DISSENY DE BIOREACTOR PILOT PER A L'OBTENCIO DE POLI-EPSILON-LISINA Pag. 1

Resum

Les cada vegada més dificultats que presenta I's de derivats del petroli, tant a nivell
ambiental com de consum de recursos, obliga a la societat tecnologica a buscar alternatives
netes i sostenibles. Per aquesta via camina la quimica verda (Green Chemistry) i les
biorefineries. Aquesta alternativa proposa I'obtencié de productes quimics i nous materials
de forma poc contaminat i sostenible.

Uns possibles substituts dels polimers convencionals sén els biopolimers, materials
polimeérics d’origen natural amb els que es poden obtenir plastics, fibres, elastomers i molts
altres productes d'interes industrial. Un dels més prometedors gracies a les seves propietats,
és la poli-épsilon-lisina, de gran valor productiu en el seu ambit.

Actualment son molts els estudis relacionats amb la produccio de poli-epsilon-lisina i de les
aplicacions practiques que aquesta podria tenir com a producte de consum.

Aquest projecte té com a objectiu el de dissenyar un bioreactor per a una planta pilot capag
de produir poli-épsilon-lisina a partir de la fermentacié de glucosa, considerant que opera en
condicions optimes de treball. El disseny s’ha dut a terme per obtenir 900 kg de biopolimer
lany.

El procés que es dura aterme és la fermentacié de la glucosa per la bactéria Streptomyces
albulus per produir poli-eépsilon-lisina, segons les dades cientifiques que Kahar i
col-laboradors varen publicar 'any 2001. Per aix0, té una importancia cabdal conéixer la
cinética i les condicions ambientals, aixi com el medi de cultiu de la bacteéria.

S’ha seleccionat un bioreactor de tanc agitat alimentat per lots d’acer inoxidable AC316L. A
més, en el disseny del mateix s’ha inclos un sistema d'aeracid, ja que les bactéries
necessiten oxigen per poder dur a terme la reaccid. S’ha determinat que el sistema
d’'agitacié ha d’estar format per tres discos d’igual diametre equipats amb sis pales Rushton.
Per a volum d'operacié de 500 L, les dimensions del tanc sén de 1750x906 mm i té un
volum real de 750 L, el dimensionat del bioreactor s’ha fixat en relacié als objectius de
produccio.

El control de l'operacié de es fara amb sondes de temperatura i pH. Per mantenir la
temperatura adequada (30 °C) el bioreactor disposara d’una resisténcia electrica de 1000 W.
lgualment s’ha previst un sistema de control automatic del pH per addicio de NaOH amb una
bomba peristaltica.

També s’ha realitzat una simulacié numeérica del procés que es dura a terme, obtenint 20 kg
de poli-epsilon-lisina per cicle de treball, amb una duracio6 de 6 dies per cicle.

El cost final de I'equip, que inclou el disseny, fabricaci6, muntatge i impostos, és de
28974,98 euros.
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1. Glossari
D: diametre de l'impulsor (m)
Ks: Constant de Monod (g/L)

m: Coeficient de manteniment i el rendiment entre les cel-lules obtingudes i el substrat
consumit.

N: velocitat d’'agitacio (rpm)

N.: NUmero d’Aeracio

Np: NUmero de Poténcia

P4: Poténcia absorbida pel sistema d'aeracio (W)
Q,: Cabal de gas (m®s)

Re: Numero de Reynolds

R,: Velocitat de creixement de les cél-lules (g-L™*-h™)
Ve: Volum del fermentador (m®)

V,: Volum de gas en el fermentador (m°®)

Vi: Volum de liquid en el fermentador (m®)

Ycis: Rendiment de cel-lules contra substrat (kg/kg)
Ypis: Rendiment de Poli-épsilon-lisina contra substrat (kg/kg)
g,: Retenci6 de la fase gas

e-PL: Poli-epsilon-lisina

Un: Velocitat especifica maxima de creixement (h™)

p,: densitat aparent del liquid (kg/m®)
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2. Introduccio6

Actualment existeix una gran diversitat de processos quimics definits i provats a tots els
nivells. Per poder arribar a una millora dels mateixos i a una optimitzacié dels recursos
disponibles, pero, es fa necessari donar un major émfasi als processos biotecnologics.

L’Enginyeria Bioguimica es concentra en el desenvolupament de noves tecnologies basades
en la utilitzaci6 de catalitzadors d'origen biologic, aplicant els principis de I'Enginyeria
Quimica als processos biologics des de nivell molecular i cel-lular a la produccié de
productes d'interés. Seguidament es presenta un breu esquema del proveiment de
'Enginyeria Bioquimica:

Biocatalitzadors

Enzims, microorganismes o cel-lules animals o vegetals com a catalitzadors

h 4

Reactors enzimatics, fermentadors, bioreactors, sistemes de cultiu cel-lular,...

h 4

Sistemes de control de temperatura, pH, ventilacio,...

Disseny i operacio dels processos de recuperacio i purificacio
de productes

Analisi i sintesi de processos biotecnolégics

Esquemal Esquema Proveiment de I'Enginyeria Bioquimica [1]

La definici6 de biotecnologia és la integraci6 de microorganismes en un procés de
produccio.

El principal Us dels microorganismes d’us industrial és produir una substancia d’interés, poli-
epsilon-lisina en el nostre cas. Les condicions elementals que ha de reunir el
microorganisme son: aquest ha de ser geneticament estable, ser capac de créixer en cultius
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a gran escala i fer-ho a la major velocitat possible. A més a més, una altra caracteristica
indispensable és que no ha de provocar cap tipus de reaccié patogena a 'ésser huma o cap
altre tipus d'ésser viu.

Aquest projecte pretén dissenyar un bioreactor que permeti la sintesi de poli-epsilon-lisina,
un producte amb unes propietats molt Gtils a la industria alimentaria i farmaceéutica.

La poli-epsilon-lisina és un biopolimer que es pot obtenir, gracies a métodes biotecnologics,
a partir de productes d'altres bioprocessos, com ara el glucosa.

o : 0

i " " Aerobic
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oH oH W h DH
. — | p

ik, NH.
(IS g
Glucose Ak e-poly-L-lysine
Streptomyces bacteria
Figura 1 Bioproduccio de poli-épsilon-lisina a partir de glucosa [2]

2.1. Objectius del projecte

Durant el decurs del projecte s’aniran acomplint una serie d'objectius que permetran
aconseguir I'objectiu principal del projecte.

e Objectiu general del projecte:
Disseny i dimensionament d'un bioreactor per a la sintesi de 900kg/any de poli-
epsilon-lisina per fermentacio bacteriana de glucosa per Streptomyces albulus [3].

e Objectius particulars que es deriven del mateix:
Trobar els parametres optims d’operacio: geometria, volums i cinética.
Seleccio dels materials del bioreactor.
Simulacié matematica de la reacci6 de fermentacio.
Detallar els controls de pH, temperatura i agitacio.
Presentar els planols i estructura del bioreactor.
Estudi economic del projecte.

Impacte mediambiental del bioreactor.
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2.2. Abast del projecte

Per tal de poder assolir els objectius plantejats amb anterioritaten aquest projecte, en primer
lloc és necessari crear una base de coneixements entorn als bioreactor.

L'abast d'aquest projecte va des d'una breu introduccio6 teorica en el mon de la quimica
sostenible i les biorefineries, a una visio general dels biopolimers més comuns i les seves
propietats i en particular de la poli-epsilon-lisina.

Amb l'objectiu de poder tenir un major enteniment del projecte i la seva estructura, a
continuacié es mostra un esquema que detalla la relacié entre els diferents apartats.

BIOMASSA

BIOREFINERIES

Polimers
Altres materials

Biocombustibles { GLUCOSA

BIOREACTOR

l POLI-LISINA

‘ APLICACIONS

Esquema 2 Relaci6 entre els diferents apartats del present treball

També s’aprofundira en les reaccions per fermentacio i les bactéries escollides per a la
bioreaccid, aixi com les condicions optimes de cultiu i de treball.
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D’altra banda, es dissenyara el bioreactor, basant-nos en les condicions de treball optimes i
la cinetica adequada de la reaccié.

Es modelara I'equip en 3D per tal de poder veure de la forma més real possible els elements
gue el composen.

Aixi mateix es dura a terme un estudi economic per tal de determinar la viabilitat del projecte.

Per dltim es realitzara una valoracié de limpacte ambiental de I'equip dissenyat.
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3. Introduccio als biopolimers

3.1. La quimica sostenible [4]

El concepte de Quimica Sostenible és cabdal avui dia a 'ambit de 'Enginyeria Quimica.
La introduccié del concepte Quimica Sostenible (de I'anglés Green Chemistry) se li
atribueix a Paul Anastas [5], quan el 1998 va descriure el desenvolupament de processos
i productes gue redueixin I'impacte ambiental, previnguin la contaminacio i alhora siguin
segurs per a l'esser huma i el medi ambient.

La quimica sostenible esta fortament lligada amb la sostenibilitat, que s’ha d'assolir
gracies al desenvolupament de noves tecnologies que promoguin els productes
“mediambientalment responsables”.

Els 12 principis de la quimica sostenible son:

= Prevencié: Es millor prevenir la formacio de residus que eliminar-los un cop
generats.

= Economia atomica: Els métodes sintétics s’han de dissenyar per tal de maximitzar
la incorporacid al producte final de tots el materials utilitzats en el proceés.

= Metodes de sintesi menys perillosos: Sempre que sigui possible, s’han de dissenyar
metodologies sintetiques que utilitzin i generin substancies que no siguin toxiques
per a la salut i el medi ambient.

= Disseny de productes meés segurs: Els productes quimics s’han de dissenyar per
mantenir I'eficacia de la seva funcid, pero reduint-ne la toxicitat

= Dissolvents i auxiliars més segurs: L'Us de substancies auxiliars (per exemple,
dissolvents, agents de separacio,...) hauria de ser innecessari en la mesura del
possible e innocus quan en siguin necessaris.

= Eficacia energética: Els requeriments energétics han de ser tinguts en compte a
causa del seu impacte mediambiental i economic, i han de ser minimitzats. Els
metodes sintétics han de realitzar-se a temperatura ambient sempre que sigui
possible.

= Us de matéries primeres renovables: Les matéries primeres han de ser renovables
guan sigui possible técnicament i economica.

» Reduir I'is de derivats: S’ha d’evitar I'Us i generacio de derivats (bloqueig de grups,
proteccid/desproteccio, modificacié temporal de les condicions fisiques/quimiques)
en la mesura del possible

= Catdlisi: Els reactius catalitics (tan selectius com sigui possible) s6n millors que els
reactius estequiometrics

= Disseny per a la degradacio: Els productes quimics s’han de dissenyar de manera
gue la seva funcié no persisteixi en el medi ambient i es degradin a productes
innocus.
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= Andlisi a temps real: Es necessari desenvolupar metodologies analitiques per
permetre I'analisi a temps real, monitoritzacié interna i control previ a la formacié de
substancies perilloses

» Sintesis quimiques més segures: S’han d’'escollir les substancies i la forma d’'una
substancia utilitzada en un procés quimic de manera que minimitzi el potencial
d’accidents quimics, incloent fuites, explosions i incendis.

Toti que en general (com es mostra a la figura 2), la indUstria quimica és cada cop més
sensible als prejudicis mediambientals que pot causar-ne la seva activat , a les Ultimes
décades son molts els casos de grans accidents on els causants van ser el productes
guimics en qualsevol de les seves etapes (manufactura, transport o producte acabat).

i . Maolt
4.Indastria quimica , ..
Deficient 1%
i
b —\"\-._Eorrecta
14%
o
Millorable QI'J,IE"“&
745 LARN ] [LW. THE 2]
Figura 2 Deficiencies PRTR-CAT registrades a la industria quimica sobre un total

de 132 declaracions. 2014 [6].

FLIXBOROUGH (128)

BHOPAL (200000)

SCHWEIZERHALLE

1974 1976

SAO PAULO (508)

Extraccio/Refinat/Transport ﬁ Induastria Quimica Mineria i
Energia Products sintétics Metal-largia /"’

Figura 3 Incidéncies greus relacionades amb les substancies quimiques (entre
paréntesi numero d'afectats) [7].
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3.2. Les biorefineries [8]

Una de les principals raons en el desenvolupament de la societat actual ha estat la
utilitzacié de combustibles fossils. Perd a mesura que aquests s’esgoten, s’ha de fer
especial emfasi en laprofitament d'altres fonts d'energia, com ara les energies
renovables.

S’entén per energies renovables, aquelles que provenen d'una font d’energia que es
considerainesgotable. No és el cas dels combustibles fossils, que provenen de fonts que
algun dia s’exhauriran, i per tant no son renovables. D’altra banda, es localitzen a molt
pogues zones del mon, i que tenen una situacioé politica inestable, per tant cada cop més
seran inaccessibles economicament. Tanmateix, la generacié denergia a partir
d’aquests, genera gran quantitat d'emissions contaminants i de gasos d’efecte hivernacle.

L'ds denergies renovables com a alternativa comportaria reduir els efectes
mediambientals i distribuir els punts de generaci6é d’energia de manera equitativa a tot el
mon.

Les principals fonts renovables d’energia son: la energia eolica, la solar, la geotermicai la
biomassa.

Els biocombustibles, combustibles produits a partir de biomassa, poden contribuir
significativament en el sector del transport. La biomassa pot ésser transformada en
combustible liquid, reemplacant els actuals combustibles fossils, per al seu Us en motors
de combusti6 interna, en electricitat per a vehicles electrics o en hidrogen per a vehicles
de cél-lula de combustible.

Processos Bioquimics

Els processos bioquimics inclouen principalment la fermentacié alcoholica, com a procés
aerobi per produir combustibles liquids i la digesti6 anaerobica, per la qual s’obté el
biogas.

El procés de fermentaci6 s'utilitza a gran escala per a la produccié d’etanol a partir de
cultius com ara la canya de sucre o el blat de moro. La transformacio de les
lignocel-luloses és més complexa a consequéncia de la presencia de molécules de
cadenes llargues de polisacarids i abans que el sucres puguin ser transformats en etanol,
requereixen d'una hidrolisi enzimatica o acida.

La digestié anaerobica transforma directament la materia organica en biogas, una mescla
de metaidioxid de carboni amb petites quantitats d’altres gasos, per exemple I'oxigen. La
biomassa es transforma per I'accié de bacteries en un medi anaerobic, produint un gas
amb un contingut energétic aproximadament del 20-40% el poder calorific inferior de la
biomassa. La digestio és un procés provat comercialment i s’utilitza en el tractament de
residus solids amb un elevat contingut d’humitat, superior al 80%. Generalment s’empra
residus d’animals com a materia primera en els processos de digestio, tot i que altres
tipus de residus poden ser també aprofitats.

El procés d’extraccio d'olis i la posterior esterificacié es un procés per a la produccié de
biodiesel a partir de llavors oleaginoses. El procés també produeix un residu solid
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anomenat tortell que pot ser utilitzat com a aliment per animals. L'oli de colza extret és
posteriorment processat fent-lo reaccionar amb alcohol en un procés d’esterificacié per
obtenir biodiesel i alhora generant un subproducte que és la glicerina.

Biorefineries

La demanda de productes derivats del petroli (per exemple els combustibles) augmenta
constantment i degut al caracter finit del petroli, el preu també augmenta en
consequencia.

Els combustibles que s'utilitzen en el sector del transport s’obtenen en unes instal-lacions
industrials conegudes com refineries, on es processa el petroli per obtenir un seguit
d’hidrocarburs, dels que s’extreuen combustibles com ara la gasolina o el gasoil i d’'altres
productes quimics.

Altrament, existeix un procés analeg a les refineries tradicionals i son les anomenades
biorefineries. Son unes instal-lacions on es produeixen combustibles, energia i quimics
derivats de I'ls de biomassa com a materia primera.

La definicié de biorefineria varia segons la tecnologia emprada en els seus processos:

“Una biorefineria és un concepte de planta de processament on la biomassa és
convertida en una varietat de productes valuosos”

Department of Energy (DOE)

“Aquella instal-laci6é que integra processos de transformacio de biomassa i equips
adequats per produir combustibles, energia i quimics a partir de biomassa”

National Renewable Energy Laboratory (NREL)

El concepte de biorefineria pretén desenvolupar les instal-lacions actuals basades en
cultius alimentaris per a la produccié de biocombustibles a partir d'olis vegetals, sucres,
grai crear instal-lacions noves on sigui possible fraccionar i processar tota la biomassa
en materies primeres adequades per transformar-les i obtenir bioproductes com ara
polimers, combustibles, calor, productes quimics...

La produccio en biorefineries permet substituir una part del consum de combustibles
fossils pel de biocombustibles de primera generacio como el biodiésel o per
biocombustibles de segona generacié com l'etanol i l'etil-terbutil-eter de biomassa
lignocel-lulosica, biocombustibles Fischer-Tropsch, biohidrogen... que estan sent
investigats actualment.
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Existeixen diversos conceptes la classificacio dels quals es basa en funcié a:

- Materia primera utilitzada: Biorefineria Verda, Biorefineria de Cultiu Complet,
Biorefineria Lignocel-lulosica, Biorefineria Marina

- Tipus de tecnologia: Biorefineria termoquimica, Biorefineria Biologica

- Aveng de la tecnologia: Biorefineria de primera o segona generacio

- Productes generats: Plataforma Syngas

Els biocombustibles liquids actuals inclouen el bioetanol o el biodiesel entre d’altres. A
partir dels grans oleaginosos com ara la llavor de gira-sol o de colza es produeix el
biodiésel, en canvi per produir bioetanol s6n necessaris cultius amb alt contingut de
sucres com la remolatxa o la canya de sucre.

TIPUS BIOMASSA PRODUCTES TECNOLOGIES ESTAT
UTILITZADA OBTINGUTS UTILITZADES TECNOLOGIC
. -Combustibles - Pretractament
Biomassa
. -Productes - Premsat .
. L humida: L . Planta pilot (en
Biorefineria Verda . . quimics - Fraccionat
pasturaicultius . . R+D)
-Materials - Separacio
verds . . -
-Polimers - Digestio
Cultius :grc())n;:;setébles - Molta secao
Biorefineria de Cultiu complets:blat, i humida .
quimics . Planta pilot
Complet blat de moro, ) - Conversié
ségol -Materials bioquimica
-Polimers
- Fusta
. . - Pretr men
- Residus -Combustibles _et\af:tg ent
. - Hidrolisi
. L agricoles -Productes P
Biorefineria . L quimicai R+D
. o - Cultius quimics S .
Lignocel-luldsica o . enzimatica Planta pilot
energetics -Materials -
. . - Fermentacio
- Residus -Polimers -
. - Separacio
municipals
-Combustibles 5, - forma de
. L . -Productes
Biorefineria de dues Tot tipus de L sucre .
. quimics Planta pilot
plataformes biomassa . - Plataformade
-Materials . .
P gas de sintesis
-Polimers
- Conversio
termoquimica
Biomassa -Combustibles - Torrefaccio
aquatica: -Productes - Pirolisi R+D
Biorefineria Marina microalguesi quimics - Gasificacio .
. . Planta pilot
macroalgues -Materials - Separacid de
-Polimers productes
- Sintesi
catalitica
Taula 1 Taula resum dels diferents tipus de biorefineries.
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3.3. Els biopolimers [9]

3.3.1. Historia dels biopolimers

Els biopolimers sén biomacromolecules presents als éssers vius. Tradicionalment, la
definici® més acceptada considerava els biopolimers materials polimérics o
macromoleculars sintetitzats pels éssers vius. Amb la introduccié de noves disciplines
mediques, com ara la medicina regenerativa, també s’inclou com a biopolimers materials
sintetics amb la particularitat de ser biocompatibles amb els éssers vius (generalment
lesser huma).

Biobased

Non

’ ] - Riod dabl
biodegradable : indegradable

Conventional
Polymers

Fossil-based

Figura 4 Esquema tipus de biopolimers [10].

La seva estructura molecular esta composada per unitats repetitives de sacarids, acids
nucleics o aminoacids i a vegades de diverses cadenes secundaries que contribueixen a
les seves funcionalitats.

Al llarg de la historia, els biopolimers s'han utilitzat principalment per I'ésser huma com a
aliment o per a la fabricacié de roba i mobles. Des de la Revolucié Industrial, els
combustibles fossils com el petroli han estat la major font de desenvolupament i de
fabricacio de gairebé tots els productes comercials, com ara els plastics, que a I'actualitat
s'utilitzen a gran escala. Malgrat aix0, aquests combustibles no sén recursos il-limitats, i
les preocupacions ambientals sobre I'Gs dels mateixos cada cop s6n més considerades.
Per tant, s’ha d'actuar d'una manera sostenible, el que significa que els recursos han de
ser consumits a un ritme tal que puguin ser restaurats pels cicles naturals del nostre
planeta.
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Aixi és que, avui en dia, la naturalesa renovable de biopolimers els porta a un
renaixement i un nou interes. En els Ultims 20 anys, aquest interes en productes
sostenibles ha impulsat el desenvolupament de nous biopolimers a partir de matéries
primeres renovables. Malgrat aix0, els biopolimers han de competir amb polimers
derivats de combustibles fossils no només a causa de les seves propietats funcionals,
sind també en termes de cost: els biopolimers s6n competitius quan el preu del petroli és
alti el preu de les matéries primeres, com ara el midé de blat de moro, és baix.

Els biopolimers tenen un ampli ventall de possibilitats, per exemple, la industria
alimentaria, la farmacéutica o productes electronics entre d’altres.

Actualment, els biopolimers encara representen una petita part, tot i aixo, diversos factors
interns i externs indiguen un creixement d’aquests:

- Factors Interns

o0 Propietats técniques i funcionalitat molt avancades

o Potencial de reducci6 de costos a través d’economia d’escala

0 Noves opcions de reciclatge, rentables per a productes biodegradables
- Factors externs

0 Alta acceptaci6 per part dels consumidors

0 Preocupacio creixent de la societat en vers al canvi climatic

0 Augment del preu dels recursos tradicionals

0 Dependencia de la societat sobre els recursos fossils



Pag. 18 DISSENY DE BIOREACTOR PILOT PER A L'OBTENCIO DE POLI-EPSILON-LISINA
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Figura 5 Dades sobre la previsio de la capacitat de produccio a nivell mundial de

biopolimers [11].

Amb l'actual augment de materials, aplicacions i productes, el nombre de fabricants,
manipuladors i usuaris finals esta en constant augment. S’han invertit importants
guantitats en I'ambit de la produccié i del marqueting per guiar i acompanyar aquesta
evolucio.

D’altra banda, el cost de la investigacio i desenvolupament suposa una gran part de la
inversié feta en els biopolimers, aixo té un fort impacte en els preus dels materials i els
productes. No obstant, els preus han sofert una rebaixa a I'tltima década amb I'augment
de la demanada, i en consequéncia, del volum de biopolimers al mercat. Aixi doncs, es
podria suposar que en un futur proxim, el preu sera comparable al dels polimers
convencionals derivats de fonts no renovables.

Avantatges dels productes fets a partir de biopolimers

La principal aportacié dels biopolimers és la reduccié de la dependéncia envers el
recursos fossils limitats (per exemple el petroli), que en les proximes decades s’encariran
considerablement. Paulatinament, les fonts de recursos renovables substituiran les fonts
de recursos no renovables.

Contribueixen notablement a la reduccio d’emissions de gasos d’efecte hivernacle.

A
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Un altre important avantatge es que poden “tancar el cicle” i augmentar la eficiencia dels
recursos. Es pot plantejar la qliestié de dues formes diferents:

= Utilitzar fonts d’energia renovables per crear productes fets a partir de
bioplastics, reciclar aquests productes diverses vegades i recuperar I'energia
renovable al final del cicle de vida del producte.

= Utilitzar fonts d’energia renovables per crear productes fets a partir de
biopolimers, reciclar-los organicament (compostatge) al final de la seva vida
atil, creant aixi biomassa/humus amb cert valor. Aquest nou producte resultant
afavoreix el creixement d’altres organismes (plantes principalment), tancant aixi
el cicle.

En definitiva, tot sembla apuntar que I'is de biopolimers pot contribuir a una societat més
sostenible perod laimplantacio dels biopolimers al mercat encara és en fase inicial i seran
necessaris uns quants anys fins a que n’esdevinguin una part prou important.

3.3.2. Obtenci6 de biopolimers

A grans trets, existeixen dos tipus de biopolimers: aquells que s6n produits de forma
natural a la natura (les proteines o els hidrats de carboni) i aquells que s’obtenen
mitjancant polimeritzaci6 de recursos renovables. D’aquests, la gran majoria del
biopolimers provenen de la biomassa, com és el cas del polisacarids que s’obtenen a
partir de la cel-lulosa i de les proteines del col-lagen o la llet, d’altres també poden ser
produits a partir de biomonomers utilitzant processos quimics convencionals, per
exemple I'acid polilactic; o directament de microorganismes (genéticament modificats o
no), com ara els polihidroxialcanoats.

La manipulacié genética de microorganismes té un gran potencial per a la produccio
biotecnologica de biopolimers amb propietats idonies per a aplicacions mediques de gran
valor com poden ser 'administracié de farmacs o I'enginyeria de teixits.

3.3.3. Termed’'innovacio

Els biopolimers s’han convertit el nou pal de paller de la quimica macromolecular a
I'dltima decada. Aquest fet es fonamenta principalment a I'aparicié de noves técniques de
polimeritzacio com ara la polimeritzacio per radicals controlada (CRP) i a la quimica click
(generar substancies de forma rapida i fiable).

La utilitzaci6 d’'aquestes alternatives ha permeés un molt bon control de l'arquitectura
macromolecular, la distribucié de massa molar, i la funcionalitat de les macromolécules.
Gracies a aquestes tecniques els copolimers en bloc sén avui dia de facil accés, fent-ne
possible I'estudi.
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Les caracteristiques especifigues dels copolimers en bloc en termes de bioactivitat,
biocompatibilitat i biodegradabilitat, permeten I'aplicacié a la farmacéutica, on es fan
servir els auto-acoblaments (polimerosomes, microgels, etc.) com a sistemes
d’administracié de farmacs amb multitud de possibilitats.

En conjunt, caldria dir que els copolimers en bloc amb base biopolimerica sén for¢ca
prometedors. A l'actualitat part dels esfor¢cos es centren en les aplicacions al camp de
I'electronica, on productes amb periodicitat de tan sols 5nm s’han aconseguit reproduir.

3.3.4. Tipus de biopolimers [12]

» CEL-LULOSA

La cel-lulosa és un biopolimer compost exclusivament per molécules de B-glucosa. La
cel-lulosa forma la major part de la biomassa terrestre, el que la converteix en la
biomolecula més abundant a la natura.

Toti que la cel-lulosa, ja es coneixiai s’utilitzava des de I'antiguitat, no va ser fins el 1838,
guan el quimic francés Anselme Payen la va aillar a partir de materia vegetal i en va
determinar la formula quimica.

Des de aleshores, han estat diversos els polimers produits amb base cel-lulosica. El
1870, la companyia Hyatt Manufacturing va desenvolupar el primer termoplastic, el
cel-luloide. Després, a la decada de 1890 es va implementar la produccio del raié (amb
propietats similars a les de la seda) i el 1912 es va inventar la cel-lofana.

Figura 6 Fil de rai6 [12].
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» POLIHIDROXIALCANOATS (PHA)

Els Polihidroxialcanoats o PHA sén poliesters lineals produits a la natura per I'accio de
bacteries per fermentacié de sucres o lipids. Aquestes bactéries els produeixen com a
mecanisme d'emmagatzemament de carboni i energia.

Entre els polihidroxialcanoats més comuns es troben el PHB (acid polihidroxibutiric), el
PGA (acid poliglicolic)o el PLA.

El poli(acid lactic) (PLA) és un polimer obtingut a partir de mido6 de blat de moro, per mitja
de la fermentacio de I'acid lactic. Després de la fermentacio, I'acid lactic se sotmet a un
procés de polimeritzacié per formar el poli(acid lactic), bioplastic més conegut com a PLA.

L’estructura molecular del PLA li confereixen seguit d’avantatges molt interessants. Per
exemple, les seves propietats mecaniques s’assemblen a las del PET i PS. Es un
material que pot imprimir-se sense tractament superficial. Presenta una termosoldabilitat
a temperatures inferiors a les de les poliolefines i una alta transparéncia. Es resistent als
productes aquosos i als greixos, i a més a més, el seu processat és similar al de las
poliolefines (extrusio, injeccid i termoconformacio).

Avui dia és frequent trobar en el mercat una gran quantitat d'envasos com a safates,
ampolles o bosses flexibles, fabricades a partir de PLA.

Figura 7 Envasos fabricats amb PLA [13].

> ACID HIALURONIC

Els mucopolisacarids o glicosaminoglicans (GAGs), son polimers lineals de polisacarids
de repetici6 formats per residus de disacarids. Aquesta familia de carbohidrats és
essencial per ala majoria d’espécies animals. Els GAGs formen un component important
del teixit connectiu. Les cadenes de GAG poden unir-se covalentment amb una proteina
per formar proteoglicans. Alguns exemples inclouen I'heparina, o I'acid hialuronic.

L’acid hialuronic o hialuronat és un GAG anionic i no sulfatat ampliament distribuit pels
teixits connectiu, epitelial i neuronal.

L’estructura quimica de I'acid hialuronic va ser determinada entorn 1950 al laboratori de
Karl Meyer. L'acid hialuronic és un polimer de disacarids, els quals estan compostos per
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acid D-glucuronic i D-N-acetilglucosamina. El pes molecular mitja al liquid sinovial huma
oscil-la entre 3 i 4 milions Da.

A l'actualitat, gracies al paper de l'acid hialuronic, entre d’altres, en el processos
inflamatoris, la migracié cel-lular o la reepitelitzacio; n’és molt frequient I's en aplicacions
mediques pero sobretot a la indUstria cosmeética.

> ACID POLIGLUTAMIC [14]

L'acid poliglutamic (PGA), és un biopolimer lineal, polimeritzat a partir de I'acid glutamic
mitjancant enllag peptidic. El a-PGA es sintetitza quimicament, en canvi el y-PGA es pot
sintetitzar per fermentacié mitjancant bacils, per exemple Bacillus subtilis.

La funcié fisiologica del y-PGA depén de l'organisme productor i de les condicions
ambientals que I'envolten. Pot servir com a font de glutamat en condicions de falta de
nutrients i alhora pot ajudar a la supervivéncia del productor si aquest I'allibera al medi.
També s’ha observat que la seva preséencia pot concedir una major virulencia a
organismes patogens.

HO /O
Hy
H a Y
Hy |
B O
| ] n
Figura 8 Estructura quimica de l'acid poli-y-glutamic [14].

A l'actualitat existeixen una gran varietat d’aplicacions per al PGA, algunes de les quals
han estat descobertes recentment. Alguns exemples son el tractament d’aigties residuals
o la medicina regenerativa.
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3.3.5. Lapoli-epsilon-lisina [2]

La poli-épsilon-lisina (e-PL o EPL), és un homopoliaminoacid format per aproximadament
entre 25 i 35 unitats de lisinai caracteritzat per I'enlla¢ peptidic entre el grup carboxil i els
grups €-amino de la L-lisina. Algunes espéecies de Streptomyces tenen la capacitat de
produir €-PL, sent la bactéria S. albulus la més representativa i la que ha estat utilitzada
majoritariament en una gran quantitat d’estudis.

NH;
(H

L8]

n(25-35)

Figura 9 Representacié esquematica de la estructura de la e-PL [2].

La e-PL va ser descoberta a la década de 1970. Durant un experiment d’identificacié de
substancies Dragendorff-positives d’origen microbia, els investigadors Shima i Sakai
(1977) van trobar la €-PL entre els materials presents al filtrat del cultiu d’actinomicets
aillats del sol. L’actinomicet va ser identificat com a Streptomyces albulus, i la substancia
Dragendorff-positiva va ser verificada com a un homo-poliaminoacid consistent
Unicament en L-lisina.

La seguretat de la ¢-PL ha estat estudiada mitjancant experimentacié amb petits
mamifers, determinant que no existeixen cap tipus d’efectes toxicologics, neurologics,
immunitaris ni per a la salut embrionaria durant dues generacions.

Estructura quimica

La e-PL produida per S. albulus conté entre 25 i 35 residus de L-lisina, i la produccié de
molécules de diversa longitud (n=8-36) ha estat recentment provada en diferents bacteris
Streptomyces. La €-PL esta caracteritzada per la seva estructura primaria i fins ara, no
s’ha identificat cap tipus de ramificacio.

La seva solubilitat a I'aigua és alta, i el seu punt isoelectric per entre 25 i 35 residus és al
voltant de pH 9. Tampoc s’observa cap tipus de degradacié després de bullir-la a 100°C
durant 30 min ni tampoc després d’autoclau.

El métode més habitual per determinar-ne el pes molecular és la cromatografia liquida
d'alta eficiencia (HPLC), un métode costés perd alhora necessari en I'estudi de les
propietats fisiologiques i biologiques de la e-PL. La determinacié d'un pes molecular
definitiu és altament complicada perque no es disposa del polimer a nivell comercial, i es
per aquest motiu que la concentracié s’expressa habitualment a tots els estudis en
mg/mL o ppm.



Pag. 24 DISSENY DE BIOREACTOR PILOT PER A L'OBTENCIO DE POLI-EPSILON-LISINA

Funcio fisiologica

La funcié fisiologica de la produccio de €-PL a les especies productores €s un misteri. Els
efectes sobre el creixement microbia han estat avaluats i s’ha trobat que la e-PL compta
amb una gran capacitat antimicrobiana i contra bacteriofags, tal i com van certificar els
estudis de Shima (1984) i Sakai (1982), i la concentracié minima inhibitoria (MIC) pel
creixement de gran quantitat de bactéries es troba per sota de 100 pg/mL. En el cas del
fongs la MIC és superior, pero inferior en relacio a d’altres productes semblants.

El mecanisme d’inhibici6 del creixement bacteria és el d’adsorci6 electrostatica de la e-PL
a la superficie cel-lular, gracies a la les seves propietats policationiques i conduint a una
destrucci6 de la membrana exterior o una distribucié anormal del citoplasma

Aplicacions

La principal aplicacié de la e-PL ha estat centrada en I's com a additiu alimentari al Japo,
Corea i els Estats Units, i encara que l'adicié en grans quantitats resulta en un gust
amarg, les seves grans propietats antimicrobianes comporten que la quantitats
requerides son de baixa concentracio. També mostra gran capacitat de sinérgia quan és
aplicada conjuntament amb d’altres additius.

Un altre camp d’aplicacio de la e-PL va ser desenvolupat per Kuraray Co., Ltd (2001). En
aquesta, els grups amino de la €-PL son utilitzats en la sintesi d’hidrogels. Aquestes sén
utilitzades principalment a I'agricultura, el processat alimentari i la medicina.

Camp d’aplicacio Exemples

Inddstria alimentaria Conservant alimentari
Productes dietétics

IndUstria meédica Administracio de farmacs
Lipopolisacarids

Altres aplicacions Hidrogels
Bioelectronica
Taula 2 Taula d'aplicacions de la poli-eépsilon-lisina [2].
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En conclusio, la €-PL és avui dia produida industrialment i cada cop sén més el estudis
per trobar nous camps d'aplicacio. Les seves extraordinaries propietats fisicoquimiques
com a compost policationic, aixi com la seva alta activitat antimicrobiana, la introduiran
inevitablement en altres camps d’'aplicacio.

Agquesta situacio podria desembocar en un desproveiment del producte, ja que el sistema
actual de produccio podria resultar inadequat. En aquest sentit, tot i que el mecanisme de
la seva biosintesi aixi com els enzims involucrats s6n encara desconeguts, en els Ultims
anys s’han redoblat els esforcos, obtenint alguns detalls i pistes que de ben segur
permetran dissenyar un nou procés productiu més eficient en un futur no molt llunya.
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4. Reaccions per fermentacio [1]

Un procés de creixement cel-lular implica el consum de substrats que subministren la
energia i la materia primera necessaria per a la sintesi del material cel-lular i altres
productes del metabolisme. Des del punt de vista macroscopic, requereix que el
microentorn contingui tots aquells elements necessaris per a la formacio del material
cel-lular addicional i que, a més, la energia lliure dels substrats consumits sigui superior a
la energia lliure de les cél-lules o productes formats. Ha de complir-se, per altra part, que
tots es elements subministrats com a nutrients siguin presents en una forma compatible
amb el mecanisme enzimatic de la cél-lula.

El creixement cel-lular obeeix les lleis de la conservacio de la massa. Els atoms d’oxigen,
nitrogen, carboni i els altres elements es reordenen en els processos metabolics de la
cel-lula de manera que la quantitat total incorporada coincideix amb la desapareguda de
lentorn. Es compleix que la quantitat dels productes metabolics formats o de calor
generada pel creixement cel-lular, és proporcional a la quantitat consumida d’algun dels
substrats 0 a la quantitat formada d’algun producte. Totes aquestes propietats fan factible
el plantejament de balang de matéria i energia als processos de creixement cel-lular,
expressats de forma general com a:

Font de C + Font de N + 0, + minerals + nutrients especifics
— Massa cel - lular + productes + CO, + H,0

4.1. Creixement cel-lular, consum de substratsi obtencio de
productes

Tal com s’hadit, el procés de creixement cel-lular, que es produeix a partir del consum de
determinats substrats i que comporta la formacié d’'un seguit de productes, és molt
complex, ja que és el resultat de la interaccidé entre una poblacio cel-lular i el medi
ambient en el que es troba.

La cel-lula t¢ a més a més capacitat d’'adaptacio a canvis en la composicié del medi
ambient, i a llarg del cultiu poden succeir mutacions o algun tipus de pressio selectiva que
provoqui canvis en les caracteristiques genétiques de la cél-lula. La inestabilitat cel-lular
també és un fenomen que pot ocorrer. Tanmateix cal tenir en compte que en el transcurs
de les diferents fases del cicle cel-lular, la cel-lula varia I'activitat metabolica, a més en
microorganismes no unicel-lulars, com aquells que desenvolupen micelis, la morfologia i
mida en varien considerablement durant el creixement. Un model de creixement cinétic
gue contempli tots els aspectes anomenats, entre d'altres possibles, seria d’'una
complexitat elevada. En definitiva, la solucio escollida és la d’efectuar un seguit de
suposits que permetin obtenir una representacié Util de la cinetica de creixement d’'una
poblacio cel-lular. La complexitat dels models obtinguts dependra del grau d’aproximacio
adoptat.
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Si es treballa amb un reactor continu de tanc agitat es manté un cabal constant d’entrada
i sortida, i la mescla del reactor fa que les concentracions a l'interior siguin homogenies i
iguals al corrent de sortida. Fixades unes determinades condicions d’operacio, la poblacio
cel-lular evolucionara cap a un determinat estat estacionari.

4.2. Modelitzacio de sistemes bioquimics

El creixement microbia es un procés complicat de modelar a consequéncia de les
multiples interaccions entre les cél-lules i el medi, i a la gran quantitat de reaccions
bioquimiques que hi intervenen en lactivitat cel-lular. Diversos models conceptuals i
matematics s’han formulat amb l'objectiu d’explicar i replicar el comportament que
mostren els sistemes biologics. Aquests models s’han classificat segons les
simplificacions implementades respecte a la estructura de les cél-lules o a la distribucio
de la poblacié cel-lular. La classificaci6 més habitual inclou models no estructurats,
estructurats i segregats, no segregats.

No
estructurat

Estructurat

Un sol component .
N 0 P Més d’'un component

Descripcié mitjana de

segreg at les cél-lules
CAS MES IDEAL

Descripcié mitjana de les
cél-lules

Més d’'un component
Un sol component

Seg reg at Poblacié cel-lular Poblacio cel-lular heterogénia

N cél-lules tractades individualment
homogenia

CAS REAL

Taula 3 Diferents graus d'aproximacio en el plantejament de models cinétics per
descriure el creixement cel-lular [1].

A aquest projecte, es treballaran models de tipus no estructurat i no segregat, és a dir, les
cél-lules es consideren totes iguals en mitjana i des d’un punt de vista cinétic es tracten
com sifossin un component més del medi, sense definir-se’n cap estructura interna. Tot i
gue les simplificacions dutes a terme sén considerables, I'aplicacié d’aquests models
permet obtenir unes prediccions prou bones del comportament de gran quantitat de
sistemes. En cas que les prediccions no fossin prou acurades, seria necessari augmentar
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la complexitat del model. En conjunt, el model s’ha d’entendre com a una interpretacio
d’'una realitat molt més complexa. S’ha tenir clar que 'augment de la complexitat del
model comporta un augment del nombre de parametres a determinar i que la fiabilitat del
model, es troba lligada amb el grau de precisié amb que es pugui realitzar.

Seguidament es detallen els trets caracteristics dels diferents models descrits a la taula
anterior.

4.2.1. Models No Estructurats

Els models no estructurats sén el més simples a I'hora de descriure el creixement
microbia. En aquest s’assumeix que les cél-lules sén una entitat en soluci6 i que aquesta
interactua amb I'ambient. No se’n reconeixen cap tipus d'estructures internes de les
cel-lules, i la diversitat poblacional es considera menyspreable. La massa cel-lular es
descriu amb una sola variable, la qual correspon a la concentracié de biomassa total.

La expressié meés habitual és I'equacié de Monod. La mateixa, presenta bons resultats
per a un gran nombre de situacions d’estat estable. Malgrat aix0, I'expressié no ajusta les
dades de tots el processos de fermentacio, motiu pel qual alguns autors han ajustat
lequacié per millorar-ne I'ajust en casos particulars.

A més a més, I'equacié de Monod no aproxima bé en presencia d’inhibicio per substrat,
producte o ambdos, per tant s’han formulat models que incorporen cinetiques que
contemplin aquesta possibilitat. Es per aixo que correlacions de tipus lineal, exponencial,
hiperbolic i parabolic s’han proposat en base a les observacions experimentals, i s’han
pogut provar en diferents estudis amb bons resultats [15].

Un altre tipus de model no estructurat és aquell que inclou el procés de manteniment.
Aquest considera dues situacions a través de les quals el substrat es consumeix: una
reaccio on es converteix en biomassa, i una altra on s’utilitza per al manteniment de la
cel-lulaindependent del procés de creixement. Al igual que en els altres models no
estructurats, la biomassa es descrita per una sola variable. Aquest model recrea bé els
resultats de molts processos de fermentacio [16].

4.2.2. Models Estructurats

Els models estructurats si que consideren l'estructura de la biomassa, i aquesta es
descriu amb més d'una variable. Els models estructurats es poden classificar en simples
0 mecanicistes.

Models estructurats simples:

Incorporen qualitativament alguns mecanismes basics del comportament cel-lular.
Aquests tenen una capacitat de prediccié més elevada que els models no estructurats.
D’aquesta manera es fa possible descriure els processos de creixement a diferents
condicions d’operacié amb el mateix grup de parametres, i aixi es poden aprofitar per
optimitzar el procés. Les components de la biomassa d’aquests models, s’ajunten en
algunes variables clau que son representatives del comportament cel-lular. L'activitat
microbiana és funcié de variables abiotiques i de la composicio cel-lular. L'activitat
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El

microbiana depen de les condicions ambientals que el cultiu ha experimentat amb
anterioritat. Els components inclosos en el model representen I'agrupament de
diferents enzims, metabolits o altres components. Les reaccions considerades son
empiriques perqué no representen conversid entre les components reals. Les
cinetiques per a les reaccions individuals usualment es descriuen amb expressions
empiriques tal que les dades experimentals s’ajusten amb pocs parametres.

Expressions com la de Monod soOn utlitzades perqué resumeix algunes
caracteristigues fonamentals de la majoria de les reaccions cel-lulars. Malgrat la
naturalesa empirica dels models, es basen en mecanismes cel-lulars ben
fonamentats, i poden simular acuradament certes caracteristiques dels experiments.
Hi ha principalment dues classes de models estructurats simples: els models de
compartiments i els models cibernétics.

Els models de compartiments, divideixen la massa cel-lular des d’'un punt de vista

macroscopic, en compartiments conformats per enzims individuals i grups de
macromolecules.

Els models cibernétics van ser formulats per Ramkrishna [17] i el seus col-laboradors
amb la intencié de descriure el creixement cel-lular a multiples substrats. La idea
basica del model es que un enzim clau actua de “coll dampolla” en el creixement
sobre un substrat particular. Es per aixo que I'enzim ha de ser sintetitzat abans de
ocorrer el creixement sobre el substrat.

Amb tot, aquests models han evolucionat a etapes on la complexitat i gran quantitat de
parametres dificulten en excés el raonament dels comportaments observats.

Models Mecanicistes:

Son un tipus de models estructurats més complexos. Son Utils per estudiar per separat
processos especifics de les ceél-lules. Es formulen a nivell molecular, i permeten
analitzar quantitativament interaccions entre diferents components del sistema.

Aquests models permeten considerar caracteristiques propies de las cel-lules
individuals com es el cas de la geometria cel-lular; per inspeccionar efectes potencials
sobre el transport de nutrients. A més, permeten considerar distribucions espacials
dels components intracel-lulars, i deixen incloure models de trajectories bioquimiques i
models de control metabolic.

4.2.3. Models Segregats

s models segregats consideren que la poblacioé cel-lular és heterogenia. Les ceél-lules

individuals en la poblacié son descrites per una sola variable (massa cel-lular o edat
cel-lular).

Aquests models s'utilitzen a sistemes microbians en els que s’observa que la
diferenciacié de les cel-lules és primordial en a l'exercici global del cultiu, i que les
cinétiques de creixement i la productivitat del cultiu son influenciades per I'aparicié de

m

=

m t..L'((

és d'un tipus de ceél-lula. Es caracteritzen per formular una propietat important de les

TSEI

@ Frect



DISSENY DE BIOREACTOR PILOT PER A L'OBTENCIO DE POLI-EPSILON-LISINA Pag. 31

cél-lules, per exemple la massa cel-lular, sobre una distribucié continua. Aquests models
s’han aplicat per descriure el creixement de fongs filamentosos, i d'altres sistemes
cel-lulars amb cultius bacterians que contenen plasmidis inestables.

La seleccio del tipus de model dependra dels objectius del treball. Un factor de decisio
molt important és la disponibilitat de dades experimentals per a les variables
considerades en el model.

4.3. Fermentacions aerobiques i anaerobiques

La fermentacio aerobica de la materia organica consisteix en la seva degradacié en
presencia d'oxigen per mitja de bactéries, produint principalment dioxid de carboni, aigua
i el producte seguint la segiient reaccio:

Materia Organica + Microorganismes + Nutrients + 0,
— Nous Microorganismes + Materia Organica resistent
+ Energia Calorifica+ CO, + H,0 + NH; + -+

La fermentacié anaerobia de la matéria organica, consisteix en la seva degradaci6é en
absencia d'oxigen per mitja de bacteries, produint el anomenat biogas, una mescla de
multiples components, amb el meta com a element predominant i on s’hi troben, en
diferents proporcions, una gran quantitat d'elements: CO,, NH;, SH, i d’altres.

Materia OrganicaOrganica + Microorganismes + Nutrients + H,0
— Nous Microorganismes + Matéria Organica resistent
+ Energiacalorifica +C0O, + H,S + NH,

4.4. Cinética de lareaccio [1]

En general, un bioreactor es pot modelar com un sistema d’equacions diferencials. Si
s’accepta la uniformitat (mescla perfecta) a dins del bioreactor, Unicament succeeixen
variacions respecte al temps, i el sistema es pot descriure amb un grup d’equacions
diferencials ordinaries de primer ordre.

- Cinetica de creixement

Per determinar la cinéetica de creixement, una de les equacions meés utilitzades es
lequacié de Monod, que descriu el creixement cel-lular en funcié de la disponibilitat de
substrat limitant, i que es pot expressar com:

Substrat (S) + cel - lules (C) — més cel - lules (C) + Producte (P)

dc S-C
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On:
R, velocitat de creixement de les cél-lules (g-L™*-h™)
un: Velocitat especifica maxima de creixement (h™).

Ks: constant de Monod (g/L). També es pot expressar en funcié de la velocitat
especifica de creixement, resultant:

_ S

2

Essent u, el maxim valor que pot assolir la velocitat de creixement, quan S>>K; i les
concentracions de la resta de nutrients no han variat notablement. K¢ és el valor de la
concentracio del nutrient limitant a la que la velocitat especifica de creixement és la meitat
de la maxima.

Per a valors de S inferiors a Ks, la velocitat de creixement depén linealment de S, en
canvi, per valors superiors, el valor de y n’és independent. Un dels inconvenients que
planteja sovint la utilitzacié d’aquesta equacio és la correcta determinacio del valor de
Ks, atés que habitualment és molt petit.

- Cinetica de consum de substrat i formacié de producte

Com es pot observar a les equacions anteriors, la velocitat de creixement de les cél-lules
€s un proceés que té lloc en paral-lel al consum de substrats i obtencio de productes, la
concentracio del qual té una influencia directa sobre el valor de la velocitat de creixement.
La relaci6 entre tots tres processos no sempre segueix els mateixos models , i depén de
cada tipus de microorganisme.

De forma genérica, Gaden establi una classificacié basada en tres tipus de sistemes
diferenciats:

Tipus I: Productes associats al creixement. La formacié de producte és funcié del
consum de substrat i en una gran part n’és proporcional.

Tipus II: Productes parcialment associats al creixement. La formacié de producte
depen només indirectament del consum de substrat.

Tipus llI: Productes no associats al creixement. La formacié del producte no
depen del consum del substrat.
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Figura 10 Fases de creixement de les cel-lules [18].

Les expressions de velocitat de formacié de productes per a cadascun dels sistemes,
es basa en 'equacié enunciada per Luedekingi Piret:

r=a-1rx+p-C=a-f-C+p-C

©)

A partir de I'equacié anterior, es pot observar que la velocitat de formacié del producte
depen de dos termes, un d’'associat al creixement (a-u-C) i un altre associat a la
concentracio de cel-lules (8-C). Aixi doncs, per a una fermentacié de tipus |, la
expressio es redueix a:

P =Qa- Ty

(4)

En definitiva, a coincideix amb la definicid de rendiment: Producte/cél-lules coincideix
amb la definicié de rendiment: Producte/cel-lules Ypx.

Pel que fa a la relacié entre creixement i consum de substrat, s’ha de valorar que el
substrat és la font de carboni i també proporciona energia a les ceél-lules, el consum
dedicat al manteniment de l'activitat de les cél-lules pot ser notable, en funcié de les
condicions de creixement. En particular, en un cultiu en fase estacionaria de
creixement, el consum de substrat s’utilitza basicament de manteniment, amb poc
creixement cel-lular, al contrari que en un creixement rapid (en la fase exponencial
d’'un cultiu en discontinu) la major part del substrat consumit es destina al creixement.
En general, quan s’han de valorar ambdos aspectes, s'utilitza la seglent expressio per
relacionar la velocitat de consum de substrat i la concentracié de cél-lules i la seva
velocitat de creixement:

1
—Trs=——u-C+m-C
Yess

®)
on:

m: coeficient de manteniment i el rendiment entre les cel-lules obtingudes i el substrat
consumit.
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4.5. Caracteristiques cinetiques, termodinamiques i de
transferencia de materia [1]

Les reaccions biologiques presenten tot un seguit de caracteristiques propies, des del
punt de vista cinétic i termodinamic, que les diferencia d'altres processos de
transformacié quimica.

- Els processos de fermentaci6 tenen un caracter autocatalitic: els microorganismes
(producte) actuen com a catalitzadors del procés.

- Son processos generalment lents.

- L'activitat especffica dels catalitzadors normalment és baixa en comparacié amb els
catalitzadors quimics.

- Tals processos depenen completament de les condicions ambientals: T, pH,
oxigen,...

- La naturalesa del biocatalitzar pot veure’s modificada durant el procés.

- Les entalpies de reaccid sén baixes, €s per aix0 que el disseny dels equips
d’intercanvi de calor no hauria de suposar un gran problema.

- L'energia d’activacié de la reaccié té un paper transcendental, motiu pel qual en
alguns rangs de temperatura, la velocitat de reacci6 és fortament depenent de la
temperatura d’'operacio.

- La temperatura i pressio d'operacié s6n moderades.

- Als processos de fermentacid, habitualment es necessita una separacio dels
materials solids.

4.6. Bacteries productores de poli-épsilon-lisina [19]

El coneixements sobre les espécies microbianes productores de poli-epsilon-lisina encara
s6n molt reduits. S’ha observat que els grups productors de €-PL pertanyen principalment
a les bactéries de la familia Streptomycetaceae.

Els estreptomicets son una familia de bacteris gram positius amb forma de basto, que
formen el génere més gran dins de les actinobacteries.



DISSENY DE BIOREACTOR PILOT PER A L'OBTENCIO DE POLI-EPSILON-LISINA

Pag. 35

Classificades a dins de la familia es troben diversos géneres, per exemple:

» Kitasatospora

» Streptomyces

S.achromogenes = S.griseus
S.albulus = S.kanamyceticus
S.ambofaciens = S.noursei
S. avermitilis = S.somaliensis
S. cinnamonensis = S. toxytricini
S.clavuligerus = S. tsukubaensis
S.felleus = S. Violaceoruber
Spore
Spore Germinating
Chains W E e, _ Spore
%ﬁ@\_\p 0:'62@ .
&“’V W
Streptomyces -
Life Cycle
4
5§
7]
&6

Aerial Hyphae Vegetative Mycelium

Figura 11 Cicle de vida de les bactéries Streptomyces [19].

El génere de Streptomyces es caracteritza per la capacitat de sintetitzar nombrosos
metabolits secundaris/productes naturals, a prop del final de la fase de creixement dels

microorganismes. Hi ha una gran varietat d’espécies dins d’aquest génere, com es el cas
del Streptomyces albulus

ain
ey
V!‘,'@'dv
SN

Do b

ETSEIB



Pag. 36 DISSENY DE BIOREACTOR PILOT PER A L'OBTENCIO DE POLI-EPSILON-LISINA

4.6.1. Streptomyces albulus [20]

Figura 12 Creixement de S. albulus. (A) 3 dies després de propagacio (B) 5 dies
després de propagacio [20].

Tal i com s’ha dit anteriorment, la especie S. albulus pertany al genere Streptomyces,
actinobacteries filamentoses, el que implica que so6n grampositives. Tipicament, S.
albulus creix al sol o al fullatge que hi cau, i tenen un metabolisme caracteristicament
complex, produint-ne nombrosos metabolits secundaris naturals, el que les fa un recurs
molt valuds per a la industria farmaceéutica.

Entre aquests productes derivats del procés metabolic del Streptomyces albulus, es
troben entre d’altres: la cicloheximida i la e-PL.

Es per aixd que la espécie Streptomyces albulus, ha estat objecte de molts estudis a
consequeéncia de la seva implicacio en la producci6 de €-PL i ha demostrat ser la principal
font de bioproduccio6 de poli-épsilon-lisina (Hirohara 2007).

El seu creixement és més lent que el d'altres bacteris comuns al laboratori, necessitant
habitualment entre 3 i 5 dies d'incubacié per mostrar un creixement adequat. Estudis
recents han provat que no s6n microorganismes patogens per als €ssers vius.

Convé destacar que, aquestes bactéries també estan involucrades en la biodegradacio
de la e-PL. Recentment s’han pogut aillar diversos enzims responsables del procés i els
esforcos actuals dels investigadors es centren en trobar metodes d'inhibicié per
augmentar la produccié de €-PL.
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4.6.2. Medis de cultiu de Streptomyces albulus

El medi de cultiu de la bactéria S. albulus ha estat objecte d’estudi amb I'objectiu de
millorar la produccio de €-PL.

El métode més habitual és 'anomenat M3G. Consisteix en inocular la soca de S. albulus en
un matras Erlenmeyer de 500 mL que contingui 100 mL de dissolucié M3G (50g/L glucosa,
10g/L (NH,),SO,, 5g/L dextracte de llevat; 1,36g/L KH,PO, 0,8g/L K,HPO,; 0,5g/L
MgSO,-7H,0; 0,03g/L FeSO,4-7H,0; 0,04g/L ZnSO,-7H,0) a 30°C i sota agitacio a 220 rpm
durant aproximadament 8 hores.

4.7. Estat de I'art de la bioproduccié de poli-epsilon-lisina [2]

Tal i com s’ha dit anteriorment, la €-PL va ser descoberta accidentalment fa més de 25
anys. Des de llavors, les condicions de produccié han estat investigades per optimitzar la
seva produccio per a I'is comercial.

Shima i Sakai (1977, 1981a,b) van reportar que la soca salvatge de S. albulus va créixer
en un medi basal (50g glicerol, 10g (NH,):SO,, 5g d’extracte de llevat, 0,59 MgSO,-7H,0;
0,03g FeSO,-7H,0; 0,04g ZnSO,-7H,O per 1L amb adici6 de solucié amortidora 1/50M
KH,PO,~Na,HPO, (pH 6,8) i produia 0,3 g/L de €-PL després d'un cultiu de 48h a 30°C.
El procés de fermentacio tipic mostrava que el creixement cel-lular maxim s’aconseguia
després de 20h. El posterior descens del pH era fonamental per a 'acumulacié de ¢-PL,
produida després de 30h.

Tot seguit es mostren altres experiments realitzats per millorar la productivitat de poli-
epsilon-lisina:

Shima et al. (1983)

L'experiment es basa en un métode de cultiu en dues passes. En primer lloc, S. albulus
creix en un medi mineral amb un contingut de 20g/L de glicerol i 5g/L d’extracte de llevat
durant 1 dia i a 30°C. Aleshores, les cél-lules son recollides per filtracio i inoculades a un
medi mineral amb un contingut de 20g/L de glucosa, 20 g/L d'acid citric i 10g/L de
(NH,),SO,. Aquest metode resulta molt productiu, entre 4 i 5 g/L de ¢-PL es poden
produir en un periode de 8 a 9 dies.

Hiraki et al. (1998)

Mutacions S-(2-aminoetil)-L-cisteina(AEC) i resistents a la glicina, van ser creades a partir
de la soca 346 de S. albulus. La produccio6 resultant va ser 4 vegades superior amb la
utilitzacié d’'un nou medi, M3G (50g glucosa, 10g (NH,).SO,, 5g d’extracte de llevat; 1,369
KH,PO,; 0,89 K,HPO,; 0,59 MgSO,-7H,0O; 0,03g FeSO,-7H,O; 0,04g ZnS0O,-7H,0) a
30°C durant 96 h. Es va observar una caiguda de pH des de 6,8 a 4,2 en 36h, i una lenta
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caiguda a 3,2 a les 96h. L’acumulacio de €-PL es va incrementar significativament quan el
pH era inferior a 4,2.

Kahar et al. (2001)

El cultiu de S. albulus 410 va ser dut a terme en un medi M3G a un fermentador fed-batch
de vas de 5L, amb control de pH. El control del pH va ser dividit en dues fases. A la
primera fase, el creixement cel-lular va ser accelerat mantenint el pH per sobre de 5,0; a
la segona fase, la produccio de e-PL es va incrementar mantenint el pH al voltant de 4,0.
Amb aguest métode de control, es va aconseguir millorar la produccio tipica d’'un procés
fed-batch de 5,7¢g/L fins a 48,3g/L

En conclusid, en vista del resultats aportats pels diferents investigadors mundials, es
decideix prendre les condicions de Kahar et al. (Kahar, 2001) que consisteixen en:

- Temps de fermentacio: 6 dies
- Productivitat: 40 g/L de ¢-PL al final de la fermentaci6

- Font de carboni: Glucosa. Inicialment s’aporten 50 g/L fins que, després de 72 h la
concentracio decau fins a 10 g/L. Posteriorment, manteniment daquesta
concentracio pel metode fed-batch fins a les 144 h (75 g per L en total repartits en
72 h, es a dir al voltant de 1,04 g/h de realimentacié o be, lots de 15 g per cada L
cada 12 h).

- Medi de cultiu durant el procés fermentatiu: M3G, consistent en: 10g/L (NH,;),SO.,,
5g/L d'extracte de llevat; 1,36g/L KH,PO,; 0,8g/L K,HPO,; 0,5g/L MgSO,-7H,0;
0,03g/L FeS0O,-7H,0; 0,04g/L ZnSO,-7H,0.

- Temperatura de la bioproduccid: 30°C.
- pH: Hi ha dues etapes:

o Etapa inicial (fins a les 72 h): El pH inicial és de 6,8 i es deixa caure
lliurement fins a 4.

o Etapa de manteniment (72-144h): Es procedeix al manteniment del nivell
d'acidesa mitjancant laddici6 automatica de NaOH (dissolucié de
concentracio 2 mol/L).

- De les dades proporcionades per l'estudi, es poden deduir els seguents
parametres de creixement microbia:

o Ks=15¢/L 0 Yps=0,18 g/g
0 Hn=0,075h" 0 Cy=0,7¢g/L
o Yos=0,79/g 0 Sp=50¢g/L
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5. Introducci6 als bioreactors

Un bioreactor o fermentador, és un volum de control o sistema que manté un ambient
propici per al creixement biologic.

En alguns casos, un bioreactor és un recipient en el que es porta a terme un procés
quimic que involucra organismes o0 substancies bioquimicament actives derivades
d’aquests organismes. Aguest procés pot ser aerobic o anaerobic.

Aquests bioreactors son habitualment cilindrics, variant en dimensié des d’uns pocs
mil-limetres fins a metres cubics i s6n usualment fabricats en acer inoxidable.

5.1. Tipus de bioreactors

5.1.1. BIOREACTOR DE TANC AGITAT

El bioreactor de tanc agitat és el més utilitzat a la indUstria. Es pot operar de tres formes
diferents: discontinu, discontinu alimentat (fed-batch) i continu [21].
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Figura 13 Bioreactor de tanc agitat [1].
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0 MOTOR: Agitador composat d’hélixs o paletes que proporcionen l'agitacio a la
mescla.

0 CONDUCTOR D’ENTRADA | SORTIDA: Font d'alimentacio del substrat i sortida
de producte, també poden existir sortides de gasos.

o DEFLECTOR: Plagues destinades a evitar la formacio de vortexs.

o AERACIO: Dispositiu que genera un flux d’aire a dins de l'agitador per a aportar
turbuléncia i ajudar a homogeneitzar la mescla, alhora que proporciona oxigen al
medi.

o MANOMETRE: Dispositiu de regulacié | lectura de la pressié interna del tanc.

0 CAMISA: Recobriment térmic que ajuda a ailar la mescla i conservar la
temperatura.

L’agitador consta d’'un motor al que es connecta un eix que incorpora els aleps o paletes. Hi
ha una gran varietat de dissenys de paletes i normalment ocupen uns dos tergos del
diametre del reactor. L’agitador es situa a 1/3 de la base.

La majoria dels reactors discontinus utilitzen també parets deflectores, amb la funci6é de
trencar el flux causat per la rotacio de I'agitador, és a dir, la formaci6 de vortexs. Aquestes
poden estar fixades a la tapa o muntades a les parets laterals.

El calor generat a la reaccio i I'agitacio o el calor absorbit a la reaccio, s’elimina o s’afegeix
mitjangcant una camisa 0 un sistema de tubs. En alguns casos, es pot controlar la
temperatura per mitja del sistema d’aeracio (introduint aire més o menys calent en funcio de
les necessitats).

Bioreactor discontinu de tanc agitat

A aquest reactor, tant el medi de fermentacié com l'inocul s’introdueixen en el sistema al
comencament de I'operacid. Tret de I'entrada/sortida de gasos i I'adicié d’antiescumants o
reguladors de pH, no s’acostuma a introduir res fins la finalitzacié del procés.

El reactor es troba uniformement mesclat, aixi, la concentracio de tots els components és la
mateixa a qualsevol punt del reactor.

Un bioreactor de tanc agitat discontinu esta format per un tanc amb un agitador i un sistema
integral de calefaccio / refrigeracio.
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Les caracteristiques principals d’aquests tancs son:

- Volum: pot variar des d'un litre fins a superar els 15.000.

- Materials: acer, acer inoxidable, vidre revestit d’acer, vidre o aliatges.

- Carrega: Liquids i solids so6n introduits a través de connexions a la tapa del
reactor. Els vapors i gasos també s’alimenten a través de connexions a la part
superior.

Bioreactor discontinu alimentat (Fed-batch)

A aquests tipus de bioreactors, el substrat s’alimenta en carregues successives i no es
retira producte, per tant el volum del medi de reaccié varia durant el procés. Aquesta
metodologia d'alimentacié (fed-batch) permet solucionar alguns problemes que presenta
I'operacio del reactor discontinu.

El principal avantatge que presenta €s que permet controlar o alterar la concentracié d’'un
0 més nutrients o substrat en el medi de cultiu. Aquest fet por millorar la productivitat
global del procés en relacié al procés discontinu.

El substrat s’afegeix a mesura que es va consumint, mantenint la concentracié en uns
valors que permetin assolir velocitats de reaccidé prou bones, aconseguint un equilibri
entre 'augment de velocitat i el de concentracioé de substrat i disminucio per efecte de la
inhibicié per producte.

Concentracio|g/L)
140

—

120 h
1

16
Temps (hores)
Figura 14 Dinamica d'un procés Fed-Batch: alimentaci6 per cicles [21].
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Bioreactor continu de tanc agitat

Els reactors continus de tanc agitat son equips cilindrics amb uns sistema
d’homogeneitzaci6 que garanteix la mateixa composicié a qualsevol punt del reactor.
També son coneguts com a quimiostats.

El procés continu implica simultaniament I'entrada i sortida de medi liquid, de manera que el
volum al reactor és constant. Un dels avantatges principals d’aquest model de reactor és la
reduccid de costos a consequiencia de la reducci6 de ma d'obra i energia (major
productivitat, millor control del procés).

Bioreactor continu de tanc agitat amb recirculacié cel-lular

La principal caracteristica d'aquest bioreactor és la presencia d’'un sistema de separacio de
biomassa (decantacié, centrifugacié o ultrafiltracié) acoblat al reactor, que permet la
recirculacié parcial pera augmentar la concentracié cel-lular al bioreactor i, aixi, la
productivitat volumetrica.

Qr
Cr Qp
< Sr o
Qo l— ) Sr
Co
—_—
So
7
CO e/ | .&
C1 / —=Cs
F 51 Ss
Figura 15 Esquema d’'un Reactor continu de tanc agitat amb recirculacio cel-lular
[21].
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5.1.2. BIOREACTOR DE COLUMNA DE BOMBOLLES

Als reactors de columna de bombolleig, la ventilacio i la mescla s’assumeix mitjangant la
injecci6 de gas, procés que reguereix menys energia que l'agitaci6 mecanica. La
introducci6 del gas permet assolir una agitacié homogenia i 'oxigenacio de la mescla.

Tal i com es mostra a la figura 16, els bioreactors de columna de bombolleig poden tenir
diferents configuracions:

Gas outlet

Gas outlet Gas outlet o
. _~Gas-liquid separator
,.,--'—~—"“—_

/,-ﬁ-""_'_ -._: r*:\-_-{ §
X H A= ™| Culture mediom
A * i * _~Culture medium | <7 - 78 __~Culture medium = ulture medi
* ., * L P Dr;.]r.l Iube Riser ‘___z-’ l+ ' rx,,l}::wm Dmer
* ¢ * + * Vi~ + |
ey J J‘ f
m‘m_— Adr inlel bt 1 Adr inlet LIJ =
\‘_—ff! \“‘“-I\h-. ‘--""'/ Adr inlet
Figura 16 Diferents tipus de bioreactors de columna daire [21].

5.1.3. ALTRES TIPUS DE BIOREACTORS

De llit fluiditzat

No s6n molt corrents, a conseqiéncia del seu alt cost i complexitat. El microorganisme
roman suspes al fermentador per I'accio del bombolleig continu,

De llit de degoteig

Son els més tradicionals (similar als de llit fix). El substrat es fa passar lentament per la
matriu que conté el microorganisme, el que suposa la consideracié d'un temps de
residencia a la matriu.

D’enzims o cél-lules immobilitzats

Son els més innovadors. La immobilitzacio pot efectuar-se per mitjans fisics (per exemple
adsorcid) o quimics (enllagos covalents). Permeten reutilitzar continuament el
biocatalitzador, disminuint costos. Presenten linconvenient que les cel-lules poder
participar en diversos processos fermentatius, augmentant la inestabilitat genética.

gin
ek
v 4 v
d-’m‘-"

ETSEIB



Pag. 44 DISSENY DE BIOREACTOR PILOT PER A L'OBTENCIO DE POLI-EPSILON-LISINA

Fotobioreactor

Un fotobioreactor és un tanc fabricat en material transparent i que té la funcié de cultivar
microorganismes fotosintetics aquatics. Esta format per un receptor solar (sistema
tubular) i un sistema dimpulsié (bombolleig d’aire). Aquest bioreactor pot operar en
continu o en discontinu, permetent la injeccié de dioxid de carboni i el control de pH i de la
concentracio d'oxigen dissolt en el cultiu.
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6. Materials i equip

En l'elecci6 del bioreactor, i amb el proposit d’aportar beneficis econdomics a la seva
operacio, s’han tingut en compte els segiients objectius:

1. Ait rendiment en el producte desitjat: assolir una gran conversié (emprar
completament la matéria primera) i aconseguir una alta selectivitat en el producte
desitjat evitant la generacio de coproductes.

2. Elevada productivitat: velocitat a la que ocorre el procés.

3. Obtencié de producte en concentracié elevada: per a disminuir la complexitat i els
costos de separacio.

6.1. Eleccio6 del bioreactor

6.1.1. Vas

El reactor escollit per a dur a terme la fermentacié ha estat un bioreactor de tanc agitat
alimentat per lots.

6.1.2. Geometria

La geometria tipica d'aquests reactors és de forma cilindrica, amb una altura aproximada
a 3/2 la del diametre del cilindre.

El bioreactor incorporara 4 peus que exerciran de suport vertical i li donaran una major
estabilitat, prevenint possibles accidents en la manipulacio.

El calcul del volum i mesures esta especificat en el punt Parametres de disseny (punt 7.1.).

6.1.3. Materials

El material seleccionat és I'acer inoxidable tipus 316L, un dels més emprats en I'ambit de la
biotecnologia a causa de les seves excel-lents propietats [22].

En primer lloc té una alta carrega de sals, el que li confereix una bona resistencia a la
corrosio, d'altra banda té una bona resistencia (duresa), mal-leabilitat i soldabilitat. La seva
composicié quimica és Crom, Niquel i Molibdé (al 2-3%), la presencia d’aquest Ultim no
Unicament millora la resisténcia a la corrosié, siné que en prevé I'aparicio.

Tal i com s’ha dit, té una gran resistencia a I'accié corrosiva, ja sigui per picadura com per
reactius quimics o per atmosfera marina.

Com a avantatge extra, és un matéria de facil neteja i esterilitzacio.
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6.1.4. Valvules iports — Sistemes d’alimentacio i de sortida

El bioreactor disposara de 8 ports a la tapa superior, quatre de grans i quatre de petits.
Els ports de major diametre sén aquells per on entrara l'alimentacié, els reactius i en el
cas que en algun moment fos necessaria I'addici6 de medi, aigua o qualsevol altre
element.

Aixi mateix compta amb un conducte per a I'entrada de I'aire (sistema d’'aeraci6), també a
la tapa del bioreactor, el qual disposa d’'una valvula de bola per a poder regular el cabal
d’aire d’entrada.

Per la seva part, els ports més petits, estan destinats a la introduccio del sistemes de
regulacié del medi (temperatura i pH).

A la base del bioreactor, hi haura un port de sortida del producte final, aquest disposa d'una
valvula de bola, per a poder regular el cabal de sortida.

6.2. Sistema de control de temperatura

Amb l'objectiu de maximitzar el rendiment del procés, cal que el medi es mantingui en tot
moment al voltant dels 30 °C. Per aquest motiu s’ha decidit la instal-lacié d'un sistema
format per un termometre, un termaostat i resistencia eléctrica.

L'activacio de la resisténcia estara controlada per un sistema composat per un
termometre i un termostat. D’'una banda, el termometre elegit és un de convencional de
laboratori, digital i que és el suficientment llarg com per estar en contacte amb la
dissolucié.

El termometre escollit és el model*TH310 termometre digital” de la marca MILWAUKEE.

-~

.
’ '9;0
’.‘

Figura 17 Termometre TH310 — Milwaukee [23].
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D’altra banda, el termostat que s’ha decidit instal-lar és el model “ID961” de 'empresa
ELIWELL, programable, i que disposa d'una d’entrada digital universal i també d’'una sortida
digital de relé.

Per dltim, la resisténcia escollida, entre moltes altres trobades al mercat, és una de la
casa Process Heating Services Ltd model “immersion heater 30" d'1kW de poténcia,
potencia suficient per escalfar el cultiu en poc temps en relacié a la durada total de la
reaccio. Té una llargaria de 75 cm, per tant, pot quedar submergida als 500L de brou de
cultiu.

6.3. Sistemes de control de parametres bioquimics: pH

El pH-metre seleccionat ha estat el model “H-Series Meters and Non-Glass Probes Data
Sheet — NMR Tube pH Probe waterproof version” de 'empresa HACH, per les seves
grans propietats: és altament resistent a temperatura, liquids i s’eviten possibles
trencaments del cristall durant el procés de fermentacié. A més a més és suficientment
llarg per a estar en constant contacte amb la dissolucio.

- - — a —

Figura 18 Sonda mesuradora de pH. HACH [24].

Tanmateix, per mantenir el pH a un valor constant és necessari I'addicié periodica d’'una
dissolucié de NaOH (2 mols/L) mitjangant una bomba peristaltica, equips de baix cabal
pero d’alta precisio. Per exemple, es pot utilitzar una EMD Millipore Pellicon™ Easy-Load
Peristaltic Pump, que la subministra Fisher Scientific. El controlador automatic podria ser,
per exemple, el “403U/L2 Dual Channel Low-Flow Pump”; també subministrat per la casa
Fisher Scientific.

Figural9  Controlador automatic Fisher Scientific [25].
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7. Disseny del bioreactor

El metode principal en el disseny de bioreactors es basa en calculs estequiomeétrics,
models cinétics i analisi o proves experimentals realitzades amb anterioritat. Aixi,
s’especifica la concentracio de substrat alimentada i la velocitat de flux d’entrada.

Pera I'analisi i disseny de bioreactors és necessari tenir el coneixement de la cinética de la
reaccio, del balan¢ de mateéria i, si fos necessatri, del balan¢ d’energia.
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Figura 20 Esquema d'un bioreactor convencional [26].
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A continuacio es presenta un esquema general del metode convencional del disseny de
bioreactors.

Requeriments de
produccio

Estequiometria =

Fluxos d'entrada

Coneixement empiric =

Concentracions en el
corrent d'alimentacié

Model cinetic -

Volum de reaccié
Requeriments de
poténcia
Fluids de servei

OPERACIO

Experimentacié

Esquema 3 Metode convencional de disseny de bioreactors [26].
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7.1. Parametres de disseny

7.1.1. Calcul de la capacitat de produccio

Per poder dimensionar el bioreactor, és necessari determinar la demanda que esperem
tingui aquest producte en el nostre mercat. En el nostre cas, la producci6 de poli-epsilon-
lisina a partir de la fermentacio de la glucosa no esta dimensionada a escala industrial, és
per aix0 que s’ha decidit dissenyar una planta pilot. S’ha establert una produccié anual de
900 kg de ¢-PL l'any, un volum de produccioé que es troba dins dels rangs habituals per a
una planta pilot.

Aixi mateix, s’ha determinat que la planta pilot treballara 270 dies l'any (45 setmanes),
dedicant la resta de I'any al manteniment i neteja dels sistemes de treball. Aixi doncs, ja es
pot establir la quantitat de producte que s’obtindra setmanalment (es considera una duracié
del cicle de treball de 6 dies i s’'iguala una setmana):

k 1 6 di k
g any ies 20 g

p _ 8 . _pr. . = —PL
setmana = 900 any € 270 dies 1 setmana setmana €

(6)

7.1.2. Geometrics

En funcié de la capacitat de produccié es calculara el volum i les dimensions optimes del
bioreactor per produir 20 kg de e-PL a la setmana.

Tenint en compte que el volum til d’'un bioreactor és aproximadament un 70% del volum
real d'aquest, i que el diametre és dos tercos de I'altura, es poden calcular les dimensions
del bioreactor (Els numeros han estat arrodonits pera facilitar la cerca de dades i els
calculs).

El bioreactor produira 0,040 kg/L de poli-epsilon-lisina per cicle de treball (6 dies), segons
l'article [3] utilitzat com a referencia, amb aquesta dada i establint una produccié desitjada de
20 kg de €-PL per setmana:

kg kg
——— =V-0,040 —— >V =500 L
setmana L

)
V,=07" Vg

@)
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_500L 715 L~750L
F= 0,7 —
)
Per tant:
Vs
VF=Z-D2-H Ve =750L
2 >{H=129m=12m
ngH D =086m=09m
(10)

7.1.3. Aeracio

El procés daeraci6 és cabdal en les fermentacions aerobiques. Aquest procés esta
caracteritzat pel coeficient de transferéncia d’'oxigen entre la fase gas i la fase liquida.

L’'oxigen ha de ser subministrat en tot moment al cultiu amb l'objectiu de mantenir una
poblacio activa, per tant, aquest oxigen ha de ser transferit des de la fase gas a la fase
liquida, on podra el microorganisme el podra utilitzar.

——— e e e —

W77 |
i : | [
Cig — |
Gas | Gas Liquid |Liquid G f |
phase | film film phase \\ Cu |
Cil I ANAY
- A1
C, |
/-" / i T Cr
| .
K. K | No. | .'
> —_—
Figura 21 Esquema de transport d'oxigen des de la fase gas a la fase liquida [27].
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Algunes consideracions a tenir en compte son:

e Proporcionar als microorganismes l'oxigen necessari per dur a terme el procés
respiratori.

e La solubilitat del Oz és baixa < 10mg/l, el que comporta una alimentacié del
“nutrient”.

El reactor s’haura d’alimentar amb un cabal d'oxigen suficientment gran com per a que el Oz
no sigui el reactiu limitant del procés. Amb un flux d’1 vwm s’assegura la bona oxigenacio
[28] de la biomassa i el balan¢ d’oxigen estara establert i en excés.

Ara bé, en cas que el transport de Oz no fos suficient, s’haura de calcular la taxa de
transferéncia d'oxigen, encara que dacord a la bibliografia consultada aquesta
circumstancia no s’ha manifestat préeviament.

Tal i com s’ha dit, el cabal d’aeracio és de 1 vwm (volum d'aire per volum de fermentador i
minut), amb aquesta dada i juntament amb el volum del bioreactor definit a I'apartat anterior,
es pot calcular el cabal de gas d’entrada:

m3gas 1min
Qg = 3 min “YF
m>ferm - min 60 s
(11)
3 i 3
Aixi doncs: Q, = 1vvm - —=9% . LM% 5 ;3 = 8331032
9 m3ferm-min 60s s
(12)
Q,=83 10‘3m—3—500L
g s min
(13)

7.1.4. Agitacio

El procés d'agitacio té una gran importancia en el disseny d’un bioreactor i juntament amb
laeracié seran els encarregats d’homogeneitzar la mescla i que la concentracié dels
components sigui la mateixa a qualsevol punt del bioreactor.

Per poder definir les dimensions del sistema d'agitacio, és necessari saber les dimensions
basiques del bioreactor, i un cop conegudes, a partir de la figura 22 on es representen les
proporcions i relacions geometriques estandard per a fermentadors industrials, es podra
definir el nombre d'aleps i la dimensio del mateixos, el diametre de l'agitador, la seva
superficie, i altres parametres necessaris.
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Figura 22 Esquema de les relacions i proporcions geometriques estandard per a
fermentadors industrials [1].
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Figura 23 Esquema de la nomenclatura utilitzada per a dimensionar el reactor [1].
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Nomenclatura  Formula  Valor numéric
Diametre del bioreactor T - 0,90 m
Altura del bioreactor H - 1,2m
Numero de deflectors Np - 4
Deflectors Wy T/12 0,075 m
Separacié paret- deflector Sy T/60 0,015 m
Diametre de I'agitador D T/3 0,3m
Distancia agitador-base del bioreactor C T/3 0,3m
Longitud util de I'agitador S 2T/3 0,6 m
Nimero d’aleps n - 6
Amplada d'alep w D/5 0,06 m
Longitud d’'alep L D/4 0,075 m
Taula 4 Taula detallada del dimensionat dels components del sistema d’agitacio [1].

A mesura que augmenta el diametre del sistema d’agitacié (D), també ho fara la potencia
requerida pel sistema (P). Per aconseguir la potencia i disseny optims, hi ha dues
possibilitats:

- Instal-lar diverses paletes en diametres descendents i distribuir-les
successivament en altures equidistants a tota l'altura de la columna de fluid.

- Instal-lar diverses paletes d’igual diametre a altures equidistants a tota I'altura de
la columna de fluid.

Figura 24 Pales Rushton modelitzades en el nostre disseny.
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La segona opciod ha estat la escollida, per la simplicitat i el menor cost: 3 paletes de 6 aleps
de disc distribuits a tota l'altura de la columna de fluid, amb una distancia de 17 cm entre
elles.

7.1.5. Introduccio teorica al calcul del sistema d’agitacio

L’agitacio del sistema es defineix a partir de la relacio entre la poténcia consumida pel
sistema i les variables d'operacid. La potencia absorbida durant I'agitacioé del sistema pot
representar-se mitjan¢cant moduls adimensionals, com és el cas del nimero de poténcia
(Np). Aquest numero de poténcia es pot relacionar amb moduls adimensionals que
descriuen el moviment del liquid a l'interior del tanc, com és ara el nUmero de Reynolds.

Respecte del nostre cas, es treballa amb aeracio, és a dir, introduint aire en el medi liquid, el
gue comporta una reduccié instantania de la poténcia necessaria per a l'agitacié. La
disminucio és deguda principalment a que els valors de la densitat i viscositat de la fase
liguida disminueixen a conseqiiéncia de l'aparicio de bombolles. Un dels parametres
caracteristics dels sistemes d’'aeracio és el hold-up o retencié de la fase gas (€g), que es
defineix com el quocient entre el volum de gas en el fermentador i el volum total (gas +
liquid):
V.
0=y
g l

(14)
On:
g4 retencio de la fase gas
V,: volum de gas en el fermentador
V,: volum de liquid en el fermentador
Ve volum del fermentador
Per tant, si es suposa que el fluid és una dispersio de bombolles, el sistema es

comportara com a un liquid amb una densitat pg, menor a la del liquid (p), que es pot
relacionar amb la seguent equacio:

Pg =P (1 - gg)
(15)

Aixi doncs, la definicié del nimero de potencia és la segient (diferent a la utilitzada a
sistemes convencionals):
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N Rg
P Py .N3.D5
(16)
r-D?-N
Re = ——
m
(17)

On:
Np: NUmero de potencia
Re: Nombre de Reynolds
Pg: Potencia absorbida pel sistema airejat
pg: densitat aparent del liquid
N: velocitat d’agitacio
D: diametre de I'impulsor

Amb l'objectiu de determinar les necessitats de poténcia en sistemes airejats es defineix un
modul adimensional anomenat numero d’aeracio (Na). El valor d’aquest modul ens indica el
grau de dispersi6 de les bombolles al voltant de I'impulsor.

Qg
No=3"p3

(18)
On:
Q, (m¥%s): cabal de gas

La relacié entre la poténcia absorbida expressada amb el nUmero de poténcia (Np) i el
nuamero d’aeracié (Na) pot obtenir se a partir de la grafica representada a la Figura 25.
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Figura 25 Grafica de la relaci6 entre el nimero de poténcia (Np) i el nimero
d'aeracié (Na) [1].

7.1.6. Calculs numerics

Les dimensions del bioreactor son 0,90 m de diametre i esta equipat amb un agitador de
disc tipus Rushton. El tanc disposa de pantalles deflectores i les proporcions geomeétriques
dels diferents elements s’estableixen segons la Figura 22.

Per a trobar la viscositat, s’ha considerat la maxima viscositat a la que es pot arribar amb la
maxima concentracio de e-PL. Amb les dades de viscositat d'altres polimers cationics [29] es
troba que la viscositat de dissolucions de polimers, que contenen grups NH i de pes
molecular semblant al habitual per la e-PL (15000 g/mol), variaria entre 9 mPa-s i 50 mPa:-s:

kg

m-sS

kg
[SCOSitatsy, z5ec~50 - 1073 = 0,05
viscositatse, rsec m-s

Per tant, es defineix com el medi de treball amb una densitat de 1000 kg/m3, i una viscositat
de 0,05 kg/m-s.

Les condicions d'operacio establertes [28] son: cabal d’aeracié de 1 vwm (volum d’aire per
volum de fermentador i minut) i una velocitat d’agitacio de 300 rpm.

En base als parametres de treballi les mesures de disseny del fermentador, es pot calcular
la poténcia necessaria per al nostre sistema i les mesures del nostre sistema d’'agitacio.
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Per tal de determinar el diametre de l'impulsor:

D==-= =0,30m

T 090m
3 3

(19)

Es calculara la potencia a partir del numero d’aeracié descrit anteriorment. Per aquest fet
es necessita el cabal de gas, calculat a I'apartat anterior.

m3
=833 -1073—
Qg S

Numero d'aeracio:

833.1073™

No = o (@)3 = 0,062

60 s 3

(20)
Numero de poténcia: a partir del nimero d’aeracid i la grafica de la Figura 25.
Np =22

Pera obtenir el valor de la poténcia absorbida pel sistema airejat, s’haura daillar la
incognita de la equacio 18:

Rq: Np-pg~N3-D5
(21)
300)3 (0,90

5
P =2,2-1000-(— —) =668W
g 60 3

Dels calculs realitzats anteriorment es determina la poténcia que s’haura de subministrar
al bioreactor. Aquesta haura de ser de com a minim 668 W.

Finalment, es selecciona un motor de 3000 W per a tenir suficient marge de poténcia tenint
en compte la baixada de rendiment en aquests tipus d’aparells en les condicions de treball
[28] i per fer front d’altres possibles improvisos.
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7.1.7. Controls de temperaturai pH

Termometre

No s’espera un sobreescalfament del sistema, ja que la fermentacié treballa en un rang
de temperatures proper als 30°C. El sistema de control de temperatura estara connectat a
un termostat que alhora es trobara connectat ala resisténcia eléctrica anteriorment
descrita, procedint a la seva activacio en cas que fos necessari.

PH-metre

Com a parametre bioquimic unicament es contemplara el pH, per mitja de la sonda
adient.

Segons les dades de les fonts consultades el pH disminueix fortament mentre dura la
fermentacio. A partir de les 72 h cal mantenir el pH a un valor de 4 fins el final del procés.
Aix0 es dura a terme de forma automatica addicionant NaOH (2mol/L) amb una bomba
peristaltica. Un controlador electronic facilitara el regim d'addici6 segons les dades
proporcionades pel sensor de pH.

7.2. Dimensionat del bioreactor

L’equip que s’ha dissenyat és un bioreactor per a la produccié de poli-epsilon-lisina per
fermentacio de la glucosa.

L’objectiu del disseny obtingut a apartats anteriors és donar la forma i dimensions optimes
per realitzar el procés desitjat.

Al seguent apartat es mostra el dimensionat del bioreactor definit anteriorment, modelat
mitjancant el software de disseny tridimensional Solid Works DDS 2016 [30].

Els planols detallats del bioreactor es troben adjunts a I'’Annex C.
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Figura 26 Vista en 3D del bioreactor dissenyat durant el projecte.
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Tot seguit es mostren talls de seccié que permeten apreciar els components interns del
bioreactor.

Figura 27 Components interns del bioreactor dissenyat durant el projecte.
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Figura 28 Vista de seccié del bioreactor.
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Figura 29 Vista de secci6 del bioreactor.

La tapa conté tres ports d’entrada, I'eix de I'agitacid, quatre ports per introduir el sistemes de
control de parametres (temperatura i pH)i el conducte d’entrada de 'oxigen.

Figura 30 Vista en 3D de la tapa del bioreactor.
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Figura 31 Sistema d'entrada d’'oxigen.

El sistema de subjecci6 de la tapa amb el bioreactor s6n uns cargols tipus papallona. N'hi ha
8 distribuits al llarg del perimetre de la tapa.

Figura 32 Cargols tipus papallona.
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Tot seqguit es pot veure el detall del sistema d'agitacid, composat per tres discos
distribuits verticalment. Cadascun d’ells esta format per 6 pales tipus Rushton. Aquestes
son les més comunes als fermentadors. L'agitacio es produeix girant entorn a un eix, el
gual esta dirigit per un motor de 3000 W, situat a I'exterior del bioreactor.

Figura 33 Sistema d'agitacio.
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A més, el bioreactor compta amb quatre deflectors units a la paret del vas. La separacio
és de 90° entre ells.

Figura 34 Vista de secci6. Detall dels deflectors.
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El sistema d'aeracié consisteix en I'entrada d'oxigen per un conducte vertical, que es
troba connectat a un cercol, que distribueix I'aire homogeniament en el diametre del
bioreactor, gracies als orificis dels que disposa, deixant sortir les bombolles constantment.

7 4 e

Figura 35 Sistema d'aeracio.
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7.3. Simulacié numerica del procés

Per iniciar els calculs de disseny, s’estableix com a requisit una producci6 de 900 kg de €-
PL a l'any.

Prenent com a referéncia els experiments realitzats a l'assaig [3], es considera que la
concentracio inicial de substrat és de de 50 kg/m®.

7.3.1. Calculs de productivitati volums

D’acord amb les dades experimentals de l'article referenciat, es calculen els seglents
parametres de la fermentacié. Les dades complertes de referencia i els calculs es
detallen a 'Annex A:

max = 0,075 A1

K, =15g/L
Cear
YC/S — Ccel lules — 0’7
glucosa
Ce_
Vess = Pl — 0,18
glucosa

Una vegada s’estableixen aquestes dades cinétiques es pot representar graficament la
corba de creixement microbia i de produccio de €-PL del procés.
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60
50
40 = Substracte
—
SN
o . .
:; == Microorganismes
3 |
.E 30 === Producte
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0
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Figura 36 Corba de creixement microbia i de produccio de ¢-PL (Dades numeriques

calculades per a construir el grafic a 'ANNEX B).

A la grafica anterior es pot observar que a l'inici del procés la concentracio de glucosa és
de 50g/L i la de bacteris és gairebé de 0. A mesura que avanca el temps, la concentracio
de reactiu va disminuint i la concentraci6é de poli-epsilon-lisina va en augment, pero a un
ritme meés lent.

A partir de les 72 h la fermentacié funciona en mode fed-batch, la concentracié de
glucosa es manté constant al voltant dels 10 g/L; el que suposa anar afegint uns 1,04 g
de glucosa per hora. En agquestes condicions la concentracié cel-lular es manté constant
(28 g/L) mentre que augmenta practicament linealment la concentracié de producte a raé
de 0,46 g/h. Es a dir, en aquest punt la glucosa afegida s’'usa per augmentar la produccio
de e-PL.

A les 144 h la concentracio de €-PL arriba als 40 g/L, un valor prou bo per pensar en la
produccié pilot o semiindustrial d’aquest biopolimer.
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8. Condicions d’'operaci6 i seguretat

Les condicions d'operacid i seguretat del bioreactor han de comprendre tant les normes de
conducta habitual d'una persona envers el reactor com les normes i procediments
necessaris en cas de fallada del sistema amb la finalitat de prevenir i minimitzar els
accidents.

L’alcada de disseny del bioreactor no fa necessariI'is de cap tipus de superficie elevada per
a la manipulacié o control del mateix. Toti aix0, en el cas que es necessités un suport extra
a I'hora d’alimentar el bioreactor o cap altre tipus d’accio, s’han d’extremar les precaucions i
fer-hno amb la preséncia de dues persones en el temps de durada de les operacions de
manipulacio del reactor.

Figura 37 Equips de proteccio [31].

Convé destacar que el bioreactor no treballa ni a altes temperatures ni a altes pressions, tot i
gue es recomana la utilitzaci6 de guants i equips de proteccié ocular en el moment
d'operacio.

El codi de vestimenta és una bata de laboratori en tot moment i la utilitzacié de sabates de
seguretat per evitar possibles accidents.

Per a la seva neteja es recomana I's d’aigua calenta o vapor, inclis es podria utilitzar a
pressié per a facilitar la neteja de les part de dificil accés. En tot moment és recomanable
I'is dels equips de proteccié esmentats amb anterioritat. L'operacio s’ha d’efectuar en tot
moment amb molta precaucié.
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9. Estudi economic

L’analisi economica del projecte és una part fonamental del mateix, ja que la disponibilitat de
capital esta lligada a les caracteristiqgues dels materials i components seleccionats, en el
nostre cas, per al bioreactor dissenyat.

L'estudi economic inclou el calcul del cost de I'equip, detallant el preu de tots els
components, i el cost de I'enginyeria, és a dir, el cost del treball de I'enginyer assignat a la
realitzacié d'aquest projecte.

La valoracié de l'estudi és orientativa per a una planta pilot, en cas de voler realitzar un
projecte a nivell de producci6 en cadena o industrial els resultats diferirien. Es faria necessari
implementar a I'estudi una analisi més acurada, introduint-hi I'estudi de viabilitat o fluxos de
fons descomptats, entre d’altres.

Per comencgar s’ha d’avaluar el cost de I'equip proposat durant el projecte, incloent el dels
seus components, tanmateix s’ha de valorar el cost intel-lectual de I'enginyer.

El costos derivats de la instal-lacié del bioreactor no han estat considerats, perqué els
objectius del projecte es limiten al disseny i dimensionament, aixi doncs no s’ha valorat
aquest aspecte.

Com a mesura preventiva, i en previsié de possibles costos addicionals, s’introdueix un
augment del 10% del cost total del bioreactor.

El preu final del bioreactor per ala produccioé de 900 kg de poli-épsilon-lisina 'any a partir de
glucosa per fermentacio de Streptomyces albulus és de 23946,26 €. El cost final després de
sumar I''lVA (21 %) seria de 28974,98 €.
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: : Preu total
Component Preu unitats Quantitat ©
Vas AC316L
as AC316 65,00 €/kg 135,91 kg 8834,15
-3mm gruix-
Bioreactor
Tapa ACS:.LGL 65,00 €/kg 17,72 kg 1151,80
-3mm gruix-
Deflectors 65,00 €/kg 7,88 kg 512,23
Cargol 2,99 €/u 8u 23,92
Femella 0,50 €/u 8u 4,00
Cargols Tap rosca gran 10,00 €/u 3u 30,00
Tap rosca petita 10,00 €/u 4u 40,00
Valwla de bola 90,96 €/u 2u 181,92
Motor 3kW 770,00 €/u lu 770,00
Altres sistemes Agitador 135,00 el 3u 405,00
Rushton
Aeracio 230,00 €/u lu 230,00
PH-metre 129,90 €/u lu 129,90
Bomba 2860,00 el 1u 2860,00
Sistemes de peristaltica
IS
Controlador 790,00 €l 1u 790,00
control automatic
Termometre 39,70 €/u lu 39,70
Termostat 29,90 €/u lu 29,90
Resistencia 45,90 €lu lu 45,90
. ‘2 Operaci6 de
Manipulaci6 . 40,00 €/h 40 h 1600,00
fabricacio
Improvisos +10% total 1767,84
TOTAL
Pregsupost total 19446,26
BIOREACTOR bioreactor
PERSONAL | Hores 15,00 €h 300 4500,00
d’enginyeria
TOTAL 23946,26
Taula 5 Pressupost final del projecte.
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10. Estudi de I'impacte ambiental

Per realitzar I'estudi de I'impacte ambiental, s’ha decidit efectuar una avaluacioé de les
emissions que produira I'operacié del bioreactor dissenyat i les emissions de CO, que es
produirien en la destruccié de la glucosa residual utilitzada anualment en el nostre procés.
D’aquesta manera es calculara I'impacte del procés.

10.1.Calcul de les emissions del procés

En primer lloc es calculen les emissions de CO, que generara I'is del bioreactor. A tal
efecte es consideraran les emissions generades pel motor d’agitacioé i la resisténcia
eléctrica. En el nostre cas, el motor té una poténcia de 3000 W, treballa 270 dies I'any
durant 24 h al dia:

3kW-270dies - 24 h = 19440 kWh

Seguidament es calcula el consum de la resisténcia. A tal efecte es considera la energia
necessaria per a escalfar el lot des dels 25°C inicials fins als 30°C, temperatura optima
d'operacio.

kj

m- c,+- AT = 500 kg -4,1868kg—K-5K = 10467 kJ

10467 kJ - 45 lots- =" 131 kwn
S A5 lots 50k =

Per tant, el consum eléctric anual a consequéncia de I'operacié del reactor és de 19571
KWh.

D’acord amb I'Oficina Catalana del Canvi Climatic [32], per cada kWh de consum electric,
es generen 302 g COz:

kWh 1000 g CO,

19571 kWh - 302 =5910,44 kg CO,

L’Us del bioreactor durant un any tindra un impacte sobre I'escalfament global de 5910,44
kg CO..
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A partir de la cinética de la reaccio i la simulacié numérica es dedueix que al final de cada
lot queden en el medi 10 g/L de glucosa. Si aquesta glucosa passes a CO,, l'impacte
d’aquesta transformacio seria:

kg G'lucosaresidual
L-lot

500 L-0,01 - 45 lots = 225 kg Glucosayesigual

1000 g Glucosa 1mol Glucosa 6mol CO, 44 gC0, 1kg CO,

1 kg Glucosa 180 g Glucosa 1mol Glucosa 1mol Co, 1000 g CO,
=330 kg CO,

225 kg Glucosa -

Aixi, 'impacte que tindra el procés, tenint en compte I'energia consumida pel bioreactor i
el CO, generat en l'eliminaci6 de la glucosa sobrant, és de 6240,44 kg CO,/any.

Val a dir que el CO, que aporta la glucosa és un CO, net, perqué la glucosa prové d’'una
font renovable. Malgrat tot, s’ha preferit tenir-ho en compte per compensar 'impacte que
té 'obtencio i el refi de la glucosa per dur a terme aquest procés.

Si es calcula la generacio de CO, en unitats especifiques de producte:

6240,44 kg CO,/any
900 kg € — PL/any

=693 kg(C0,/kg € —PL

Comparat amb altres materials convencionals, I'obtencié d’aquest biopolimer te un impacte
moderat. Per exemple, el polietile genera 1,87 de kg de CO, equivalent per kg de plastic en
la seva fabricaci6. Per contra, el PMMA i altres derivats poliacrilics aportarien fins a 8,9 kg
de CO, per kg [33].

10.2.Ecoindicador 99

En segon lloc, per avaluar les implicacions ambientals del bioreactor ens basem en el
calcul d'unitats d'impacte ambiental presentades per Ashby [34].

L’ecoindicador és una eina, un valor, que indica I'impacte ambiental unitari d’'un material,
un procés, un medi de transport, 's d'un combustible o l'impacte ambiental del rebuig
d'un material. Les categories descrites creen diferents grups (“Ecoindicadors de”), totes
elles estan estretament vinculades amb les diferents etapes del cicle de vida del producte
0 material.

Els ecoindicadors 99 es calculen amb milipunts, els quals estan relacionats amb els kg de
material, i expressen l'impacte del cicle de vida del material o producte. Aquest métode va
ser ideat per Goedkoop a finals del segle passat.
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A continuacio es mostren els ecoindicadors per als elements constitutius del reactor:

*

**

Vas AC316L 135,91 kg 910/kg 123678,1
Tapa AC316L 17,72 kg 910/kg 16125,2
Deflectors AC316L 7,88 kg 910/kg 7170,8
Cargol AC316L 1,78 kg 910/kg 1619,8
Rosca AC316L 0,24 kg 910/kg 218,4
Taps rosca AC316L 1,68 kg 910/kg 1528,8
Valwla de bola AC316L 2,73 kg 910/kg 24843
Motor Fe / Cu* 18,3 kg 820/kg 15006
Eix AC316L 2,3 kg 910/kg 2093
Agitador AC316L 15,72 kg 910/kg 14305,2
Aeracio AC316L 15,71 kg 910/kg 14296,1
Equips de mesura - - 800 800
Operacio de AC316L 201,67 kg 840 169402,8
fabricaci6
Transport - 150 km 34/km 5100
Tractament** acer - 201,67 kg - 102/kg - 20570,34
Tractament** Fe - 9,15 kg - 70/kg - 640,5
Tractament equips ) ) - 200 - 200
de mesura

TOTAL 352417,7

50% Fe 50% Cu

Reciclatge, incineracio i altres.

Taula 6

Ecoindicadors 99 per als elements més significatius del bioreactor.

El valor numéric obtingut a partir de les taules amb ecoindicadors 99 és de 352417,7.

Per a poder valorar el resultat, el cas més utilitzat és el d'una cafetera convencional, que
suma 536 milipunts. O por exemple, les peces banyades en zinc tenen un ecoindicador de
472 milipunts/kg, i el niquel 2830 milipunts/kg [35].
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11. Organitzacio del projecte

Una técnica habitual a I'hora de planificar un projecte és realitzar un Diagrama de Gantt, on es poden distingir de forma clara totes les
accions que s’han de dur a terme i la intensitat de les mateixes, per a una millor organitzaci6 al llarg del temps i una distribucio de la carrega
proporcional a la dificultat associada a la tasca.

A continuacio es detalla el Diagrama de Gantt utilitzat per a la realitzacié d’aquest projecte:

Investigacid i documentadd

Introduccié a la tematica
Viabilitatiinterés del projecte
Definiciéde I’estructura del
projecte

Articles cientifics i documentacié
Bases teoriques de cada apartat
Estudideles opcions de disseny
Dis./eleccié de components i
materials

Dimensionat

Realitzacio dels planols

Estudi economic
Estudid'impacte ambiental
Redacdé del projecte

Revisio general

Impressio

Presentacié del document escrit
Presentacid oral del projecte

Diagramal Diagrama de Gantt del projecte.
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Conclusions

En aquest projecte s’ha descrit el disseny d’'un bioreactor per produir el biopolimer e-PL
per fermentacié de la glucosa per la bactéria Streptomyces albulus, fins a unes quantitats
de 900 kg cada any en un regim de produccié per lots i en volums propis d’'una planta
pilot.

Havent estudiat les diferents alternatives per al disseny del bioreactor a escala planta
pilot, s’ha decidit dur a terme el disseny d’'un bioreactor de tanc agitat discontinu, que pot
treballar en mode fed-batch, equipat amb un sistema d’aeracio, sonda de pH i sistema de
control de temperatura.

Els components que formen el reactor sén: un vas de forma cilindrica d’acer inoxidable
AC316L, una tapa equipada amb els ports necessaris per abastar les necessitats de
mesurament de parametres, un sistema d'agitacié impulsat per un motor de 3000 W i
format per 3 discos de 6 pales tipus Rushton, 4 deflectors, un sistema d’'aeracié composat
per un cércol situat a la base del reactor facilitant una millor transferéncia de I'oxigen en la
dissolucié. Tanmateix disposa de sistemes de manteniment de la temperatura i del pH de
la dissolucio.

En relacio al dimensionat del reactor s’han considerat els parametres d'operaci6 i les
condicions de treball, aixi com els requeriments del sistema i la dissolucio. El bioreactor té
un volum real de 750L i unes dimensions de 1505x900mm, trobant-se aquests
parametres, dins dels estandards per a una planta pilot.

A partir de les dades proposades per Kahar (Kahar, P et al.2001) al seu article
“Enhancement of e-polylysine production by Streptomyces albulus strain 410 using pH
control.” s’ha analitzat la cinetica de la reaccio per a la produccié de poli-epsilon-lisina,
obtenint 20,0 kg de poli-épsilon-lisina per lot, a una concentracié de 40,0 g/L (6 dies), a
partir de glucosa a una concentracio inicial de 50 g/L, resultant en una producci6 anual de
900 kg de poli-epsilon-lisina.

El motor del sistema d’agitacié té una poténcia de 3000 W, la velocitat optima d’agitacié
per a la dissoluci6 és de 300 rpm, i el sistema d’aeraci6 proporciona 1 vwm.

Un model tridimensional del bioreactor ha estat dissenyat emprant el software de dibuix
SolidWorks i, mitjancat el mateix, s’han dibuixat els planols d’enginyeria que permetran la
fabricacio de I'equip per part d'una empresa.

El cost estimat per a la produccié de I'equip é€s de 19446,26 euros. Amb tot, el cost total de
la execucié del projecte és de 28974,98 euros.

La operacio del bioreactor en funcionament normal genera 6240,44 kg CO, cada any.
Factoritzat per la produccié de €-PL surt 6,93 kg/kg, quantitat intermédia comparada amb
altres materials polimerics.
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