovara la puresa de la massa obtinguda.
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o Utilitzar soja texturitzada fina en comptes de la normal suposa un increment important
i proper al 50% en el rendiment final de produccié de PGA. Aquestes dades recolzen
les teories de I'apartat 5.2 que apuntaven els avantatges que suposava augmentar la

superficie especifica del substrat.

Okara: un substrat interessant per a la industria

La utilitzacié d’okara com a substrat va donar lloc a resultats poc convincents i rendiments
molt inferiors als reportats en anteriors publicacions. Es molt probable que tant I'elevat
contingut en humitat com les propietats fisiques (mida de particula i composicio) de la mostra
de substrat de la que es disposava (Fig 7.1) afectés negativament al correcte creixement
microbia i, conseqlientment, al rendiment final de produccié de PGA.

El fet de que I'okara sigui un subproducte industrial rendeix molt interessant la seva possible
utilitzacié com a materia prima de baix cost per a la produccié de PGA. Un métode adequat

d’assecament permetria investigar amb més profunditat el seu possible aprofitament.
Densitat d’empaquetament

A l'apartat 5.2.5 també es suggeria que una densitat d’ empaquetament massa elevada del
substrat podria ser perjudicial i acabar repercutint en el rendiment final de la fermentacié. En
les fermentacions realitzades, tant la soja texturitzada fina com el llevat (que es presentava
en forma de fines escames) i 'okara absorbien instantaniament la totalitat del medi de cultiu,
portant amb tota seguretat a la creacié de canals preferencials d’aire i a unes condicions

fermentatives no homogeénies.

A pesar d’aix0, els dos primers casos van donar lloc a resultats positius de produccié de PGA.
Queda per comprovar, doncs, la importancia especifica d’aquest aspecte en el procés
fermentatiu, aixi com la seva possible dependéncia i interaccié amb d’altres aspectes com sén

la composicio i propietats fisiques dels substrats.
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Taula 7.1: Proves realitzades amb diferents substrats i rendiment obtingut en cada

fermentacio. Les fermentacions d’un mateix numero s’han dut a terme el mateix dia, amb el

mateix medi de cultiu i les mateixes condicions experimentals.

Soja texturitzada 48 60 520 52
Azuki® 19 60 -2 -
' Pipes de carbassa 21,5 60 - -
Soja® 33,7 60 - -
Soja texturitzada 48 60 1063 106,3
Llevat desamargat a7 60 714 71,4
Seg6 de blat 28,6 60 - -
2 Llenties vermelles® 23,18 60 - -
Pinyons 28 60 329 32,9
Mongetes® 21,1 60 - -
Cigrons® 20,8 60 - -
Soja texturitzada 48 60 1101 110,1
3 Okara 24,0° 60 - -
Okara 24,0° 70 179 17,9
Soja texturitzada 48 60 1072 107,2
Soja texturitzada fina 48 60 1574 157,4
Avellanes 12 60 121 12,1
N Llenties*® 22 60 89 8,9
Llevat 47 70 880 88,8
Seg6 de blat 28,6 70 - -
Soja texturitzada fina 48 60 1810 181
j Xturitz fin
o | o0
Y il I o
Cigrons® 20,8 60 - -
Mongetes® 21,1 60 304° 30,4
(%%ieﬁ:gﬁ;g(?;) 39,93 60 1199 119,9
Soja texturitzada fina 48 60 1609 160,9
Cacauets 27 60 85 8,5
6 Ametlles 20 60 121 12,1
Nous 16 60 -f -
Pipes de gira-sol 19 60 -9 -

A les proves on apareix un guioé (-), no precipita polimer en primera instancia.

El substrat no ha estat posat en remull abans de la seva utilitzacio6.

Bl substrat ha estat posat en remull en aigua tébia 12 hores abans de la seva utilitzacio.
Percentatge de proteines del producte sec.

La massa precipitada és forga diferent a la resta. No s’enrosca a la vareta de vidre.

- 0 QO 0O T 9

Apareixen fongs al voltant del substrat al cap de les 72 hores de fermentacio6.

El substrat apareix negre i cremat al cap de les 72 hores de fermentacio.

Q
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Figura 7.1: Mostra de I'okara utilitzat, facilitada per Natursoy S.L., empresa
productora d’aliments ecoldogics situada a Castelltergol. La mostra és una massa

d’elevada densitat i humitat.
Combinacié de dos substrats diferents

A I'experiment numero 5 (Taula 7.1) s’ha provat de combinar en una mateixa fermentacio dos
substrats diferents amb diverses proporcions per comprovar-ne els possibles efectes en la
producci6 de PGA.

Tenint en compte que:

- n(soja texturitzada fina) = 181,00 mg PGA / g substrat sec
- n(pinyons) = 32,90 mg PGA / g substrat sec
- n(mongetes) = 30,40 mg PGA / g substrat sec

Es pot calcular el rendiment teoric esperat (nweo) expressat com (mg de PGA/g de substrat sec)

de la seglent manera:

Nteo (70% soja text. + 30% pinyons) = (181,00-0,7 + 32,90-0,3) = 126,70 + 9,90 = 136,57

Neo (50% soja text. + 50% pinyons) = (181,00-0,5 + 32,90-0,5) = 90,50 + 16,45 = 106,95

Neo (70% soja text. + 30% mongetes) = (181,00-0,7 + 30,40-0,3)= 126,70 + 9,12 = 135,82

Comparant els rendiments teorics amb els aconseguits experimentalment (Grafic 7.1) es
comprova que els resultats experimentals sén més baixos que els tedrics. A més a més, els
resultats experimentals sén molt semblants al tant per cent teoric corresponent a la soja

texturitzada.
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Aixi doncs, una possible explicacio d’aquesta minva en la producci6 és que la soja texturitzada
sigui dominant respecte als altres substrats, segurament degut a la rapida absorcié del medi
de cultiu en els primers moments de la fermentacié. D’aquesta manera impediria un contacte

suficient de I'altre substrat amb el medi de cultiu.

180 -

M nexperimental

160 | M nteo pinyos/mongetes

m nteo soja text.
140 -

120 -

80 -

60 -

40 -

Produccio PGA (mg PGA/g substrat sec)

100% soja text 70%s0ja text + 50%soja text + 70%so0ja text +
30%pinyons 50%pinyons 30%mongetes

Proporcions substrat sec

Grafic 7.1: Comparativa dels rendiments teorics i reals relatius a la combinacié de diferents

substrats fermentatius.

Aquesta hipotesis queda refor¢cada pel fet que al disminuir la proporcié de soja texturitzada

present, el rendiment experimental s’acosta més al teoric.

De cara a futures investigacions, i per comprovar si la combinacié de més d'un substrat té
efectes positius en la productivitat de PGA, es podria o bé augmentar el percentatge de medi
de cultiu respecte al substrat (fixada al 60% en aquestes proves) o afegir la soja texturitzada
posteriorment als pinyons, permetent a aquests Ultims entrar en contacte amb el medi i els

bacteris un temps suficient.
Propietats fisicoquimiques del substrat

S’han buscat possibles relacions que expliquin el motiu per el qual alguns substrats si son
capacos de produir PGA i d’altres no. Al comptar amb un nombre reduit de dades, una pendent
suficientment inclinada en les rectes de regressio ja indicara la possible existéncia d’'una

relacio entre aquella variable i el resultat final.

9O
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Des d’'un primer moment s’havia plantejat la possibilitat que els substrats amb elevat contingut
proteic afavorissin la produccio del polimer. Els resultats obtinguts reforcen aquesta teoria. Tal
i com s’observa al grafic de la Grafic 7.2, les dades obtingudes semblen indicar I'existéncia

d’una relacio entre aquesta variable i la quantitat de polimer produit.

S’han buscat altres possibles relacions entre diferents propietats dels substrats (contingut
caloric, en grasses i de carbohidrats) i la productivitat de polimer (Taula 7.2). Cap d’aquestes
tres propietats sembla afectar significativament a la produccié de PGA, tal i com s’aprecia als
grafics 7.3, 7.4 i 7.5.

Taula 7.2: Possibles relacions entre diferents propietats dels substrats i la produccio de

polimer.
Soja texturitzada 48 352 1453,1 7 15 124,5
e 21,5 548 2262,1 43 20 0
Llevat 47 343 14159 4 36 79,7
Seg6 de blat 28,6 285 1176,5 9 28 0
Llenties 22 350 14448 1,7 54,8 8,9
Pinyons 24 706 29144 68,6 3,9 33,45
Mongetes 21,1 284 1172,3 1,6 34,7 30,6
Cigrons 20,8 383 1581 5,5 55,8 0
Avellanes 12 661 2728,6 61,6 10,5 12,1
Cacauets 27 563 2324,1 46 7,9 8,5
Ametlles 20 610 25181 54 5,3 12,1
Nous 16 649 2679,1 62,5 4.4 0
Pipes de gira-sol 19,6 569 2348,8 47,5 12,3 0
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Fitted Line Plot
Produccié (mg/g s.s.) = - 52,01 + 3,012 Proteines (g/100g)

125 [ ]
Soja texturitzada
S 20,0451
100 R-cuad. 74,0%
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10 20 30 40 50
Proteines (g/100g)

Grafic 7.2: Ajust lineal entre la quantitat de proteina dels substrats fermentatius i la produccio
de PGA

Fitted Line Plot
Produccié (mg PGA/g s.s.) = 63,57 - 0,08184 Calories (Kcal/100g)
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Grafic 7.3: Ajust lineal entre el contingut caloric dels substrats fermentatius i la produccié de
PGA



Pag. 60

Memoria

Fitted Line Plot
Produccié (mg PGA/g s.s.) = 25,03 - 0,0516 Carbohidrats (g/100g)

140+
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20
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Grafic 7.4: Ajust lineal entre el contingut proteic dels substrats fermentatius i la produccié de

PGA
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Fitted Line plot
Produccio (mg/g s.s.) = 40,24 - 0,5162 Grasses (g/100g)
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Grafic 7.5: Ajust lineal entre les grasses del substrat i la produccié de PGA
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Tanmateix, d’aquestes tres ultimes figures cal destacar el comportament atipic dels pinyons,
que son els tercers millors productors de PGA tot i tenir propietats totalment diferents als dos
productors principals (la soja texturitzada i el llevat desamargat).

També s’ha comprovat quin efecte podia tenir en la productivitat de PGA la presencia i la
concentracié en el medi de cultiu d’alguns oligoelements. A la taula 7.3 es poden observar les

quantitats d’oligoelements dels darrers substrats i la productivitat aconseguida en cada cas.
D’aquest darrer analisi s’han extret les seguients conclusions:

a. Un contingut elevat de potassi en el substrat afavoreix casi amb total seguretat la
produccié de PGA, ja que la recta de regressio obtinguda té un coeficient de regressio
prou elevat i proper a 1 (Grafic 7.6).

b. El contingut de fosfor, magnesi i ferro en els substrats, semblen tenir una certa
influéncia a I'hora d’obtenir bons rendiments en la produccié de PGA (Grafics 7.7, 7.8,
7.9), si bé no semblen ser tant determinants com el potassi. El coeficient de regressié
obtingut en aquests tres casos oscil-la entre el 0,6 i el 0,7.

c. El contingut en zinc presenta un coeficient de regressié de 0,4 (Grafic 7.10). Amb
aquesta dada no podem ni assegurar ni negar l'existéncia d’una relacié entre el
contingut en aquest oligoelement i la producci6 de polimer. Més estudis seran
necessaris per esclarir aquets punt.

d. Els contingut de calci, iode, seleni i sodi no semblen influir en el rendiment final de
producci6 de polimer ja que presenten coeficients de regressio massa baixos, inferiors
al 0,25 (Annex A).

Cal recordar que el medi de cultiu escollit per a dur a terme les fermentacions era molt
semblant a l'utilitzat per Bajaj et al. [14] i que, a diferéncia del “medi E”, no contenia fonts de
ferro, potassi, fosfor i calci (apartat 6.1). D’aquests quatre oligoelements, només el calci no ha

semblat presentar una influencia prou clara en el rendiment final de PGA.

Es possible doncs que la preséncia d’aquests oligoelements en el medi de cultiu sigui
determinant per a aconseguir produccions elevades de polimer, i gue només aquells substrats

que en contenen quantitats elevades son capacos de contrarestar-ne I'abséncia en el medi.

Per a contrastar aquesta darrera hipotesis, s’haurien de dur a terme noves fermentacions
afegint al medi de cultiu els oligoelements esmentats, tant sols com en combinacié i amb

diferents concentracions.
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Fitted Line Plot
Productivitad (mg PGA/g s.s.) = - 30,66 + 0,05739 Potassi (mg/100g)
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Grafic 7.6: Ajust lineal entre la quantitat de potassi present en el substrat fermentatiu i la
produccié de PGA

Fitted Line Plot
Productivitad (mg PGA/g s.s.) = - 52,54 + 0,2115 Fosfor (mg/100g)
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Grafic 7.7: Ajust lineal entre la quantitat de fosfor present en el substrat fermentatiu i la

producci6 de PGA
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Fitted Line Plot
Productivitad (mg PGA/g s.s.) = - 61,18 + 0,4622 Magnesi (mg/100g)
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Grafic 7.8: Ajust lineal entre la quantitat de magnesi present en el substrat fermentatiu i la

produccio de PGA
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Grafic 7.9: Ajust lineal entre la quantitat de ferro present en el substrat fermentatiu i la
produccio de PGA
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Fitted Line Plot
Productivitad (mg PGA/g s.s.) = - 37,33 + 16,21 Zinc (mg/100g)
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Grafic 7.10: Ajust lineal entre la quantitat de zinc present en el substrat fermentatiu i la
produccié de PGA

Per ultim, s’han comparat les quantitats presents d’aquests oligoelements en substrats
productors i no productors de PGA, amb independéncia del rendiment final en la produccié de
polimer. Els resultats d’aquesta comparacié es mostren a la Grafic 7.11 Les diferencies més
significatives es troben en les quantitats presents de potassi, magnesi calci i sodi, més
elevades en substrats que si produeixen PGA, aixi com en les de seleni, presents en més

guantitat en aquells substrats amb els que no es va aconseguir produir polimer.

Aquest darrer analisi, apart de reforcar la tedrica dependéncia de les quantitats de potassi i
magnesi al medi per a obtenir produccions elevades, obre la possibilitat que la quantitat de
calci també pugui ser determinant per aconseguir el mateix objectiu (cal recordar que el calci
també és un dels elements presents en el medi de cultiu E) i que la preséncia de seleni
impedeixi o limiti la produccié de polimer, ja sigui a través del bloqueig dels mecanismes de

polimeritzacié o bé a través de la inhibicié de I'activitat del bacteris.

El seleni és de sobres conegut en el mén cientific pel seu caracter antioxidant i estimulant del
sistema immunologic. En un estudi molt recent, cientifics nord-americans [31] van aconseguir
reduir considerablement tant la formacié de biopel-licules com el creixement bacteria en

dispositius medics implantables utilitzant nanoparticules de seleni. Tot sembla indicar, doncs,
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que la hipotesis més valida seria aquella que apunta que aquells substrats amb elevat
contingut en seleni impedeixen el creixement dels Bacillus licheniformis, impossibilitant a la
vegada la produccié de PGA. Tanmateix, caldran més investigacions per a poder confirmar

amb certesa la relacié entre el seleni present, tant en el medi com en el substrat, i el creixement

microbia.
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Grafic 7.11: Quantitats presents de diversos oligoelements en substrats productors i no

productors de PGA, amb independéncia del rendiment final en la produccié de polimer

El piny6, un substrat autocton

Tal i com ja s’ha comentat anteriorment, la utilitzacié de pinyd com a substrat ha donat

resultats forga interessants, tant pel fet de ser un producte autocton i que encara no havia

estat provat en anteriors investigacions, com pel que es desprén dels analisis posteriors.

A més a més, la utilitzacié d’aquest substrat fermentatiu ha donat lloc a la produccié de PGA

de color més blanc que I'aconseguit amb d’altres substrats, tal i com s’aprecia a la Figura 7.2.

Aquest canvi en el color del polimer precipitat indicaria una major puresa del mateix.
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Figura 7.2: Aspecte del polimer obtingut utilitzant soja texturitzada (a I'esquerra) i pinyons (a

la dreta) com a substrat fermentatiu.

Si analitzem la Taula 7.3 es pot observar com els pinyons tenen un contingut en calories i en
grasses més elevat que qualsevol altre substrat, mentre que la soja texturitzada i el llevat

desamargat, que son els principals productors de PGA, es situen a I'extrem oposat.

Analitzant el contingut en oligoelements, s’adverteix com els pinyons només destaquen per

tenir quantitats relativament altes de zinc i magnesi i també per I'abséncia de seleni.

Amb l'objectiu d’intentar esclarir quines son les propietats que fan del piny6é un bon substrat
per a la produccié de PGA, s’ha comparat aquest substrat amb un altre de caracteristiques

semblants com és el cacauet.

A la Grafic 7.12 s’observa la semblanga en les propietats fisicoquimiques dels dos substrats.
Cal destacar que amb els cacauets s’obtenen productivitats de PGA forga més baixes tot i
tenint un contingut proteic més elevat que els pinyons, factor que anteriorment s’ha declarat
determinant per a poder obtenir productivitats elevades de polimer. També s’evidencia que
els pinyons tenen un contingut caloric més elevat, perd aquest factor no ha demostrat ser

influent en la productivitat.

Finalment, també s’han comparat les quantitats de certs oligoelements presents en els dos
substrats (Grafic 7.13). S’han obtingut conclusions forga semblants als apartats anteriors pel
gue fa a la millora de la productivitat de PGA amb la preséncia d’elements com el fosfor, el
magnesi o el potassi, i la baixa productivitat en el cas de preséncia més elevada de seleni.
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Grafic 7.12: Comparativa de les propietats de cacauets i pinyons
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Grafic 7.13: Presencia i quantitat d’oligoelements en cacauets i pinyons
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Casos especials

La utilitzaci6 de nous com a substrat fermentatiu déona com a resultat 'aparicié de fongs
filamentosos al voltant del substrat. Les pipes de gira-sol, en canvi, apareixen carbonitzades
al finalitzar el procés fermentatiu (Figura 7.3).

Els andlisis duts a terme anteriorment en aquest apartat, no permeten relacionar aquests
resultats amb les propietats fisicoquimiques d’aquests dos substrats. Queda per esbrinar,

doncs, quines son les possibles causes d’aquests comportaments.

Figura 7.3: Aspecte carbonitzat de les pipes de gira-sol després de 72 hores de fermentacio.

7.2 Efecte de la Glutamina i I’acid 2-oxoglutaric

7.2.1 Resultats obtinguts

A la Taula 7.4 es pot observar l'efecte que té en el rendiment final de la produccié de PGA
I'addicié d’aquestes dues substancies al medi de cultiu en diferents concentracions. Totes les
fermentacions es van dur a terme amb 10 grams de soja texturitzada fina com a substrat sec

i 15 grams de medi de cultiu, durant 72 hores i a una temperatura de 37+2°C.

7.2.2 Discussio

A la primera fermentacié es pretenia afegir la quantitat d’aquestes dues substancies definida
com a optima per Bajaj et al. [14]. Tanmateix, a causa d’un error de calcul es van introduir
guantitats forca més elevades de les desitjades. Amb aquest error es va poder observar que
un augment elevat en la quantitat recomanada de glutamina al medi provocava un augment

aproximat d’'un 30% en la produccié de PGA, mentre que aquest mateix augment d’acid 2-
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oxoglutaric impedia la producci6 de PGA i estimulava alhora el creixement de fongs al voltant
del substrat (Figura 7.4).

Les fermentacions posteriors es van dur a terme amb l'objectiu d’establir les concentracions
gue maximitzaven la producci6 de PGA, sempre amb una metodologia aproximativa

sequencial.

Taula 7.4: Resultats dels experiments realitzats mitjangant I'addicio de diferents

concentracions de Glutamina i I'acid 2-oxoglutaric

- - 975 97,5 Control
1 0,3 - 31
- 3 - - -100
- - 727 72,7 Control
0,05 - 782 78,2 7,57
2 0,25 - 975 97,5 34,11
- 0,5 523 52,3 -28,06
- 0,6 471 47,1 -35,21
- - 1328 118,5 Control
0,05 - 1439 143,9 8,36
3 0,15 - 1472 147,2 10,84
0,3 - 1731 173,1 30,34
0,45 - 1006 100,6 -24,25
- - 1488 148,8 Control
- 0,3 1608 160,8 8,06
B 0,6 923 92,3 -37,97
4 - 0,9 891 89,1 -40,12
- 1,25 879 87,9 -40,93
- 2 - - -
- - 1176 117,6 Control
- 0,3 1213 121,3 3,15
5 - 0,45 898 89,8 -23,64
- 0,6 715 71,5 -39,2
- 0,75 709 70,9 -39,71
- - 1377 137,7 Control
- 0,05 1879 187,9 36,47
- 0,15 1943 194,3 41,1
- 0,3 1451 145,1 5,37
© - 0,45 1088 108,8 -20,99
- 0,6 864 86,4 -37,25
- 0,75 825 82,5 -40,08
- 0,9 821 82,1 -40,37
- - 1164 116,4 Control
! 0,25 0,15 1276 127,6 9,62
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Figura 7.4: Aparici6 de fongs filamentosos al voltant del substrat com a consequéncia de
I'excés d’acid 2-oxoglutaric al medi
Pel que fa a I'efecte de la L-glutamina en el procés, es va aconseguir augmentar en un 34,11%
el rendiment de la produccié de PGA quan en el medi hi havia un 0,25 % d’aquesta substancia
(Taula 7.4).

Amb l'addicié d’acid 2-oxoglutaric, en canvi, es va aconseguir un augment maxim en el
rendiment de producci6 de PGA del 41,10%, quan es trobava en el medi de cultiu amb una
concentracio del 0,15%. (Taula 7.4).

Les dades recollides dels experiments amb glutamina i acid 2-oxoglutaric es van tractar amb
el programa Wavemetrics IGOR Pro 6.1.1., obtenint-ne les respectives corbes ajustades. Als
Grafics 7.14 i 7.15 es representen graficament les funcions obtingudes.

Aquests resultats difereixen amb el publicats per Bajaj et al. [14], on els rendiments maxims
s’aconseguien amb un percentatge de L-glutamina més baix i d’acid 2-oxoglutaric més elevat
(Taula 7.5). A més, I'increment en la produccié de PGA és en ambdds casos més elevat que

el reportat per Bajaj Et al. [14]

La utilitzacié d’una soca bacteriana i d’'un substrat diferents sembla ser la explicacié més
probable d’aquesta diferéncia tant significativa, perd aquesta teoria haura de ser corroborada

en posteriors investigacions.
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Grafic 7.14: Corba ajustada de la productivitat de PGA respecte a la mostra control en funcié

del contingut de glutamina en el medi

Desviaci6 respecte control (%)

-50

Acid 2-oxoglutaric (%)

Grafic 7.15: Corba ajustada de la productivitat de PGA respecte a la mostra control en funcio

del contingut d’ acid 2-oxoglutaric en el medi
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Taula 7.5: Comparacio del valors maxims obtinguts gracies a I'addicié de glutamina i acid 2-
oxoglutaric dels experiments realitzats per Bajaj i dels realitzats en aquest projecte. El valor

de maxim increment s'obté amb el programa Wavemetrics IGOR Pro 6.1.1.

L-glutamina Increment AICItd 2 % Increment
(%) maxim produccio PGA oxog u a_”C (*0) produccio PGA
rendiment (%) m§X|m (%)
rendiment
Bajaj et. al. 0,05 10,79 0,5 19,43
Aquest 0,27 35,37 0.1 46,83
Projecte

7.3 Evolucio fermentativa en funcio del temps

7.3.1 Resultats obtinguts

AlaTaula 7.6 es resumeixen els resultats de I'experiment consistent en aturar una fermentacio
cada 10 i 14 hores alternativament i fer-ne els analisis corresponents. La densitat optica es
mesura de la dissolucié obtinguda després de la re-dissolucié en aigua i filtraci6 amb doble

filtre de coto (tal i com s’explica a I'apartat 6.3)

Taula 7.6: Produccié de PGA i densitat optica obtinguts en diferents temps.

1 14 284 28,4 0,71
2 24 327 32,7 1,772
3 38 523 52,3 5,30%
4 48 671 67 7,80°
5 62 822 82,2 8,307
6 72 928 92,8 8,70°
7 86 917 91,7 8,60°

a La mesura s’ha obtingutdissolentla mostra al 10% en aigua destil-lada
. El valor de la taula s’obté extrapolant posteriorment el valor mesurat.
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7.3.2 Discussio

Al traslladar en un grafic els resultats obtinguts (Grafic 7.16) s’observa amb claredat un
creixement pronunciat en la produccié de polimer entre les 24 i les 72 hores. A partir de les
72 hores la produccié s’estanca i inclus sembla decréixer lleugerament. La corba obtinguda té

un perfil sigmoidal, un comportament tipic dels processos fermentatius.

El nivell de creixement bacteria en el medi segueix la mateixa tendéncia que la corba de
produccié, evidenciant una relacio positiva entre les dues variables. Tanmateix, en aquest cas
s’observa un creixement més rapid i brusc entre les 24 i les 48 hores. A partir de les 48 hores,
el creixement bacteria es escas, a pesar de que la productivitat segueix augmentant 24 hores

més. A partir de les 72 hores ja no s’aprecia meés creixement bacteria.

Tot indica, doncs, que la duracié de la fermentacié que maximitza la produccié de PGA és la
de 72 hores, tal i com indicava la bibliografia i com s’han dut a terme les fermentacions

anteriors.
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Grafic 7.16: Evolucié temporal de la produccié de PGA i la densitat optica del sistema.
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7.4 Evolucio6 fermentativa en funcio de la temperatura

7.4.1 Resultats obtinguts

Els resultats dels experiments realitzats tal i com s’ha explicat a 'apartat 6.2.3 es resumeixen

ala Taula 7.7.

Taula 7.7: Produccié de PGA obtinguda a diferents temperatures.

Soja 60 25 661 66,1
Texturitzada

Sop 60 37 1050 105
Texturitzada

Pinyons 60 25 219 21,9

1

Pinyons 60 37 340 34

Pinyons 50 25 321 33,1

Pinyons 50 37 295 29,5

7.4.2 Discussio

Amb una composicié del 60%, i utilitzant tant la soja texturitzada com el pinyons, s’obtenen
productivitats més elevades a 37 °C (Grafic 7.17). Amb la soja texturitzada la productivitat de
PGA a 37 °C augmenta un 59% respecte a la aconseguida a 25 °C, mentre que amb els

pinyons aquest augment és del 55%.

En cas d’establir una composicié del 50% i amb pinyons com a substrat, la productivitat roman
gairebé constant, sent lleugerament més alta a 25°C. Tanmateix, les condicions fermentatives
gue maximitzen la produccié de PGA amb pinyons com a substrat sén una composicié del
60% i 37°C, tal i com s’han dut a terme els experiments dels apartats anteriors i com suggeria

la bibliografia.
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Grafic 7.17: Produccio de PGA a diferents temperatures i amb diverses combinacions de

substrats fermentatius.

7.5 Escalat del procés fermentatiu

7.5.1 Resultats obtinguts

El resultats de les dos proves d’escalat es resumeixen a la Taula 7.8. Les tres fermentacions

es realitzen en condicions experimentals idéntiques.

Taula 7.8: Resultats de la prova de produccié de PGA a diferents escalats.

10 1129 112,9 Control
1 30 5131 171,03 51,49
100 18124 181,24 60,53
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7.5.2 Discussio

Al augmentar la quantitat de substrat a fermentar s’esperava una pitjor i menys regular
distribucio del medi de cultiu i del creixement bacteria, que donés lloc a canals preferencials i

zones d’escassa productivitat del biopolimer desitjat (Figura 7.5)

A

Figura 7.5: Fermentacio realitzada en cristal-litzador de 100 mL i amb 100 grams de substrat
sec. La capa de substrat té un gruix elevat, de gairebé 10 cm.

Els resultats obtinguts desmenteixen aquesta suposicié inicial, ja que la productivitat

augmenta significativament en augmentar la quantitat de substrat sec fermentat.

Un augment de tres vegades en el dimensionat del procés provoca una augment en la
productivitat final de més del 50% respecte la prova més “petita”. Aquest percentatge arriba
fins al 60% si 'augment en el dimensionat és 10 vegades superior (Grafic 7.18).

Tanmateix, caldria fer posteriors escalats per comprovar quina es la quantitat de substrat sec

que optimitza la productivitat de PGA.
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Grafic 7.18: Representacio grafica de la prova de produccié de PGA a diferents escalats
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8 Caracteritzacio del PGA obtingut

Després d’haver estudiat la influencia de multiples variables experimentals en la produccié de

PGA, s’han caracteritzat les propietats d’algunes de les mostres de polimer obtingut.

Les caracteristiques fisiques que fan dels polimers uns productes tant interessants estan
influenciades pels seus atributs, com ara la seva estructura molecular i forma, el seu pes
molecular o la preséncia de ramificacions. Aquestes caracteristiques poden ser

caracteritzades mesurant alguns atributs basics.
En aquest sentit, les mostres obtingudes s’han caracteritzat:

v' per determinacio del seus pesos moleculars per cromatografia de permeabilitat de gel
(també conegut com a GPC, “Gel Permeation Cromatography”).

v' per espectroscopia IR (infrarojos) i espectroscopia H-RMN (ressonancia magnetica
nuclear)

v' per determinacio de la composicié enantiomeérica D/L per HPLC

En general, la caracteritzacié s’ha realitzat només per a aquelles mostres amb més
importancia a nivell experimental. Les mostres escollides per a la seva caracteritzacié han

sigut purificades préviament, seguint el procediment especificat a I'apartat 6.3.

8.1 Caracteritzacio per determinacié dels pesos moleculars

Un punt important en la caracteritzacié dels polimers és la mesura de la seva mida molecular,

gue té una gran influencia en les propietats dels polimers.

El polimer present en una mostra, normalment esta format per una mescla de cadenes de
diferents longituds i pesos moleculars. Es per aixd que el pes molecular dels polimers es
defineix en termes estadistics. El pes molecular mitja (M) es pot calcular en funcié de diverses
variables, com ara el nombre de molécules (n), el pes (w) i la viscositat (v) de les diferents
fraccions. Els valors obtinguts difereixen segons el metode utilitzat, excepte en els polimers
mono-dispersos, que tenen cadenes de longitud uniforme. L’Us simultani de diferents valors
mitjans permet obtenir una representacid6 més aproximada de la distribucié de les mides

moleculars (Figura 8.1)
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aditives aligamero

Peso molecular
Figura 8.1: Model de distribuci6 del pes molecular en una mostra poli-dispersa

Les equacions per al calcul del pes molecular mitja es detalla a la Taula 8.1.

Taula 8.1: Calcul de les magnituds utilitzades en la determinacio de la distribucié de pesos

moleculars

PROPIETAT EQUACIO VARIABLES

& N NM, < M, : Pes molecular de les cadenes amb grau
AfnETE M, = SN =2.1M, de polimeritzacié x
= N, nombre de mols de molécules amb grau
Pes WM de polimeritzaci6 x
2. My , ny,: fraccié molar de molécules amb grau de
molefc-L‘JIar en pes M = Swo E M, X polimeritzacié x
mitja AL
W,: pes de molécules amb grau de
o N WM e e polimeritzacio x
viscos M = _‘.T'_ = ‘z wM?f w,: fraccié molar de molécules amb grau de
_.ul polimeritzacié x
a: constant de Mark-Houwink-Sakurada
Grau de polimeritzacio X, =M, /M, [}?]: KME
A, =M /i

sol variar entre 0,51 0,9
M,: pes molecular de la UCR
X: grau de polimeritzacié mig en nombre (si
i=n), en pes (si i=w) 0 viscas (i=v)

Polidispersitat D=M,/M,=X,/X, 21

8.1.1 Cromatografia de permeabilitat en gel (GPC). Principis generals.

La Cromatografia de Permeabilitat en Gel, també coneguda com a GPC, es una potent tecnica
de separacié que va trobar gran aplicaci6 en el camp dels polimers després del seu

desenvolupament al 1961.

Actualment és la técnica més utilitzada per a la separaci6 de molécules d’'una mostra
polimérica en funcié de la mida. Es produeix com a consequencia de la diferent penetracié de

las macromolécules a través dels porus d'un gel dispost a linterior d’'una columna
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cromatografica. Els materials d’emplenament d’'una columna son principalment vidre y

poliestiré porés (entrecreuat i inflat).

El polimer s’introdueix, dissolt en un dissolvent, en una columna de material poros en forma
de gel, on hi circula un flux continu constant de dissolvent. El gel té una distribucié de porus
de la mida de les macromoléecules de polimer, possibilitant-ne la difusid en tot el volum
interparticular, mentre travessa la columna arrastrant pel flux de dissolvent. Les molecules
més grans tenen un menor volum disponible per una difusio radial i, per tant, el temps empleat
per a recorrer la columna és menor. Al contrari, les molécules petites poden difondre a l'interior
de les particules i queden retingudes durant més temps a la columna. A la sortida de la
columna les molécules s’han separat en funcio de les seves dimensions i per tant, del seu pes
molecular. D’aquesta manera, existeix una relacié entre el temps de retencio (t;) de les
molécules (0, més aviat, el volum de retencid, que és igual al caudal multiplicat per t,) i el pes

molecular.

Injection valve Standards kit
Autosampler Introduces sample into Used to calibrate the column to show
the eluent stream at a the relationship between retention
known concentration Standards kit time and molecular weight
Autosampler
Oven

Introduces sample automatically i
Maintains temperature of GPC/SEC columns

I_, Injection valve 1
Oven l

] Pump E Detector(s) e 4 Data recorder and analyzer
3
[ I—
Pump Column Detector(s)
Pumps eluent through the system Performs the GPC/SEC Detect resolved components of sample eluting from the
at a constant flow rate separation, resolving sample column, may also measure the specific properties of

on the basis of size in solution  polymer molecules

Figura 8.2: Esquema de funcionament d’un cromatograf de permeabilitat en gel (GPC)

8.1.2 Metodologia experimental

En aquest Projecte les mesures es van realitzar en un cromatograf Agilent GPC-Addon equipat
amb columnes Waters Ultrahydrogel Linear i un programa per al tractament de dades
(ChemStation for LC Systems de Agilent Technologies). Aquest programa disposa de potents

eines d’analisis que permeten calcular automaticament el pes molecular. La recta de calibrat
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va ser obtinguda al laboratori amb estandards de polioxid d’etilé. L’eluent va consistir en una
dissolucié de tamp¢ fosfat en aigua (0,05 M) i la seva velocitat de flux va ser de 0,8 ml/min.

Es va injectar un volum de 100 yL de concentracié 1 mg/mL.

Per a les mostres analitzades, es van determinar el pes molecular mitja en namero (M,), el

pes molecular mitja en pes (Mw), la poli-dispersitat i el pes molecular mitja de permeabilitat
(Mp).
8.1.3 Resultats i discussié

Els resultats dels pesos moleculars dels polimers analitzats es mostren a la Taula 8.2. Tots
les mostres es van obtenir a partir de fermentacions amb un 60% de substrat solid, durant 72
hores i a 37°C.

Taula 8.2: Pesos moleculars de les mostres analitzades

Soja texturitzada 1,1631 2,7029 1,7733 2,3238
Soja Ti?::mzada 1,0819 2,5424 1,5745 2,3499
Okara 2,0083 3,6525 1,7407 2,6879
Llevat desamargat 0,79737 2,0064 1,6709 2,5163
Pinyons 1,7066 3,4563 2,9174 2,0252
Cacauets 1,8471 3,4707 2,6879 1,879
Avellanes 1,9883 3,4534 2,939 1,7369
Ametlles 1,6605 3,0774 2,0879 1,8533
Llenties 2,2902 3,4324 2,2829 1,4988
Mongetes 0,10119 0,11388 0,12307 1,1254
Sgc:ﬁ;m]‘; 0,7518 1,1195 0,98573 1,4891
Soja text. + 1,5896 3,2676 2,2488 2,0556

ketoglutaric

Els elevats pesos moleculars obtinguts confirmen la presencia de PGA, alhora que son

similars als pesos trobats en la literatura cientifica, incloent els obtinguts per Bajaj et al. [14].
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Analitzant els resultats, podem observar que les mostres obtingudes a partir de fermentacions
amb substrat de tipus lleguminds presenten en general pesos moleculars lleugerament més
baixos que les obtingudes utilitzant fruits secs com a substrat (Grafic 8.1). En el cas de les
mongetes, podem comprovar que s’obtenen pesos moleculars molt més baixos que amb la
resta de substrats. Aquests resultats expliquen la diferencia trobada en el precipitat obtingut

durant els experiments, tal i com s’ha explicat a I'apartat 7.1.

També caldria destacar la influéncia tant de I'acid 2-oxoglutaric, amb el que s’aconsegueixen
pesos moleculars més baixos, com de la glutamina, amb la que s’obté polimer de pes
molecular més elevat. Més estudis so6n necessaris per a esclarir I'efecte d’aquests

components en el procés de polimeritzacié.

Grafic 8.1. Mitjana de pesos moleculars de dues tipologies de substrat

Pes molecular Pes molecular del PGA obtingut
(Mp - 106)
3

2,5
2
1,5
1

0,5

M Fruits secs (Pinyons, cacahuets, avellanes, ametlles)
B Lleguminoses (Soja texturitzada, Okara, Llenties)

Tipologia de substrat

8.2 Caracteritzacio per espectroscopia de ressonancia magnetica

nuclear

La espectroscopia de RMN es un tipus d’espectroscopia d’absorcié com la UV-visible i la IR.
Les espectroscopies de UV-Vis i IR ens donen informacié sobre els grups funcionals que
posseeix la molécula, mentre que la de RMN ens dona informacié sobre els grups d’hidrogens

o altres elements que tinguin nuclis atdbmics actius dins d’'un camp magnétic.

Els espectrofotometres de ressonancia magnetica nuclear (RMN), permeten mesurar
'absorcié d’energia d’uns nuclis determinats, com per exemple els d’hidrogen o de carboni,

irradiant la mostra amb radiacio electromagnética a la regié de radiofreqiiéncia.
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Generalment estan dissenyats de manera que irradien el compost amb una energia
electromagnetica constants mentre es varia la for¢ca del camp magnétic. Tan bon punt el camp
magnetic assoleix una determinada forca, els nuclis absorbeixen energia i es produeix la
ressonancia. Aix0 genera una corrent eléctrica en una bobina que rodeja la mostra;
I'espectrofotometre amplifica aquesta corrent i la presenta com una senyal (o pic) sobre una
grafica (espectre). L'esquema general de funcionament d’un espectrofotometre de RMN es

mostra a la Figura 8.3.

A partir del anys 70, els espectrofotometres de RMN que s’utilitzen sén els anomenats
d’'impulsos o transformada de Fourier (FT NMR), que proporcionen resultats més clars i

sensibilitats més altes.

Tub rotador amb Caigudade la
Generador mostra senyalamb el
temps
d'impulsosde RF a‘) Detector de RF

BRI %
Camp magnetic il
Analisisamb

ordinador

e P ﬂ
s O

Figura 8.3: Esquema de funcionament d’un espectrofotometre de RMN

8.2.1 Espectroscopia d’H-RMN. Principis generals.

Quan un compost que conté un o més hidrogens es col-loca en un camp magnétic fort i
simultaniament s’irradia amb energia electromagnética, els nuclis d’hidrogen del compost

poden absorbir energia a través d’'un procés que es coneix com a ressonancia magneética.

Alguns nuclis d’hidrogen es troben en regions de major densitat d’electrons que d’altres. Es
per aix0 que els protons d’aquests compostos absorbeixen a intensitats de camp magnétic
lleugerament diferents, que estan compreses normalment entre 0 i 16 ppm. La intensitat de
camp a la qual es presenta la absorcié depen dels camps magnetics generats pels electrons

circulants i els camps magnétics que resulten d’altres protons propers.
Per interpretar I'espectre obtingut amb I'aparell, haurem de fixar-nos en:

- El nombre de senyals (o pics), corresponent al nombre d’hidrogens diferents en el
compost analitzat.
- Les arees relatives de les senyals (0 pics), que seran proporcionals al nombre

d’hidrogens que produeixen la senyal.
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- L’acoblament de senyals, un fenomen degut a les influencies magnétiques dels
hidrogens presents en atoms adjacents. Aquest fet provoca que les senyals es
divideixin en n+1 pics, on n és el nombre de protons veins iguals entre si, pero

diferents al nucli observat.

8.2.2 Metodologia experimental

Els espectres de RMN es van obtenir amb un espectrometre Bruker AMX-300 del departament
d’enginyeria quimica de la UPC, d'una freqiiéncia de 300 MHZ. El dissolvent va ser aigua

deuterada contenint una petita quantitat d’hidroxid de sodi deuterat.

Pel registre dels espectres de RMN, les mostres es van introduir en uns tubs de vidre especials
d’uns 3mm de diametre i 10 cm d’alcada. La quantitat de mostres necessaries per a realitzar

una determinacié per RMN va ser de 5-20 mg.

8.2.3 Resultats y discussio

A continuaci6 es mostren els espectres RMN de 7 mostres diferents analitzades. Les mostres
analitzades corresponen a PGA produit amb substrats solids diferents (identificats a la part
dreta de la imatge). Alhora, s’han identificat els hidrogens als que corresponen els diferents

pics de I'espectre (a, bic).

Els espectres obtinguts confirmen I'estructura quimica del PGA, obtingut amb Bacillus

licheniformis i mitjangant fermentacié amb substrat solid.

L’espectre obtingut per les fermentacions amb mongetes presenta una potent senyal al voltant
de 0,8 ppm, corresponent segurament a la elevada presencia de impureses en la massa
obtinguda. Aquest fet amplia la possible explicacié sobre la diferencia en la massa obtinguda

durant la fermentacié amb aquest substrat, tal i com s’ha comentat en l'apartat 7.1.
Els espectres també mostren pics deguts a una purificacié no total de les mostres analitzades:

- El doblet situat a 2,5 ppm correspon a la preséncia d’acid citric a la mostra. Cal
remarcar que la mostra obtinguda amb llevat desamargat no presenta aquesta
senyal a 'espectre.

- La senyal més potent de I'espectre, que es troba al voltant dels 5 ppm, correspon
a l'aigua, que no era completament deuterada.

- Hi ha altres pics de dificil assignacié, a 3.2, 1.4 0,9 ppm, entre d’altres.
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Figura 8.4: Espectres RMN de les 7 mostres diferents analitzades

8.3 Caracteritzacio per espectroscopia IR

La espectroscopia d’infrarojos es fonamenta en I'absorcié de la radiacio IR per part de les
molécules en vibracié. Una molécula absorbira I'energia d’'un feix de llum infraroja quan
aquesta energia incident sigui igual a la necessaria per a que s’esdevingui una transicié
vibracional de la molécula. Es a dir, la molécula comenca a vibrar d’'una determinada manera

gracies a I'energia que se li subministra mitjangant la llum infraroja [32].

Es poden distingir dos categories basiques de vibracio: de tensio i de flexié (Figura 8.5). Les
vibracions de tensio son canvis en la distancia interatdmica a lo llarg de I'eix de I'enlla¢ entre

atoms. Les vibracions de flexio estan originades per canvis en I'angle que formen els enllagos.
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Figura 8.5. Tipus de vibracions moleculars

En principi, cada molécula presenta un espectre IR caracteristic, degut a que totes les
molécules (excepte les especies diatbmiques homonuclears como O i Bry) tenen algunes
vibracions que, quan s’activen, provoquen I'absorcié d’'una determinada longitud d’'ona a la

zona de 'espectre electromagnétic corresponent a l'infraroig.

D’aquesta forma, analitzant quines son les longituds d’ona que absorbeix una substancia a la

zona d'’infraroig, podem obtenir informacié sobre les molécules que composen la substancia.

8.3.1 Espectroscopia d’IR. Principis generals.

La espectroscopia d’infraroig té la seva aplicaci6 més immediata en I'analisi qualitatiu:

detecci6 de les molécules presents en el material.

A la zona de I'espectre electromagneétic IR amb longituds d’ona de l'infraroig mig (entre 4000
i 1300 cm™) s’acostumen a observar una série de bandes d’absorcié provocades per les
vibracions entre anicament dos atoms de la molécula. Aquestes vibracions deriven de grups

gque contenen hidrogen o de grups amb dobles o triples enllacos aillats.

A la zona de I'espectre electromagnétic IR amb longituds d’ona compreses entre 1300 i 400
cm? (infraroig llunya), I'assignacioé de les bandes d’absorcio a vibracions moleculars és més
dificil de realitzar, degut a que cada una d’elles esta generada per absorcions individuals

sumades (multiplicitat de les bandes). Es la denominada zona de la “empremta dactilar” (flexié
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d’enllagos CH, CO, CN, CC, etc.). En aquesta zona de longituds d’ona, petites diferéncies en
I'estructura i constitucié de les molécules donen lloc a variacions importants en els maxims

d’absorcio.

En el nostre cas, la técnica emprada per adquirir els espectres d’'IR va ser 'anomenada
Reflectancia Total Atenuada (ATR, Attenuated Total Reflectance), que detecta la radiacio
infraroja reflectida per la mostra, sobre un cristall d’'un material d’index de refraccié molt elevat.
La informacié obtinguda és la mateixa que I'espectroscopia de transmissié, perd la

manipulacié de la mostra és molt més senzilla.

8.3.2 Metodologia experimental

L’equip usat per adquirir els espectres d’IR va ser un espectrofotometre FTIR 4100 Jasco

equipat amb un sistema de ATR de diamant model Golden Gate de la casa Specac.

8.3.3 Resultats i discussio

A continuacié es mostren els espectres d’infraroig de dues de les mostres analitzades,
corresponents al PGA obtingut utilitzant soja texturitzada (Figura 8.6) i pinyons (Figura 8.7)
com a substrats fermentatius. Els espectres infrarojos d’altres mostres analitzades es troben
a 'Annex B. A la Taula 8.3 s’especifica el tipus de senyal que correspon a cada una de les

senyals trobades.

En ambdds casos (tant el polimer obtingut amb soja texturitzada com el obtingut amb pinyons)
s’obtenen uns espectres d’IR corresponents a I'estructura poliamidica del PGA, que son els
esperats després del procés de biosintesi i separacio, i son alhora similars als trobats en la

literatura cientifica.

La diferéncia més important entre els dos espectres és una senyal a 1743 cm-1 que només
es troba en el cas del pinyons i que és assignable a un grup ester, corresponent a algun greix

de tipus lipidic present en la composicié dels pinyons.
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Figura 8.6: Espectre IR corresponent a la mostra de PGA obtinguda amb soja texturitzada
com a substrat fermentatiu
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Figura 8.7: Espectre IR corresponent a la mostra de PGA obtinguda amb pinyons com a
substrat fermentatiu
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Taula 8.3: Interpretacio de I'espectre de IR de dues mostres de PGA

Soja
3278 texturitzada N-H Vibracio de tensio
Pinyons
Soja
2952 texturitzada C-H \ﬁbrac.lo c\ie.tensm
. asimétrica
Pinyons
1743 Pinyons C=0 d'ester Vibraci6 simetrica,
corresponent a un lipid
textjr(i)'::a da Vibracié simétrica,
1630 C=0 d’amida corresponent a la
Pinyons cadena del polimer
Soj ,
texturci)':jada N-H d'amida o
1550 grup carboxilat Flexio
Pinyons COO
Soja
1396 texturitzada C-H Deformacié asimetrica
. del C-H
Pinyons

8.4 Caracteritzacié per determinacio de la composicié enantiomera
D/L.

Tal i com ja s’ha explicat en el Capitol 4, el PGA esta constituit per unitats d’acid D-glutamic
i d’acid L-glutamic unides. Degut a la preséncia dels enantiomers D i L podrem tenir un
homopolimer D, un homopolimer L o, en la majoria dels casos, un copolimer constituit per
unitats D i L. En aquest darrer cas, és for¢a interessant saber quina és exactament la proporcio
d’homopolimer D i homopolimer L presents al polimer obtingut, ja que aquesta proporcié

determina el tipus d’us final que se li podra donar.

La composicié enantiomera del PGA obtingut es va determinar mitjancant el metode

desenvolupat per Marfey (1984) per a la determinacid quantitativa de la composicié
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enantibmera d’aminoacids. Aquest métode es basa en la reaccio de I'acid glutamic amb el
reactiu de Marfey (1-fluor-2,4-dinitrofenil-5-L-alanina). Aquest compost és opticament actiu,
per tant quan reacciona amb els enantiomers D i L de l'acid glutamic forma dos

diastereoisomers que es poden separar mitjangant cromatografia HPLC.

Per a poder analitzar i quantificar la composicié de les mostres analitzades, es va realitzar un

calibrat previ amb mostres d’acid glutamic D i L purs.

8.4.1 Cromatografia HPLC. Principis generals

La cromatografia liquida d’alta eficacia, coneguda com a HPLC per a les seves sigles en
anglés (High Performance Liquid Chromatography) s’enquadra dins de la cromatografia
d’elucié. En aquesta, el liquid (fase mobil) circula en estret contacte amb un solid o un altre
liquid immiscible (fase estacionaria); al introduir una mescla de substancies (analit) a la corrent
de fase mobil, cada analit avancara al llarg del sistema amb una velocitat diferent que
dependra de la seva afinitat amb cada una de les fases. Aix0 suposa que després d’haver
acabat el recorregut de les mostres per la columna, cada una de les substancies introduides

al sistema eluira amb un temps diferent, és a dir, estaran separades.

Els diferents tipus de cromatografia liquida es poden classificar de diferents maneres, pero la
forma més habitual de classificacido és la realitzada en base a la naturalesa de la fase
estacionaria, ja que és aquesta la que imposa fonamentalment el mecanisme de separacié.

D’aquesta manera, es poden enumerar quatre tipus de técniques:

- Cromatografia d’adsorcio (liquid-solid). La fase estacionaria €s un adsorbent i la
separacio es basa en repetides etapes d’adsorcié-desorcio.

- Cromatografia de repartiment-adsorcio (fases lligades quimicament). La separacié
en aquest cas es basa en un repartiment del solut entre la fase mobil i la
estacionaria.

- Cromatografia d’intercanvi ionic. Aquest tipus de cromatografia es déna quan la
fase estacionaria presenta en la seva superficie grups ionitzats capacos de retenir
selectivament a ions de signe contrari que circulen a la fase mobil.

- Cromatografia d’exclusié molecular. La fase estacionaria, en aquest cas, és un
material porés de mida de porus controlat, que permet I'entrada de certes

molécules de manera selectiva, deixant fora d’altres de major mida.

El mecanisme de retencio en els dos primers casos és similar, variant Unicament el tipus

d’interaccions que es produeixen i quina d’elles és la predominant. Per aquesta rad, a la
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practica es realitza un altre divisié dels dos primers tipus de cromatografia atenent a la polaritat
de la fase estacionaria:

- Cromatografia de fase normal, on la fase estacionaria presenta punts actius d’alta
polaritat i les interaccions que es produeixen amb el solut son especifiques el grup
actiu.

- Cromatografia de fase reversa, on la fase estacionaria té una naturalesa apolar i
les interaccions que es produeixen sén inespecifiques.

8.4.2 Metodologia experimental

Per a la realitzacio de la determinacio, les mostres de PGA es van hidrolitzar en una dissolucio
de HCI 6M a 105 °C durant 12 hores. A tal efecte, es va agafar la quantitat necessaria de cada
mostra de polimer per a obtenir concentracions d’acid glutamic 50 mM. Posteriorment, es van
agafar 100 pL de cada una de les mostres i es transferir a un tub eppendorf, deixant-les en un
dessecador al buit durant 3 dies, utilitzant NaOH com a dessecant. A continuacié, les mostres
es van re-dissoldre en 100 pL d’aigua i es van fer reaccionar amb 200 pL d’'una dissolucio
amb una concentracié de 5 mg/mL de reactiu de Marfey amb acetona que contenia 20 pL de
NaHCOs; durant una hora a 37°C. Un cop acabada la reaccid, es va neutralitzar el medi amb
10 pL d’'HCI 2M i es va deixar assecar al buit durant 3 dies en un dessecador amb NaOH com

a dessecant. Finalment, el producte sec es va dissoldre en 350 pL de dimetilsulfoxid (DMSO).

La cromatografia es va dur a terme amb el mateix equip utilitzat per a la determinacié dels

pesos moleculars, amb els seglients canvis:

- Eluent: mescla 20:80 acetonitril/dissolucié de fosfat de trietilamoni 0,05 mol/L
- Columna Spherisorb fase reversa ODS2

- Cabal: 1,5 mL/min

- Detector UV-visa 340 nm. Temps d’elucié 25 minuts.

Per a poder quantificar quin percentatge de cada enantiomer es troba a les mostres
analitzades, cal fer un calibrat previ amb cada enantidmer, on variant les concentracions i

avaluant les arees de cada pic obtindriem una equacié del tipus:
C|_ = K|_ * A|_
Co=Kp* Ap

on Cx és la concentracié de I'enantiomer, Kx és la constant i Ax és 'area del pic.
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Tanmateix, d’experiéncies anteriors hem detectat que les constants K. i Kp s6n practicament

iguals. Per tant, si suposem que K. = Kp, I'equaci6 anterior ens queda:

(b A4p
C,+C, Ap+ A

(Eq.8.1)

8.4.3 Resultats i discussiod

Els espectres de I'acid D- i L-Glutamic es mostren, superposats, a la Figura 8.8. L’espectre de
I'acid L-Glutamic presenta un pic caracteristic a 7,5 minuts, mentre que el pic caracteristic de
I'acid D-Glutamic apareix al voltant dels 10,5 minuts. Ambdds espectres presenten també un
pic al voltant dels 8,2 minuts.

—  Acid D-Glutamic
250 ——- Acid L-Glutamic

] [ Area = 3706,94

150

7520

100 +

Area = 2455,77

50 +

Figura 8.8: Espectres obtinguts per a l'acid D- i L-Glutamic

Un cop analitzats els espectres dels acids D- i L-glutamic s’obtenen els espectres de les
mostres de PGA escollides (Annex C), corresponents a la produccié amb diferents substrats
solids, juntament amb les arees obtingudes dels pics a 7,5 10,5 minuts (Taula 8.4). Substituint
les arees dels pics a I'Equacié 8.1, podem obtenir els percentatges d’acid D- i L-glutamic a

cada mostra analitzada. Els resultats es mostren a la Taula 8.4.

En la majoria dels casos, en les mostres analitzades I'enantiomer majoritari és el D-glutamic,
amb una preséncia entre un 70 i un 83%. També podem comprovar com I'addicié tant de
glutamina com d’acid 2-oxoglutaric al medi de cultiu, fa augmentar el percentatge d’enantiomer
D-glutamic al polimer produit respecte al control (Grafic 8.2).

ETSEIB
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L’dnica mostra que presenta un percentatge més elevat d’enantiomer L-glutamic és la
aconseguida amb la utilitzacié6 de mongetes com a substrat fermentatiu. Aquests resultats
contrasten amb els aconseguits en els apartats anteriors, on s’ha explicat la diferencia
d’aspecte de la massa purificada degut a la preséncia d'impureses a la mostra i el baix pes

molecular registrat. Més investigacions caldran ser realitzades per a aclarir aquest darrer punt.

Taula 8.4: Arees de les senyals i distribucio enantiomera pels diferents substrats analitzats

Area senyal Area senyal

Substrat Zmin 10min %L %D
Acid glutamic L pur 3706,94 0 100 0
Acid glutamic D pur 0 2455,77 0 100

Soja texturitzada 841,59 1939,27 30 70

Soja text. + Glutamina 393 1050,5 27 73

Soja text. + Ac. Ketoglutaric 549,59 2553,16 18 82
Llevat desamargat 323,28 979,85 25 75

Mongetes 714,19 839,99 46 54

Pinyons 540,21 1612,7 25 75

Awellanes 5448,09 19645,5 22 78

Ametlles 385,23 1021,84 27 73




Noves vies d’obtencié de 'acid poli-gamma-glutamic (PGA) Pag. 95

S
-
S 72,62
'_
=
w
]
o
w
[« W
<
O
o
AL
=
o
=
=
<
g
o 27,38
G 17,71
[%2]
o
o
= ) ) Soja text. +
o Soja Soja text. + Llevat .
O - . c. 2- Mongetes = Pinyons | Avellanes = Ametlles
texturitzada Glutamina . . desamargat
oxoglutaric
B %A
BACd 1 eg 74 72,77 82,29 75,19 54,05 74,91 78,29 72,62
D-Glutamic
o/ Aci
" A)Agld. 30,26 27,23 17,71 24,81 45,95 25,09 21,71 27,38
L-Glutamic
Grafic 8.2: Distribucié enantiomera de les mostres analitzades
Ut



Memoria

Pag. 96



Noves vies d’obtencié de 'acid poli-gamma-glutamic (PGA) Pag. 97

9 Estudi economic

Els costos d'aquest projecte es poden dividir en quatre grans grups o families:

» Productes adquirits, tan per al procés d’obtencié del biopolimer com per a la seva
purificacié i posterior analisis. En general, es poden agrupar en dos subgrups: producte
guimics i substrats fermentatius.

» Serveis Externs requerits per a la realitzacié d’analisis espectroscopics del polimer

obtingut.
» Equipament utilitzat, tant amortitzable com no-amortitzable, durant la fase
experimental de laboratori.

» Recursos Humans necessaris per a realitzar el projecte, tant de I’Autor com del Director

del Projecte.

En les seglents Taules (9.1 a 9.5) es mostren els costos relatius a cada una de les
esmentades families. Al Grafic 9.1, addicionalment, es mostra la distribucié d’aquests costos,
on s’evidencia clarament que el gruix del cost d’aquest projecte va associat als Recursos

Humans necessaris per dur-lo a terme.

PRODUCTES
EQUIPAMENT 15,61€
218,44 € 0%

2% SERVEIS
EXTERNS
470,00€

5%
RECURSOS
HUMANS
9.850,0€
93%

Grafic 9.1: Distribucid dels costos associats a aquest projecte
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Taula 9.1: Costos dels productes necessaris per a la realitzacié del Projecte. Sempre que ha
estat possible, els substrats s’han adquirit sota I'etiqueta de “ecologics”, per tal d’intentar
minimitzar traces de compostos (p.ex. insecticides) que poguessin alterar el resultat
experimental. El substrat Okara ha estat obtingut per cortesia de I'empresa Natursoy S.L.

Quantitat emprada Cost unitari Cost Total

PRODUCTES
Unitat  Quantitat (€/100go€/L) (€)

Producte Quimics
Acid L-glutamic g 97,5 36,55 35,64 €
Acid Citric g 425 1,70 0,72 €
Glicerol g 34 1,73 0,59 €
NH,4CI o] 18,7 1,62 0,30 €
MgSO,-7H,0 g 5 1,28 0,06 €
MnSO,-H,0 g 3,5 1,50 0,05 €
NaOH g 20 2,91 0,58 €
Etanol L 40 18,26 7,30 €
Ac. 2-oxoglutaric g 10 162,80 16,28 €
Glutamina g 0,5 76,60 0,38 €
Acetonitril L 3 41,60 1,25 €
Reactiu Marfey g 0,03 194.000,00 58,20 €
Total P. Quimics 121,36 €

Substrats

Soja texturitzada fina g 730 1,12 8,18 €
Pipes de carbassa g 10 1,40 0,14 €
Llevat desamargat g 20 3,80 0,76 €
Soja texturitzada grossa g 10 1,33 0,13 €
Sego de Blat g 10 1,09 0,11 €
Llenties vermelles g 10 0,48 0,05 €
Okara g 10 0,00 - €
Cigrons g 20 0,19 0,04 €
Mongetes g 20 0,23 0,05€
Cacahuets g 10 1,80 0,18 €
Ametlles g 10 2,40 0,24 €
Nous g 10 2,20 0,22 €
Awellanes g 10 5,20 0,52 €
Azuki g 10 0,40 0,04 €
Pipes de girasol g 10 0,38 0,04 €
Pinyons g 60 8,20 4,92 €
Total substrats 15,61 €
Total PRODUCTES 137,0 €

Sy
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Taula 9.2: Costos dels serveis externs requerits per a realitzar analisis espectroscopics.

SERVEIS EXTERNS

Quantitat emprada Cost unitari

Unitat

Quantitat (€/ mostra)

Cost Total

()

Espectroscopia H-RMN Mostra 7 60,0 420,00 €
Espectroscopia IR-ATR Mostra 2 25,0 50,00 €
Total SERVEIS 470,00 €

Taula 9.3: Costos relatius als equipaments necessaris per a la realitzacié del Projecte. El rati

de cost amortitzable (€/h) s’ha obtingut agafant com a referencia dades d’any laboral —i no

any natural- calculat com 220 dies laborables anuals i 10 hores laborables diaries (2 torns

investigadors de 5 hores).

EQUIPAMENT

Equipament No Amortitzable

Equipament Cost (€)
Material de vidre de laboratori divers- Equivalent a 12 Erlenmeyers 20 €
Filtre MAGNA, Nylon, Supported, Plain, 0,45 Micron, 47 mm, 100/Pk 150 €
Total No-Amortitzable 170,00 €

Equipament Amortitzable
Equivament Cost  |Amortitza | Cost Amort. | Utilitzaci6 | Cost de Us
aup compra (€)|cio (anys)| (€/h)* () €

Balanga de precisio 900 € 10 0,041 € 7 0,286 €
Agitador magnetic 600 € 10 0,027 € 6 0,164 €
pH-metre 450 € 10 0,020 € 3 0,061 €
Muntatge de buit (bomba) 450 € 5 0,041 € 5 0,205 €
Estufa 1.500 € 10 0,068 € 504 34,364 €
Centrifuga Sigma 6K10 35.000 € 10 1,591 € 6 9,545 €
Nevera / Congelador 500 € 10 0,023 € 48 1,091 €
Cromatograf GPC/HPLC 20.000 € 10 0,909 € 3 2,727 €
Total Amortitzable 48,44 €
Total Equipament 218,44 €
Cepe
ETSEIB
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Taula 9.4: Costos associats al Recursos Humans necessaris per a la realitzacié del Projecte

uantitat emprada Cost unitari
RECURSOS HUMANS oo prat B Jotdl
Unitat  Quantitat (€/h) €
Director
Planificacié i Inici de Projecte | Hores (h) 5 30,0 150
Recolzament - Fase experimental | Hores (h) 5 30,0 150
Recolzament - Fase redaccié | Hores (h) 10 30,0 300
Total Director 600,0 €
Enginyer Junior
Estudi bibliografic | Hores (h) 40 12,5 500
Treball experimental | Hores (h) 350 12,5 4375
Estudi y tractament de dades | Hores (h) 200 12,5 2500
Redaccio del projecte | Hores (h) 150 12,5 1875
Total Eng. Junior 9.250,0 €
Total R. HUMANS 9.850,0 €

Per Ultim, cal remarcar que tots els preus préviament apuntats s’entenen sense IVA.
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10 Impacte ambiental

En aquest capitol s’analitzaran els diferents possibles tipus de contaminacié produides en el
transcurs del procés experimental: contaminacioé de I'aigua, de I'aire i generacio de residus

especials.
La contaminacio de I'aigua pot haver provingut de les seguents fonts:

- Medi de cultiu: el medi de cultiu es va preparar generalment per a varies
fermentacions simultanies. Amb I'objectiu d’assegurar la disponibilitat de medi de
cultiu per a totes les fermentacions necessaries, la preparacié de medi de cultiu es
va realitzar sempre amb un petit excés. En els casos en el que aquest excés no
s’aprofités, es va eliminar directament pel tub de desguas; el seu pH esta al voltant
de 7.

- Aigues procedents de I'aillament del PGA: consisteixen basicament en una mescla
de tres parts d’etanol i una de dissolucio aquosa que contenia el biopolimer dissolt.
Com que I'etanol mesclat amb aigua és facilment biodegradable, la mescla es
dilueix fins a obtenir una part d’aigua per cada part d’etanol i posteriorment s’aboca
del tub de desguas.

- Aigles procedents de la cromatografia GPC: la dissolucié aquosa conté fosfats i
traces de PGA, que és biodegradable en dissolucié aquosa. Donat que la dissolucié
es de pH neutre i la concentracié de PGA biodegradable és molt baixa, s’elimina
pel desguas.

- Aigles procedents de la cromatografia HPLC: aquestes aiglies contenen traces de
fosfat de trietilamoni, i de DMSO, a més d'un 80% d’acetonitril. Abans d’eliminar-
les pel desguas s’ha d’afegir NaOH fins a aconseguir un pH=10 i transformar
I'acetonitril en acid acétic, un compost facilment biodegradable.

- Aigles de rentat de la instrumentacio: aquestes aiglies contenien restes relatives
a la utilitzacié de rentavaixelles. Aquest producte és considerat d’is domeéstic, i per

tant les aigues s’han abocat al desguas.

La contaminacio de I'aire degut a la utilitzaciéo de compostos quimics es considera negligible
per agquest projecte. Tanmateix, es podria considerar un efecte negatiu sobre el consum
d'energia electrica degut al funcionament de tots els aparells eléctrics, ja que aquesta energia
prové de la xarxa eléctrica, la qual utilitza en la major part fonts d'origen fossil per a la

producci6 d'energia eléctrica.
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La contaminacié deguda a residus especials és deguda a les seguents fonts:

- Material fermentat: les restes de substrat fermentatiu filtrat, aixi com el material
precipitat durant la centrifugacio, consisteixen en una mescla humida de productes
naturals fermentats i restes de bacteris. Aquests residus biodegradables es llencen

a un contenidor de residus generals.

- Filtres: els filtres utilitzats presenten en els pitjors dels casos restes d'impureses
provinents del propi ambient, i per tant es poden llencar al contenidor de residus

generals.

- Ampolles buides: les ampolles que contenien la dissoluci6 amb polimer durant la
centrifugacié eren de plastic; es rentaven després de cada Us i es reutilitzaven en

els posteriors experiments.

- Vidre: el material de laboratori de vidre (provetes, erlenmeyers, matrassos, vidres
de rellotge, varetes, vasos de precipitat) trencat o danyat durant el transcurs de les
investigacions, aixi com les pipetes Pasteur emprades, es dipositen en un

contenidor de recollida especial pel seu posterior reciclat com a vidre quimic.

En l'evolucié cap a un escenari mundial futur en qué escassegin els recursos fossils de petroli
i la industria petroquimica ja no sigui capag de poder abastir les necessitats mundials, I‘estudi
d’alternatives no dependents d’aquest recurs resulta imprescindible. En aquest sentit, la
recentment anomenada Bioenginyeria ha de jugar un paper clau en el futur, impulsant tant la
obtencié de nous productes obtinguts a partir de recursos naturals renovables aixi com les
seves possibles aplicacions. Els evidents ligams de la Bioenginyeria amb la Enginyeria
Quimica tradicional i també amb la Enginyeria de Processos han de servir, alhora, per poder
optimitzar la productivitat i processabilitat, dos elements claus per a la viabilitat economica i

tecnica en la obtencié de nous productes.

Amb la realitzacié de projectes com aquest s’aconsegueix avangar en I'impuls de noves vies
d’obtencié de biopolimers, productes amb un enorme potencial i amb mdltiples aplicacions.
Els biopolimers han de servir tant per alleugerir la dependéncia actual de productes elaborats
a partir de petroli, com també per crear alternatives futures solides i capaces de substituir la

ja gairebé segura falta d’aquest recurs fossil en el proper segle.
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Conclusions

La produccio d’acid poli-gamma-glutamic amb fermentacié amb substrat solid ha resultat ser
una alternativa viable a la obtencié del biopolimer amb les tradicionals fermentacions
submergides. Els rendiments obtinguts han sigut satisfactoris i equiparables a I'obtingut amb

les fermentacions tradicionals.

La fermentacié amb substrat solid obre la porta a experimentar amb una gran varietat de
substrats diferents. Tot i que una gran part dels possibles substrats ja han estat provats fins a
I'actualitat, encara és possible trobar marge per a la innovacio i presentar solucions encara no
estudiades per altres academics. En aquest projecte, s’han realitzat experiments amb
substrats que no han estat trobats en cap publicacié anterior, com és el cas d’un producte
autocton com els pinyons. Aquest gran potencial d’'innovacio, a més de representar una
motivacié extra per a linvestigador, pot també acabar donant lloc a descobertes forca

interessants i obrir noves vies d’investigacio.

En el present Projecte, la utilitzacié de soja texturitzada com a substrat fermentatiu ha donat
lloc a rendiments productius més elevats que amb la resta de substrats solids provats. Cal
destacar també que les mostres obtingudes a partir de fermentacions amb substrat de tipus
lleguminds han presentat en general pesos moleculars lleugerament més baixos que les
obtingudes utilitzant fruits secs com a substrat. Alhora, s’ha pogut concloure que un contingut

proteic elevat en el substrat utilitzat resulta essencial per a obtenir bons rendiments productius.

Addicionalment s’ha pogut constatar que la presencia de certs oligoelements en el transcurs
de la fermentacié és imprescindible per tal d’obtenir bons rendiments productius del
biopolimer. La preséncia dels diferents oligoelements es pot garantir ja sigui mitjancant la seva
addicio directa en el medi de cultiu com també indirectament a través de la composicié dels
substrats fermentatius escollits. D’entre els diversos oligoelements, s’ha establert que la
preséncia de potassi fosfor, magnesi i ferro —en aquest ordre d’'importancia- és determinant

per tal d’obtenir rendiments productius satisfactoris.

En el transcurs de les investigacions realitzades s’ha corroborat també que la introduccié de
dos intermediaris del cicle TCA com son la glutamina i I'acid 2-oxoglutaric en el medi de cultiu
augmenta el rendiment productiu del biopolimer. També caldria destacar la influencia en el
tipus de polimer obtingut tant de I'acid 2-oxoglutaric, amb el que s’aconsegueixen pesos
moleculars més baixos, com de la glutamina, amb la que s’obté polimer de pes molecular més

elevat.
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En la majoria dels casos, en les mostres analitzades I'enantiomer majoritari és el D-glutamic,
amb una preséncia entre un 70 i un 83%. També podem comprovar com l'addicié tant de
glutamina com d’acid 2-oxoglutaric al medi de cultiu, fa augmentar el percentatge d’enantiomer

D-glutamic al polimer produit respecte al control.

Els estudis realitzats confirmen les condicions experimentals que optimitzen el rendiment
fermentatiu, establertes en anteriors publicacions — 36 hores a 37°C. A més, els resultats
obtinguts al augmentar la quantitat de substrat fermentatiu han sigut satisfactoris, i
suggereixen la possibilitat de poder aconseguir rendiments forca interessants en futures

proves semi-industrials.

Finalment cal remarcar que aquest Projecte i les diverses conclusions que se n’extreuen,
poden ser una base (til a partir de la qual articular ulteriors Projectes en el Departament, que
es podran focalitzar en I'estudi més especific d’alguna de les multiples possibilitats estudiades

en aquest projecte.
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