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Resum 

L’ àcid poli-gamma-glutàmic és un polímer que es forma de manera natural, aniònic, 

biodegradable, soluble en aigua, comestible i no tòxic per l’ésser humà o per a l’ambient.  

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

La major part dels estudis duts a terme fins a dia d’avui han estat basats en estudiar l’obtenció 

d’aquest producte mitjançant fermentacions submergides en estat líquid. Alhora, aquests 

estudis s’han orientat a determinar els requeriments nutricionals per a l’adequat creixement 

cel·lular així com a millorar la productivitat de PGA i la variació en la composició de la seva 

estructura, en quant al contingut d’àcid L- i D-glutàmic. 

La present investigació busca estudiar la producció d’àcid poli-gamma-glutàmic mitjançant 

fermentacions amb substrat sòlid 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 l’esmentat objectiu, s’han dissenyat múltiples fermentacions 

amb diferents substrats sòlids i condicions fermentatives. 

Els resultats obtinguts i reportats en aquesta investigació suggereixen que el Bacillus 

licheniformis és capaç de créixer eficientment també en substrats sòlids, aconseguint fins i tot 

rendiments productius més elevats que el reportats amb fermentacions submergides amb 

substrat líquid. 

El substrat més eficient és la soja texturitzada, que aporta una quantitat de proteïnes molt més 

ata que la resta. El rendiment mitjà de PGA amb aquest substrat és de 124,5 mg per g de 

substrat sòlid. 

D’entre els diversos oligoelements, s’ha establert que la presència de potassi, fòsfor, magnesi 

i ferro –en aquest ordre d’importància- és determinant per tal d’obtenir rendiments productius 

satisfactoris. 

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

relació enantiòmera ha resultat de 70/30 D contra L. 
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1 Introducció 

El desenvolupament de biomaterials constitueix actualment un dels principals eixos 

d’investigació en el món de la ciència. D’entre aquests biomaterials els biopolímers han 

aconseguit un alt grau de protagonisme, especialment en els últims 30 anys, degut a les seves 

múltiples aplicacions industrials, biomèdiques i farmacèutiques, que estan aportant un conjunt 

de solucions tant a problemes ambientals com en les noves formulacions biomèdiques i 

farmacèutiques. 

Els biopolímers son materials polimèrics o macromoleculars que son sintetitzats per éssers 

vius. Degut en gran part a la situació geopolítica 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 món científic centri les seves mirades en la diversitat microbiana 

que habita el planeta, ja que aquesta sempre ha demostrat ser una font important de nous 

materials. A més, actualment es disposa de la tecnologia necessària per a fer créixer 

microorganismes de manera industrial i segura. Aquest nou model ha canviat la concepció de 

la industria química moderna i ha sigut utilitzada de manera exitosa en la producció a granel 

de diversos productes químics, com per exemple l’etanol o l’àcid cítric.  

D’entre aquests nous materials estudiats trobem els poliaminoàcids, que són poliamides de 

naturalesa polimèrica amb els seus components units per enllaços tipo amida. L’àcid poli-

gamma-glutàmic (PGA) és un d’aquests poliaminoàcids. És de fet un polímer biodegradable 

constituït per unitats d’àcid D- i L-glutàmic i que és produït de manera natural per part algunes 

bactèries. 

Aquest treball pretén continuar amb la línia d’investigació oberta en el Departament 

d’Enginyeria Química, obrint-la a noves formes d’obtenció de l’àcid poli-gamma-glutàmic per 

a que la producció d’aquest polímer sigui viable. 
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2 Objectius del projecte 

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

el següent: 

- Estudiar la producció d’àcid poli-gamma-glutàmic mitjançant fermentació amb substrat 

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

Els objectius associats i més específics que també es pretenen assolir en aquest projecte són: 

- Analitzar els diferents substrats que poden ser viables per a produir àcid poli-γ-

glutàmic. 

 

- Estudiar les possibles relacions entre les característiques físico-químiques dels 

substrats analitzats amb la viabilitat i rendiment productiu. 

 

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

el rendiment productiu d’àcid poli-γ-glutàmic. 

 

- Establir les concentracions de components addicionals que maximitzen el rendiment 

productiu d’àcid poli-γ-glutàmic. 

 

- Comprovar la reproductibilitat dels resultats aconseguits amb fermentacions a més 

gran escala. 

 

- Determinar la composició enantiòmera i el pes molecular de l’àcid poli-gamma-

glutàmic produït en els experiments anteriors. 
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3 Abast del projecte 

Aquest projecte pretén ampliar les possibilitats d’obtenció de l’àcid poli-gamma-glutàmic i 

convertir-se en la primera aproximació realitzada en el Departament d’Enginyeria Química 

utilitzant la fermentació amb substrat sòlid com a procés d’obtenció d’aquest polímer.  

Degut tant a la poca bibliografia existent relativa a la utilització d’aquest tipus de procés 

fermentatiu per a la obtenció d’àcid poli-γ-glutàmic, com també a la vastitud de possibilitats 

que s’obren amb ell, aquest primer acostament pretén servir com a cribratge inicial de totes 

aquestes 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’àcid poli-gamma-glutàmic (PGA) 

Els poliaminoàcids són poliamides compostes d’un sol aminoàcid, i difereixen de les altres 

proteïnes en varis aspectes. Mentre que les proteïnes es composen de varis aminoàcids, els 

poliaminoàcids només es composen d’un d’aquests aminoàcids (almenys en la columna 

vertebral).  Per a formar una molècula de proteïna, per exemple,  l’ADN dirigeix la col·locació 

dels diferents aminoàcids en una seqüència específica, mentre que els poliaminoàcids són 

biosintetitzats per un camí diferent pels microorganismes. També cal remarcar que, en les 

proteïnes, els enllaços amida només es formen entre grups  α–amino i α-carboxilic (enllaços 

α–amida). En els poliaminoàcids, en canvi, els enllaços amida tenen altres funcions a la 

cadena. 

Existeixen tres poliaminoàcids diferents presents en la natura: l’àcid poli-gamma-glutàmic 

(PGA o γ-PGA), la poli-ε-lisina (ε-PL) i la cianofícia (Figura 4.1). En el γ-PGA els enllaços 

amida es formen entre els grups α–amino i γ-carboxílic en la columna vertebral del polímer. 

La ε-PL té el monòmer de lisina enllaçat per un grup α-carboxílic i un grup ε-amino de lisina. 

La cianofícia consisteix en residus α-aspàrtics que contenen residus d’arginina enllaçats amb 

el grup β-carboxílic [1]. 

 

Figura 4.1 Poliaminoàcids presents a la natura. 

El PGA és un polímer aniònic d’origen natural, biodegradable, comestible i no tòxic envers els 

humans i el medi ambient. Està constituït per unitats d’àcid D-glutàmic i d’àcid L-glutàmic 

unides, com s’ha explicat anteriorment, formant un grup amida entre el grup α-amino i el grup 
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γ-carboxílic. Degut a la presència dels enantiòmers D i L podrem tenir un homopolímer D, un 

homopolímer L o, en la majoria dels casos, un copolímer constituït per unitats D i L. La principal 

propietat del PGA és la seva solubilitat en aigua, causada per la presència del grup carboxílic 

(-COOH) lateral [2].   

El PGA va ser descobert per primer cop per Ivánovics i Bruckner [3] com una càpsula de 

Bacillus anthracis que s’alliberava en un medi amb autoclau, o durant l’envelliment i l’autòlisi 

de les cèl·lules. El menjar tradicional japonès natto (soja fermentada) és, de fet, una mescla 

d’àcid poliglutàmic i fructan produït pel Bacillus natto (Figura 4.2). Varis investigadors han estat 

estudiant des de llavors la producció de PGA per fermentació submergida i fermentació en 

estat sòlid (FES).  

 

Figura 4.2. Aspecte de l’aliment tradicional japonès natto, obtingut  partir de soja fermentada 

S’ha suggerit el seu ús per a varies aplicacions industrials com la d’espessidor, desamargant, 

crioprotector, material d’alliberació sostinguda, dosificador de fàrmacs, adhesiu biològic, fibra 

biodegradable, biopolímer floculant i absorbidor de metalls pesants.  És produït comercialment 

per Vedan Taiwan  per a usos cosmètics i alimentaris.  
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4.1 Fonaments del biopolímer PGA 

4.1.1 Soques productores de PGA 

El PGA és produït bàsicament 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 halòfil, el Natrialba aegyptiaca sp., també és capaç de 

produir PGA. Els B. licheniformis i B. subtilis són els bacteris que s’han utilitzat majoritàriament 

en la producció de PGA. 

El PGA té diverses funcions fisiològiques que varien depenent de l’espècie que el sintetitza i 

el medi de cultiu. Els bacteris  que es troben al sòl (majoritàriament del gènere Bacillus, 

excloent B. anthracis) utilitzen el PGA alliberat pel segrest de ions metàl·lics tòxics, 

incrementant d’aquesta manera la seva resistència 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 patogènics com son el B. anthracis i el Staphylococcus epidermis 

sintetitzen PGA associat a la superfície, permetent-los així actuar virulentament. A més, la 

càpsula del B. anthracis està composada exclusivament d’enantiòmer D, convertint-lo en 

particularment no immunogen. Aquesta capsula també prevé l’accés del anticossos al bacteri. 

Protegeix el B. anthracis d’infeccions fagocitaries i el S. epidermidis de pèptids antimicrobians, 

actuant probablement com a barrera passiva. Així doncs, el PGA ancorat és un factor de la 

virulència bacteriana que protegeix al patogen del sistema immunològic, 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 polimerització de l’àcid glutàmic. 

Són nombrosos els investigadors que han estudiat els aspectes bioquímics de la síntesi del 

γ-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 monòmers d’àcid glutàmic incorporats al γ-PGA poden derivar tan del medi de cultiu com 

a través de la síntesi de novo. Cromwick i Gross [5] van observar que el B. licheniformis ATCC 

9945A obtenia entre el 70 i el 90% dels monòmers incorporats al γ-PGA directament del medi 

de cultiu, mentre que la resta l’originava el cicle de l’àcid tricarboxílic (TCA).  

El γ-PGA procedent de la majoria de Bacillus conté monòmers d’àcid L- i D-glutàmic. 

Anteriorment es van proposar tres possibles mecanismes per a la racemització de l’àcid L-

glutàmic: un indirecte per aminotransferases, un directe per la racemasa de l’àcid glutàmic 
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(Glr), i un directe per la racemasa de l’àcid glutàmic YyrpC. Estudis recents indiquen que 

només el Glr, un enzim citosòlic amb una alta selectivitat per l’àcid glutàmic, és responsable 

de proveir els monòmers de l’àcid D-glutàmic.  

 

Figura 4.3: Model recent proposat per a la síntesi de γ-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 polimerització del γ-PGA. Després de 

comprovar que el mecanisme és diferent al de la síntesis ribosòmica de proteïnes, es va 

proposar un primer mecanisme [8]. Recentment, es va identificar un segon mecanisme que 

inclou el complex enzimàtic PgsBCA  i es va declarar com l’únic responsable de la 

polimerització de l’àcid glutàmic a γ-PGA [9]. 

A pesar de que el PgsBCA ha estat analitzat detalladament, no s’ha pogut aïllar en un estat 

actiu, ja que és altament hidrofòbic i molt inestable. S’ha observat que la forma unida a la 

membrana forma γ-PGA a partir d’àcid glutàmic i ATP. Al final, s’escindeix a ADP, proveint 

així la força motriu per a la reacció. Les subunitats PgsB i PgsC conjuntament formen un 

centre catalític. El PgsA elimina la cadena allargada del centre actiu permetent l’addició del 

següent monòmer [10]. A la Figura 4.4 observem un model per a la reacció de polimerització.  

Existeix poca informació sobre el mecanisme en què el γ-PGA surt de la cèl·lula. Una 

membrana cel·lular menys compacte amb fosfolípids curts podria facilitar el procés de 

transport. En els Bacillus licheniformis ATCC 9945 A, una alta concentració de glicerol al medi 
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resulta en un canvi de composició dels fosfolípids a la membrana. La fracció C18:1 i C16:1 de 

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

 

Figura 4.4: Model per a la reacció de polimerització de γ-PGA proposat per Buescher i 

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

4.2  Producció de PGA. 

4.2.1 Producció fermentativa de PGA 

Són varies les soques de Bacillus que s’han provat fins a l’actualitat per a la producció de PGA 

com un material extracel·lular i viscós. Per tal d’augmentar la productivitat de PGA, els 

investigadors han estudiat els requeriments nutricionals per a la producció de PGA, veient que 

variaven en funció 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 l’àcid 

glutàmic i els bacteris independents de l’àcid glutàmic. A part de l’àcid glutàmic, molts altres 

factors  com les fonts de carboni i nitrogen, la força iònica, l’aireig, l’agitació i el pH del medi 

de cultiu afecten a la productivitat de PGA. 

Efecte dels components del medi de cultiu. 

L’àcid L-glutàmic té diferents rols en les soques productores de PGA. La quantitat d’àcid L-

glutàmic que s’addiciona al medi durant la producció de PGA depèn de la soca utilitzada i dels 

altres components del medi de cultiu. Així doncs, la seva concentració ha de ser optimitzada, 
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ja que afecta directament al cost de producció del PGA.  La velocitat de conversió d’àcid L-

glutàmic a PGA és una eina important per a poder determinar la concentració adequada d’àcid 

L-glutàmic al medi. La majoria d’estudis realitzats fins a l’actualitat recomanen utilitzar una 

concentració de 20-30 g/L d’àcid glutàmic per a la producció de PGA. 

Kunioka i Goto [11] van concloure que l’àcid L-glutàmic es produïa a través de l’àcid isocítric i 

l’àcid α-oxoglutàric en el cicle de l’àcid tricarboxílic (TCA), i que el PGA es polimeritzava a 

partir d’aquest àcid glutàmic. És per això que l’àcid cítric és considerat un dels components 

més importants per a la producció de PGA. 

La selecció de la font de carboni també s’ha definit com a dependent de  la soca utilitzada per 

a la producció de PGA. Tanmateix, s’ha observat que la glucosa i el glicerol donen suport a la 

producció de PGA en la majoria de casos. Wu et al. van observar que el glicerol no era 

responsable només d’estimular la producció de PGA, sinó que també disminuïa 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 disminució de la llargada de la cadena de PGA, fet que comporta una 

disminució de la viscositat del brou durant la fermentació millorant així l’admissió de substrat 

i augmentant eventualment el creixement cel·lular i la producció de PGA. 

El rendiment de la producció de PGA amb fonts naturals de nitrogen és generalment més baix 

comparat amb l’aconseguit amb fonts de nitrogen inorgàniques. Goto and Kunioka [11] van 

suggerir la necessitat de ions NH4
+ per a la producció de PGA. 

Les sals inorgàniques com el CaCl2 o el MnSO4 també tenen un efecte significatiu tan en el 

rendiment final com en la composició estereoquímica del PGA. Huang et al. van observar que 

l’addició de CaCl2 al medi de cultiu reduïa la viscositat del brou i incrementava el consum 

d’àcid glutàmic 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 bàsics i rendiments obtinguts de γ-PGA en anteriors 

investigacions [1] 

Soca Nutrients clau 
Rendiment 
PGA (g/l) 

Comentaris 

B. licheniformis 
ATCC 9945 

Àcid glutàmic, glicerol, 
àcid cítric, NH4Cl 

23.00 
La presència de Mn+2 al medi és crítica 
per a mantenir la viabilitat cel·lular 

Àcid glutàmic, glicerol, 
àcid cítric, NH4Cl (batch) 

35.00 
La presència de NaCl al medi afecta 
significativament el rendiment i el pes 
molecular del PGA 

B. subtilis IFO 3335 Àcid glutàmic, àcid cítric 20.00 
L’addició de suficients ions amoni és 
necessari per a una conversió eficaç 
d’àcid cítric a àcid glutàmic 

B. subtilis 
(chungkookjan) 

Sucrosa, (Nh4)2SO4, àcid 
glutàmic 

15.60 
L’addició d’àcid glutàmic produeix PGA 
elongat  

B. licheniformis 

CCRC 12826 
Àcid glutàmic, glicerol, 
àcid cítric, NH4Cl 

19.80 
L’àcid L-glutàmic demostra una gran 
interacció amb el glicerol 

B.subtilis NX-2 

Àcid glutàmic, glucosa 30.20 

El PGA es produeix utilitzant àcid L-
glutàmic del medi, i sintetitzat en les 
cèl·lules a partir de la glucosa. Aquesta 
soca no assimila àcid cítric 

Àcid glutàmic, glicerol 31.70 
Els ions Mn+2 i Mg+2 influeixen en el 
rendiment volumètric del rati D/L de 
PGA 

B. subtilis (natto) 
MR-141 

Maltosa, salsa de soja, 
glutamat sòdic 

35.00 
L’àcid L-glutàmic és transportat a dins 
les cèl·lules i es polimeritza com la 
unitat d’àcid glutàmic del PGA 

B. licheniformis 
WBL-3 

Àcid glutàmic, glicerol, 
àcid cítric, NH4Cl 

19.30 
El glicerol facilita la secreció del PGA 
millorant la permeabilitat de la 
membrana cel·lular  

B.subtilis CGMCC 

0833 

Àcid glutàmic, (NH4)2SO4, 
DMSO, Tween-80, 
glicerol 

34.40 
L’addició de DMSO i Tween 80 
estimula la conversió de glucosa a 
glutamat 

B. licheniformis 
NCIM 2324 

Glicerol, àcid cítric, 
(NH4)2SO4, àcid glutàmic, 
glutamina, àcid 
oxoglutàric  

35.75 
L’addició d’àcid oxoglutàric i glutamina 
al medi augmenta el rendiment i el pes 
molecular del PGA. 

B. licheniformis SAB-
26 

Caseïna hidrolitzada, 
KH2PO4, (NH4)2SO4   

59.90 
L’addició amb pulsació d’àcid cítric va 
incrementar la producció fins a 88 g/l 

 

Efecte de l’aireig i l’agitació. 

Durant la producció de PGA el medi de cultiu esdevé altament viscós,  degut a que el polímer 

és extracel·lular i d’elevat pes molecular. És probable que l’alta viscositat del medi disminueixi 

la transferència d’oxigen, portant a una limitació de l’oxigen disponible. Aquest problema es 

pot solucionar incrementant l’oxigen disponible, incrementant la velocitat d’agitació o 

incrementant la pressió parcial de l’oxigen a l’aire bombejat a través del fermentador. L’agitació 
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controla la transferència de nutrients i la distribució de l’aire i de l’oxigen, mentre que l’aireig 

determina la oxigenació del cultiu i contribueix a la mescla de la massa en fermentació.  

Cromwick i Groos. [12] van estudiar l’efecte de l’aireig i l’agitació en la producció de biomassa, 

la utilització de carboni i la producció de PGA. Un increment de l’oxigen subministrat va doblar 

els pesos de les cèl·lules seques de B. licheniformis ATCC 9945A. Amb un aireig elevat el 

glicerol, l’àcid L-glutàmic i l’àcid cítric es consumien més ràpidament, i el rendiment en la 

producció de PGA augmentava.  

Millores en la biosíntesi del PGA 

Podem trobar tres enfocaments diferents per a la millora de la producció de PGA: 

i. Utilització de precursors (intermediaris en la biosíntesi de PGA). L’àcid cítric es 

considera un dels millors precursors per a la producció de PGA. Bajaj i Singhal [13] 

van seleccionar varis intermediaris del cicle TCA com ara l’àcid α-oxoglutàric, l’àcid 

màlic, l’àcid succínic o l’àcid pirúvic per a la producció 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 l’addició d’àcid α-oxoglutàric  10mM al medi. 

Bajaj i Singhal [14] també van estudiar l’efecte de l’addició d’aminoàcids de la família de l’àcid 

glutàmic (L-glutamina, L-arginina, L-ornitina i L-prolina) i d’aminoàcids involucrats en la 

biosíntesi del PGA (L-alanina i àcid L-aspàrtic) en la producció de PGA, trobant que amb L-

glutamina 0.5 mM s’aconseguia la màxima producció de PGA. El rendiment augmentava 

encara més amb l’addició combinada de glutamina i àcid α-oxoglutàric. 

ii. Millora de la permeabilitat de la membrana cel·lular. El PGA és un polímer extracel·lular 

produït a partir d’àcid glutàmic intracel·lular i amb un mecanisme de síntesi 

membranós. És per això que la quantitat de substrat intracel·lular és força important 

per la biosíntesi de PGA, i un increment del seu nivell comportaria un augment de la 

producció efectiva de polímer. A més, l’estimulació de la secreció de PGA de la cèl·lula 

podria rebaixar el estrès associat amb l’acumulació de PGA i substrat intracel·lulars, 

augmentant així la formació de PGA. Si la permeabilitat de la membrana cel·lular 

s’incrementa (afegint, per exemple, glicerol), el consum de substrat extracel·lular i la 

secreció de PGA s’incrementarà, fet que comportaria un augment del rendiment en la 

producció de PGA. 

iii. Redistribució del flux metabòlic. Wu et al van suggerir l’adició de Tween-80 i DMSO al 

medi per a estimular la conversió de glucosa a glutamat [1]. La quantitat d’àcid glutàmic 



Noves vies d’obtenció de l’àcid poli-gamma-glutàmic (PGA)                                                        Pàg. 21 

 

 

format a partir de la glucosa també va incrementar en presència de glicerol, ja que 

aquest incrementava el flux de 2-oxoglutarat a àcid glutàmic. 

4.2.2 Producció de PGA mitjançant Fermentació en Estat Sòlid (FES) 

El principal problema que trobem durant la producció 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 transferència d’oxigen. 

A més, el cost relativament elevat dels constituents del medi de cultiu en la fermentació 

submergida la converteixen en un procés costós. LA FES ofereix una alternativa per solucionar 

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

Existeixen pocs estudis en la literatura de la producció 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 sòlids com residus de soja, segó de blat, fems de porc i bovins i residus de 

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

4.2.3 Modelat cinètic de la producció fermentativa de PGA.    

Els estudis cinètics de la producció fermentativa de PGA són escassos. Richard i Margaritis 

[15] van proposar un model empíric on el biopolímer es tractava com un component de la 

biomassa.  El model incorporava el concepte de biomassa estesa que va ser utilitzat per a 

determinar els paràmetres cinètics. L’anàlisi cinètic en les fermentacions batch per a la 

producció de PGA va demostrar que la producció de PGA no estava associada al creixement. 

És 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] 

Soca Nutrients clau 
Rendiment 
PGA (g/kg) 

B. licheniformis NCIM 
2324 

Residu de soja, àcid cítric, àcid glutàmic, 
(NH4)2SO4, glicerol, L-glutamina, àcid α-
oxoglutàric 

98.64 

B. subtilis ME714 
Glutamat sòdic, midó, urea trisodium 
citrate 

75.30 

B.subtilis CCTCC202048 
Residus de soja, segó de blat, àcid 
glutàmic, àcid cítric, NH4NO3 

83.61 

B.subtilis CCTCC202048 
Fem de porc, residu de soja, segó de blat 
àcid glutàmic, àcid cítric 

60.00 

B.subtilis CCTCC202048 
Fem de vaca, segó de blat, residu de 
soja, àcid glutàmic 

47.00 
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4.3 Aplicacions del PGA 

4.3.1 Aplicacions en medicina 

Dosificador de fàrmacs 

La biocompatibilitat i la biodegradibilitat converteixen al PGA en un producte interessant per 

les plataformes de dosificació de fàrmacs. Els grups carboxil en les cadenes laterals ofereixen 

punts de fixació per la conjugació d’agents quimioterapèutics, convertint el medicament més 

soluble i fàcil d’administrar. El conjugat PGA-medicament pot entrar all llocs tumorals i alliberar 

el medicament al llarg del temps a mesura que el polímer es va biodegradant. L’àcid glutàmic 

alliberat pot entrar amb normalitat al metabolisme cel·lular i no és excretat pel ronyó.   

El conjugat PGA-paclitaxel, PG-TXL (Figura 4.5), preparat amb enllaços covalents entre el 

paclitaxel original i el PGA va ser dissenyat per millorar l’eficàcia i la seguretat del paclitaxel, 

millorant el seu perfil farmaco-cinètic i presentant una alternativa soluble en aigua a la 

formulació tradicional del medicament. Estudis preclínics han demostrat que la recepció del 

PG-TXL per part de les cèl·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 



Noves vies d’obtenció de l’àcid poli-gamma-glutàmic (PGA)                                                        Pàg. 23 

 

 

La fixació del PGA a d’altres medicaments antitumorals, com el cis-diclorodiamina-platí (II), el 

4-(N-hidroxifenil) retinamida i el N,N-dimetilspingosina han mostrat millores similars en la 

efectivitat i la reducció de la toxicitat [3]. Així doncs, el PGA es pot aplicar a una amplia varietat 

d’agents anticancerosos. 

 Adhesius biològics. 

Els adhesius biològics han estat utilitzats per l’adhesió de teixits, hemostàsia i per al segellat 

de fuges d’aire i de fluids corporals en operacions quirúrgiques. L’adhesiu utilitzat a l’actualitat 

en cirurgia, la fibrina, té una baixa adhesivitat als teixits. L’entrecreuament químic de gelatina 

i PGA ha demostrat ser prometent com a adhesiu quirúrgic i agent hemostàtic 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 inflamatòria severa.  

També s’ha desenvolupat un potencial adhesiu biològic fet de col·lagen porcí i PGA, més 

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

Enginyeria dels teixits. 

De tots els polímers biodegradables estudiats exhaustivament com a bastides (o scaffolds) 

per a aplicacions en la enginyeria de teixits, el quitosà és considerat el més apropiat. 

Tanmateix, les bastides (o scaffolds) basats en quitosà necessiten una millor força mecànica 

per ser totalment adequats. La velocitat d’absorció d’aigua, el grau d’inflament del biomaterial 

i la força mecànica van millorar força amb l’adició de PGA per modificar les matrius del quitosà.  

4.3.2 Aplicacions en cosmètica. 

 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 composició química del PGA el permet ser homogèniament miscible i 

químicament estable en una matriu de productes molt usats en les cremes facials.  A més, el 

PGA també té l’habilitat de formar una fina capa elàstica, suau i auto-hidratant a sobre la pell.  

S’ha demostrat que una composició natural i segura de PGA i extracte d’Aloe Vera o té verd 

incrementa la producció de factors humectants naturals de la pell. Alhora, el PGA inhibeix la 

hialuronidasa, que degrada l’àcid hialurònic (un component del teixit connectiu de la pell), 

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

Els exàmens microscòpics 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 l’àmbit de la cosmètica millorar la capacitat hidratant de les 

formulacions per a cabell i pell afegint la quantitat correcta d’electròlits i ajustant el pH 

degudament.  

4.3.3 Aplicacions en la industria alimentaria. 

També es va proposar l’addició de PGA a aquelles substàncies amb gust amarg (aminoàcids, 

pèptids, quinina, cafeïna, minerals, etc.), per la prevenció d’envelliment i millora de la textura 

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

Està demostrat que el PGA augmenta la biodisponibilitat del calci incrementant la seva 

solubilitat i absorció intestinal. S’ha demostrar un increment de l’absorció intestinal de calci 

fins i tot en dones post menopàusiques després d’una sola dosi de PGA [1]. Aquest increment 

de la solubilitat del calci s’atribueix a la inhibició de la formació de fosfat càlcic, un producte 

insoluble. L’addició de PGA en els preparats alimentaris rics en minerals accelera l’absorció 

d’aquests minerals a l’intestí prim i emmascara el fort gust dels minerals enriquits. Aquest 

efecte també s’ha vist en els aliments per a animals, on l’addició de PGA promou l‘absorció 

de minerals com el fòsfor i  incrementa la resistència de la closca dels ous. 

4.3.4 Tractament d’aigües residuals 

Adsorció de metalls pesats 

El PGA és un potencial bioabsorbent per l’eliminació i recuperació de metalls pesats de les 

aigües residuals industrials degut a la seva habilitat de segrestar ions metàl·lics (Ni+2, Cu+2, 

Mn+2 i Al+3). Bhattacharyya et al. [16] van desenvolupar unes membranes de microfiltració amb 

PGA unit covalentment que tenien una capacitat extremadament elevada per a l’absorció de 

metalls pesats.  

El PGA és alhora un adsorbent adequat per a l’eliminació dels colorants BB9 i BG4 de les 

solucions aquoses. El procés d’adsorció és ràpid i amb una reacció amb cinètica de segon 

ordre, suggerint un mecanisme d’adsorció químic. Al voltant del 98% del colorant adsorbit es 

va poder recuperar del PGA, facilitant així una reutilització del PGA gastat.  

Biopolímer floculant 

El PGA està considerat un biofloculant superior degut a la seva habilitat de flocular un ampli 

rang de compostos orgànics i inorgànics. L’activitat floculant està influenciada per la 

concentració de PGA, l’addició de cations i el pH de la reacció. El PGA entrecreuat amb 

radiació α també va purificar aigua contaminada agafada de rius i estancs per floculació i 
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precipitació [3]. Aquest efecte del PGA entrecreuat requereix ocasionalment d’un 

pretractament amb clorit de polialumini (PAC). El mètode d’acció del PGA entrecreuat es creu 

que està basat en la interacció electrostàtica entre el floculant i el PAC i la superfície dels 

components presents en l’aigua contaminada. Sembla bastant clar que el PGA serà utilitzat 

no tan sols per al tractament d’aigües contaminades sinó també en el procés de potabilització 

de l’aigua així com en el tractament d’aigües riu avall en les industries alimentaries i 

fermentatives. 

4.3.5 Altres aplicacions potencials 

El creixent interès que ha despertat el PGA darrerament ha produït l’obertura de noves línies 

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

i. Crioprotector: El PGA demostra una alta activitat anticongelant degut a la elevada 

composició d’aminoàcids. Shih et al. [17] han demostrat que l’activitat anticongelant del 

PGA augmenta a mesura que decreix del seu pes molecular, però és independent de la 

relació de glutamat D/L.  

ii. Plàstics biodegradables: Els microorganismes degraden el PGA esterificat en menor 

temps. Aquest PGA esterificat pot ser modificat químicament de forma senzilla, podent 

aconseguir així una gran diversitat d’usos.  

iii. Agent de contrast: s’ha observat que el PGA complexat presenta un comportament  

millor que altres polímers utilitzats anteriorment com a agents de contrast [3]. Per 

exemple, a diferencia de la ε-PL, que té múltiples càrregues positives, el PGA té 

múltiples càrregues negatives que són biològicament menys disruptives. 

iv. Adjuvant de vacunes: s’ha avaluat el PGA com a adjuvant de vacunes injectant 

subcutàniament en conills PGA i una proteïna nucleocàpsida 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 

producció d’anticossos. 
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5 La Fermentació en Estat Sòlid (FES) 

La fermentació en estat sòlid (FES), més coneguda per les seves sigles en anglès SSF (solid-

state fermentation), és un procés microbià on un material sòlid 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 metabòlits que en les fermentacions en estat líquid (o submergides) tradicionals. Tot i 

que la FES va ser desenvolupada per la manufactura de aliments tradicionals i begudes 

alcohòliques, la seva aplicació s’ha anat estenent al sector farmacèutic i a la industria 

bioquímica. A pesar del desconeixement sobre els factors que contribueixen a l’elevat 

rendiment en la producció d’enzims o altres metabòlits, s’esperen noves aplicacions de la FES 

en aquestes industries.  A continuació revisarem els fonaments científics i tecnològics de la 

FES, un nou tipus de biotecnologia degut a les seves característiques productives úniques.   

5.1 Consideracions Generals 

5.1.1 Historia  

L’origen de la FES es remunta a la elaboració de pa a l’antic Egipte. Amb el pas dels anys, 

diversos avanços es van establir en la enginyeria del procés de la FES. Als anys ’60, molts 

galls d’indi van morir per la ingestió d’aflatoxin, una toxina produïda per un fong que va infectar 

una partida de cacauets [18]. Hesseltine [19] va descobrir que una gran quantitat d’aquesta 

toxina es produïa en la FES, però no ho feia en la fermentació tradicional. Aquests resultats 

van cridar l’atenció de molts investigadors.  

La FES ha estat també utilitzada àmpliament i ha jugat un paper preponderant en la producció 

de menjars orientals i begudes alcohòliques: el tempeh i l’ontjom a l’Indonèsia, el vi shao-hsing 

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

Al 1896, Takamine [20] va produir un enzim digestiu, el Takadiastase, amb una FES utilitzant 

Aspergillus oryzae i segó de blat. Aquest fet va portar a l’aplicació de la FES a les indústries 

alimentaries i de begudes. Després de la Segona Guerra Mundial, varis investigadors van 

utilitzar cultius amb llits mol comprimit i aireig forçat. Així, el fermentador de FES a escala 

industrial va ser desenvolupat per a la producció d’enzims i àcid cítric [21]. 

Avui en dia, la utilització a nivell industrial de la FES s’ha estès i inclou el compostatge, el 

cultiu de bolets i la producció 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 Característiques 

La FES posseeix unes característiques úniques alhora que unes certes limitacions. Els enzims 

hidrolítics extracel·lulars  i altres metabòlits acostumen a produir-se en grans quantitats amb 

la FES. A pesar de desconèixer exactament les raons d’aquest fet, aquesta característica és 

molt important per a la aplicació de la FES. Martinez et al. [22] van descobrir que el fong 

degradador de blat Pleurotus sp. produïa isoenzims de diferent massa molecular durant la 

FES i la fermentació submergida. Aquests isoenzims compartien diverses característiques, 

incloent dos seqüències finals d’aminoàcids N-terminals . Recentment, Ishida et al. [23] van 

informar que el A. Oryzae produïa diferents tipus de glucoamilases depenent del mètode de 

cultiu; per exemple, la digestió del midó cru només es donava en la fermentació submergida.  

Les diferencies bàsiques entre la FES i la fermentació submergida es resumeixen a 

continuació [21]. 

1. A la FES, la distribució microbiana, el creixement microbià i la formació del producte 

es produeixen a la superfície del sòlid. El substrat no és uniforme i no es pot agitar 

fàcilment. La Figura 5-1 mostra una imatge de blat koji al microscopi electrònic, on les 

micel·les de Aspergillus kawachii estan creixent a la superfície i penetrant a 

l’endosperma del grans de blat.  

2. El contingut d’humitat del substrat sòlid és normalment baix, depenent de les seves 

característiques físiques o químiques. Per a medis amb un alt contingut d’humitat, és 

difícil 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 sòlid i causa la pèrdua d’humitat. Aquest fenomen crea 

desafiaments futurs en el control dels processos de FES. 

4.  Els substrats en la FES són normalment materials naturals, com ara cereals, soia, 

biomassa o residus sòlids. Pot ocórrer 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 mitjançant FES [21]

 

Productes Microorganismes Materials

α-Amilasa
Aspergillus oryzae, Bacillus

Licheniformis, Rhizopus sp.
Segó de blat, tapioca

Glucoamilasa Aspergillus Sp., Rhizopus sp. Tapioca, segó de blat, blat de moro

Cel·lulasa
A. Niger,Penicillium sp.,

Trichoderma reesei 

Segó de blat, polpa de bleda-rave,

biomassa cel·lulòsica

Xylanasa
Aspergillus fumigatus,

Thermoascus lanuginos
Segó de blat, fibra de jute

Pectinasa Talaromyces flavus, A. niger
Polpa de fuita, segó de blat, polpa de

café

Proteasa
Penicillium caseicolum, Morteriella

renispora, A. oryzae, A. niger
Segó de blat, llet descremada en pols

Etanol Saccharomyces cerevisiae Polpa de fuita, bleda-rave, blat de mor.

Àcid cítric A. niger
Bagàs de canya de sucre, polpa de

fruita, segó de blat

Àcid làctic Lactobacillus sp., Rhizopus oryae Bagàs de canya de sucre + glucosa

Pigment vermell Monascus anka Arròs, floc de pa

Penicil·lina Penicillium chrysogenum Bagàs de canya de sucre

Tetraciclina Streptomyces viridifaciens Residu de moniato

Surfractin Bacillus subtilis Residu de tofu

Natto Bacillus natto Soia

Tempeh Rhizopus oligosporus Soia

Tape
Amylomyces rouxii, Rhizobium

chinensis
Arròs, tapioca, blat de moro

Ontjom Neurospora sitophila Farina de cacahuet

Formatge Penicillium roqueforti Quallada de llet

Koji sake,hochu A. oryzae, A. kawachii Arròs, ordi

Salsa de soia Apergillus sojae Soia, blat

Miso A. oryzae Soia, arròs

Vi shao-hsing Rhizopus sp. Blat

Ragi
Rhizopus sp., Saccharomycopsis

sp.
Arròs

Compost Fongs de podridura blanca Biomassa cel·lulòsica

Aliments

Antibiòtics

Metabòlits

Enzims

Compost
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5. Els microorganismes que s’acostumen a utilitzar són bacteris o fongs que poden 

produir amilases per a degradar el midó i penetrar a dins del substrat sòlid. A la FES, 

la flora microbiana presenta diferències morfològiques en el tipus de micel·les (aèries 

i submergides). Aquests dos tipus de micel·les tenen una activitat fisiològica diferent i 

compliquen el control del procés. 

Aquestes característiques són exclusives per a la FES i li atribueixen tan avantatges com 

desavantatges, tal i com expliquem a continuació. 

5.1.3 Avantatges i desavantatges de la FES 

 En la producció industrial d’enzims extracel·lulars com l’amilasa, la cel·lulasa o la pectinasa 

s’utilitzen tan la FES com la fermentació submergida. La decisió sobre quin mètode s’escull 

es basa en el cost i en la eficiència del procés. És per tant fonamental conèixer els avantatges 

i els desavantatges de la FES comparats amb els de la fermentació submergida. 

Avantatges 

1. La FES és relativament resistent a la contaminació bacteriana. Degut a que el creixement 

bacterià està limitat per una baix coeficient d’activitat de l’aigua, rares vegades es produeix 

una contaminació important del medi sòlid. 

 

Figura 5.1: Imatge d’un microscopi electrònic d’escombrat del micelis de A. kawachii 

crescuts al koji. El temps de cultiu era de 2 dies. Les micel·les penetren profundament en 

l’endosperma del gra. Les micel·les aèries a la superfícies del koji són esporangiospores. 

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

l’endosperma. Institute of Bio-Science, Usuki, Japan 
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2. Els fermentadors o instal·lacions fermentatives són compactes. La càrrega volumètrica del 

substrat és molt més elevada en la FES que en la fermentació submergida ja que el contingut 

d’humitat del substrat sòlid es més baix. 

3. En el cas de que sigui necessària l’extracció del producte de la FES, es necessitarà força 

menys solvent i el cost de recuperació serà menor que en la fermentació submergida.  

4. El tractament del residu fermentat és força 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 utilització de l’oxigen gas per part del microbis redueix el cost d’aireig. El subministrament 

d’aire i la temperatura del llit de substrat sòlid es pot controlar mitjançant aireig forçat, on 

l’extensa superfície del substrat sòlid promou la transferència de calor i el intercanvi  d’oxigen 

i diòxid de carboni.  

6. Les conidiòspores, utilitzades en el mètode tradicional koji, es preserven durant llargs 

períodes, i per tant poden ser utilitzades repetidament. 

Desavantatges 

1. L’agitació del llit de substrat esdevé força difícil. Aquest fet dona lloc a una distribució 

irregular de la massa cel·lular, nutrients, temperatura, humitat, etc., que forma un medi 

fisiològic, físic i químicament 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 desprèn en la respiració microbiana 

o el metabolisme resulta altre cop força difícil, degut a la baixa conductivitat tèrmica del llit de 

substrat. 

3. És difícil fer una determinació ràpida del creixement microbià i d’altres paràmetres 

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

4. Normalment, la temperatura és la única forma de controlar el creixement microbià o la 

producció de producte en la FES. Degut a que no existeix una manera factible per analitzar 

les condicions fermentatives, les operacions en continu i l’automatització resulten 

complicades. 

5. Degut a que es desconeixen exactament els factors que contribueixen a l’elevada producció 

de la FES, la estratègia de cultiu es basa en resultats empírics i en la experiència del 

investigador. 
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5.2 Creixement microbià 

És fonamental un bon coneixement de les característiques del creixement microbià degut a la 

gran dependència 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 sòlid en la FES és únic degut a la seva 

heterogeneïtat. 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 superfície del 

substrat sòlid porta a la formació del miceli submergit, i el creixement aeri porta a la formació 

del miceli aeri. Tanmateix, és força difícil discriminar entre aquests dos tipus de micelis a la 

superfície. Després de la germinació, el miceli submergit creix en primer lloc, i després l’aeri 

es desenvolupa per sobre seu.  

Normalment, el substrat sòlid és porós i l’agrupament d’aquest substrat conté espais buits al 

seu interior. Per evitar un creixement microbià excessiu que podria embussar les corrents 

d’aire a través del substrat, s’hauria de procedir a l’agitació. Estudis recents han intentat 

establir un rati òptim d’agitació. Per exemple, en una fermentació roller-type de A. niger  la 

producció d’àcid cítric va augmentar amb l’agitació [24]. Mentre que en el cas d’un cultiu 

anaeròbic usant un fermentador de tambor, la productivitat d’etanol amb Saccharomyces 

cervisiae va decréixer amb l’augment de la velocitat d’agitació [25]. Tot i que les raons d’aquest 

comportament no estan clares, es creu que una velocitat d’agitació 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 producció d’enzims o metabòlits són normalment sensibles a la temperatura. 

Cal remarcar que la temperatura òptima per a la producció d’enzims o metabòlits no sempre 

coincideix amb la temperatura òptima de creixement. Així doncs, és molt probable que es 

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

Un altre problema és la calor metabòlica que es desprèn i que eleva la temperatura del llit de 

substrat. Sense un mètode eficient d’eliminació de calor, la temperatura pot excedir del límit 

superior per a un bon creixement. Degut a la baixa conductivitat tèrmica del substrat sòlid, 

normalment s’observa un retràs 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 



Noves vies d’obtenció de l’àcid poli-gamma-glutàmic (PGA)                                                        Pàg. 33 

 

 

producció  heterogènies. El gradient de temperatura pot succeir tan horitzontal com 

verticalment, depenent de l’espessor i de l’amplada del llit. Aquest últim problema reflecteix 

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

5.2.3 Humitat 

Generalment, el creixement microbià es veu afectat pel percentatge d’humitat en el substrat 

sòlid. Aquest efecte s’estudia utilitzant el coeficient d’activitat de l’aigua (aw) definit per Scott 

[26] com un paràmetre de creixement microbià de la següent manera. 

𝑎𝑤 = 𝑃𝑤/𝑃0 

on Pw i P0 són les pressions parcials de vapor equilibrades del substrat i de l’aigua pura a una 

determinada temperatura, respectivament.  

El creixement microbià està fortament restringit a medis amb un baix aw. Aquest límit inferior 

del aw depèn bàsicament 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 aw baix és més resistent a la contaminació bacteriana, 

permetent aconseguir condicions asèptiques. Tanmateix, la contaminació pot succeir 

igualment en les primeres fases de la fermentació, reduint el creixement de l’espècie desitjada. 

L’evaporació de l’aigua depèn de la quantitat de calor metabòlic que es desprèn. En el cas de 

la producció del japonès sake, per exemple, on el cultiu de A. Oryzae es duu a terme amb 

grans d’arròs bullit durant 2 dies, el contingut d’humitat de l’arròs decreix aproximadament des 

d’un 40% fins a un 20%.  

5.2.4 Oxigen i diòxid de carboni 

Okazaki et al. [27] van concloure que l’oxigen, per sota d’una concentració del 0,2%, no 

afectava a la velocitat de creixement de A. Oryzae sobre el grans d’arròs. Tanmateix, el temps 

de germinació sí incrementava amb una concentració d’oxigen baixa. També van observar 

que en concentracions de diòxid de carboni  molt elevades (>10%) no es produïa creixement 

microbià. 

Tot i que el quocient respiratori teòric (proporció entre el diòxid de carboni alliberat i l’oxigen 

consumit per un organisme), RQ, dels microorganismes aeròbics és 1.0, els resultats de 

cultius mostren a vegades un RQ per sota de 1.0 en la FES [21]. Això significa que la 

transferència d’oxigen a les micel·les podria ser insuficient en les FES convencionals. Amb 

l’arròs 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 transferència d’oxigen a l’interior 

dels grans. 

El creixement dels micelis està restringit per la difusió d’oxigen en el llit de substrat sòlid. 

Rajagopalan i Modak [28] van simular el creixement de A. niger sobre un substrat sòlid que 

estava limitat per la calor i la transferència d’oxigen. El seu model assumia que l’augment del 

gruix del biofilm de la flora microbiana al voltant de les partícules sòlides, disminuïa la porositat 

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

Sudo et. al [29] van mesurar la concentració d’oxigen dissolt (DO) en els grans d’arròs bullit 

durant el cultiu amb A. kawachii. La Figura 5.2 mostra que el decreixement de la concentració 

de la DO es va accelerar al cap de 20 hores des del començament de la fermentació. La 

reducció 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’arròs. Aquest fet podria ser 

degut a la microporositat de l’arròs, o a les característiques de creixement de les micel·les on 

els nutrients i l’oxigen es traslladen des de l’exterior a l’interior de la micel·la per transmissió 

protoplasmàtica a través de les connexions protoplàsmiques [21]. 

En el koji, degut a que el substrat és degradat per la amilasa, la porositat del substrat 

augmenta, permetent que l’oxigen gas sigui utilitzat pels micelis submergits que penetren amb 

profunditat en el substrat. Els mecanismes de la penetració dels micelis i de la transferència 

d’oxigen a dins del substrat són un dels problemes més significatius en l’anàlisi de la FES.      

 

Figura 5.2: Concentració de DO en un gra d’arròs en el transcurs d’una FES.  ○, valor relatiu 

de DO en relació a la concentració inicial; ●, massa cel·lular. 
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5.2.5 Mida de les partícules i propietats físiques del substrat sòlid. 

 Els substrats amb una mida de partícula menor tenen una superfície específica més gran, fet 

que representa un avantatge pel creixement superficial de la flora bacteriana. Alhora, també 

resulta un avantatge per a la transferència de calor i el intercanvi d’oxigen i diòxid de carboni 

entre l’aire i la superfície del sòlid. Tanmateix, quan la mida de les partícules és massa petit, 

elevat la densitat de l’empaquetament  del substrat causa l’adherència de les partícules entre 

elles. Aquestes condicions porten a la compressió i la contracció del llit, bloquejant o creant 

canals preferencials d’aire. Així doncs, és molt probable que existeixi una mida òptima de 

partícula de substrat per a la obtenció dels diferents productes. 

La compressibilitat del substrat sòlid varia depenent de les propietats físiques del substrat 

sòlid, com ara el contingut d’humitat, la mida de partícula i el contingut de partícules inerts. La 

densitat de l’empaquetament del substrat sòlid es pot modificar per compressió o bé evaporant 

aigua durant la fermentació [21]. Aquestes característiques són força importants ja que 

redueixen l’àrea superficial efectiva per al creixement.   

5.3 Disseny de fermentadors 

Els fermentadors de FES utilitzats en la industria es classifiquen en diferents grups. 

Generalment, l’únic mètode d’extracció de calor del llit de substrat en aquests fermentadors 

és l’aireig forçat. Tanmateix, per a usos a petita escala, especialment per a la manufactura de 

begudes alcohòliques i aliments, es poden utilitzar senzilles safates sense aireig forçat. El 

mètode de les safates requereix més esforç en la posada a punt i la mescla del llit de substrat, 

i és per això 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, plàstic o metall,  són prou senzills i àmpliament 

utilitzats en la FES tradicional. La fermentació es duu a terme en safates estacionaries sense 

agitació mecànica (Figura 5.3). Degut a la baixa eficiència en el bescanvi de calor entre 

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

En el cas del procés de l’arròs koji per a la producció de sake japonès o salsa de soia, el gruix 

màxim que pot assolir el llit de substrat sòlid és aproximadament de 15 cm. Normalment 

aquestes safates s’instal·len en una habitació de cultiu on la temperatura i la humitat es 

controlen per a obtenir un creixement òptim de la flora bacteriana. L’arròs prèviament bullit 
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inoculat amb A. oryzae es cobreix amb peces de roba durant una nit i, desprès de 20 hores 

de cultiu, s’estén àmpliament a la safata.  

 

Fig 5.3: Fermentació en safates 

El gruix del llit de substrat es pot variar per a facilitar el control de la temperatura. L’evaporació 

d’aigua del llit es facilita amb la reducció del gruix del mateix, fet que comporta alhora una 

disminució de la temperatura. La humitat ambiental de l’habitació de cultiu també es pot variar 

per facilitar el control de la humitat del substrat, a pesar de que la resposta acostuma a ser 

força lenta. La mescla i l’ajust del gruix del llit de substrat es realitzen en intervals moderats, 

basats en el coneixement adquirit empíricament. 

La figura 5.4 mostra un fermentador amb múltiples safates utilitzat en el cultiu de 

conidiòspores. També s’utilitza per a la elaboració de shochu, una beguda alcohòlica 

destil·lada japonesa, a partir del koji. En aquests fermentador totes les operacions es duen a 

terme en un tanc de cultiu, incloent l’esterilització del substrat amb vapor, la inoculació per 

aire, el subministrament d’humitat al substrat a través d’un injector de doble corrent d’aire i 

aigua, i l’aireig forçat amb un bufador.  

En l’intent de reduir esforços, s’han desenvolupat sistemes de fermentadors de safates en 

continu. En aquests sistemes totes les operacions es duen a terme contínuament, incloent la 

preparació del inòcul, l’esterilització, el refredament la inoculació, la càrrega, el secat, la 

trituració i l’empaquetatge [21]. Recentment s’ha introduït la utilització de robots controlats 

amb computador per dur a terme totes aquestes operacions en les fàbriques de les 

companyies japoneses de producció de sake. 
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Figura 5.4: Fermentador de safata per a la producció de l’arròs koji starter. En una safata 

quadrada d’un metre es poden carregar aproximadament 3 kg d’arròs. El màxim 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 forçat. D’altra banda, 

l’ajust de la temperatura entre la part superior i la inferior del substrat depèn del gruix del llit i 

la velocitat d’aireig.  

Els models comercials dels fermentadors de llit fix presenten algunes diferències  en el 

rendiment mecànic. La Figura 5.5 mostra un disseny senzill d’un fermentador amb aireig 

forçat. Aquest fermentador es posiciona en una cambra de cultiu, ja que no està equipat amb 

un escalfador. Les corrents forçades d’aire ascendent passen a través del llit de substrat des 

de la part inferior del tanc. L’evolució temporal de la temperatura del cultiu es programa, i 

l’aireig es duu a terme de forma intermitent amb una regulació d’encesa-apagada, basada en 

la temperatura del llit de substrat.  

Tanmateix, es necessiten alguns coneixements empírics per a poder operar correctament, per 

exemple, en la confecció del llit de substrat (normalment el gruix màxim és de 20 cm), la 

determinació de la temperatura de la cambra de cultiu, etc. 
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Figura 5.5: Fermentador de llit fix amb aireig forçat. 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 màxim de 1000 kg 

d’arròs koji. 

La Figura 5.6 mostra un fermentador de doble disc rotatiu. Aquest fermentador està proveït 

de transportador helicoïdal, i les parets estan tèrmicament aïllades i proveïdes d’escalfadors. 

El condicionament de l’aire que hi circula l’efectua una torre de refrigeració. El substrat sòlid 

s’addiciona i es descarrega per mitjà del transportador i agitat per una hèlix en certs intervals 

de temps. El substrat sòlid 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’evolució de la temperatura 

del cultiu es programa, i les operacions sovint es controlen mitjançant 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 rotació està dissenyada per a treballar 

simultàniament amb el aireig, el contacte entre el substrat i el corrent d’aire fresc subministrat 

s’accelera, facilitant l’eliminació de la calor i la provisió d’oxigen.  La corrent d’aire que hi circula 

es varia amb un esmorteïdor en el conducte d’aire. 
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Figura 5.6: Fermentador de llit fix automatitzat amb aireig forçat. Els discos dels llits roten 

contínuament durant la fermentació. La cambra superior s’utilitza per a la primera etapa del 

cultiu. Al cap de aproximadament 1 dia, el koji es traspassa automàticament a la cambra 

inferior per a la segona etapa fermentativa. El fermentador d’aquest tipus més gran té una 

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

El control de la temperatura en aquest tipus de fermentador resulta difícil. En el procés 

d’elaboració del shochu japonès, 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 forçat en la segona etapa . Totes les operacions, com ara el rentat, la 

impregnació, el drenatge o la inoculació 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 inoculació es realitza pneumàticament, i el cultiu es comença amb aireig forçat. La 

càrrega màxim de substrat és aproximadament de 1,500 kg [21].  

5.3.4 Fermentador de llit fluïditzat. 

En aquest tipus de fermentador el substrat sòlid és fluïditzat per una corrent d’aire ascendent. 

Les condicions operatives del fermentador s’estimen teòricament de la següent manera: 

𝑢𝑚𝑓

𝑢𝑡
= 0.02~0.10 

on umf i ut són la velocitat mínima de fluïdització i la velocitat terminal del grànul de substrat  a 

l’aire, respectivament. 
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Figura 5.7: Fermentador de tambor rotatiu. El tambor d’aquest fermentador rota 

intermitentment.  El remull, drenatge, vaporització, i cultiu es duen a terme en un únic 

tambor. Es pot arribar a  cultivar un màxim de 1500 kg d’arròs 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 umf . D’aquest manera, el 

valor umf/ut està estimat actualment en 0.2~0.5 [21].  

La fluïdització del substrat ofereix alguns avantatges a la FES [30]: 

1. La superfície efectiva de les partícules de substrat per al creixement microbià és més 

elevada. 

2. La totalitat del llit de substrat es manté sota condicions homogènies 

3. L’abastiment d’aigua, nutrients, àcid, alcalí i el control de pH són senzills. 

4. L’eliminació de la calor desenvolupada i el intercanvi de oxigen i diòxid de carboni són 

senzills. 

Aquestes característiques milloren significativament la productivitat en el fermentadors de llit 

fluïditzat. Akao i Okamoto [30] van estudiar la producció d’enzims en un fermentador fluïditzat 

a escala (Figura 5.8). Aquest fermentador podria ser utilitzat per a la producció de salsa de 

soia utilitzant Aspergillus sojae o A. oryzae  cultivats en segó de blat. El seu perfil era cilíndric 

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 fluïditzant es va filtrar i 

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

remarcar que el cost energètic per a la fluïdització del substrat és elevat.     

 

Figura 5.8: Reactor de llit fluïditzat. Les partícules de substrat són fluïditzades per la corrent 

d’aire. El contingut n humitat del substrat es monitora mitjançant un sensor elèctric. L’aigua 

es subministra a través d’un injector automàticament. En un fermentador amb un volum de 

3.3 m3 es pot fluïditzar un màxim de 500 kg de segó de blat. 
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6 Biosíntesis, purificació i aïllament de l’àcid poli-gamma-

glutàmic (PGA) 

La biosíntesis del PGA es realitza mitjançant la fermentació d’un substrat sòlid produïda per 

les colònies de Bacillus licheniformis. El procediment de biosíntesis i purificació es basa en 

els experiments realitzats per Bajaj et al. [14]. 

6.1 Preparació del medi de cultiu. 

6.1.1 Selecció del medi de cultiu 

El medi de cultiu estàndard escollit per dur a terme les fermentacions és semblant al utilitzat 

per Bajaj et al. [14]. Aquest últim medi és alhora similar, pel que fa als ingredients emprats, al 

medi de cultiu E [Leonard i col., 1958], utilitzat en els processos d’obtenció 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 preparació del medi de cultiu es llista a continuació, intentant 

mantenir l’ordre en el que apareixen durant el procés.  

Tots els materials han estat netejats amb cura abans de la seva utilització, per tal de prevenir 

l’aparició i el creixement de bacteris  no desitjats; quan ha estat possible, a més, el material 

s’ha esterilitzat amb l’aplicació de calor.     

i. Ingredients llistats a la taula 6.1 

ii. Vas de precipitats de 500 mL  

iii. Vidre de rellotge 

iv. Balança de precisió 

v. Espàtula 

vi. Pipeta Pasteur 

vii. Imant agitador 

viii. Agitador magnètic 

ix. NaOH sòlid (llenties)  

x. pH-metre / paper indicador de pH 

xi. Embut Büchner + Matràs Kitasato + 

Tap de goma 

xii. Muntatge de buit (tub de goma + 

sistema de buit + bomba de buit + 

connexió a la aixeta) 

xiii. Filtre MAGNA, Nylon, Supported, 

Plain, 0,45 Micron.
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Taula 6.1: Comparativa dels ingredients presents en diferents medis de cultius. El color verd 

a la taula indica presència, i el vermell absència de l’ingredient en qüestió.

Ingredient Medi E 
Medi 

“Bajaj” 
Medi 

utilitzat 

Àcid L-glutàmic    

Àcid cítric    

Glicerol    

NH4Cl    

(NH4)2SO4    

MgSO4·7H20    

FeCl3·6H20    

K2HPO4    

CaCl3·2H20    

MnSO4·H20    

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 continuació es mescla tot amb un agitador magnètic durant 2 minuts. 

El resultat serà un brou tèrbol. 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’obtindrà un brou límpid 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: Composició del medi de cultiu utilitzat i aportacions fonamentals de cada  

ingredient en el procés fermentatiu. 

 

6.2 Fermentació i obtenció del PGA 

La biosíntesis del PGA es realitza mitjançant la fermentació aeròbica d’un substrat sòlid 

produïda per les colònies de Bacillus licheniformis.  

Les fermentacions s’han realitzat mitjançant una estratègia experimental seqüencial, movent 

un factor cada vegada – també conegut com  one factor at a time- en funció del resultats 

obtinguts a l’experiment l’anterior. 

 Els següents factors s’han considerat probablement crítics per al procés fermentatiu:  

 Tipus de substrat 

 Intermediaris del TCA / Aminoàcids 

 Temperatura del procés fermentatiu 

 Durada del procés fermentatiu 

 Composició de la mescla a fermentar 

o Espècie bacteriana 

o Concentració de l’espècie bacteriana inoculada (CFU/mL) 

o Humitat de la cambra fermentativa 

o pH del medi de cultiu 

 

En aquest projecte, s’ha estudiat l’efecte que tenen sobre el procés fermentatiu els 5 primers 

factors d’aquest darrer llistat. L’espècie bacteriana es va inocular en excés, i per tant la seva 

concentració va deixar de ser un paràmetre crític. Els altres factors s’han intentat mantenir 

Ingredients
Quantitats per brou 

de 100 mL (g)
Aportació

Àcid L-glutàmic 5,5 Monòmer i font de carboni

Àcid cítric 2,5 Precursor i font de carboni

MgSO4·7H20 0,3 Font de Magnesi

MnSO4·2H20 0,2 Font de Manganès

Glicerol (C3H8O3) 2 Font de Carboni

NH4Cl 1,1 Font de Nitrogen

Aigua 88,4 ---
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constants en cada fermentació 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 produïts en cada fermentació. 

6.2.1 Elecció del substrat 

Es van provar diferents substrats sòlids 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 l’àrea mediterrània, amb predilecció per 

aquells amb elevat contingut proteic. 

Tots els substrats provats, a excepció de la soja texturitzada fina, el llevat i el segó de blat, 

van ser triturats en fines peces abans de la seva utilització, amb l’objectiu d’augmentar la seva 

superfície específica (Figura 6.1). D’aquesta manera, es volia afavorir el creixement superficial 

de la flora bacteriana, alhora que  millorar la transferència de calor i l’intercanvi d’oxigen i 

diòxid de carboni entre l’aire i la superfície del sòlid, com ja s’ha descrit a l’apartat 5.2.  

A més a més, i amb el mateix objectiu de facilitar la transferència d’oxigen i diòxid de carboni, 

els substrats lleguminosos es van posar en remull durant la nit anterior a la seva utilització i 

se’ls va extreure la capa cel·lulòsica que els envolta. 

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

6.2.2 Addició de components: intermediaris del TCA i aminoàcids 

Al Capítol 4.1 s’ha explicat la importància del cicle TCA en el procés de polimerització del 

PGA. Bajaj et al. [14] van apuntar que l’addició d’àcid 2-oxoglutàric augmentava dràsticament 

el rendiment de PGA en les fermentacions en estat sòlid (per sobre d’altres intermediaris com 

l’àcid màlic, l’àcid pirúvic o l’àcid succínic). 

Entre els aminoàcids de la família de l’àcid glutàmic (L-glutamina, L-arginina, L-ornitina i L-

prolina) i els aminoàcids involucrats a la ruta de la biosíntesi de PGA (L-alanina i àcid L-

aspàrtic), Bajaj et al. [14] van concloure que amb l’addició de L-glutamina s’augmentava la 

producció de PGA de manera més significativa 
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Figura 6.1: Aparença 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·lulòsica que les envolta. També 

cal evidenciar la diferent mida de partícula entre la soja texturitzada normal i la fina, així com 

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

En base a aquests estudis es van fer proves per estudiar l’efecte tant de l’àcid 2-oxoglutàric 

com de la L-glutamina en el rendiment final de la fermentació, afegint-los en diverses 

concentracions tant individualment com en combinació. 

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

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

6.2.3 Evolució fermentativa en funció de la temperatura i la duració 

Per tal de determinar l’efecte de la temperatura a la que es duu a terme la fermentació en la 

productivitat final de PGA, es va dissenyar un procés fermentatiu en paral·lel a dues 

temperatures diferents (22 ºC i 37 ºC). Ambdues fermentacions van durar 72 hores i es van 

dur a terme amb soja texturitzada com a substrat. Alhora, es va començar un segon procés 

fermentatiu idèntic al primer però utilitzant pinyons com a substrat, i un tercer procés també 

amb pinyons com a substrat però variant la composició 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 l’evolució de la productivitat de PGA al llarg del 

temps. Així, es van iniciar 7 fermentacions contemporàniament, utilitzant el mateix medi de 

cultiu i cultivant-les a la mateixa temperatura. Cada 12 hores es va parar una fermentació 

(vegeu el mètode d’aïllament i purificació del PGA, a l’apartat 6.3) i se’n van fer els anàlisis 
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corresponents. A més, per a cada fermentació acabada se’n va mesurar la densitat òptica, 

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

6.2.4 Producció 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 contemporàniament, variant només la 

quantitat de substrat introduïda. 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 continuació, intentant mantenir l’ordre en el que apareixen 

durant el procés.  

Tots els materials han estat netejats amb cura abans de la seva utilització, per tal de prevenir 

l’aparició i el creixement de bacteris no desitjats; quan ha estat possible, a més, el material 

s’ha esterilitzat a 150 ºC.     

i. Substrat sòlid + medi de cultiu 

ii. Glutamina / Àcid 2-oxoglutàric 

iii. Bacillus licheniformis NCIMB 11709 

(ATCC 9945 A) 

iv. Matràs Erlenmeyer de 250 mL 

v. Cristal·litzador de 1000 mL 

vi. Balança de precisió 

vii. Espàtula 

viii. Bisturí 

ix. Pipeta Pasteur 

x. Paper d’alumini 

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 

necessària 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 continuació, s’inocula 1 mL de la suspensió de bacteris a l’ Erlenmeyer. L’espècie de 

bacteris utilitzada va ser Bacillus licheniformis NCIMB 11709 (ATCC 9945 A) de la “Col·lecció 

nacional de bacteris industrials i marins de la Gran Bretanya”. 
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Els matrassos inoculats es mantenen a l’estufa durant 30 minuts a 35ºC, per tal d’activar els 

bacteris. Passats els 30 minuts s’afegeix el substrat sòlid corresponent en cada matràs i es 

mescla. El resultat és la obtenció d’un medi fermentatiu heterogeni, mescla d’una part sòlida 

(substrat escollit en cada cas) i una part líquida (medi de cultiu), la composició inicial del qual 

varia en funció de la quantitat de medi de cultiu que és capaç d’absorbir el substrat en els 

primers moments. Finalment, els matrassos es tapen deixant petits forats d’oxigenació i es 

dona per començada la fermentació.   

Típicament, les fermentacions es van dur a terme amb 10 g de substrat sòlid i 15 g de medi 

de cultiu, a una temperatura de 37 ± 2ºC  i durant 72 h.   

6.3 Aïllament i purificació del PGA 

Un cop finalitzada la fermentació es van seguir els següents procediments per poder aïllar i 

separar el PGA format de la massa fermentada. 

6.3.1 Aïllament del PGA produït 

Material utilitzat 

El material utilitzat durant l’aïllament del PGA es llista a continuació, intentant mantenir l’ordre 

en el que apareix durant el procés.  

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

contaminació o el deteriorament del producte obtingut.    

i. Substrat fermentat 

ii. Aigua destil·lada 

iii. Proveta de 100 mL 

iv. Agitador magnètic Selecta Agimatic 

N  

v. Estufa 

vi. Embut Büchner + Matràs Kitasato + 

Tap de goma 

vii. Muntatge de buit (tub de goma + 

sistema de buit + bomba de buit + 

connexió a la aixeta) 

viii. Filtre de cotó 

ix. Espàtula 

x. Contenidors de plàstic 

xi. Centrífuga Sigma 6K10   

xii. Contenidors de vidre 

xiii. Nevera / Congelador 

xiv. Etanol 

xv. Vas d precipitats de 600 mL 

xvi. Vareta de vidre 

xvii. Càpsules de Petri 

xviii. Dessecador 
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Procediment experimental 

Al finalitzar la fermentació, el substrat fermentat es re-dissol en aigua amb una relació de 10 

mil·lilitres per cada gram de substrat sec utilitzat en la fermentació. La mescla es deixa 

dissolent amb agitació durant 2 hores a 25 ± 2ºC.  

Passades les 2 hores la mescla es filtra amb un embut Büchner i doble filtre de cotó, amb 

l’objectiu de deixar passar tot el polímer format i retenir la màxima quantitat de substrat 

fermentat. La dissolució filtrada es centrifuga seguidament a 8000 rpm durant 20 minuts. Tant 

el substrat retingut pel filtre com el precipitat durant la centrifugació es descarta. El 

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

Per últim, el sobrenedant guardat es fa precipitar abocant-lo en etanol fred (a -20ºC) amb una 

relació de 3 parts d’etanol per cada part de sobrenedant. El polímer precipitat, d’aspecte 

filamentós, 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 filamentós del polímer precipitat i recollit amb vareta de vidre. Mostra 

obtinguda a partir d’una fermentació amb soja texturitzada com a substrat, a 37ºC i durant 72 

hores. 

6.3.2 Purificació del PGA obtingut 

Cal purificar la massa precipitada a l’apartat anterior per als posteriors anàlisis. Per a purificar 

el polímer 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 purificació del PGA es llista a continuació, intentant mantenir 

l’ordre en el que apareix durant el procés.  

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

contaminació o el deteriorament del producte obtingut. 

i. Massa precipitada a l’apartat 6.2 

ii. Vas de precipitats de 100 mL 

iii. Aigua destil·lada 

iv. Vareta de vidre 

v. Espàtula 

vi. Estufa 

vii. Vas de precipitats de 600 mL 

viii. Etanol fred 

ix. Agitador magnètic 

x. Imant magnètic 

xi. Pipeta pasteur 

xii. Vareta de vidre 
 

Procediment experimental  

El polímer precipitat a l’apartat 6.3.1 es dissol en aigua destil·lada, amb una relació de 5 mg  

de PGA en cada mL. Es mescla el tot amb una vareta de vidre per facilitar i accelerar el procés 

de dissolució. Amb el mateix objectiu, també es pot escalfar lleugerament, a una temperatura 

no superior a 40ºC. 

Un cop tot el polímer s’ha dissolt, s’ha de tornar a fer precipitar. La dissolució s’aboca gota a 

gota en un vas de precipitats amb etanol fred (a -20ºC) i agitació magnètica. La relació ha de 

ser de 3 parts d’etanol per cada part de dissolució. Al entrar en contacte la gota de dissolució 

de polímer i l’etanol, el polímer 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 dissolució de PGA lentament, ja que por comportar l’aparició d’aglomerats de mida gran al 

voltant de l’imant, que no afavoreixen la purificació. La dissolució es guarda a la nevera durant 

24 hores, per facilitar que els filaments precipitats es dipositin al fons del vas de precipitats. 

Finalment, la dissolució 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 discussió 

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

els experiments explicats en el capítol 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 ºC. La soja texturitzada 

va exercir de mostra control en cada fermentació 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 Discussió 

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

 La soja texturitzada és el substrat amb més alt rendiment de producció de PGA, amb 

resultats molt superiors a la resta. 

 La utilització de llevat desamargat com a substrat fermentatiu dóna uns resultats força 

positius en la producció de PGA, sent el substrat que més s’acosta als resultats 

obtinguts amb la soja texturitzada. 

 A la fermentació número 2 es van provar substrats de tipus lleguminós, com són les 

llenties, els  cigrons i les mongetes, sense aconseguir producció de PGA . Aquests 

substrats es van triturar però no es van posar en remull prèviament a la seva utilització. 

En les fermentacions 4 i 5 es van tornar a provar aquests substrats havent-los posat 

en remull en aigua tèbia 12 hores abans del inici de la fermentació, aconseguint aquest 

cop produir PGA amb dos d’ells (llenties i mongetes). És probable, doncs, que tant la 

composició com la humitat del substrat i de la seva capa externa siguin un factor 

determinant per a  que els mecanismes de producció de PGA es puguin dur a terme. 

 La utilització de mongetes com a substrat fermentatiu dona lloc a resultats positius en 

la producció 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 sinó que queda en suspensió a l’etanol en forma de filaments curts. En el següent 

capítol es comprovarà la puresa de la massa obtinguda.   
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 Utilitzar soja texturitzada fina en comptes de la normal suposa un increment important 

i proper al 50% en el rendiment final de producció de PGA. Aquestes dades recolzen 

les teories de l’apartat 5.2 que apuntaven els avantatges que suposava augmentar la 

superfície específica del substrat. 

 

Okara: un substrat interessant per a la industria 

La utilització d’okara com a substrat va donar lloc a resultats poc convincents i rendiments 

molt inferiors als reportats en anteriors publicacions. És molt probable que tant l’elevat 

contingut en humitat com les propietats físiques (mida de partícula i composició) de la mostra 

de substrat de la que es disposava (Fig 7.1) afectés negativament al correcte creixement 

microbià i, conseqüentment, al rendiment final de producció de PGA. 

El fet de que l’okara sigui un subproducte industrial rendeix molt interessant la seva possible 

utilització com a matèria prima de baix cost per a la producció de PGA. Un mètode 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 fermentació. En 

les fermentacions realitzades, tant la soja texturitzada fina com el llevat (que es presentava 

en forma de fines escames) i l’okara absorbien  instantàniament la totalitat del medi de cultiu, 

portant amb tota seguretat a la creació de canals preferencials d’aire i a unes condicions 

fermentatives no homogènies. 

A pesar d’això, els dos primers casos van donar lloc a resultats positius de producció de PGA. 

Queda per comprovar, doncs, la importància específica d’aquest aspecte en el procés 

fermentatiu, així com la seva possible dependència i interacció amb d’altres aspectes com són 

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

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

mateix medi de cultiu i les mateixes condicions experimentals.

 

Nº 

Fermenta

ció

Substrat

Contingut en 

proteïnes 

(g/100g)

Composició 

mescla (% medi 

de cultiu)

mg PGA

mg PGA/ g 

substrat 

sec

Soja texturitzada 48 60 520 52

Azukib 19 60 -a -

Pipes de carbassa 21,5 60 - -

Sojab 33,7 60 - -

Soja texturitzada 48 60 1063 106,3

Llevat desamargat 47 60 714 71,4

Segó de blat 28,6 60 - -

Llenties vermellesb 23,18 60 - -

Pinyons 28 60 329 32,9

Mongetesb 21,1 60 - -

Cigronsb 20,8 60 - -

Soja texturitzada 48 60 1101 110,1

Okara 24,0d 60 - -

Okara 24,0d 70 179 17,9

Soja texturitzada 48 60 1072 107,2

Soja texturitzada f ina 48 60 1574 157,4

Avellanes 12 60 121 12,1

Llentiesc 22 60 89 8,9

Llevat 47 70 880 88,8

Segó de blat 28,6 70 - -

Soja texturitzada f ina 48 60 1810 181

Soja texturitzada f ina 

(70%)+ pinyons (30%)
42 60 1278 127,8

Soja texturitzada f ina 

(50%)+ pinyons (50%)
38 60 991 99,1

Cigronsc 20,8 60 - -

Mongetesc 21,1 60 304e 30,4

Soja texturitzada f ina 

(70%)+ mongetes(30%)
39,93 60 1199 119,9

Soja texturitzada f ina 48 60 1609 160,9

Cacauets 27 60 85 8,5

Ametlles 20 60 121 12,1

Nous 16 60 -f -

Pipes de gira-sol 19 60 -g -

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

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

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

1

2

6

5

4

3

a     A les proves on apareix un guió (-), no precipita polímer en primera instància. 

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

c     El substrat ha estat posat en remull en aigua tèbia 12 hores abans de la seva utilització.

d     Percentatge de proteïnes del producte sec.   
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Figura 7.1: Mostra de l’okara utilitzat, facilitada per Natursoy S.L., empresa 

productora d’aliments ecològics situada a Castellterçol. La mostra és una massa 

d’elevada densitat i humitat. 

Combinació de dos substrats diferents 

A l’experiment número 5 (Taula 7.1) s’ha provat de combinar en una mateixa fermentació dos 

substrats diferents amb diverses proporcions per comprovar-ne els possibles efectes en la 

producció de PGA. 

Tenint en compte que: 

- η (soja texturitzada fina) =  181,00 mg PGA / g substrat sec 

- η (pinyons) =  32,90 mg PGA / g substrat sec 

- η (mongetes) =  30,40 mg PGA / g substrat sec 

 

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

de la següent manera: 

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

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

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

Comparant els rendiments teòrics amb els aconseguits experimentalment (Gràfic  7.1) es 

comprova que els resultats experimentals són més baixos que els teòrics. A més a més, els 

resultats experimentals són molt semblants al tant per cent teòric corresponent a la soja 

texturitzada.  
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Així doncs, una possible explicació d’aquesta minva en la producció és que la soja texturitzada 

sigui dominant respecte als altres substrats, segurament degut a la ràpida absorció del medi 

de cultiu en els primers moments de la fermentació. D’aquesta manera impediria un contacte 

suficient de l’altre substrat amb el medi de cultiu.  

 

Gràfic 7.1: Comparativa dels rendiments teòrics i reals relatius a la combinació de diferents 

substrats fermentatius. 

Aquesta hipòtesis queda reforçada pel fet que al disminuir la proporció de soja texturitzada 

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

De cara a futures investigacions, i per comprovar si la combinació 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 últims entrar en contacte amb el medi i els 

bacteris un temps suficient.   

Propietats fisicoquímiques del substrat 

S’han buscat possibles relacions que expliquin el motiu per el qual alguns substrats sí son 

capaços de produir PGA i d’altres no. Al comptar amb un nombre reduït de dades, una pendent 

suficientment inclinada en les rectes de regressió ja indicarà la possible existència d’una 

relació entre aquella variable i el resultat final.    
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Des d’un primer moment s’havia plantejat la possibilitat que els substrats amb elevat contingut 

proteic afavorissin la producció del polímer. Els resultats obtinguts reforcen aquesta teoria. Tal 

i com s’observa al gràfic de la Gràfic 7.2, les dades obtingudes semblen indicar l’existència 

d’una relació entre aquesta variable i la quantitat de polímer produït.  

S’han buscat altres possibles relacions entre diferents propietats dels substrats (contingut 

calòric, en grasses i de carbohidrats) i la productivitat de polímer (Taula 7.2). Cap d’aquestes 

tres propietats sembla afectar significativament a la producció de PGA, tal i com s’aprecia als 

gràfics 7.3, 7.4 i 7.5. 

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

polímer. 

Substrat 

Proteïnes Calories Grasses 
Carbohi

drats 
Producc

ió 

g /  
100g 

Kcal / 
 100g 

kJ /   
100 g 

g / 100g g / 100g 
mg PGA 
/ g s.s. 

Soja texturitzada 48 352 1453,1 7 15 124,5 

Pipes de 
carbassa 

21,5 548 2262,1 43 20 0 

Llevat 47 343 1415,9 4 36 79,7 

Segó de blat 28,6 285 1176,5 9 28 0 

Llenties 22 350 1444,8 1,7 54,8 8,9 

Pinyons 24 706 2914,4 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 2518,1 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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Gràfic 7.2: Ajust lineal entre la quantitat de proteïna dels substrats fermentatius i la producció 

de PGA  

 

Gràfic 7.3: Ajust lineal entre el contingut calòric dels substrats fermentatius i la producció de 

PGA  
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Gràfic 7.4: Ajust lineal entre el contingut proteic dels substrats fermentatius i la producció de 

PGA  

 

Gràfic 7.5: Ajust lineal entre les grasses del substrat i la producció de PGA  
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Tanmateix, d’aquestes tres últimes figures cal destacar el comportament atípic 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 

concentració 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 anàlisi s’han extret les següents conclusions: 

a. Un contingut elevat de potassi en el substrat afavoreix casi amb total seguretat la 

producció de PGA, ja que la recta de regressió obtinguda té un coeficient de regressió 

prou elevat i proper a 1 (Gràfic 7.6). 

b.  El contingut de fòsfor, magnesi i ferro en els substrats, semblen tenir una certa 

influència a l’hora d’obtenir bons rendiments en la producció de PGA (Gràfics 7.7, 7.8, 

7.9), si bé no semblen ser tant determinants com el potassi. El coeficient de regressió 

obtingut en aquests tres casos oscil·la entre el 0,6 i el 0,7. 

c. El contingut en zinc presenta un coeficient de regressió de 0,4 (Gràfic 7.10). Amb 

aquesta dada no podem ni assegurar ni negar l’existència d’una relació entre el 

contingut en aquest oligoelement i la producció de polímer. 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 

producció de polímer  ja que presenten coeficients de regressió 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 diferència del “medi E”, no contenia fonts de 

ferro, potassi, fòsfor 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.  

És possible doncs que la presència d’aquests oligoelements en el medi de cultiu sigui 

determinant per a aconseguir produccions elevades de polímer, i que només aquells substrats 

que en contenen quantitats elevades són capaços de contrarestar-ne l’absència en el medi. 

Per a contrastar aquesta darrera hipòtesis, s’haurien de dur a terme noves fermentacions 

afegint al medi de cultiu els oligoelements esmentats, tant sols com en combinació i amb 

diferents concentracions.  
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Gràfic 7.6: Ajust lineal entre la quantitat de potassi present en el substrat fermentatiu i la 

producció de PGA  

 

Gràfic 7.7: Ajust lineal entre la quantitat de fòsfor present en el substrat fermentatiu i la 

producció de PGA  
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Gràfic 7.8: Ajust lineal entre la quantitat de magnesi present en el substrat fermentatiu i la 

producció de PGA  

 

Gràfic 7.9: Ajust lineal entre la quantitat de ferro present en el substrat fermentatiu i la 

producció de PGA  
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Gràfic 7.10: Ajust lineal entre la quantitat de zinc present en el substrat fermentatiu i la 

producció de PGA  

Per últim, s’han comparat les quantitats presents d’aquests oligoelements en substrats 

productors i no productors de PGA, amb independència del rendiment final en la producció de 

polímer. Els resultats d’aquesta comparació es mostren a la Gràfic 7.11 Les diferencies més 

significatives es troben en les quantitats presents de potassi, magnesi calci i sodi, més 

elevades en substrats que sí produeixen PGA, així com en les de seleni, presents en més 

quantitat en aquells substrats amb els que no es va aconseguir produir polímer.  

Aquest darrer anàlisi, apart de reforçar la teòrica dependència 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 presència de seleni 

impedeixi o limiti la producció de polímer, ja sigui a través del bloqueig dels mecanismes de 

polimerització o bé a través de la inhibició de l’activitat del bacteris. 

El seleni és de sobres conegut en el món científic pel seu caràcter antioxidant i estimulant del 

sistema immunològic. En un estudi molt recent, científics nord-americans [31] van aconseguir 

reduir considerablement tant la formació de biopel·lícules com el creixement bacterià en 

dispositius mèdics implantables utilitzant nanopartícules de seleni. Tot sembla indicar, doncs, 
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que la hipòtesis més vàlida seria aquella que apunta que aquells substrats amb elevat 

contingut en seleni impedeixen el creixement dels Bacillus licheniformis, impossibilitant a la 

vegada la producció de PGA. Tanmateix, caldran més investigacions per a poder confirmar 

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

microbià.   

 

Gràfic 7.11: Quantitats presents de diversos oligoelements en substrats productors i no 

productors de PGA, amb independència del rendiment final en la producció de polímer 

El pinyó, un substrat autòcton 

Tal i com ja s’ha comentat anteriorment, la utilització de pinyó com a substrat ha donat 

resultats força interessants, tant pel fet de ser un producte autòcton i que encara no havia 

estat provat en anteriors investigacions, com pel que es desprèn dels anàlisis posteriors.  

A més a més, la utilització d’aquest substrat fermentatiu ha donat lloc a la producció de PGA 

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

Aquest canvi en el color del polímer precipitat indicaria una major puresa del mateix. 
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Figura 7.2: Aspecte del polímer obtingut utilitzant soja texturitzada (a l’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 són els principals productors de PGA, es situen a l’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 l’absència de seleni.  

Amb l’objectiu d’intentar esclarir quines són les propietats que fan del pinyó un bon substrat 

per a la producció de PGA, s’ha comparat aquest substrat amb un altre de característiques 

semblants com és el cacauet. 

A la Gràfic 7.12 s’observa la semblança en les propietats fisicoquímiques dels dos substrats. 

Cal destacar que amb els cacauets s’obtenen productivitats de PGA força 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 polímer. També s’evidencia que 

els pinyons tenen un contingut calòric més elevat, però 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 (Gràfic 7.13). S’han obtingut conclusions força semblants als apartats anteriors pel 

que fa a la millora de la productivitat de PGA amb la presència d’elements com el fòsfor, el 

magnesi o el potassi, i la baixa productivitat en el cas de presència més elevada de seleni. 
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Gràfic 7.12: Comparativa de les propietats de cacauets i pinyons 

 

 

Gràfic 7.13: Presencia i quantitat d’oligoelements en cacauets i pinyons 
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Casos especials 

La utilització de nous com a substrat fermentatiu dóna com a resultat l’aparició 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 anàlisis duts a terme anteriorment en aquest apartat, no permeten relacionar aquests 

resultats amb les propietats fisicoquímiques 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 fermentació. 

7.2 Efecte de la Glutamina i l’àcid 2-oxoglutàric 

7.2.1 Resultats obtinguts 

A la Taula 7.4 es pot observar l’efecte que té en el rendiment final de la producció de PGA 

l’addició d’aquestes dues substàncies 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±2ºC. 

7.2.2 Discussió 

A la primera fermentació es pretenia afegir la quantitat d’aquestes dues substàncies definida 

com a òptima per Bajaj et al. [14]. Tanmateix, a causa d’un error de càlcul es van introduir 

quantitats força 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 producció de PGA, mentre que aquest mateix augment d’àcid 2-
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oxoglutàric impedia la producció 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 

que maximitzaven la producció de PGA, sempre amb una metodologia aproximativa 

seqüencial. 

Taula 7.4: Resultats dels experiments realitzats mitjançant l’addició de diferents 

concentracions de Glutamina i l’àcid 2-oxoglutàric 

 

Nº 

Fermen

tació

% de 

glutamina

% d’àcid 2-

oxoglutàric
mg PGA

mg PGA/ 

g substrat

Desviació 

respecte 

control (%)

- - 975 97,5 Control

0,3 - 31

- 3 - - -100

- - 727 72,7 Control

0,05 - 782 78,2 7,57

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

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

- 0,6 923 92,3 -37,97

- 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

- 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

1

7

6

5

4

3

2
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Figura 7.4: Aparició de fongs filamentosos al voltant del substrat com a conseqüència de 

l’excés d’àcid 2-oxoglutàric al medi 

Pel que fa a l’efecte de la L-glutamina en el procés, es va aconseguir augmentar en un 34,11% 

el rendiment de la producció de PGA quan en el medi hi havia un 0,25 % d’aquesta substància 

(Taula 7.4). 

Amb l’addició d’àcid 2-oxoglutàric, en canvi, es va aconseguir un augment màxim en el 

rendiment de producció de PGA del 41,10%, quan es trobava en el medi de cultiu amb una 

concentració del 0,15%. (Taula 7.4). 

Les dades recollides dels experiments amb glutamina i àcid 2-oxoglutàric es van tractar amb 

el programa Wavemetrics IGOR Pro 6.1.1., obtenint-ne les respectives corbes ajustades. Als 

Gràfics 7.14 i 7.15 es representen gràficament les funcions obtingudes. 

Aquests resultats difereixen amb el publicats per Bajaj et al. [14], on els rendiments màxims 

s’aconseguien amb un percentatge de L-glutamina més baix i d’àcid 2-oxoglutàric més elevat 

(Taula 7.5). A més, l’increment en la producció de PGA és en ambdós casos més elevat que 

el reportat per Bajaj Et al. [14] 

La utilització d’una soca bacteriana i d’un substrat diferents sembla ser la explicació més 

probable d’aquesta diferència tant significativa, però aquesta teoria haurà de ser corroborada 

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

del contingut de glutamina en el medi 

 

Gràfic 7.15: Corba ajustada de la productivitat de PGA respecte a la mostra control en funció 

del contingut d’ àcid 2-oxoglutàric en el medi 
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Taula 7.5:  Comparació del valors màxims obtinguts gràcies a l’addició de glutamina i àcid 2-

oxoglutàric dels experiments realitzats per Bajaj i dels realitzats en aquest projecte. El valor 

de màxim increment s’obté amb el programa Wavemetrics IGOR Pro 6.1.1. 

 

7.3 Evolució fermentativa en funció del temps 

7.3.1 Resultats obtinguts 

A la Taula 7.6 es resumeixen els resultats de l’experiment consistent en aturar una fermentació 

cada 10 i 14 hores alternativament i fer-ne els anàlisis corresponents. La densitat òptica es 

mesura de la dissolució obtinguda després de la re-dissolució en aigua i filtració amb doble 

filtre de cotó (tal i com s’explica a l’apartat 6.3) 

Taula 7.6: Producció de PGA i densitat òptica obtinguts en diferents temps. 

 

L-glutamina 

(%) màxim 

rendiment 

Increment 

producció PGA 

(%)

Àcid 2-

oxoglutàric (%) 

màxim 

rendiment 

Increment 

producció PGA 

(%)

Bajaj et. al. 0,05 10,79 0,5 19,43

Aquest 

Projecte
0,27 35,37 0,1 46,83

Origen 

dades

Efecte L-Glutamina Efecte àcid 2-oxoglutàric

Nº 

Ferment

ació

Duració 

fermentació 

(h)

mg PGA
mg PGA/ 

g substrat

Densitat 

òptica

1 14 284 28,4 0,71

2 24 327 32,7 1,77a

3 38 523 52,3 5,30a

4 48 671 67 7,80a

5 62 822 82,2 8,30a

6 72 928 92,8 8,70a

7 86 917 91,7 8,60a

a    La mesura s’ha obtingut dissolent la 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 Discussió 

Al traslladar en un gràfic els resultats obtinguts (Gràfic 7.16) s’observa amb claredat un 

creixement pronunciat en la producció de polímer entre les 24 i les 72 hores. A partir de les 

72 hores la producció s’estanca i inclús sembla decréixer lleugerament. La corba obtinguda té 

un perfil sigmoïdal, un comportament típic dels processos fermentatius. 

El nivell de creixement bacterià en el medi segueix la mateixa tendència que la corba de 

producció, evidenciant una relació positiva entre les dues variables. Tanmateix, en aquest cas 

s’observa un creixement més ràpid i brusc entre les 24 i les 48 hores. A partir de les 48 hores, 

el creixement bacterià es escàs, a pesar de que la productivitat segueix augmentant 24 hores 

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

Tot indica, doncs, que la duració de la fermentació que maximitza la producció de PGA és la 

de 72 hores, tal i com indicava la bibliografia i com s’han dut a terme les fermentacions 

anteriors.       

 

Gràfic 7.16: Evolució temporal de la producció de PGA i la densitat òptica del sistema. 
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7.4 Evolució fermentativa en funció de la temperatura 

7.4.1 Resultats obtinguts 

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

a la Taula 7.7. 

Taula 7.7: Producció de PGA obtinguda a diferents temperatures. 

 

7.4.2 Discussió 

Amb una composició del 60%, i utilitzant tant la soja texturitzada com el pinyons, s’obtenen 

productivitats més elevades a 37 ºC (Gràfic 7.17). Amb la soja texturitzada la productivitat de 

PGA a 37 ºC augmenta un 59% respecte a la aconseguida a 25 ºC, mentre que amb els 

pinyons aquest augment és del 55%. 

En cas d’establir una composició del 50% i amb pinyons com a substrat, la productivitat roman 

gairebé constant, sent lleugerament més alta a 25ºC. Tanmateix, les condicions fermentatives 

que maximitzen la producció de PGA amb pinyons com a substrat són una composició del 

60% i 37ºC, tal i com s’han dut a terme els experiments dels apartats anteriors i com suggeria 

la bibliografia. 

Nº 

Ferment

ació

Substrat

Composició 

mescla (% 

medi de cultiu)

Temperatura 

(ºC)
mg PGA

mg PGA/ g 

substrat

Soja 

Texturitzada 
60 25 661 66,1

Soja 

Texturitzada 
60 37 1050 105

Pinyons 60 25 219 21,9

Pinyons 60 37 340 34

Pinyons 50 25 321 33,1

Pinyons 50 37 295 29,5

1
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Gràfic 7.17: Producció 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 idèntiques. 

Taula 7.8: Resultats de la prova de producció de PGA a diferents escalats. 
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7.5.2 Discussió 

Al augmentar la quantitat de substrat a fermentar s’esperava una pitjor i menys regular 

distribució del medi de cultiu i del creixement bacterià, que donés lloc a canals preferencials i 

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

 

Figura 7.5: Fermentació 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 suposició 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 l’augment en el dimensionat és 10 vegades superior (Gràfic 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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Gràfic 7.18: Representació gràfica de la prova de producció de PGA a diferents escalats 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

40

45

50

55

60

65

70

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

200

0 20 40 60 80 100 120

D
e

sv
ia

ci
ó

 d
e

sp
e

ct
e

 c
o

n
tr

o
l (

%
)

m
g 

P
G

A
/ 

g 
su

b
st

ra
t 

se
c 

g substrat sec

Rendiment PGA (mg PGA / G substrat)

Desviacio respecte contol (%)



Noves vies d’obtenció de l’àcid poli-gamma-glutàmic (PGA)                                                      Pàg. 79 

 

 

8 Caracterització del PGA obtingut 

Després d’haver estudiat la influencia de múltiples variables experimentals en la producció de 

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

Les característiques físiques que fan dels polímers uns productes tant interessants estan 

influenciades pels seus atributs, com ara la seva estructura molecular i forma, el seu pes 

molecular o la presència de ramificacions. Aquestes característiques poden ser 

caracteritzades mesurant alguns atributs bàsics. 

En aquest sentit, les mostres obtingudes  s’han caracteritzat: 

 per determinació del seus pesos moleculars per cromatografia de permeabilitat de gel 

(també conegut com a GPC, “Gel Permeation Cromatography”). 

 per espectroscòpia IR (infrarojos) i espectroscòpia H-RMN (ressonància magnètica 

nuclear)  

 per determinació de la composició enantiomèrica D/L per HPLC   

 

En general, la caracterització s’ha realitzat només per a aquelles mostres amb més 

importància a nivell experimental. Les mostres escollides per a la seva caracterització han 

sigut purificades prèviament, seguint el procediment especificat a l’apartat 6.3. 

8.1 Caracterització per determinació dels pesos moleculars  

Un punt important en la caracterització dels polímers és la mesura de la seva mida molecular,  

que té una gran influencia en les propietats dels polímers. 

El polímer present en una mostra, normalment està format per una mescla de cadenes de 

diferents longituds i pesos moleculars. És per això que el pes molecular dels polímers es 

defineix en termes estadístics. El pes molecular mitjà (M) es pot calcular en funció de diverses 

variables, com ara el nombre de molècules (n), el pes (w) i la viscositat (v) de les diferents 

fraccions. Els valors obtinguts difereixen segons el mètode utilitzat, excepte en els polímers 

mono-dispersos, que tenen cadenes de longitud uniforme. L’ús simultani de diferents valors 

mitjans permet obtenir una representació més aproximada de la distribució de les mides 

moleculars (Figura 8.1) 
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Figura 8.1: Model de distribució del pes molecular en una mostra poli-dispersa 

Les equacions per al càlcul del pes molecular mitjà es detalla a la Taula 8.1. 

Taula 8.1: Càlcul de les magnituds utilitzades en la determinació de la distribució de pesos 

moleculars 

 

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 tècnica 

de separació que va trobar gran aplicació en el camp dels polímers després del seu 

desenvolupament al 1961. 

Actualment és la tècnica més utilitzada per a la separació de molècules d’una mostra 

polimèrica en funció de la mida. Es produeix com a conseqüència de la diferent penetració de 

las macromolècules a través dels porus d’un gel dispost a l’interior d’una columna 

EQUACIÓ VARIABLES

en

 número

en pes

viscós

Pes 

molecular 

mitjà

Grau de polimerització

Polidispersitat

PROPIETAT

Mx : Pes molecular de les cadenes amb grau 

de polimerització x

Nx: nombre de mols de molècules amb grau 

de polimerització x

nx: fracció molar de molècules amb grau de 

polimerització x

Wx: pes de molècules amb grau de 

polimerització x

wx: fracció molar de molècules amb grau de 

polimerització x

a: constant de Mark-Houwink-Sakurada

sol variar entre 0,5 i 0,9

Mo: pes molecular de la UCR

Xi: grau de polimerització mig en nombre (si 

i=n), en pes (si i=w) o viscós (i=v)
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cromatogràfica. Els materials d’emplenament d’una columna son principalment vidre y 

poliestirè porós (entrecreuat i inflat).  

El polímer s’introdueix, dissolt en un dissolvent, en una columna de material porós en forma 

de gel, on hi circula un flux continu constant de dissolvent. El gel té una distribució de porus 

de la mida de les macromolècules de polímer, possibilitant-ne la difusió en tot el volum 

interparticular, mentre travessa la columna arrastrant pel flux de dissolvent. Les molècules 

més grans tenen un menor volum disponible per una difusió radial i, per tant, el temps empleat 

per a recórrer la columna és menor. Al contrari, les molècules petites poden difondre a l’interior 

de les partícules i queden retingudes durant més temps a la columna. A la sortida de la 

columna les molècules s’han separat en funció de les seves dimensions i per tant, del seu pes 

molecular. D’aquesta manera, existeix una relació entre el temps de retenció (tr) de les 

molècules (o, més aviat, el volum de retenció, que és igual al caudal multiplicat per tr) i el pes 

molecular. 

 

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

8.1.2 Metodologia experimental 

En aquest Projecte les mesures es van realitzar en un cromatògraf 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’anàlisis que permeten calcular automàticament el pes molecular. La recta de calibrat 
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va ser obtinguda al laboratori amb estàndards de poliòxid d’etilè. L’eluent va consistir en una 

dissolució de tampó 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 μL de concentració 1 mg/mL. 

Per a les mostres analitzades, es van determinar el pes molecular mitjà en número (Mn), el 

pes molecular mitjà en pes (Mw), la poli-dispersitat i el pes molecular mitjà de permeabilitat 

(Mp). 

8.1.3 Resultats i discussió 

Els resultats dels pesos moleculars dels polímers analitzats es mostren a la Taula 8.2. Tots 

les mostres es van obtenir a partir de fermentacions amb un 60% de substrat sòlid, durant 72 

hores i a 37ºC.   

Taula 8.2: Pesos moleculars de les mostres analitzades 

 

 

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

similars als pesos trobats en la literatura científica, incloent els obtinguts per Bajaj et al. [14].  

Substrat sec
Mn 106 

(g/mol)

Mw 106 

(g/mol)

Mp 106 

(g/mol)
PD

Soja texturitzada 1,1631 2,7029 1,7733 2,3238

Soja Texturitzada 

fina
1,0819 2,5424 1,5745 2,3499

Okara 2,0983 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

Soja text. + 

glutamina
0,7518 1,1195 0,98573 1,4891

Soja text. + 

ketoglutaric
1,5896 3,2676 2,2488 2,0556
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Analitzant els resultats, podem observar que les mostres obtingudes a partir de fermentacions 

amb substrat de tipus lleguminós presenten en general pesos moleculars lleugerament més 

baixos que les obtingudes utilitzant fruits secs com a substrat (Gràfic 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 l’apartat 7.1. 

També caldria destacar la influència tant de l’àcid 2-oxoglutàric, amb el que s’aconsegueixen 

pesos moleculars més baixos, com de la glutamina, amb la que s’obté polímer de pes 

molecular més elevat. Més estudis són necessaris per a esclarir l’efecte d’aquests 

components en el procés de polimerització.    

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

 

8.2 Caracterització per espectroscòpia de ressonància magnètica 

nuclear 

La espectroscòpia de RMN es un tipus d’espectroscòpia d’absorció com la UV-visible i la IR. 

Les espectroscòpies de UV-Vis i IR ens donen informació sobre els grups funcionals que 

posseeix la molècula, mentre que la de RMN ens dona informació sobre els grups d’hidrògens 

o altres elements que tinguin nuclis atòmics actius dins d’un camp magnètic. 

Els espectrofotòmetres de ressonància magnètica nuclear (RMN), permeten mesurar 

l’absorció d’energia d’uns nuclis determinats, com per exemple els d’hidrogen o de carboni, 

irradiant la mostra amb radiació electromagnètica a la regió de radiofreqüència. 
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Generalment estan dissenyats de manera que irradien el compost amb una energia 

electromagnètica constants mentre es varia la força del camp magnètic. Tan bon punt el camp 

magnètic assoleix una determinada força, els nuclis absorbeixen energia i es produeix la 

ressonància. Això genera una corrent elèctrica en una bobina que rodeja la mostra; 

l’espectrofotòmetre amplifica aquesta corrent  i la presenta com una senyal (o pic) sobre una 

gràfica (espectre). L’esquema general de funcionament d’un espectrofotòmetre de RMN es 

mostra a la Figura 8.3. 

 A partir del anys 70, els espectrofotòmetres de RMN que s’utilitzen són els anomenats 

d’impulsos o transformada de Fourier (FT NMR), que proporcionen resultats més clars i 

sensibilitats més altes. 

 

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

8.2.1 Espectroscòpia d’H-RMN. Principis generals. 

Quan un compost que conté un o més hidrògens es col·loca en un camp magnètic fort i 

simultàniament s’irradia amb energia electromagnètica, els nuclis d’hidrogen del compost 

poden absorbir energia a través d’un procés que es coneix com a ressonància magnètica. 

Alguns nuclis d’hidrogen es troben en regions de major densitat d’electrons que d’altres. És 

per això que els protons d’aquests compostos absorbeixen a intensitats de camp magnètic 

lleugerament diferents, que estan compreses normalment entre 0 i 16 ppm. La intensitat de 

camp a la qual es presenta la absorció depèn dels camps magnètics generats pels electrons 

circulants i els camps magnètics que resulten d’altres protons propers. 

Per interpretar l’espectre obtingut amb l’aparell, haurem de fixar-nos en: 

- El nombre de senyals (o pics), corresponent al nombre d’hidrògens diferents en el 

compost analitzat. 

- Les àrees relatives de les senyals (o pics), que seran proporcionals al nombre 

d’hidrògens que produeixen la senyal.  
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- L’acoblament de senyals, un fenomen degut a les influències magnètiques dels 

hidrògens presents en àtoms adjacents. Aquest fet provoca que les senyals es 

divideixin en n+1 pics, on n és el nombre de protons veïns iguals entre sí, però 

diferents al nucli observat.     

8.2.2 Metodologia experimental 

Els espectres de RMN es van obtenir amb un espectròmetre Bruker AMX-300 del departament 

d’enginyeria química de la UPC, d’una freqüència de 300 MHZ. El dissolvent va ser aigua 

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

Pel registre dels espectres de RMN, les mostres es van introduir en uns tubs de vidre especials 

d’uns 3mm de diàmetre i 10 cm d’alçada. La quantitat de mostres necessàries per a realitzar 

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

8.2.3 Resultats y discussió 

A continuació es mostren els espectres RMN de 7 mostres diferents analitzades. Les mostres 

analitzades corresponen a PGA produït amb substrats sòlids diferents (identificats a la part 

dreta de la imatge). Alhora, s’han identificat els hidrògens als que corresponen els diferents 

pics de l’espectre (a, b i c). 

Els espectres obtinguts confirmen l’estructura química del PGA, obtingut amb Bacillus 

licheniformis i mitjançant fermentació amb substrat sòlid. 

L’espectre obtingut per les fermentacions amb mongetes presenta una potent senyal al voltant 

de 0,8 ppm, corresponent segurament a la elevada presència de impureses en la massa 

obtinguda. Aquest fet amplia la possible explicació sobre la diferencia en la massa obtinguda 

durant la fermentació amb aquest substrat, tal i com s’ha comentat en l’apartat 7.1. 

Els espectres també mostren pics deguts a una purificació no total de les mostres analitzades: 

- El doblet situat a 2,5 ppm correspon a la presència d’àcid cítric a la mostra. Cal 

remarcar que la mostra obtinguda amb llevat desamargat no presenta aquesta 

senyal a l’espectre.   

- La senyal més potent de l’espectre, que es troba al voltant dels 5 ppm, correspon 

a l’aigua, que no era completament deuterada. 

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

8.3 Caracterització per espectroscòpia IR 

La espectroscòpia d’infrarojos es fonamenta en l’absorció de la radiació IR per part de les 

molècules en vibració. Una molècula absorbirà l’energia d’un feix de llum infraroja quan 

aquesta energia incident sigui igual a la necessària per a que s’esdevingui una transició 

vibracional de la molècula. És a dir, la molècula comença a vibrar d’una determinada manera 

gràcies a l’energia que se li subministra mitjançant la llum infraroja [32]. 

Es poden distingir dos categories bàsiques de vibració: de tensió i de flexió (Figura 8.5). Les 

vibracions de tensió son canvis en la distancia interatòmica a lo llarg de l’eix de l’enllaç entre 

àtoms. Les vibracions de flexió estan originades per canvis en l’angle que formen els enllaços.  

1H-RMN en D2O/NaOD 
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Figura 8.5. Tipus de vibracions moleculars 

En principi, cada molècula presenta un espectre IR característic, degut a que totes les 

molècules (excepte les espècies diatòmiques homonuclears como O2 i Br2) tenen algunes 

vibracions que, quan s’activen, provoquen l’absorció d’una determinada longitud d’ona a la 

zona de l’espectre electromagnètic corresponent a l’infraroig.   

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

zona d’infraroig, podem obtenir informació sobre les molècules que composen la substància.    

8.3.1 Espectroscòpia d’IR. Principis generals. 

La espectroscòpia d’infraroig té la seva aplicació més immediata en l’anàlisi qualitatiu: 

detecció de les molècules presents en el material.  

A la zona de l’espectre electromagnètic IR amb longituds d’ona de l’infraroig mig (entre 4000 

i 1300 cm-1) s’acostumen a observar una sèrie de bandes d’absorció provocades per les 

vibracions entre únicament dos àtoms de la molècula. Aquestes vibracions deriven de grups 

que contenen hidrogen o de grups amb dobles o triples enllaços aïllats. 

A la zona de l’espectre electromagnètic IR amb longituds d’ona compreses entre 1300 i 400 

cm-1 (infraroig llunyà), l’assignació de les bandes d’absorció a vibracions moleculars és més 

difícil de realitzar, degut a que cada una d’elles està generada per absorcions individuals 

sumades (multiplicitat de les bandes). És la denominada zona de la “empremta dactilar” (flexió 
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d’enllaços CH, CO, CN, CC, etc.). En aquesta zona de longituds d’ona, petites diferències en 

l’estructura i constitució de les molècules donen lloc a variacions importants en els màxims 

d’absorció. 

En el nostre cas, la tècnica emprada per adquirir els espectres d’IR va ser l’anomenada 

Reflectància Total Atenuada (ATR, Attenuated Total Reflectance), que detecta la radiació 

infraroja reflectida per la mostra, sobre un cristall d’un material d’índex de refracció molt elevat. 

La informació obtinguda és la mateixa que l’espectroscòpia de transmissió, però la 

manipulació de la mostra és molt més senzilla.     

8.3.2 Metodologia experimental 

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

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

8.3.3 Resultats i discussió 

A continuació 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 l’Annex B. A la Taula 8.3 s’especifica el tipus de senyal que correspon a cada una de les 

senyals trobades.  

En ambdós casos (tant el polímer obtingut amb soja texturitzada com el obtingut amb pinyons) 

s’obtenen uns espectres d’IR corresponents a l’estructura poliamídica del PGA, que son els 

esperats desprès del procés de biosíntesi i separació, i son alhora similars als trobats en la 

literatura científica. 

La diferència 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 lipídic present en la composició 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 

 

 

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: Interpretació de l’espectre de IR de dues mostres de PGA 

 

8.4 Caracterització per determinació de la composició enantiòmera 

D/L. 

Tal i com ja s’ha explicat en el Capítol 4,  el PGA està constituït per unitats d’àcid D-glutàmic 

i d’àcid L-glutàmic unides. Degut a la presència dels enantiòmers D i L podrem tenir un 

homopolímer D, un homopolímer L o, en la majoria dels casos, un copolímer constituït per 

unitats D i L. En aquest darrer cas, és força interessant saber quina és exactament la proporció 

d’homopolímer D i homopolímer L presents al polímer obtingut, ja que aquesta proporció 

determina el tipus d’ús final que se li podrà donar. 

La composició enantiòmera del PGA obtingut es va determinar mitjançant el mètode 

desenvolupat per Marfey (1984) per a la determinació quantitativa de la composició 

ν (cm-1) Substrat Enllaç Tipus de vibració

Soja 

texturitzada

Pinyons

Soja 

texturitzada

Pinyons

1743 Pinyons C=O d’ester
Vibració simètrica, 

corresponent a un lípid

Soja 

texturitzada

Pinyons

Soja 

texturitzada

Pinyons

Soja 

texturitzada

Pinyons

1396 C-H
Deformació asimètrica 

del C-H

1630 C=O d’amida

Vibració simètrica, 

corresponent a la 

cadena del polímer

1550

N-H d’amida o 

grup carboxilat 

COO

Flexió

3278 N-H Vibració de tensió

2952 C-H
Vibració de tensió 

asimètrica
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enantiòmera d’aminoàcids. Aquest mètode es basa en la reacció de l’àcid glutàmic amb el 

reactiu de Marfey (1-fluor-2,4-dinitrofenil-5-L-alanina). Aquest compost és òpticament actiu, 

per tant quan reacciona amb els enantiòmers D i L de l’àcid glutàmic forma dos 

diastereoisòmers que es poden separar mitjançant cromatografia HPLC. 

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

calibrat previ amb mostres d’àcid glutàmic D i L purs.  

8.4.1 Cromatografia HPLC. Principis generals 

La cromatografia líquida d’alta eficàcia, coneguda com a HPLC per a les seves sigles en 

anglès (High Performance Liquid Chromatography) s’enquadra dins de la cromatografia 

d’elució. En aquesta, el líquid (fase mòbil) circula en estret contacte amb un sòlid o un altre 

líquid immiscible (fase estacionaria); al introduir una mescla de substàncies (analit) a la corrent 

de fase mòbil, cada analit avançarà al llarg del sistema amb una velocitat diferent que 

dependrà de la seva afinitat amb cada una de les fases. Això suposa que desprès d’haver 

acabat el recorregut de les mostres per la columna, cada una de les substàncies introduïdes 

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

Els diferents tipus de cromatografia líquida es poden classificar de diferents maneres, però la 

forma més habitual de classificació és la realitzada en base a la naturalesa de la fase 

estacionaria, ja que és aquesta la que imposa fonamentalment el mecanisme de separació. 

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

- Cromatografia d’adsorció (líquid-sòlid). La fase estacionaria és un adsorbent i la 

separació es basa en repetides etapes d’adsorció-desorció. 

- Cromatografia de repartiment-adsorció (fases lligades químicament). La separació 

en aquest cas es basa en un repartiment del solut entre la fase mòbil i la 

estacionaria. 

- Cromatografia d’intercanvi iònic. Aquest tipus de cromatografia es dóna quan la 

fase estacionaria presenta en la seva superfície grups ionitzats capaços de retenir 

selectivament a ions de signe contrari que circulen a la fase mòbil. 

- Cromatografia d’exclusió molecular. La fase estacionaria, en aquest cas, és un 

material porós de mida de porus controlat, que permet l’entrada de certes 

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

 

El mecanisme de retenció en els dos primers casos és similar, variant únicament el tipus 

d’interaccions que es produeixen i quina d’elles és la predominant. Per aquesta raó, a la 
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pràctica es realitza un altre divisió 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 específiques el grup 

actiu. 

- Cromatografia de fase reversa, on la fase estacionaria té una naturalesa apolar i 

les interaccions que es produeixen són inespecífiques.  

8.4.2 Metodologia experimental 

Per a la realització de la determinació, les mostres de PGA es van hidrolitzar en una dissolució 

de HCl 6M a 105 ºC durant 12 hores. A tal efecte, es va agafar la quantitat necessària de cada 

mostra de polímer per a obtenir concentracions d’àcid glutàmic 50 mM. Posteriorment, es van 

agafar 100 µL 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 continuació, les mostres 

es van re-dissoldre en 100 µL d’aigua i es van fer reaccionar amb 200 µL d’una dissolució 

amb una concentració de 5 mg/mL de reactiu de Marfey amb acetona que contenia 20 µL de 

NaHCO3 durant una hora a 37ºC. Un cop acabada la reacció, es va neutralitzar el medi amb 

10 µL d’HCl 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 µL de dimetilsulfòxid (DMSO).     

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

pesos moleculars, amb els següents canvis: 

- Eluent: mescla 20:80  acetonitril/dissolució 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’elució 25 minuts. 

 

Per a poder quantificar quin percentatge de cada enantiòmer es troba a les mostres 

analitzades, cal fer un calibrat previ amb cada enantiòmer, on variant les concentracions i 

avaluant les àrees de cada pic obtindríem una equació del tipus: 

CL = KL * AL     

CD = KD * AD   

on CX és la concentració de l’enantiòmer, KX és la constant i AX és l’àrea del pic. 
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Tanmateix, d’experiències anteriors hem detectat que les constants KL i KD són pràcticament 

iguals. Per tant, si suposem que KL = KD, l’equació anterior ens queda: 

𝐶𝐷

𝐶𝐿 + 𝐶𝐷
 =  

𝐴𝐷

𝐴 𝐷 + 𝐴𝐿
             (𝐸𝑞. 8.1) 

8.4.3 Resultats i discussió 

Els espectres de l’àcid D- i L-Glutàmic es mostren, superposats, a la Figura 8.8. L’espectre de 

l’àcid L-Glutàmic presenta un pic característic a 7,5 minuts, mentre que el pic característic de 

l’àcid D-Glutàmic apareix al voltant dels 10,5 minuts. Ambdós espectres presenten també un 

pic al voltant dels 8,2 minuts. 

  

Figura 8.8: Espectres obtinguts per a l’àcid D- i L-Glutàmic 

Un cop analitzats els espectres dels àcids D- i L-glutàmic s’obtenen els espectres de les 

mostres de PGA escollides (Annex C), corresponents a la producció amb diferents substrats 

sòlids, juntament amb les àrees obtingudes dels pics a 7,5 i 10,5 minuts (Taula 8.4). Substituint 

les àrees dels pics a l’Equació 8.1, podem obtenir els percentatges d’àcid D- i L-glutàmic a 

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

En la majoria dels casos, en les mostres analitzades l’enantiòmer majoritari és el D-glutàmic, 

amb una presència entre un 70 i un 83%. També podem comprovar com l’addició tant de 

glutamina com d’àcid 2-oxoglutàric al medi de cultiu, fa augmentar el percentatge d’enantiòmer 

D-glutàmic al polímer produït respecte al control (Gràfic 8.2). 
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L’única mostra que presenta un percentatge més elevat d’enantiòmer L-glutàmic és la 

aconseguida amb la utilització 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 presència 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: Àrees de les senyals i distribució enantiòmera pels diferents substrats analitzats 

 

Substrat
Àrea senyal 

7min

Àrea senyal 

10min
% L % D

Àcid glutàmic L pur 3706,94 0 100 0

Àcid glutàmic 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

Avellanes 5448,09 19645,5 22 78

Ametlles 385,23 1021,84 27 73
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Gràfic 8.2: Distribució enantiòmera de les mostres analitzades  

Soja
texturitzada

Soja text. +
Glutamina

Soja text. +
Ac. 2-

oxoglutàric

Llevat
desamargat

Mongetes Pinyons Avellanes Ametlles

% Àcid
D-Glutàmic

69,74 72,77 82,29 75,19 54,05 74,91 78,29 72,62

% Àcid
 L-Glutàmic

30,26 27,23 17,71 24,81 45,95 25,09 21,71 27,38
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9 Estudi econòmic 

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

 Productes adquirits, tan per al procés d’obtenció del biopolímer com per a la seva 

purificació i posterior anàlisis. En general, es poden agrupar en dos subgrups: producte 

químics i substrats fermentatius. 

 Serveis Externs requerits per a la realització d’anàlisis espectroscòpics del polímer 

obtingut.  

 Equipament utilitzat, tant amortitzable com no-amortitzable, durant la fase 

experimental de laboratori. 

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

del Projecte.   

En les següents Taules (9.1 a 9.5) es mostren els costos relatius a cada una de les 

esmentades famílies. Al Gràfic 9.1, addicionalment, es mostra la distribució 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. 

 
 

Gràfic 9.1: Distribució dels costos associats a aquest projecte 
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Taula 9.1: Costos dels productes necessaris per a la realització del Projecte. Sempre que ha 

estat possible, els substrats s’han adquirit sota l’etiqueta de “ecològics”, 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 l’empresa Natursoy S.L. 

 

 

 

Unitat Quantitat 

Àcid L-glutàmic g 97,5 36,55 35,64 €       

Àcid Cítric g 42,5 1,70 0,72 €        

Glicerol g 34 1,73 0,59 €        

NH4Cl g 18,7 1,62 0,30 €        

MgSO4·7H2O g 5 1,28 0,06 €        

MnSO4·H2O g 3,5 1,50 0,05 €        

NaOH g 20 2,91 0,58 €        

Etanol L 40 18,26 7,30 €        

Ac. 2-oxoglutàric 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 €       

121,36 €     

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 €        

Segó 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 €        

Avellanes 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 €        

15,61 €       

137,0 €       

PRODUCTES
Quantitat emprada Cost unitari 

(€/100g o €/L)

Cost Total

 (€)

Producte Químics

Substrats

Total substrats

Total PRODUCTES

Total P. Químics
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Taula 9.2: Costos dels serveis externs requerits per a realitzar anàlisis espectroscòpics. 

 

 

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

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

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

investigadors de 5 hores).  

 

 

 

Unitat Quantitat

Espectroscòpia H-RMN Mostra 7 60,0 420,00 €     

Espectroscòpia IR–ATR Mostra 2 25,0 50,00 €       

470,00 €     

SERVEIS EXTERNS
Quantitat emprada Cost unitari 

(€ / mostra)

Cost Total

(€)

Total SERVEIS

Cost (€)

20 €           

150 €         

170,00 €     

Equipament
Cost 

compra (€)

Amortitza

ció (anys)

Cost Amort.

(€ / h) *

Utilització

 (h)

Cost de ús 

(€)

Balança de precisió 900 €        10 0,041 €       7 0,286 €       

Agitador magnètic 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 €     

Centrífuga Sigma 6K10 35.000 €   10 1,591 €       6 9,545 €       

Nevera / Congelador 500 €        10 0,023 €       48 1,091 €       

Cromatògraf GPC/HPLC 20.000 €   10 0,909 €       3 2,727 €       

       48,44 € 

     218,44 € 

 EQUIPAMENT

Total Equipament

Equipament No Amortitzable

Equipament Amortitzable

Equipament

Material de vidre de laboratori divers- Equivalent a 12 Erlenmeyers 

Filtre MAGNA, Nylon, Supported, Plain, 0,45 Micron, 47 mm, 100/Pk

Total No-Amortitzable

Total Amortitzable
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Taula 9.4: Costos associats al Recursos Humans necessaris per a la realització del Projecte  

 

Per últim, cal remarcar que tots els preus prèviament apuntats s’entenen sense IVA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Unitat Quantitat 

Planificació i Inici de Projecte Hores (h) 5 30,0 150

Recolzament  - Fase experimental Hores (h) 5 30,0 150

Recolzament  - Fase redacció Hores (h) 10 30,0 300

600,0 €       

Estudi bibliogràfic 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

Redacció del projecte Hores (h) 150 12,5 1875

9.250,0 €    

9.850,0 €    Total R. HUMANS

Total Eng. Junior

Total Director

Enginyer Junior

Cost unitari 

(€ / h)
Cost Total

(€)

Director

RECURSOS HUMANS
Quantitat emprada
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10 Impacte ambiental 

En aquest capítol s’analitzaran els diferents possibles tipus de contaminació produïdes en el 

transcurs del procés experimental: contaminació de l’aigua, de l’aire i generació de residus 

especials. 

La contaminació de l’aigua pot haver provingut de les següents fonts: 

- Medi de cultiu: el medi de cultiu es va preparar generalment per a varies 

fermentacions simultànies. Amb l’objectiu d’assegurar la disponibilitat de medi de 

cultiu per a totes les fermentacions necessàries, la preparació 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 desguàs; el seu pH està al voltant 

de 7.  

- Aigües procedents de l’aïllament del PGA: consisteixen bàsicament en una mescla 

de tres parts d’etanol i una de dissolució aquosa que contenia el biopolímer dissolt. 

Com que l’etanol mesclat amb aigua és fàcilment biodegradable, la mescla es 

dilueix fins a obtenir una part d’aigua per cada part d’etanol i posteriorment s’aboca 

del tub de desguàs.        

- Aigües procedents de la cromatografia GPC: la dissolució aquosa conté fosfats i 

traces de PGA, que és biodegradable en dissolució aquosa. Donat que la dissolució 

es de pH neutre i la concentració de PGA biodegradable és molt baixa, s’elimina 

pel desguàs. 

- Aigües procedents de la cromatografia HPLC: aquestes aigües contenen traces de 

fosfat de trietilamoni, i de DMSO, a més d’un 80% d’acetonitril. Abans d’eliminar-

les pel desguàs s’ha d’afegir NaOH fins a aconseguir un pH=10 i transformar 

l’acetonitril en àcid acètic, un compost fàcilment biodegradable.  

- Aigües de rentat de la instrumentació: aquestes aigües contenien restes relatives 

a la utilització de rentavaixelles. Aquest producte és considerat d’ús domèstic, i per 

tant les aigües s’han abocat al desguàs. 

La contaminació de l’aire degut a la utilització de compostos químics es considera negligible 

per aquest projecte. Tanmateix, es podria considerar un efecte negatiu sobre el consum 

d'energia elèctrica degut al funcionament de tots els aparells elèctrics, ja que aquesta energia 

prové de la xarxa elèctrica, la qual utilitza en la major part fonts d'origen fòssil per a la 

producció d'energia elèctrica. 
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La contaminació deguda a residus especials és deguda a les següents fonts: 

- Material fermentat: les restes de substrat fermentatiu filtrat, així com el material 

precipitat durant la centrifugació, 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 llençar al contenidor de residus 

generals. 

 

- Ampolles buides: les ampolles que contenien la dissolució amb polímer durant la 

centrifugació eren de plàstic; es rentaven després de cada ús 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, així com les pipetes Pasteur emprades, es dipositen en un 

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

En l'evolució cap a un escenari mundial futur en què escassegin els recursos fòssils de petroli 

i la industria petroquímica ja no sigui capaç de poder abastir les necessitats mundials, l‘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 

obtenció de nous productes obtinguts a partir de recursos naturals renovables així com les 

seves possibles aplicacions. Els evidents lligams de la Bioenginyeria amb la Enginyeria 

Química 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 econòmica i 

tècnica en la obtenció de nous productes. 

Amb la realització de projectes com aquest s’aconsegueix avançar en l’impuls de noves vies 

d’obtenció de biopolímers, productes amb un enorme potencial i amb múltiples aplicacions. 

Els biopolímers han de servir tant per alleugerir la dependència actual de productes elaborats 

a partir de petroli, com també per crear alternatives futures sòlides i capaces de substituir la 

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

La producció d’àcid poli-gamma-glutàmic amb fermentació amb substrat sòlid ha resultat ser 

una alternativa viable a la obtenció del biopolímer amb les tradicionals fermentacions 

submergides. Els rendiments obtinguts han sigut satisfactoris i equiparables a l’obtingut amb 

les fermentacions tradicionals. 

La fermentació amb substrat sòlid 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 

l’actualitat, encara és possible trobar marge per a la innovació i presentar solucions encara no 

estudiades per altres acadèmics. En aquest projecte, s’han realitzat experiments amb 

substrats que no han estat trobats en cap publicació anterior, com és el cas d’un producte 

autòcton com els pinyons. Aquest gran potencial d’innovació, a més de representar una 

motivació extra per a l’investigador, pot també acabar donant lloc a descobertes força 

interessants i obrir noves vies d’investigació.  

En el present Projecte, la utilització de soja texturitzada com a substrat fermentatiu ha donat 

lloc a rendiments productius més elevats que amb la resta de substrats sòlids provats. Cal 

destacar també que les mostres obtingudes a partir de fermentacions amb substrat de tipus 

lleguminós 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 presència de certs oligoelements en el transcurs 

de la fermentació és imprescindible per tal d’obtenir bons rendiments productius del 

biopolímer. La presència dels diferents oligoelements es pot garantir ja sigui mitjançant la seva 

addició directa en el medi de cultiu com també indirectament a través de la composició dels 

substrats fermentatius escollits. D’entre els diversos oligoelements, s’ha establert que la 

presència de potassi fòsfor, magnesi i ferro –en aquest ordre d’importància- és determinant 

per tal d’obtenir rendiments productius satisfactoris.  

En el transcurs de les investigacions realitzades s’ha corroborat també que la introducció de 

dos intermediaris del cicle TCA com son la glutamina i l’àcid 2-oxoglutàric en el medi de cultiu 

augmenta el rendiment productiu del biopolímer. També caldria destacar la influència en el 

tipus de polímer obtingut tant de l’àcid 2-oxoglutàric, amb el que s’aconsegueixen pesos 

moleculars més baixos, com de la glutamina, amb la que s’obté polímer de pes molecular més 

elevat. 
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En la majoria dels casos, en les mostres analitzades l’enantiòmer majoritari és el D-glutàmic, 

amb una presència entre un 70 i un 83%. També podem comprovar com l’addició tant de 

glutamina com d’àcid 2-oxoglutàric al medi de cultiu, fa augmentar el percentatge d’enantiòmer 

D-glutàmic al polímer produït respecte al control.  

Els estudis realitzats confirmen les condicions experimentals que optimitzen el rendiment 

fermentatiu, establertes en anteriors publicacions – 36 hores a 37ºC. A més, els resultats 

obtinguts al augmentar la quantitat de substrat fermentatiu han sigut satisfactoris, i 

suggereixen la possibilitat de poder aconseguir rendiments força interessants en futures 

proves semi-industrials.  

Finalment cal remarcar que aquest Projecte i les diverses conclusions que se n’extreuen, 

poden ser una base útil a partir de la qual articular ulteriors Projectes en el Departament, que 

es podran focalitzar en l’estudi més específic d’alguna de les múltiples possibilitats estudiades 

en aquest projecte.  
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