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RESUMEN

Este trabajo estudia el efecto de acido acético y acido citrico en el
crecimiento de la bacteria Cupriavidus necatory en su capacidad de
produccion de PHB a partir de sustratos azucarados. El crecimiento y
acumulacion de PHB aument6 con la concentracion de glucosa, alcanzandose
un maximo de 566 mg/I| para una concentracion de 20 g/I de glucosa a 24 h.
El acido acético resultd toxico para el crecimiento en concentracion mayores
de 0,5 g/I, pero se alcanzaron acumulaciones de 3245 mg/L para 15 g/I de
glucosa y 0,25 g/I de acético. El acido citrico resulta toxico en concentraciones
mayores de 2,5 g/I, con un maximo de PHB de 6357 mg/| para 15 g/I de
glucosa y 1 g/l de citrico.

Cupriavidus necator consumi6 glucosa, acido acético y acido citrico de
hidrolizados de biomasa microalgal crecida en purines y pretratada con
molienda y HCI, pero no acumulo PHB.

PALABRAS CLAVE: Cupriavidus necator, polihidroxialcanoatos, glucosa,

acido acético, acido citrico, biomasa microalgal.
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ABSTRACT

The work here presented studies the effect of acetic acid and citiric acid in
the growth of the bacteria Cupriavidus necator and its capacity to produce PHB
from sugary substracts. The growth and accumulation of PHB increased with a
higher glucose concentration, reaching its maximum at 566 mg/l for a
concentration of 20 g/I of glucosa for 24 hours. Acetic acid became toxic for
the growth from a concentration of 0,5 g/l but accumulations of 3245 mg/I
were reached for 15 g/1 of glucose and 0,25 g/l of acetic. Citric acid becomes
toxic in concentrations higher tan 2,5 g/I, with a PHB maximum of 6357 mg/|
for 15 g/l of glucosa and 1 g/I of citric.

Cupriavidus necator consumed glucose, acetic acid and citric acid from
hydrolyzates of microalgae biomass grown in slurry and pretreated with bead
mil or HCI, but it didn’'t accumulate PHB.

KEYWORDS: Cupriavidus necator, polyhydroxyalkanoates, glucose, acetic

acid, citric acid, biomass microalgae.
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1. INTRODUCCION

Durante el siglo XX comienza el boom expansivo de la industria del petréleo
de forma exponencial y miles de productos plasticos, quimicos y farmacéuticos
se comienzan a desarrollar a partir de combustibles fosiles. Actualmente el
84% del consumo total de energia primaria proviene de la industria de
combustibles fosiles, pero las reservas de petréleo y de gas natural se estan
agotando y sus precios aumentan, asi como el crecimiento poblacional y, con

ello, la demanda de estos productos (Gomez Millan, 2015).

Sin embargo, este aumento en la demanda supone un crecimiento en la
cantidad de residuos plasticos generados, mayormente debido al corto tiempo
de vida util de la mayoria de los productos plasticos. Se estima que un 40% de
estos productos tienen un tiempo de vida Gtil de 1 mes. A pesar de los
significantes avances en los Ultimos anos, el 61% del plastico total generado
en Europa occidental acaba en vertederos (Achilias et al., 2007). Ademas, se
estima que entre 4,8 y 12,7 millones de toneladas de plastico se acumulan en
los océanos (Imagen 1-1), provenientes de fuentes terrestres de 192 paises,
siendo esta cantidad entre el 1,8%-4,7% de la produccion global de plastico en
2010 (Shim et al., 2018). Aunque los plasticos no son biodegradables, sus
superficies se deterioran, produciendo numerosos fragmentos de tamano
micro o nanométrico que contaminan las aguas de los océanos (Andrady,
2011).

Imagen 1-1 Contaminacion producida por residuos plasticos en zona costera (BBC News, 2017)

15



ESCUELA DE INGENIERIAS
INDUSTRIALES 3 . .
EVALUACION DEL EFECTO DE AGENTES INHIBIDORES EN LA PRODUCCION DE POLIESTERES
EMPLEANDO CUPRIAVIDUS NECATOR

En paralelo, debido al incremento de la poblacion, aparece un gran
aumento en la produccion de aguas residuales domésticas.
Convencionalmente, se emplea como método de tratamiento para la
purificacion de las aguas residuales procesos biolégicos, como los fangos
activos, degradando la materia organica en condiciones aerdbicas, procesos
fisicos, como filtraciones o procesos quimicos, como cloracidon u ozonizacion.
Los productos finales de estos tratamientos, como aguas con nutrientes y
compuestos residuales del tratamiento al que son sometidos, se usan

frecuentemente para la limpieza o para fertirrigar (Arroyo et al., 2007).

En la actualidad, se estan buscando otras alternativas para el tratamiento
de estos residuos que permitan una valorizacibn mas efectiva de sus
componentes con un menor impacto ambiental. Para ello, se ha desarrollado
una via de tratamiento empleando microalgas, una alternativa novedosa
basada en la biotecnologia sostenible a la que hasta ahora no se ha prestado
demasiada atencion, pero que cada vez esta cobrando mas importancia, sobre
todo para efluentes como purines, con una elevada concentracion de

nutrientes (Garcia et al., 2018).

El término algas se refiere a una gran variedad de organismos que
contienen clorofila, dando una coloracion verdosa al organismo. Las algas se
refieren a organismos desde cianobacterias microscopicas a algas gigantes,
capaces de convertir la luz solar en energia mediante fotosintesis (ldris et al.,
2018).

Dentro de la clasificacion de las algas, las microalgas son organismos
unicelulares que pueden ser procariotas, como las cianobacterias, 0

eucariotas, como las algas verdes (Khan et al., 2018).

La importancia de las microalgas como fuente de energia renovable es el
aumento de la produccion de biomasa microalgal por unidad de volumen.
Alcanzando alta productividad en sistema reales implicaria la existencia de

biocombustibles renovables y baratos (Khan et al., 2018).

Las especies de algas mas frecuentes encontradas en el tratamiento de

aguas residuales son Chlorella, Ankistrodesmus, Scenedesmus, Euglena,

16
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Chlamydomonas, Oscillatoria, Microtinium y Golenkinia (Abdel-Raouf et al.,
2012).

Uno de los métodos de tratamiento de aguas residuales con algas es el uso
de fotobiorreactores como HRAP (High rate algae pond) (Imagen 1-2). Los
sistemas de HRAP usan agua procedente de plantas de tratamiento de aguas

residuales para el crecimiento de microalgas (Toledo-Cervantes et al., 2017).

Biomethane <=1

13 ~— Wastewater
9O c %
gk
o —_—
[*]
80
< ‘\ j
Settled broth I HRAP
Raw biogas - — i Treatted
water
Compressor  Flowmeter Recycling  Clarifier

pump

Algal-bacterial system

Imagen 1-2 Instalacion de HRAP en una planta de tratamiento de aguas residuales

Oswald y Goluke (1960) propusieron el primer consorcio de algas-bacterias
en HRAPs para el tratamiento de aguas residuales acoplado a la depuracion de
biogas. De esta forma el dioxido de carbono formado con el biogas es
transferido al HRAP, solucionando asi las limitaciones de carbono que se
producian con frecuencia en este tipo de sistemas (Toledo-Cervantes et al.,
2017).

En estos sistemas, la fotosintesis de las algas produce el oxigeno necesario
para la degradacion de materia organica de bacterias heterétrofas y los
nutrientes y el dioxido de carbono son asimilados por las algas (Fonseca
Santiago et al., 2013). La produccion de microalgas en consorcio con otros
microorganismos puede representar una alternativa para reducir los costes del
proceso de obtencion de biocombustibles, ya que presenta ventajas
competitivas como la menor influencia en fluctuaciones medioambientales y

mayor facilidad de cosecha y procesado de la biomas (Pires et al., 2013).
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Imagen 1-3 Simbiosis de microalga con bacteria (Fuentes et al., 2016)

Este tipo de estudios se han llevado también a cabo para aguas
procedentes del tratamiento de purines. Los resultados obtenidos para un
fotobiorreactor trabajando con Chrorella vulgaris como especie dominante
fueron 94+1% de eliminacion de carbono organico total, 100% de eliminacion

del fosforo total y 72+8% del nitrégeno total (Garcia et al., 2017).

El uso de agua fresca para la produccion de biomasa microalgal es el
principal problema en su obtencion. Para conseguir un kilogramo de biomasa
se necesitan, aproximadamente, 1,5 litros de agua. Debido a esto, surge la
importancia del uso de aguas residuales que permitan la reutilizacion de
nutrientes, disminuyendo asi el coste de produccion de la biomasa (Fonseca

Santiago et al., 2013).

El cultivo de microalgas en un sistema de bioingenieria depende

principalmente de los siguientes parametros:

¢ Intensidad luminica: La luz es la fuente de energia principal para la
proliferacion de células fototréficas en las microalgas. El acceso de
las microalgas a la luz es un factor critico, ya que bajas intensidades
de luz pueden provocar menores tasas de crecimiento de la

microalga. Aunque la sensibilidad fotosintética de estas células
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aumenta con el aumento de la intensidad luminica, se alcanza un
umbral cuando la fotosensibilidad se satura y aparece una
fotoinhibicion. A partir de este punto, los rayos de luz pueden
provocar un dano irreversible a los receptores de luz de los
cloroplastos y disminuir instantaneamente la velocidad de
fotosintesis (Dismukes et al., 2008).

¢ Nutrientes: Diferentes concentraciones de nutrientes inorganicos,
vitaminas o elementos traza son necesarios para obtener una alta
produccion de biomasa. La mayoria de los sistemas de cultivo de
microalgas anaden nitrégeno y fosforo con un ratio de 16N:1P,
anadiendo asi los nutrientes en exceso para evitar la limitacion.
Ademas, se anaden metales traza, incluyendo hierro, niquel,
manganeso, selenio, cobalto o zinc como suplementos a los
micronutrientes (Molina Grima et al., 2003)

e Temperatura: La temperatura es un factor clave en la limitacion del
crecimiento de biomasa. El crecimiento de las microalgas aumenta
exponencialmente con el aumento de temperatura. Debido a la
importancia de este parametro, el crecimiento de microalgas
deberia ser aclimatado a temperatura ambiente para evitar un
sobrecrecimiento de las microalgas (Cherubini, 2010). El rango de
temperaturas 6ptimo es entre 20°C y 35°C (van Harmelen and
Oonk, 2006).

e Ratio de intercambio de gas: Las microalgas tienen la capacidad de
eliminar dioxido de carbono de forma mas eficiente que cualquier
otro organismo litétrofo (Park and Li, 2012). Durante la fotosintesis
hay una fijacion de dioxido de carbono y una liberacion de oxigeno.
Cuando el flujo de oxigeno alcanza altas concentraciones, la clorofila
sufre danos oxidativos, provocando la inhibicion de la fotosintesis y

una produccion menor de biomasa (Mendes et al., 2003).

1.1. Sacarificacion de carbohidratos en biomasa microalgal

Las microalgas estas compuestas mayoritariamente por proteinas (6-52%),
carbohidratos (7-23%) y lipidos (5-23%) (Tijani et al., 2015), todas ellas
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intracelulares, por lo que se requiere una ruptura de la pared celular para poder

acceder a ellos.

La pared celular de las microalgas se compone por un 30-37% de
carbohidratos y 1-37% de proteinas, siendo aproximadamente el 12-36% de su
masa celular (Domozych et al., 2012). El tipo de pared celular determina el tipo
de pretratamiento fisico, quimico, biolégico o combinado para su ruptura.
Basandose en la complejidad de la estructura de la superficie, se distinguen

cuatro tipos de células (Imagen 1-4).

. La membrana celular simple, que consiste en una agrupacion en
forma de bicapa lipidica con proteinas integradas y periféricas.

Il.  La membrana celular con material extracelular adicional, presente
en cianobacterias y diversos tipos de algas, con una estructura de
seis capas.

Ill.  La membrana celular con material adicional intracelular, cuya capa
protectora se compone mayormente por celulosa.

IV. La membrana celular con material intracelular y extracelular,

presente en Euglenoideas y Cyptophytas (D’Hondt et al., 2017).

Type 1 Type 3
Only cell membrane With intracellular material

Tecal plate

Type 2
With extracellular material Proteinaceus G

licle
Serrate layer [ ] b

Outermembrane SS

eriplasmicspace [ |
Peptidoglycan layer -

Type 4
With intracellular and extracellular material

Mucilage coating

USSR SR ITBA

Ce" memb(ane ------------------------------------

..... Proteinaceus strip ~ ~

Imagen 1-4 Tipos de membranas celulares en las microalgas (D’Hondt et al., 2017).
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Se han probado numerosas técnicas de ruptura de pared celular para
encontrar la forma mas efectiva de extraer productos intracelulares de las
microalgas, dividiendo los tratamientos en tres grandes grupos: quimicos,

fisicos y biologicos.
1.1.1. Tratamientos quimicos

Los tratamientos quimicos basan su fundamento en la interaccion de una
gran variedad de compuestos como antibidticos, detergentes, agentes
oxidantes, acidos o bases con los componentes de la membrana, produciendo
asi la ruptura de ésta. Los métodos quimicos son mas selectivos que los
métodos mecanicos, ya que normalmente dependen de interacciones
especificas con los constituyentes de la pared celular. Uno de los
pretratamientos quimicos mas frecuente es el pretratamiento con acidos. El
acido sulfarico y clorhidrico son los mas utilizados. Estos pretratamientos,
aunque mas rapidos, presentan generacion de inhibidores, corrosion de
equipos o elevado coste de operacion, ademas de una selectividad baja
(GUnerken et al., 2015).

1.1.2. Tratamientos fisicos

Los tratamientos fisicos presentan la ventaja de una baja contaminacion de
producto y poca dependencia en el tipo de alga en la eleccion del tratamiento
comparado con los pretratamientos quimicos o bioldgicos, los cuales requieren
equipos mas sofisticados y mayor energia, produciendo un calor que puede
danar el producto final. Se clasifican basados en las fuerzas que provocan la

ruptura de la pared celular, subdividiéndolos en mecanicos y térmicos.

En los pretratamientos térmicos, las células se rompen usando calor o frio.
Los métodos en los que se emplean altas temperaturas ofrecen mejores
resultados frente a los tratamientos que emplean frio en la ruptura de la pared
celular y son usados frecuentemente en la produccion de biogas (D’Hondt et
al., 2017).

Dentro de los procesos mecanicos se destaca el molino de bolas, que
consiste en un equipo cilindrico que gira sobre un eje de manera horizontal con

bolas, generalmente de ceramica o porcelana, en su interior. Estas bolas
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impactan con las células, rompiendo la pared celular y liberando el contenido

intracelular (Postma et al., 2017).

1.1.3. Tratamientos biologicos

Por Gltimo, en los tratamientos biolégicos cabe destacar la hidrolisis
enzimatica, la cual se aplica en solitario o como pretratamiento
complementario a otro tipo de pretratamiento. La hidrélisis se usa no sélo para
la ruptura de la pared celular, si no para la sacarizacion de azlcares complejos

en monosacaridos, proteinas en aminoacidos y lipidos en acidos grasos.

Martin Juarez et al., (2016) estudiaron el efecto de la hidrdlisis enzimatica
utilizando como enzima Celluclast 1,5L, en biomasa microalgal obtenida del
tratamiento de aguas residuales. Cuando se realiza una hidroélisis enzimatica
como pretratamiento Unico se observo que, cuando se realiza una hidrodlisis
enzimatica como Unico pretratamiento, el azlcar obtenido alcanza valores de
hasta un 93,6%, mientras que, con un pretratamiento previo a la hidrélisis
(tanto alcalino como con peréxido), el rango obtenido de azlcares es de 63,7-
78,8%. Sin embargo, con un pretratamiento previo a la hidrélisis se obtiene
mayor cantidad de acidos organicos, por la rapida oxidacion de los azucares,

principalmente obteniendo acido acético, férmico y butirico.

A la hora de plantear nuestro estudio nos hemos basado en resultados
previos (articulo en revision), donde se estudié las concentraciones de glucosa
y VFAs presentes en biomasa microalgal tras varios pretratamientos (molino de
bolas, tratamiento con acido clorhidrico 2M e hidrélisis enzimatica). Como se
puede ver en la Tabla 1-1, los valores mas altos de VFAs fueron de acido citrico
y acido acético, por eso nuestro estudio se basara en la evaluacion de estos

dos acidos como inhibidores de la produccion de poliésteres.

22



@ ESCUELA DE INGENIERIAS
INDUSTRIALES
INTRODUCCION

Tabla 1-1 Datos preliminares de biomasa microalgal

Glucosa Acido Acido Acido Acido Acido Acido Acido
acético citrico lactico  succinico  féormico  butirico  oxalico

@ @y ey @ &) @) @) @
1,09+ 0,24+ 0,05+ 0,22+ 0,05+ 0,16+ 0,13+ 0,03+

Molino de bolas
0,14 0,09 0,00 0,02 0,00 0,02 0,01 0,00
Molino de 0,36+ 0,36+ 0,55+ 0,26+ 0,23+ 0,32+
bolas+Hidrolisis 3 10,5
HCI 2M (a) 15 0,68 n.d. 0,41 011 0,64 n.d. 1,44
0,21+ 0,11+ 0,64+ 1,44+
HCI 2M (b) 7 1,01 0,26 n.d.
0,06 0,02 0,16 0,30
1.2. PHAs

Los polihidroxialcanoatos (PHA) son poliésteres lineales compuestos por
hidroxiacidos grasos (Imagen 1-5) y que representan un tipo complejo de

almacenamiento de poliésteres. Poli-B-hidroxibutirato (PHB) es el PHA mas

conocido (Poli et al., 2011).

Poly(3-hydroxyalkanoates) [PHA]

R group
—CH; Poly(3-hydroxyalkanoates) PHA
—CH,-CH; Poly(3-hydroxyvalerate) PHV
—(CH,), —CH; Poly(3-hydroxyhexanoate) PHHex
—(CH,),—CH;3  Poly(3-hydroxyoctanoate) PHO
—(CH,)¢—CH;  Poly(3-hydroxydecanoate) PHD

—CHZO Poly(3-hydroxy-5-phenylvalerate) PHPV

Imagen 1-5 Esquema general de distintos tipos de PHA(Shrivastav et al., 2013)

23



ESCUELA DE INGENIERIAS
INDUSTRIALES ) . .
EVALUACION DEL EFECTO DE AGENTES INHIBIDORES EN LA PRODUCCION DE POLIESTERES
EMPLEANDO CUPRIAVIDUS NECATOR

1.2.1. Clasificacion de PHA

Los PHA se clasifican en PHA de cadena corta (SCL-PHA), cadena media
(MCL-PHA) y cadena larga (LCL-PHA) basandose en la composicion monomérica

de los polimeros (Imagen 1-6).

Los polimeros de cadena corta consisten en subunidades de acidos grasos
3-hidroxi que contienen entre 6 y 16 carbonos. PHB es un homopolimero que
contiene cuatro subunidades de 3-hidroxibutirato (3HB). Es altamente
cristalino y, como consecuencia, quebradizo y rigido. La incorporacion de 3-
hidroxivalerato (3HV) a polimeros PHB resulta en un poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato) o P(3HB/3HV), que es menos rigido que los PHB (Kootstra et
al., 2017).

Short chain length PHAs,
[Poly (scl-PHAS)]
e.g., Poly (3HB), Poly(3HV)

Medium chain length PHAs,
[Poly (mcl-PHA)]
e.g., Poly (3HHXx), Poly(3HHp)

Polyhydroxyalkanoates
(PHAS)

Long chain length PHAs,
[Poly (Icl-PHA)]
e.g., P(3HHD), P(3HOD)

Imagen 1-6 Clasificacion de PHAs (Marjadi, D; Dharaiya, 2018)

1.2.2. Biosintesis de PHB

Existen mas de 250 diferentes cepas capaces de producir PHA de forma
natural, pero solo unas pocas bacterias son utilizadas en su produccion. Entre
estas se incluye Alcaligenes latus, Bacillus megaterium, Cupriavidus necatory
Pseudomonas oleovorans, las cuales son capaces de utilizar diferentes fuertes
de carbono incluyendo aceites vegetales o residuos para producir PHA.
Cupriavidus necator es la mas ampliamente estudiada y usada. (Ramsay et al.,
1990)

La acumulacion de PHB ocurre a partir de una limitacion de nutrientes en

el medio de crecimiento de la bacteria. Esta limitacion provoca un efecto de
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PHA. Cuando la bacteria Chlorella vulgaris se somete a un estrés mediante la
limitacion de nitrégeno, se observa que la acumulacion de carbohidratos como
PHA en la célula aumenta de un 20% a un 43% (De Farias Silva and Sforza,
2016).

Otro tipo de limitacion de nutrientes se estudié con la bacteria Noscot
muscorum, provocando un estrés a la bacteria mediante una limitacion de
nitrégeno y fosforo, provocando un incremento del 35% en la produccion de
PHB cuando la limitacion realizada fue de dos nutrientes frente a una limitacion
de nitrogeno (Sharma and Mallick, 2005).

En la mayoria de las bacterias, los PHB se producen mediante una reaccion
en tres pasos (Imagen 1-7), partiendo del acetil-CoA. En el primer paso, dos
moléculas de acetil-CoA se condensan en una reaccion catalizada por 3-
cetotiolasa. A continuacion, el acetoacetil-CoA  generado es
estereoselectivamente reducido a (R)-3-hidroxibutilo-CoA. Finalmente, los
monomeros se polimerizan por un PHB-sintetasa, liberando PHB y CoA libre

como productos (Bugnicourt et al., 2014).

Biosynthesis

Date Molasses ( C. necator on MM medium with C-source at 30 °C/200 rpm for 48 h)

il C. necator cytoplasm
: Monomer

units High molecular . P(3HB-co- 3HHx)
formation  polymerization weight polymers 28 mol% 3HHx)

N (
@ i " ~—" M, 580kDa
(R)-3-HB- CoA — (3 ) __ \ P@HB)
(R}-3-HHx- CoA/ NS \\@ e’ o _JinaE
(R)-3-HB- CoA /—3\ ~ M, 670 kDa

G

P(3HB-co-3HHX)

S, T
°i - ~ 5 mol% 3HHx
i, s >< P 3\/_’M-83:)koa)
. b B i i
. = l 12 mol% 3HHx)
Date seed oil T ——— 20 mol% 3HHX) M,,: 640 kDa
1Date seed oil : P(3HB-co-30 mol% 3HHx) M, 750 kDa

2pate molasses : P(3HB) 30
3 TDate molasses & l' Date seed oil : P(3HB-co- 'n mol% 3HHx)
3

Imagen 1-7 Esquema de la produccion de PHA en una célula de Cupriavidus Necator (Purama et
al., 2018).

Se han buscado formas de produccion de PHB alternativas al uso de

materias primas puras, como el uso de algas.
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Se ha comprobado la capacidad de la bacteria Cupriavidus necator para
crecer y acumular PHB usando como fuente de carbono primaria biomasa
residual, como el glicerol derivado de la produccion de biodiésel a partir de
acidos vegetales refinados, frente al uso de materias primas comerciales, como
el glicerol puro. Bajo las mismas condiciones de cultivo, se obtiene que el
glicerol residual de la industria provoca mejor productividad en las células que
glicerol comercial. Aunque se obtiene la misma tasa de acumulacion, el periodo
de acumulacion del glicerol residual fue casi la mitad que el observado en el
glicerol comercial. Debido a que el residual presenta bajas concentraciones de
sodio, esto y otros posibles contaminantes se acumulan en el medio durante el
crecimiento y, a partir de cierta concentracion, inhibe la acumulacion o tiene

un efecto negativo en las células (Gahlawat and Soni, 2017).

En un estudio realizado por Mozumder et al., (2015) se estudio el efecto del
sodio en el crecimiento y acumulacién de PHB de Cupriavidus necator usando
como fuente de carbono glucosa o glicerol residual procedente de la industria
del biodiesel con una pureza del 85%, donde se comprobd que un aumento en
la concentracion de sodio en el medio en el que se encuentra la bacteria
provoca una inhibicién no lineal en el crecimiento de la bacteria, la cual alcanza
su crecimiento maximo a las 45 horas. A partir de la concentracion de 8,9 g/I
de sodio, el crecimiento de la bacteria permanece constante. Para favorecer la
acumulacién de PHB se limita el nitrogeno en el medio y se comprueba que la

inhibicion en la acumulacion de PHB si que presenta un modelo lineal.

Azizi et al., (2017) estudiaron la acumulacion de PHB en Cupriavidus
necator utilizando como fuerte de carbono los azucares incluidos en el alga
marron Sargassum sp. previamente sometida a un pretratamiento acido y una
sacarificacion enzimatica. Usando acido clorhidrico para el pretratamiento
acido, se obtuvo una concentracion de 9,53+0,21 g/I de azlcares simples. La
posterior sacarificacion enzimatica aumento la concentracion de azlcares
hasta valores de 17+0,1 g/I. Se demostrd que una dilucion del hidrolizado del

10% se producia mas PHB que el producido con azlcares puros.

Otras materias primas estudiadas en la produccion de PHA han sido aceites

y grasas residuales de la industria alimentaria (Povolo, 2015). Se estudio la
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capacidad de crecimiento de C. necator con 24 horas de crecimiento a 30°Cy
150 rpm de agitacion, usando 20 g/I de glucosa como fuente de carbono y
tiempos de acumulacion de 48-72 horas realizando una limitacion de nitrégeno
en el medio y anadiendo como fuente de carbono diferentes clases de aceites
residuales de la industria del biodiesel. Anadiendo un suplemento del 2,5% el
volumen de biodiesel como cosustrato, el crecimiento de la bacteria era mayor.
También se comprobd un buen crecimiento en grasa animal, por lo que se
comprob6 que C. necator puede crear sus propias lipasas para la formacion de
PHA.

1.3. Perspectiva

El uso de biomasa microalgal procedente de aguas residuales supone la
solucion a dos problemas de forma simultanea. Por una parte, el crecimiento
de algas mediante el uso de aguas residuales reduce la cantidad de materias
primas puras necesarias para el crecimiento tradicional de la biomasa
microalgal, aportando dichas aguas todos los nutrientes necesarios para el

crecimiento.

Por otra parte, la producciéon de PHA a nivel industrial supondria una
reduccion en la produccion de polimeros no biodegradables. Ademas, la
produccion de biopolimeros a partir de residuos procedentes de diferentes
industrias reduciria la necesidad de materias primas para el crecimiento de las

bacterias y formacion de PHA, fomentando asi la economia circular.

La finalidad de este estudio es la evaluacion del efecto de algunos de estos
inhibidores, como es el caso de VFAs como acido acético y acido citrico
presentes en la biomasa algal en elevada proporcion para poderse usar como
sustrato para el crecimiento de la bacteria y posterior estudio de la produccion
de PHA.

El crecimiento de Cupriavidus necator y la acumulacion de PHB se estudia
en dos fases, una primera de crecimiento de la bacteria y una segunda fase en
la que se limita el nitrégeno del medio para provocar una situacion de estrés

en la bacteria y, asi, favorecer la acumulacion de PHA (Imagen 1-8).
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Glucosa/VFAs
v
. . Etapa de acumulacion
In6culo Etapa de crecimiento N 72 horas N PHB
Cupriavidus necator 24-72 horas Limitacion nitrégeno
Pretratamiento dcido P Glucosa/VFAs
Biomasa microalgal X
Molinos de bolas | Hidrolisis enzimatica

Imagen 1-8 Esquema de produccion de PHB
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2.0BJETIVOS

El objetivo final de este trabajo es evaluar el crecimiento y acumulacion de

PHAs en la bacteria Cupriavidus Necator utilizando como sustrato hidrolizados

de biomasas residuales con elevados contenidos de azlcares, analizando el

efecto de diferentes inhibidores, como el acido acético y el acido citrico,

habitualmente presentes en estos hidrolizados.

Estudiar el crecimiento y produccion de PHA de la bacteria en
medios modelo trabajando con diferentes concentraciones de
glucosa.

Evaluar el efecto de acidos habitualmente presentes en la
biomasa residual a diferentes concentraciones sobre el
crecimiento de la bacteria y la produccion de PHA en disoluciones
modelo de glucosa.

Evaluar el crecimiento de la bacteria y la produccion de PHA en
disoluciones de azlcares procedente de una biomasa residual
real, como es la biomasa algal crecida en plantas de tratamiento

de purines.
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3.METODOS Y MATERIALES

3.1.In6culo

Para la produccion de PHAs se utiliza la bacteria Cupriavidus necator (cepa
DSM 545) que se obtuvo del catalogo de DMSZ. Sus condiciones de

crecimiento 6ptimas son 30°C a pH neutro y agitacion de 150 rpm.
3.2.Medios de cultivo
3.2.1. Medio 81 para crecimiento celular

El medio utilizado para el crecimiento de la bacteria es el recomendado por

DSMZ el medio 81, siendo un medio mineral para crecimiento quimiolitétrofo.

Las disoluciones usadas para preparar el medio son las siguientes (Tabla
3-1):

Tabla 3-1 Disoluciones para la preparacion de medio 81

Disolucion Soluto Masa/Volumen Disolvente
Disolucién A K20, 23008 Hasta 50 mi de
NasHPO42H-0 2,900 g agua destilada
NHa4Cl 1,000 g
MgS047H20 0,500 g
Disolucion B MNnCl24H:0 0,010 8 H:;Z 3235“';2'(;;3
NaVOzH20 0,005 g
Disolucién traza SL-6 5 mi
Disolucién C (NHa)s[Fe(CsH07)o] 0,050 g ';Zﬁ;a 20 m de
Disolucién D NaHCO3 0,0125 g Hasta 250 ml de

agua destilada

Para la preparacion de la disolucion B se necesita la disolucion de traza SL-
6 (Tabla 3-2).
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Tabla 3-2 Preparacion de la disolucion traza SL-6

Soluto Masa Disolvente
ZnS04:7H20 0,10 g
MnCl2:4H20 0,03 ¢
H3BOs 0,30 g

CoCl»6H20 0,20 g ] guzofe%trﬁ‘égae
CuCl2:2H20 0,01g
NiCl>6H20 0,02¢g
Na2Mo042H20 0,03g

Las disoluciones se esterilizan en el autoclave a 121 °C durante 20 minutos
y, una vez frias, se mezclan las disoluciones A, By C y se anaden 10 ml de la
disolucion D previamente filtrada con un filtro de nylon de 0,22 um, todo en
condiciones de esterilidad en la cabina de flujo laminar. El pH final del medio

se ajusta a 6,8.

Todos los productos quimicos necesarios para la preparacion de los medios

se compraron en PANREAC (Barcelona, Espana).

3.2.2. Medio 81 sin nitrégeno para acumulacion de PHAs

El medio sin nitrégeno para la acumulacion de PHA se prepara como el
medio 81 sin anadir la disolucion Cy el cloruro de amonio de la disolucion B
para retirar todo el nitrogeno presente en el medio. El pH final del medio se

ajusta a 6,8.

3.2.3. Medio 1 solido para mantenimiento de la cepa

El medio de mantenimiento de la cepa Cupriavidus necator es un medio
solido con agar, se prepara siguiendo las recomendaciones de DMSZ (Tabla
3-3).

Tabla 3-3 Preparacion del medio 1

Soluto Masa Disolvente
Peptona 50¢g
Extracto de carne 30¢g Hasta 1000 ml de

agua destilada
Agar bacteriolégico 15,0 ¢
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El pH del medio se ajusta a 7. El medio se esteriliza a 121 °C durante 20

minutos.

Todos los productos quimicos necesarios para la preparacion del medio 1

se compraron en PANREAC (Barcelona, Espana).

3.3.Crecimiento bacteriano

Las condiciones Optimas de crecimiento de la bacteria en el medio 81
(medio liquido) son pH 6,8, temperatura de 30°C y agitacion a 150rpm en un

agitador.

Para mantener la bacteria en el medio 1 (medio sélido) la bacteria crece en
placa durante 24 horas a 30°C en estufa y posteriormente se conserva la placa
a4°C.

3.4.Biomasa

Como biomasa residual se ha utilizado biomasa microalgal procedente de
un fotobiorreactor inclinado en capa fina y alimentado con agua procedente del
tratamiento de purines. La composicion de esta biomasa es: 19,31%
carbohidratos, 51,73% proteinas, 12,41% lipidos y 16,32% soélidos totales. El
tipo de microalga mayoritaria resultd Scenedesmus almeriense. La biomasa

fue proporcionada por la Fundacion Cajamar (Almeria).

3.5.Crecimiento de Cupriavidus necator con disoluciones modelo

3.5.1. Glucosa

Para ver el efecto de la glucosa sobre el crecimiento de Cupriavidus Necator
y la produccion de PHA se ponen cultivos en Erlenmeyer de 250 ml que se
inoculan con 5 ml del cultivo de Cupriavidus en fase exponencial y 45 ml del
medio 81 con nitrégeno y diferentes concentraciones de glucosa en un
intervalo en el que se encuentren las concentraciones de glucosa obtenidas en
estudios previos de pretratamientos de biomasa microalgal (Tabla 1-1): 20 g/I,
15 g/I, 10 g/I, 7 g/I, 5 g/l y 2,5 g/l, ademas de un blanco, sin glucosa. El

experimento se realiza por triplicados durante 24 o 72 horas de crecimiento.
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Después del tiempo de crecimiento, se toman 2 ml de muestra para medir
la densidad 6ptica y el volumen restante se centrifuga a 4000g y 4°C durante
5 minutos para precipitar la biomasa. Estos pellets se pasan a erlenmeyers de
250 ml con 50 ml del medio 81 sin nitrégeno y se anade la glucosa
correspondiente para cada concentracion. Dichos erlenmeyers se mantienen

en las mismas condiciones durante 72 horas.

Pasadas las 72 horas, se toman 2 ml de la muestra para analisis de PHB

por triplicado.

3.5.2. Acido acético y glucosa

Para estudiar el efecto que tiene la presencia de acido acético ademas de
glucosa en el crecimiento de la bacteria, se inoculan erlenmeyers de 250 ml
con 5 ml del cultivo de Cupriavidus necator con 45 ml del medio 81 con
nitrégeno. Las concentraciones de glucosa estudiadas fueron 7 g/ly 15 g/l y
las de acido acético 0,25 g/I, 0,5 g/l, 0,75 g/l y 1 g/| basandonos en las
concentraciones de glucosa y acido acético obtenidas de estudios previos

sobre pretratamientos a biomasa microalgal (Tabla 1-1).

Se procede de la misma forma indicada anteriormente en el punto 3.5.1

para el cambio de medio y la extraccion de la muestra para PHB.

3.5.3. Acido citrico y glucosa

Se procede como en el punto 3.5.3, en este caso las concentraciones de
glucosa estudiadas son 7 g/l'y 15 g/l y las de acido citrico 0,5 g/I, 1 g/I, 2,5
g/l, 5 ¢g/l, 7,5 g/l y 10g/1 basandonos, de nuevo, en datos preliminares sobre

concentraciones obtenidas tras pretratamientos (Tabla 1-1).
El modo de operacion es el indicado en el punto 3.5.1.

3.5.4. Acido acético o acido citrico

Se estudia el posible efecto sobre el crecimiento de Cupriavidus necator
usando acido acético o acido citrico como fuente de carbono. Se estudian las
concentraciones 0,25 g/l, 0,5 g/ly 0,75 g/l para el acido acéticoy 1 g/ly 2,5

g/l para acido citrico, concentraciones para las cuales se obtuvo crecimiento

38



D

ESCUELA DE INGENIERIAS

INDUSTRIALES

METODOS Y MATERIALES

de la bacteria cuando se emplearon dichas concentraciones junto a glucosa

como fuente de carbono.

Se toman muestras a las 24 horas de 2 ml para medir su densidad optica,

asi como su nitrogeno total. Se va tomando muestras cada 24 horas.

3.6. Crecimiento de Cupriavidus necator usando biomasa

microalgal

Se hacen diferentes pretratamientos de la biomasa microalgal para
producir la ruptura de la pared celular y liberar los azlcares de la célula. Los

pretratamientos realizados aparecen resumidos en la

Tabla 3-4. Los pretratamientos seleccionados son aquellos que, basandose
en estudios anteriores, presentan concentraciones de glucosa y VFAs
adecuadas para el crecimiento de Cupriavidus necator. Para cada experimento
se ponen 45 ml del pretratamiento y 5 ml de Cupriavidus. Los experimentos se

hacen por triplicado.

Tabla 3-4 Resumen de experimentos con hidrolizados

Experimento Medio

Molino de bolas sin

1 buffer+Hidrolisis enzimatica

Molino de bolas con

2 buffer+Hidrdlisis enzimatica
3 Acido

4 Acido con dilucién 1/2
5 Acido optimizado

6 Acido optimizado con

dilucion 1/2

El tiempo de crecimiento de Cupriavidus fue de 72 horas en un medio con
nitrégeno, ya que se observo un mayor crecimiento de la bacteria para mayores
tiempos de crecimiento. Posteriormente se estudio la acumulacion de PHAs
también a 72 horas, 30°C y 150 rpm (Povolo, 2015), usando el medio 81 sin
nitrégeno. El procedimiento de cambio de medio y de extraccion de muestras

para PHA es el mismo que en casos anteriores.
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3.6.1. Experimento 1: Molino de bolas sin buffer+Hidrolisis enzimatica

En botellas de vidrio de 500 ml se anade una solucion de alga al 5% en
peso seco y se anade agua hasta los 250 gramos. La solucion se pone en el
molino de bolas, consistente en un equipo cilindrico que gira sobre un eje de
manera horizontal durante 5 minutos con bolas pequenas (d=1,25 mm). Estas
bolas impactan con las células, rompiendo la pared celular y liberando el
contenido intracelular. Se mide el pH de salida y se sacan 2 ml para hacer
analisis de HPLC y de DNS (Postma et al., 2017).

El pH de la solucién se ajusta a 4,8 con HCI 5M.

Posteriormente, se realiza una hidrolisis en erlenmeyers de 100 ml, a los
que se anaden 25 gramos de la disolucion obtenida del pretratamiento del
molino de bolas y 10,2 pl de enzima Celluclast 1,5L, que divide la celulosa en
sus azucares simples (Enzymes for education, 2018). Los erlenmeyers se
ponen en el incubador a 50°C y 300 rpm durante 12 horas (Martin Juarez et
al., 2016).

Pasado este tiempo se juntan los erlenmeyers para homogeneizar la

solucion y se toman muestras para HPLC y DNS y se ajusta el pH a 6,8.

3.6.2. Experimento 2: Molino de bolas con buffer+ Hidrolisis enzimatica

En botellas de vidrio de 500 ml se anade una solucion de alga al 5% en
peso seco y se anade agua hasta los 250 gramos. La solucion se pone en el
molino de bolas durante 5 minutos con bolas pequenas (d=1,25 mm) y se mide

el pH de salida. Se sacan 2 ml para hacer analisis de HPLC y de DNS.

El pH de salida del molino es basico y se ajusta a 4,8 con HCI 5M, pH 6ptimo
de la enzima Celluclast, la cual rompe la celulosa en azlcares simples. A esta
suspension se le anaden 12,5 pl de Buffer citrato 1M, preparado con 210
gramos de citrato acido monohidratado en 750 ml de agua ultrapura y al cual
se ajusta el pH a 4,5 con hidréxido de sodio, y 10,2 pl de enzima Celluclast 1,5L
(Enzymes for education, 2018). Los erlenmeyers se ponen en el incubador a
50°Cy 300 rpm durante 12 horas (Martin Juarez et al., 2016).
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Pasado este tiempo se juntan los erlenmeyers para homogeneizar la

soluciéon y se toman muestras para HPLC y DNS y se ajusta el pH a 6,8.

3.6.3. Experimento 3: Acido clorhidrico 2M

Este experimento se corresponde con el pretratamiento de acido clorhidrico
2M (a), del cual se incluyen las concentraciones de glucosa y VFAs en la Tabla
1-1. En botellas de 500 ml se prepara una solucion al 5% en peso seco de alga
y se rellena hasta 250 gramos con acido clorhidrico 2M. Se autoclavan las
botellas durante 1 horas a 121 °C. Cuando se enfria la solucion, se ajusta el pH
a 6,8. Se toman 2 ml para hacer analisis de HPLC y de DNS (Martin Juarez et
al., 2018).

3.6.4. Experimento 4: Acido clorhidrico 2M con dilucién 1/2.

Se realiza el pretratamiento correspondiente con el experimento 3,
realizando una diluciéon de un medio al liquido obtenido al final del tratamiento
con el medio 81 con nitrogeno, con la finalidad de reducir la concentracion de
acidos acético y citrico presente en la solucion final, basandonos en los
resultados previos de concentracion de glucosa y VFAs tras los pretratamientos
(Tabla 1-1)

3.6.5. Experimento 5: Acido optimizado con &cido clorhidrico 2M.

Este experimento se corresponde con el pretratamiento de acido clorhidrico
2M (b), del cual se incluyen las concentraciones de glucosa y VFAs en la Tabla
1-1. En botellas de 500 ml se prepara una solucién de 7,5% en peso seco de
alga y se rellena hasta 250 gramos con HCI 2M. Se autoclavan durante 10
minutos a 121°Cy se ajusta el pH a 6,8. Se sacan ml para hacer analisis de
HPLC y de DNS.

3.6.6. Experimento 6: Acido optimizado con dilucién 1/2.

Se realiza el pretratamiento correspondiente con el experimento 5,
realizando al liquido obtenido al final del tratamiento una dilucién a un medio

para reducir la concentraciones de acidos con el medio 81 con nitrégeno.
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3.7.Métodos analiticos

3.7.1. Recta OD frente a SST

El crecimiento de la biomasa se mide por densidad 6ptica (OD). Para
conocer la concentracion en g/l se hace una curva patron de SST frente a

absorbancia.

Para el estudio de los SST en las muestras se realiza previamente una curva
patron de OD frente a SST. Se incuba Cupriavidus con una concentracion de
glucosa de 10 g/l durante 24 horas a 30°C y 150 rpm. Se hace la recta de
calibrado con las diluciones de 1/1,5, 1/2, 1/4 y 1/8 y se mide la densidad
Optica con una longitud de onda de 650 nm de las diferentes diluciones. Un
volumen conocido se filtra sobre filtros previamente pesados. Los filtros se
secan en estufa a 105°C durante 1 hora. La diferencia de peso de los filtros
nos da la masa de SST. Conocido el volumen filtrado y la masa, se puede
conocer la concentracion de sélidos para las distintas diluciones. La recta de

calibrado representara la OD frente a la concentracion de sélidos (Grafica 1).

0,7
0,6

0,5

04 y =0,0015x
: R? = 0,9959

oD
{

0,3
0,2
0,1

0
0,0 100,0 200,0 300,0 400,0 500,0

SST(g/l)
Grafica 1 Recta de calibrado de OD frente a SST
3.7.2. Medicion de la concentracion de glucosa

El método de DNS (3,5-dinitrosalicilico) es un método colorimetro que
depende de la cantidad de glucosa presente en el medio. El DNS se prepara

con los reactivos de la Tabla 3-5.
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Tabla 3-5 Preparacion de DNS

Soluto Masa Disolvente
Dinitrosalicilico 10g
Hasta 1000
Tartkl(rito Nay 300g ml de agua
destilada
NaOH 16 g

Se disuelve la masa de dinitrosalicilico en 200 ml de agua destilada y la
masa de tartrato en 500 ml hasta que se disuelvan. Una vez disueltos, se
juntan en un matraz aforado de 1 litro y se anaden los 16 gramos de NaOH. Se

agita durante un dia entero y se enrasa hasta 1 litro.

Para hacer la recta de calibrado se usan tubos de ensayo de 16 ml un
blancoy 5 muestras con diferentes concentraciones de glucosa, todas ellas por
duplicado. Se preparan anadiendo los siguientes volimenes de agua, glucosa
y DNS (Tabla 3-6).

Tabla 3-6 Volumenes para preparar la recta de calibrado de la glucosa

Volumen glucosa(2g/1) Volumen agua (Il) Volumen DNS
(") (D) (mi)
Blanco - 1000 1
1 100 900 1
2 200 800 1
3 400 600 1
4 600 400 1
5 800 200 1

Una vez preparados, se meten en un bano de ebullicion durante 5 minutos
y, posteriormente, se anaden 8 ml de agua (Il) y se lee su absorbancia a 540

nm.

Se obtiene asi una recta de calibrado de absorbancia frente a concentracion

de glucosa.

El calibrado se realiza cada vez que se realiza un analisis de la

concentracion de glucosa con DNS.
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Para conocer la concentracion de glucosa que queda en el medio, se
preparan tubos de ensayo de 16 mly se anade 50 yl de la muestra, 950 ul de
agua (Il) y 1 ml de DNS que se meten en un bano en ebullicion durante 5
minutos y se anaden 8 ml de agua. Finalmente, se mide la absorbancia a 540

nm. El experimento se hace por duplicado.

3.7.3. Analisis de PHA

Para cada muestra que se quiera analizar el contenido de PHA, se toman 2
ml que se centrifugan a 10000 rpm durante 10 minutos, eliminando el
sobrenadante (Frutos et al., 2017). El pellet resultante se lava dos veces con
agua ultrapura y se congela a -20°C. Para cada muestra se toman triplicados

para el posterior analisis.

El analisis de PHA se realiza anadiendo 1 ml de propanol/HCI 37% (80:20)
al pellet con nuestra biomasa y vortear hasta disolver la muestra. Esta
disolucién se pasa a tubos Hatch. Se anaden 10 pl de acido benzoico que se
usa como patrén interno y 2 ml de cloroformo. Se vortean los tubos y se dejan
4 horas en un termoblogque a 100°C. Para preparar los patrones para la recta
de calibrado de PHB/PHV se anade 1 ml de propanol/HCI 37% (80:20), 10 pl
de acido benzoico y 2 ml del patron correspondiente en tubos Hatch y, al igual

que las muestras, se colocan el termobloque durante 4 horas.

Después de las 4 horas, se dejan enfriar y se anade 1 ml de agua miliQ y se
vortea. Se forman asi dos fases, una fase organica de mayor densidad y la fase
acuosa. Se extrae con una pipeta Pasteur la fase organica y se filtra con filtros

de nylon de 0,22um en viales de 2 ml para cromatografia de gases.

El analisis se realiza en un GC-7820A unido a un MSD-5977E (Agilent
Technologies, Santa Clara, EEUU.), equipado con una columna de DB-WAX
(30m x 250 um x 0,25 ym) (Imagen 3-1).
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Imagen 3-1 Equipo de analisis de PHAs

Las temperaturas del detector y del inyector son de 250°C, mientras que la
del horno se mantiene a 40°C durante 5 minutos y va aumentando 10°C por

minuto hasta los 200°C, a la que se mantiene durante 2 minutos.

Los resultados obtenidos dan una concentracion de miligramos de PHB por
cada litro de muestra. El porcentaje de PHB se obtiene de dividir la

concentracion de PHB entre la concentracion de SST.

3.7.4. Analisis de nitrogeno total.

Las muestras que se usan en la medicion del nitrégeno total se preparan

mediante la filtracion con filtros de 0,22 ym de nylon de 5 ml de la muestra.

El analisis se realiza con un TOC-V 5000. La medida se realiza mediante
luminiscencia. El nitrogeno reacciona con ozono formando NO» excitado que, al
volver a su estado no excitado, emite una intensidad luminica proporcional a

su concentracion.

3.7.5. Analisis de concentracion de aztcares y acidos con HPLC

Los compuestos que se miden en el HPLC son glucosa y VFAs. Las muestras
que medimos son las obtenidas tras 72 horas de crecimiento para las
diferentes fuentes de carbono. Las muestras se filtran con filtros de nylon de

0,22 ym y se pasan a viales de HPLC de 2 ml.
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El equipo usado para la cromatografia de liquidos es un HPLC Waters
Alliance e2695, al que se unen dos detectores, uno de ellos de ultravioleta
2998 PDA y un detector de indice de refraccion 2414 R1. El detector
ultravioleta se utiliza como auxiliar para diferenciar compuestos con respuestas
similares en el detector de indice de refraccion. En el caso de los acidos
organicos, éstos dan respuesta en ambos detectores, pudiéndolos
diferenciarlos asi de otros compuestos con un indice de refraccion parecido

pero que no son detectados por la luz ultravioleta.

El contenido de carbohidratos en las muestras es determinado por HPLC-RI
usando un procedimiento NREL (National Renewable Energy Laboratory -
EEUU) modificado(Hames, 2008). La muestra liquida es analizada por una
columna Bio-Rad HPX- 87X de exclusion de iones instalada en el médulo de
separacion Waters e2695. Una fase moévil de acido sulfirico 0,025M es eluida

con un caudal de 0,6 ml/miny a 50°C.
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4.RESULTADOS

En el apartado de resultados, las tablas correspondientes a los datos

representados en las graficas se incluyen en el anexo Il (apartado 8).

4.1. Glucosa

4.1.1. Crecimiento de Cupriavidus necator con glucosa a distintos tiempos

Se estudia el crecimiento de Cupriavidus con diferentes concentraciones de
glucosa (2,5 g/I, 5 g/I, 7 g/l, 10 g/l, 15 g/I, 20 g/1) y durante dos tiempos
diferentes de crecimiento (24 y 72 horas). Para 24 horas, apenas aumenta la
concentracion de SST con la glucosa, alcanzando el valor maximo de 19,39-10
2+1,11-:102g/ 1 con 10 g/l de glucosa. Sin embargo, para un tiempo de 72 horas
se observa un importante crecimiento a medida que aumenta la concentracion
de glucosa, alcanzando una concentracion de 5,66+0,31 g/l a una

concentracion de 20 g/l de glucosa. (Tabla 8-2 y Figura 4-1).

Crecimiento de Cupriavidus necator

6
5
2
- al
S e
0 2,5 5 7 10 20

Concentracion glucosa(g/l)

H

M 24 horas

SST(g/l)

w

B 72 horas

Figura 4-1 Comparacion crecimiento con glucosa a 24 y 72 horas
4.1.1.1. Consumo de nitrogeno vy glucosa con glucosa con fuente de carbono en

72 horas

Para periodos de crecimiento de 72 horas de Cupriavidus, se mide la

glucosa y nitrogeno residuales del medio tras las 72 horas de crecimiento. La
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concentracion de nitrogeno inicial del medio es de 193,42 mg/I. El consumo
de nitrégeno aumenta directamente con la concentracion de glucosa, sin llegar
a consumirlo completamente. El porcentaje de consumo mas alto de nitrogeno
se alcanza para 20 g/I de glucosa con un valor de 93,89+0,91% (Tabla 8-3 y
Figura 4-2).

%Consumo nitrégeno con glucosa

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Consumo nitrégeno (%)

0 2,5 5 10 20

Concentracion glucosa(g/l)

Figura 4-2 Consumo de nitrogeno y glucosa con glucosa como fuente de carbono

Por otra parte, la glucosa del medio se mide usando el método de DNS para
obtener un resultado rapido sobre la glucosa residual. La glucosa se consume
completamente, hasta una concentracion inicial de glucosa de 10 g/I, a partir
de la cual comienza a aparecer una cantidad muy baja de glucosa residual,
obteniendo el valor maximo de 2,76-102+6,31-:103 g/| para la concentracion
inicial de 20 g/I de glucosa (Tabla 8-4).

4.1.1.2. Acumulacién de PHB con glucosa como fuente de carbono

El medio de crecimiento se sustituyd por un medio con idénticas
concentraciones de glucosa que los iniciales, pero sin nitrogeno en todos los
experimentos, tanto de crecimiento a 24 horas como a 72 h. Tras un periodo
de acumulacion de 72 horas en un medio sin nitrégeno para las diferentes

concentraciones de glucosa, se miden los PHB.

Para los experimentos con 24 horas de crecimiento, la mayor concentracion
de PHB se obtiene para 20 g/I de glucosa con un valor de 566,45+54,16 mg
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214,11+6,53 mg/I para la misma concentracion de glucosa (Tabla 8-5y Figura
4-3).

Concentracion PHB con glucosa
700
600
500
400

300 M 24 horas
200 H 72 horas
L il i
0
0,0 2,5 5,0 7,0

10,0 15,0 20,0
Concentracion glucosa (g/1)

Concentracién PHB (mg/l)

o

Figura 4-3 Concentracion e de acumulacion de PHB con glucosa como fuente de carbono.
Experimentos con 72 h de acumulacion, partiendo de experimentos de crecimientoa 24y 72 h.

Por otra parte, en términos de porcentaje de acumulacion de PHB en la
biomasa (g de PHB/100 g de biomasa), el maximo porcentaje de PHB se
obtiene, tanto para 24 como para 72 horas, para una concentracion de glucosa
de 20 g/l con valores de 65,98+4,69% y 2,97+0,14% respectivamente ( Tabla
8-6 y Figura 4-4).

%PHB glucosa con glucosa

80
70
60
50

40
W 24 horas
30
2 W 72 horas
0
0 2,5 5 7 10 15 20

Concentracion de glucosa(g/l)

%PHB

o O

Figura 4-4 Comparacion %PHB con glucosa como fuerte de carbono. Experimentos con 72 h de
acumulacion, partiendo de experimentos de crecimientoa 24y 72 h.
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4.2. Acido acético

4.2.1. Crecimiento de Cupriavidus necator con acido acético con tiempo de

crecimiento de 24 horas

En este experimento se estudia el crecimiento de Cupriavidus con
diferentes concentraciones de acido acético (0 g/1, 0,25 g/, 0,5 g/ly 0,75 g/|)
para tiempos de crecimiento de 24 horas. La concentracion mas alta de SST es
18,38102+3,10-103 g/l para una concentracion de acido acético de 0,5 g/, a
partir de la cual el acido acético es toxico para el crecimiento de la bacteria
(Tabla 4-1).

Tabla 4-1 Crecimiento con acido acético como fuente de carbono

Concentracion Concentracion Media Concentracion

acido acético SST 24 horas 24 horas
&1 (7)) &/
0 0,00 0,00+0,00

0,11

0,25 0,11 0,11+3,94-103
0,10
0,18

0,5 0,18 18,38102+3,10-103
0,19
0,00

0,75 0,00 0,00+0,00
0,00

4.2.2. Crecimiento de Cupriavidus necator con 7 g/I de glucosa y acido

acético a distintos tiempos

Se estudia el crecimiento de Cupriavidus con diferentes concentraciones de
acido acético (0,25 g/1,0,5 g/1,0,75 g/l y 1 g/1) con una concentracion de
glucosa de 7 g/l y distintos tiempos de crecimiento (24 y 72 horas). Para tiempo
de crecimiento de 24 horas, el valor maximo se alcanza para una concentracion
de acido acético de 0,5 g/l con un valor de 2,13+0,01 g/I de SST, a partir de

dicha concentracion de acido acético, éste resulta toxico para el crecimiento
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de la bacteria. Para 72 horas, al igual que para 24 horas, el valor maximo de

SST es de 2,44+0,01 g/l para 0,5 g/1 de acido acético (Tabla 8-7 y Figura 4-5).

Crecimiento Cupriavidus necator

24 horas

SST(mg/1)

W 72 horas

[ |
0 0,25 0,5 0,75 1
Concentracion acido acético(g/l)

Figura 4-5 Comparacion de crecimiento con 78/l de glucosa y acido acético a 24 'y 72 horas
4.2.2.1. Consumo de nitrégeno y glucosa con 7 g/l de glucosa y 4cido acético

como fuente de carbono

Partiendo de un nitrégeno total inicial en el medio en este experimento de
179,88 mg/I, se estudia el consumo de nitrégeno para una concentracion de
7 g/1 de glucosa y diferentes concentraciones de acido acético, el consumo de
nitrégeno aumenta hasta una concentracion de 0,25 g/I, a partir de la cual
comienza a disminuir. El mayor consumo se da para una concentracion de 0,25
g/| de acido acético, coincidiendo con el mayor crecimiento de la bacteria, con
un consumo de 76,27+5,36 % (Tabla 8-8 y Figura 4-6).
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%Consumo nitrogeno con 7 g/l glucosa y acido

acético
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Figura 4-6 Consumo de nitrégeno con 7 g/I glucosa y acido acético como fuente de carbono

4.2.2.2. Concentracion de glucosa y acidos acético y citrico tras 72 h de

crecimiento

Las muestras con un tiempo de 72 horas de crecimiento se analizaron en
el HPLC para conocer el consumo de glucosa y de acido acético de Cupriavidus.
La concentracion de glucosa inicial en las muestras es de 7g/l y para las
concentraciones de 0,25 g/ly 0,5 g/I de acido se consume toda la glucosa, sin
embargo, a partir de 0,75 g/I de acido, no se consume completamente la

glucosa, aumentando la concentracion de glucosa residual hasta un valor de
4,48+0,17g/1.

En el caso del acido acético, para 0,25 g/l y 0,5 g/l, se consume por
completo, pero para concentracion inicial de 0,75 g/I de acido acético no se

consume, siendo la concentracion de acido acético residual de 0,49+0,01 g/I.

Finalmente, la concentracion de acido citrico, que esta presente en el medio
de crecimiento debido al uso de citrato en su preparacién, permanece

constante y no se consume (Tabla 8-9 y Figura 4-7).
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Datos HPLC 7g/I glucosa y acido acético
4,5 I
3,5
2,5 - -

1,5

Concentracion residual (g/l)

0,5 -

0 0,25 0,5 0,75
Concentracion acido acético (g/l)

Glucosa Acido acético Acido citrico

Figura 4-7 Glucosa y acido acético residual en 7 g/I glucosa y acido acético tras 72 horas de
crecimiento

4.2.2.3. Acumulacion de PHB con &cido acético y 7 g/l glucosa como fuente de

carbono

Una vez cambiado el medio, a disoluciones con idéntica concentracion de
glucosa y acético que las iniciales, pero sin nitrégeno, se mide la acumulacion
de PHB a 72 h. La concentracion mas alta para los experimentos con tiempo
de crecimiento de 24 horas se obtiene para una concentracion de acido acético
de 0,25 g/l con un valor de 2468,98+150,46 mg/I PHB, mientras que para los
experimentos con 72 horas de crecimiento, la concentracion de PHB mas alta
es de 82,76+4,55- mg/I nuevamente para una concentracion de acido acético
de 0,25 g/I (Tabla 8-10 y Figura 4-8).
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Concentracion PHB con 7 g/l glucosa y acido acético
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Figura 4-8 Concentraciéon de PHB en 7g/1 de glucosa y acido acético. Experimentos con 72 h de
acumulacion, partiendo de experimentos de crecimientoa 24y 72 h.

El efecto combinado de la concentracion de sélidos en suspension y la
acumulacién de PHB en la biomasa, hace que estos resultados sean
ligeramente diferentes en términos de porcentaje de PHB en la biomasa. En
porcentajes, para los experimentos el tiempo de 24 horas de crecimiento, el
porcentaje mas alto se da para una concentracion de acido acético de 0,5 g/I
con un valor de 33,93+3,6 %, mientras que, para 72 horas, el porcentaje mas
alto es de 15,58+0,07% para un valor de 0,75 g/l de concentracion de acido

acético (Tabla 16 y Figura 9).
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Figura 4-9 Comparacién de %PHB con acido acético y 7g/1 de glucosa a 24 y 72 horas.
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4.2.3. Crecimiento de Cupriavidus necator con acido acético y 15 g/I

glucosa como fuente de carbono

En este apartado se estudia el crecimiento de Cupriavidus con 15 g/ de
glucosa, para diferentes concentraciones de acido acético (0,25 g/I, 0,5 g/I,

0,75 g/ly 1 g/l) y distintos tiempos de crecimiento (24 y 72 horas).

Para 24 horas, el crecimiento maximo ocurre, nuevamente, para una
concentracion de 0,25 g/ de acido acético con una concentracion de SST de
1,44+2,21-102 g/|, a partir de este punto, la concentracion de acido acético es

toxica para el crecimiento de Cupriavidus.

Por otra parte, para 72 horas de crecimiento, el valor mas alto del
crecimiento es de 8,52+22,55-102 g/| SST para una concentracion de acido

acético de 0,25 g/I (Tabla 8-12 y Figura 4-10).

Crecimiento Cupriavidus
10

m 24 horas

SST(g/1)

w ~ U1 O N 00

W 72 horas

| -

0 0,25 0,5 0,75 1
Concentracion acido acético(g/l)

Figura 4-10 Comparacién de crecimiento con 15g/1 de glucosa y acido acético a 24 y 72 horas.

4.2.3.1 Consumo de nitrogeno con 15 g/ de glucosa y acido acético como

fuente de carbono en experimentos a 72 horas

Se parte de un nitrégeno total inicial en el medio en este experimento de
177,46 mg/l. Para una concentracion de 15 g/I de glucosa y diferentes

concentraciones de acido acético, el consumo de nitrégeno en los
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experimentos de crecimiento a 72 horas aumenta hasta una concentracion de
0,25 g/I, a partir de la cual comienza a disminuir. El consumo mas alto de
nitrégeno se da para una concentracion de 0,25 g/I de acido acético con un
valor de 88,42+0,96% (Tabla 8-13 y Figura 4-11).

%Consumo nitrégeno con 15 g/l glucosay
acido acético
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Figura 4-11 Consumo de nitrégeno con 15 g/I glucosa y acido acético como fuente de carbono

4.2.3.2. Concentracién de glucosa y acidos acético vy citrico tras 72 horas de

crecimiento

Se parte de una concentracion de glucosa de 15 g/I. La glucosa no se
consume completamente en ningun caso y la concentracion residual de
glucosa aumenta con la concentracion de acido acético hasta alcanzar el valor
mas alto para una concentracion de 0,75 g/I de acido acético con un valor de
12,76+0,23¢g/1 de glucosa.

Por otra parte, la concentracion de acido acético es O g/l para todas las
concentraciones excepto para 0,75 g/I de acido acético, donde la

concentracion de acido acético residual es de 0,58+0,02 g/I.

Finalmente, la concentracion de acido citrico aumenta, alcanzando su valor
mas alto para una concentracion de acido acético de 0,5 g/l con un valor de

7,34+0,50 g/I de acido citrico. Esto se puede deber a una desviacion en el
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completarse e interrumpirse tras la formacion de citrato, justificando asi la

aparicion de acido citrico (Tabla 8-14 y Figura 4-12).

Datos HPLC 15g/I glucosa y acido acético
14

12 I .
10 I

Concentracién residual (g/l)
H

0 0,25 0,5 0,75
Concentracion acido acético (g/l)

Glucosa Acido acético Acido citrico

Figura 4-12 Glucosa y acido acético residual con 15 g/I glucosa y acido acético

4.2.3.2. Acumulacion de PHB con acido acético y 15 g/l glucosa como fuente de

carbono

Al medir la acumulacion de PHB para el tiempo de crecimiento de 24 horas
con 15 g/l de glucosa, se observa que la concentracion mas alta de PHB se
obtiene para una concentracion de acido acético de 0,25 g/l con un valor de
3244,932+341,21 mg/lI PHB, mientras que, para 72 horas, se obtiene una
concentracion de 31,84+21,94 mg/| de PHB para 0,25 g/I de acido acético
(Tabla 8-15y Figura 4-13).
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Concentracion PHB 15 g/l de glucosa y acido

acético
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Figura 4-13 Concentracion de PHB con 15 g/I de glucosa y acido acético. Experimentos con 72 h
de acumulacion, partiendo de experimentos de crecimiento a 24y 72 h.

En porcentajes de PHB, la concentracion de acido acético en la que se
obtiene mayor porcentaje de PHB es, al igual que la concentracion, de 0,25 g/I
de acido acético, con valores de 74,91+2,59% en 24 horas y de 0,83+0,49%
para 72 horas (Tabla 8-16 y Figura 4-14). Los porcentajes obtenidos para
tiempos de 24 horas son mayores que en el caso de 7 g/l, mientras que, en 72

horas, se obtiene un valor maximo mas alto con 7 g/I de glucosa.

%PHB acido acético-15g/l glucosa
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Figura 4-14 Comparacion de %PHB con acido acético y 15 g/I de glucosa para 24 y 72 horas.
Experimentos con 72 h de acumulacién, partiendo de experimentos de crecimientoa 24y 72 h.
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4.3. Acido citrico

4.3.1. Crecimiento de Cupriavidus necator con acido citrico como fuente de

carbono

En este apartado, se estudia el crecimiento de Cupriavidus usando como
fuente de carbono acido citrico, anadido a mayores del presente en el medio
de crecimiento, a diferentes concentraciones (0 g/1, 1 g/1y 2,5 g/l) durante 24
horas de crecimiento. El crecimiento mas alto se obtiene para una
concentracion de 1 g/l de acido citrico con un valor de 360,46+63,21 mg/| de

SST, a partir del cual disminuye (Tabla 4-2).

Tabla 4-2 Crecimiento con acido citrico como fuente de carbono

Corcenaion - ConcantesnSST  concanvcin 24
horas
t-7)] (mg/1) (mg/))
0 0,00 0,000
398,02
1 395,97 360,46+63,21
287,59
9,33
2,5 12,18 10,42+1,45
10,06

4.3.2. Crecimiento de Cupriavidus necator con 7 g/I glucosa y acido citrico

a distintos tiempos

En este experimento se anaden 7 g/l de glucosa como fuente de carbono,
ademas de la adicion de acido citrico a distintas concentraciones (0,5 g/I, 1g/I,
2,5g/1,5g/1,7,58/ly 10 g/1), a mayores del presente en el medio, y se estudia
el crecimiento para distintos tiempos (24 y 72 horas). Para ambos tiempos de
crecimiento se obtiene que el valor maximo de SST se da para una
concentracion de 1g/1 de acido citrico, con un valor de 32,08-:102+4,88-103 g/I
para 24 Horas y de 4,41+0,19 g/I para 72 horas (Tabla 8-17 y Figura 4-15).

61



ESCUELA DE INGENIERIAS
INDUSTRIALES ) 3 }
EVALUACION DEL EFECTO DE AGENTES INHIBIDORES EN LA PRODUCCION DE POLIESTERES
EMPLEANDO CUPRIAVIDUS NECATOR
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Figura 4-15 Comparacion de crecimiento con 7g/I1 de glucosa y acido citrico anadido sobre el
presente en el medio a 24y 72 horas

4.3.2.1. Consumo de nitrogeno con 7 g/l de glucosa y acido citrico como fuente

de carbono

Se parte de un nitrégeno inicial en el medio de 179,88 mg/I. Para una
concentracion de 7 g/1 de glucosa y diferentes concentraciones de acido citrico,
para 72 horas de crecimiento se observa consumo de nitrégeno hasta una
concentracion de 1 g/l (consumiendo 81,86+2,67%), a partir de dicha

concentracion el consumo comienza a disminuir (Tabla 8-18 y Figura 4-16).

%Consumo nitrégeno con 7 g/l glucosa y acido

citrico
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Figura 4-16 Consumo de nitrégeno con 7 g/1 glucosa y acido citrico como fuente de carbono
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4.3.2.2. Concentracién de glucosa y acidos acético vy citrico tras 72 horas de

crecimiento

Partiendo de una concentracion de glucosa de 7 g/, se observa que, al final
de los experimentos de crecimiento a 72 horas, en las muestras disminuye el
consumo de glucosa alcanzado el maximo consumo para una concentracion de
2,5 g/1 de acido citrico con un valor de 4,62+2,27g/1 (consumo del 66% de

glucosa).

El acido citrico se consume, siendo el &acido citrico residual el

correspondiente con el del medio (2,77+0,02 g/I) (Tabla 8-19 y Figura 4-17).

Datos HPLC 7g/I glucosa y acido citrico

[¢¢]

~

Concentracion residual (g/1)
N

0 1 2,5
Concentracién acido citrico (g/l)

Glucosa Acido citrico
Figura 4-17 Concentracion residual glucosa y acido citrico para 7 g/1 glucosa y acido citrico tras 72
horas de crecimiento

4.3.2.3. Acumulacion de PHB con &cido citrico y 7 g/l glucosa como fuente de

carbono

Tras cambiar los medios por otros con concentraciones de glucosa y citrico
idénticas que las iniciales, pero sin nitrégeno, y dejar acumular PHB durante 72
horas, se observa que la concentracion maxima de PHB se alcanza, para una

concentracion de 1 g/I de acido citrico tanto a 24 como a 72 horas de
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crecimiento, con unos valores respectivos de 2352,54+136,01 mg/l y
74,10+11,96 mg/I de PHB (Tabla 8-20 y Figura 4-18).

Concentracion PHB con 7g/l de glucosa y acido
citrico
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Concentracién acido citrico (g/l)

Figura 4-18 Concentracion de PHB con 7 g/1 de glucosa y acido citrico. Experimentos con 72 h de
acumulacion, partiendo de experimentos de crecimientoa 24y 72 h.

Los porcentajes de PHB obtenidos, al igual que las concentraciones,
alcanzan los valores maximos para una concentracion de acido citrico de 1g/I
con valores de 41,27+2,57% para 24 horas 'y de 2,11+0,27% para 72 horas
(Tabla 8-21y Figura 4-19).

%PHB con 7 g/l glucosa y acido citrico
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Figura 4-19 Comparacion de %PHB con acido citrico y 7 g/1 de glucosa. Experimentos con 72 h de
acumulacion, partiendo de experimentos de crecimientoa 24y 72 h
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como fuente de carbono

Al medio de crecimiento se anaden 15 g/l de glucosa y diferentes
concentraciones de acido citrico (0,5 g/I, 1g/1, 2,5 g/1, 5 g/1, 7,5 g/l y 10 g/I),
anadido a mayores del acido citrico presente en el medio, con distintos tiempos

de crecimiento (24 y 72 horas).

Para ambos tiempos de crecimiento se obtiene que el valor maximo de
crecimiento de Cupriavidus se da para una concentracion de 1g/l de acido
citrico, con un valor de 2,82+0,12 g/| para 24 horas y de 5,49+0,43 g/I para
72 horas (Tabla 8-22 y Figura 4-20).

Crecimiento Cupriavidus necator

M 24 horas

SST(mg/l)

W 72 horas

O S — S S S S
0,0 0,5 1,0 2,5 5,0 7,5 10,0
Concentracion citrico(g/l)

Figura 4-20 Comparacion de crecimiento con 15 g/I de glucosa y acido citrico a 24 y 72 horas
4.3.3.1. Consumo de nitrégeno vy glucosa con 15 g/I de glucosa y acido citrico

como fuente de carbono

Partiendo de un nitrégeno total en el medio de 177,46 mg/|. Tras el periodo
de crecimiento de 72 horas, el consumo de nitrogeno, se observa que consumo
de nitrégeno aumenta para una concentracion de citrico anadido de 1 g/I
(llegando a 87,31+2,23%), a partir de la cual el consumo disminuye (Tabla 8-
23y Figura 4-21).
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Figura 4-21 Consumo de nitrégeno con 15 g/I glucosa y acido citrico como fuente de carbono

4.3.3.2. Concentracién de glucosa y acidos acético vy citrico tras 72 horas de

crecimiento

La concentracion inicial de glucosa en el experimento es de 15 g/I.
Concluido el periodo de crecimiento de 72 h, se observa un consumo del 90%
para una concentracion de acido citrico de 1g/1, mientras que para mayores

concentraciones de acido citrico el consumo de glucosa disminuye.

La concentracion de &acido citrico que queda tras las 72 horas se
corresponde con la concentracion del propio medio de crecimiento para la
concentracion de 1 g/l, mientras que para la concentracion de 2,5 g/l y 5 g/I,
aparece un acido citrico residual correspondiente al acido anadido en el
experimento y que no ha sido consumido por la bacteria (Tabla 8-24 y Figura
4-22).
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Datos HPLC 15g/I glucosa y acido citrico
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Figura 4-22 Glucosa y acido citrico residual para 15 g/I glucosa y acido citrico tras 72 horas de
crecimiento

4.3.3.3. Acumulacion de PHB con acido citrico y 15 g/l glucosa como fuente de

carbono

El medio es sustituido por otros con idénticas concentraciones de glucosa
y citrico que los iniciales, pero sin nitrogeno y se dejan acumular PHB durante
72 h. Para una concentracion de glucosa de 15 g/I y diferentes
concentraciones de acido citrico, la concentracion maxima de PHB se alcanza
para una concentracion de 1 g/| de acido citrico para los dos tiempos de
crecimiento, con unos valores de concentracion de PHB de 6357,01+245,68
mg/| para 24 horasy 111,4+44,94 mg/| para 72 horas (Tabla 8-24 y Figura 4-
23).
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Figura 4-23 Concentracion de PHB con 15 g/I de glucosa y acido citrico. Experimentos con 72 h de
acumulacion, partiendo de experimentos de crecimientoa 24y 72 h.

Del mismo modo, el porcentaje mas alto de PHB se obtiene, tanto para
crecimientos a 24 como a 72 horas, con una concentracion de 1 g/I de acido
citrico, con valores respectivos de 42,03+1,76% y 2,04+0,74% (Tabla 8-26 y
Figura 4-24).

%PHB con 15 g/l glucosa y acido citrico
50
45
40
35
30
25

%PHB

M 24 horas
20

W 72 horas
15

10

(6]

0 0,5 1 2,5 5
Concentracion acido citrico (g/l)

Figura 4-24 Comparacion de %PHB con acido citrico y 15 g/1 de glucosa. Experimentos con 72 h de
acumulacion, partiendo de experimentos de crecimiento a 24y 72 h.
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4.4, Biomasa microalgal

Se estudia el crecimiento de Cupriavidus usando como fuente de carbono
biomasa microalgal usando un tiempo de crecimiento de 72 horas (medio con
nitrégeno) y otras 72 horas como tiempo de acumulacién de PHB (medio sin

nitrégeno).

En estos experimentos con biomasa microalgal como fuente de carbono, el
nitrégeno del medio se mide tras el tiempo de crecimiento de 72 horas, ademas
de medir el nitrogeno inicial del medio para conocer el consumo de nitrogeno

ocurrido durante el crecimiento.

Las muestras obtenidas durante los pretratamientos se analizan con el

HPLC para saber las concentraciones de glucosa y VFAs finales.

El crecimiento de Cupriavidus necator no puede ser medido mediante
absorbancia, debido a los sélidos en suspension de los medios, por lo que no

hay un seguimiento del crecimiento de SST ni datos de PHB en porcentaje.

4.4.1. Experimento 1: Molino de bolas sin buffer

En el experimento del molino de bolas sin buffer, la biomasa microalgal se
somete a un pretratamiento durante 5 minutos en un molino de bolas
pequenas. Tras el pretratamiento, se realiza una hidrélisis enzimatica de 24
horas con la enzima Celluclast. El resultado de esta hidrolisis es el medio que
se usa en el experimento 1. Se mide la concentracion de nitrégeno del medio,

asi como una medida de glucosa y VFAs por HPLC.

Se parte de una concentracion de nitrogeno de 141,95 mg/l,

consumiéndose un 35,33+5,49 %.

La glucosa inicial del medio es de 1,56+0,00 g/I y hay un consumo del
96,78+0,91%, mientras que para el acido acético tenia una concentracion
inicial de 0,25+0,00 g/I, y se consumi6 el 100+0,00%. No hay acido citrico, ya

gue no esta presente en este caso.

La concentracion de PHB obtenida con este pretratamiento es de
7,57+0,21 mg PHB/I (Tabla 4-3).
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Tabla 4-3 Resultados experimento 1

Valor Media
Consumo de 3,27*
nitrogeno 40,82 35,33%5,49
(%) 29,84
95,85
Consumo glucosa
98,59 96,78+0,91
(%)
95,90
Consumo de 63,78*
acido acético 100,00 100+0,00
(%) 100,00
Consumo de 0,00
acido citrico 0,00 0,00+0,00
(%) 0,00
Concentracion 2,03*
PHB 7,79 7,5710,21
(mg/1) 7,36

*-Los datos marcados no se incluyen en el calculo de la media

4.4.2. Experimento 2: Molino de bolas con buffer

En el experimento del molino de bolas sin buffer, el pretratamiento es el
mismo que el indicado en el experimento 1, sin embargo, en la hidrélisis se
anade buffer citrato para regular el pH. Se mide la concentracion de nitrégeno

del medio, asi como una medida en HPLC de glucosa y VFAs.

Se parte de una concentracion de nitrogeno de 96,61 mg/l, consumiendo
un 28,48+3,90 % de nitrégeno.

La glucosa inicial del medio es de 1,34+0,00 g/1 y hay un consumo del
96,01+0,02 %, mientras que para el acido acético con una concentracion
inicial de 0,21+0,00 g/I, se consumi6 totalmente. El acido citrico si esta
presente en este caso, con una concentracion inicial de 0,39+0,00 g/l y un
consumo del 58,79+3,72%.
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La concentracion de PHB obtenida con este pretratamiento es de
5,44+0,95 mg PHB/I (Tabla 4-4).
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Tabla 4-4 Resultados experimento 2

Valor Media
Consumo de 7,16*
hitrogeno 32,37 28,48+3,90
(%) 24,58
96,03
Consumo glucosa
95,98 96,01+0,02
(%)
96,03
Consumo de 100,00
acido acético 100,00 100,00+0,00
(%) 100,00
Consumo de 62,52
acido citrico 55,07 58,79+3,72
(%) 1,12*
Concentracion 6,91
PHB 3,68 5,44+0,95
(mg/1) 5,74

*-Los datos marcados no se incluyen en el calculo de la media

4.4.3. Experimento 3: Acido

En el pretratamiento acido, se prepara una disolucién al 5% de alga con

acido clorhidrico 2M y se autoclava durante 1 horaa 121°C.
En este caso apenas hubo consumo de nitrogeno (0,44+0,28%).

La glucosa inicial del medio es de 2,42+8104 g/l y se llegd a consumir con
este tratamiento un 42,28+1,39 %, mientras que el consumo de acido acético
fue un 21,86+1,42%. El acido citrico con una concentracion inicial de
1,85+1,51-103 g/I, tiene un consumo del 70,01+12,71%.

La concentracion de PHB obtenida con este pretratamiento es de
22,65+13,59 mg PHB/I (Tabla 4-5).
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Tabla 4-5 Resultados experimento 3

Valor Media
Consumo de 0,17
nitrégeno 0,72 0,44+0,28
(%) 6,49*
43,21
Consumo glucosa
39,55 42,28+1,39
(%)
44,08
Consumo de 19,03
acido acético 23,24 21,86+1,42
(%) 23,31
Consumo de 84,42
acido citrico 80,94 82,68+1,74
(%) 44,67*
Concentracion 16,75
PHB 48,59 22,65+13,59
(mg/1) 2,62

*-Los datos marcados no se incluyen en el calculo de la media

4.4.4. Experimento 4: Acido dilucién 1/2

En el experimento 4 se procede del mismo modo que el experimento 3,

realizando una dilucion al medio obtenido al final del pretratamiento.

La concentracion inicial de nitrégeno en este caso es de 371,01 mg/l, y se

obtiene un consumo del nitrégeno del 20,26+1,89 %.

La glucosa inicial del medio es de 1,21+0,00 g/1 y hay un consumo del
87,78+4,78%, mientras que para el acido acético habia una concentracion
inicial de 0,15+0,00 g/I, con un consumo del 97,05+2,95%. El acido citrico
tiene una concentracion inicial de 0,96+0,00 g/l y un consumo del
71,044+2,09%.

La concentracion de PHB obtenida con este pretratamiento es de
1,22+0,82 mg PHB/I (Tabla 4-6).
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Tabla 4-6 Resultados experimento 4

Valor Media
Consumo de 23,19
nitrogeno 20,88 20,26+1,89
(%) 16,72
92,97
Consumo glucosa
92,12 87,78+4,78
(%)
78,24
Consumo de 100,00
acido acético 91,16 97,05+2,95
(%) 100,00
Consumo de 66,4
acido citrico 73,77 71,04+2,09
(%) 72,41
Concentracion 2,78
PHB 0,87 1,22+0,82
(mg/1) 0,00

4.4.5. Experimento 5: Acido optimizado

En el pretratamiento de acido optimizado, se prepara una disolucion al 7,5%

de alga con acido clorhidrico 2M y se autoclava durante 10 minutos a 121°C.

La concentracion inicial de nitrégeno en este caso es de 1212,96 mg/l, y

se obtiene un consumo del nitrégeno del 19,26+1,10 %.

La glucosa inicial del medio es de 4,56+0,01 g/I, habiendo un consumo del
37,84+0,71%. El acido acético tiene una concentracion inicial en el medio de
0,46+0,01g/I1 y se obtiene un consumo del 25,25+1,18%. El acido citrico, por
otra parte, tiene una concentracion inicial de 2,71+0,01 g/l y un consumo del
50,54+8,84%.

La concentracion de PHB obtenida con este pretratamiento es de
3,03+2,26 mg PHB/I (Tabla 4-7).
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Tabla 4-7 Resultados experimento 5

Valor Media
Consumo de 19,91
nitrégeno 20,75 19,26+1,10
(%) 17,12
39,25
Consumo glucosa
37,06 37,84+0,71
(%)
37,20
Consumo de 27,55
acido acético 23,64 25,25+1,18
(%) 24,57
Consumo de 37,86
acido citrico 67,54 50,54+8,34
(%) 46,23
Concentracién 7,44
PHB 1,65 3,03+2,26
(mg/1) 0,00

4.4.6. Experimento 6: Acido optimizado dilucion 1/2

El procedimiento se corresponde con el experimento 5, pero haciendo una

diluciéon de 1/2 tras sacar la muestra del autoclave.

La concentracion inicial de nitrégeno en este caso es de 606,48 mg/l, y se

obtiene un consumo del nitrégeno del 10,51+1,51 %.

La glucosa inicial del medio es de 2,28%0,00 g/1 y hay un consumo del
47,99+8,09%, mientras que para el acido acético habia una concentracion
inicial de 0,23+0,00g/1, con un consumo del 100,00+£0,00%. El acido citrico
tiene una concentracion inicial de 1,35+0,00 g/l y un consumo del
16,42+9,33%.

La concentracion de PHB obtenida con este pretratamiento es de
5,33+0,03 mg PHB/I (Tabla 4-8).
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Tabla 4-8 Resultados experimento 6

Valor Media
Consumo de 13,46
nitrégeno 8,44 10,51+1,51
(%) 9,64
63,38
Consumo glucosa
35,93 47,99+8,09
(%)
44,67
Consumo de acido 100,00
acético 100,00 100,00+0,00
(%) 100,00
Consumo de acido 35,08*
citrico 7,21 7,0940,12
(%) 6,98
Concentracion 5,29
PHB 5,39 5,3340,03
(mg/1) 5,30

*-Los datos marcados no se incluyen en el calculo de la media
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4.4.7. Comparativa de resultados con biomasa microalgal

4.4.7.1. Consumo de nitrégeno

El consumo de nitrogeno en los experimentos es mas elevado para el

experimento 1, con un consumo de nitrégeno del 35,33+5,49% (Figura 4-25).
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Figura 4-25 Consumo de nitrégeno con biomasa microalgal

4.4.7.2. Consumo de glucosa

En los experimentos con biomasa microalgal como fuente de carbono, se
observa el consumo de glucosa por parte de Cupriavidus, siendo el experimento
1 en el que se observa mayor consumo de glucosa, con un porcentaje de
consumo del 96,78+0,91% (Figura 4-26).
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Figura 4-26 Datos HPLC glucosa residual con biomasa microalgal
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4.4.7.3. Consumo de acido acético

En los experimentos que usan biomasa microalgal como fuente de carbono,
al igual que con la glucosa, hay un consumo de acido acético de hasta el

100+0,00% para los casos de los experimentos 1, 2 y 6 (Figura 4-27).
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Figura 4-27 Datos HPLC acido acético residual con biomasa microalgal

4.7.7.4. Consumo de acido citrico

Al igual que con la glucosa y el acido acético, Cupriavidus consume acido
citrico como fuente de carbono cuando se usa biomasa microalgal,
consumiendo hasta un porcentaje de 82,68+1,74% del acido citrico presente

en la biomasa en el caso del experimento 3 (Figura 4-28).
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Figura 4-28 Datos HPLC &cido citrico residual con biomasa microalgal
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4.7.7.5. Concentracion de PHB

Se ha estudiado la concentracion de PHB con diferentes pretratamientos a
la biomasa microalgal, obteniendo la concentracion mas alta para el
pretratamiento con acido clorhidrico 2M, obteniendo una concentracion de
PHB de 22,65+23,54 mg/|l, mientras que el valor mas bajo se obtiene con el
pretratamiento de acido clorhidrico 2M diluido a un medio, con una

concentracion de PHB de 1,21+1,42 mg/I (Figura 4-29).
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Figura 4-29 Concentracion de PHB con biomasa microalgal como fuente de carbono y distintos
pretratamientos
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5.DISCUSION DE RESULTADOS

5.1. Glucosa

En el crecimiento de Cupriavidus con glucosa como fuente de carbono se
observa que, para tiempos de 24 horas, el crecimiento aumenta hasta una
concentracion de 5 g/l, a partir de la cual permanece en unos valores similares
hasta 20 g/I. Sin embargo, para 72 horas de crecimiento, el crecimiento de
Cupriavidus aumenta con la concentracion de glucosa. Esto es debido a que la
bacteria no puede asimilar la cantidad de glucosa anadida al medio en un
tiempo de 24 horas, por lo que el crecimiento es el mismo a partir de 5 g/1 de

glucosa en tiempos de 24 horas.

Por otra parte, el consumo de nitrégeno para el tiempo de crecimiento de
72 horas aumenta de forma directa con el aumento en la concentracion de
glucosa, ya que una mayor concentracion de SST supone un mayor consumo

del nitrogeno del medio para el crecimiento.

Finalmente, a pesar de que el crecimiento es mayor a 72 horas que a 24,
la acumulacién de PHB es mayor (tanto en concentracion como en porcentaje)
para tiempos de crecimiento de 24 horas que de 72 horas. La mayor
acumulacion de PHB, 566,45+54,16 mg/I, se obtiene para una concentracion
de 20 g/1 de glucosa y 24 horas de crecimiento. La mayor acumulacion para 72
horas de crecimiento fue de 103,88+10,20 mg/| de PHB.

Purama et al., (2018) estudiaron el crecimiento de Cupriavidus necator H16
Re2058/pCB113, durante tiempos de 16-18 horas a 30°Cy con una agitacion
de 200 rpm, y acumulacion de PHB mediante limitacion de nitrégeno durante
48 horas, usando melaza (azucar diluido en agua) como fuente de carbono,
obteniendo la mayor concentracion de PHB para una concentracion de 20 g/|

de azucar con una concentracion de PHB de 1,33+0,05 g/I.

En el estudio de Yong Sen et al., (2019), se emplean distintos azlcares de
melazas, principalmente glucosa, fructosa y sacarosa. Se emplea un tiempo de
crecimiento de 24 horas a 30°C y 250 rpm y un tiempo de acumulacion

variable, entre 2 y 84 horas, con una limitacion de nitrégeno en el medio.
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Cuando se usan 2,81+0,10 g/I de glucosa como fuente de carbono, para un
tiempo de acumulacion de 72 horas, se obtiene una concentraciéon de PHB de
1,62+0,45 g/I.

5.2. Acido acético

Al estudiar el crecimiento de Cupriavidus necator con acido acético como
fuente de carbono, se observa que cuando se utiliza Gnicamente el acido, no
se observa apenas crecimiento en la bacteria, mientras que, para una mezcla
de glucosa y acido acético, se observa un crecimiento de hasta 0,5 g/l de acido
acético, concentracion a partir de la cual el acido resulta toxico para el

crecimiento.

La mayor acumulacion de PHB se produce con 24 horas de crecimiento de
Cupriavidus con 15 g/I de glucosa, 0,25 g/ de acido acético, llegando a
alcanzar un valor de 3244,93 mg/|I de PHB, valor seis veces mayor que el

maximo obtenido con glucosa.

Marudkla et al., (2018) estudié el efecto del acido acético sobre el
crecimiento de Cupriavidus necator y sobre la acumulacion de PHB. La mayor
concentracion de PHB obtenida fue de 6,54+0,44 g/l para una concentracion
de 0,5 g/l de acido acético y 15 g/l de glucosa. El tiempo de crecimiento
empleado fue de 32 horas y de acumulacién de 32 horas y la acumulaciéon de

PHB se realizd6 mediante una limitacion de nitrogeno en el medio.

5.3. Acido citrico

El crecimiento de Cupriavidus necator con acido citrico como fuente de
carbono alcanza su maximo para una concentracion de 1 g/l, a partir del cual

la concentracion de acido resulta toxica para el crecimiento.

La mayor acumulacion de PHB se produce para 15 g/I de glucosa, 24 horas
de crecimiento y una concentracion de acido citrico de 1 g/l, con un valor de
6357,01+245,68 mg/l, mientras que para tiempos de crecimiento de 72
horas, la concentracion de PHB mas alta obtenida se da para una

concentracion de 1 g/l de acido acético, con un valor de 111,40+£25,95 mg/|
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de PHB. El valor obtenido a 24 horas de crecimiento es 12 veces mayor que el

valor maximo obtenido con glucosa como fuente de carbono

Aramvash et al., (2016) estudiaron el crecimiento y acumulacién de PHB,
empleando un tiempo de crecimiento de 48 horas y un tiempo de acumulacion
de otras 48 horas y a 30°C de temperatura y 200 rpm de agitacion. Como
fuente de carbono, se usan 20 g/l de fructosa y 1,2 g/I de acido citrico,
obteniendo una acumulacion de 0,5+0,001 g/I de PHB limitando el nitrégeno

del medio

5.4. Biomasa microalgal

En los resultados obtenidos con pretratamientos de biomasa microalgal, se
obtienen unas concentraciones de PHB bajas respecto a los valores maximos
obtenidos en estudios previos. Los experimentos se realizaron con 72 horas de
crecimiento, ya que supusimos a mayor crecimiento de la bacteria mayor
acumulacién de PHB; pero cuando luego analizamos los datos de acumulacion
de PHB, observamos que nuestra suposicion no habia sido acertada, ya que

habia mayor acumulacion con 24h de crecimiento que con 72h.

De los seis experimentos planteados con la biomasa microalgal, se puede
concluir que usando la biomasa microalgal, la bacteria Cupriavidus necator
consume glucosa (hasta un 96,78+0,91% en el experimento 2), asi como acido
acético, que llega a ser consumido en su totalidad en el experimento 2 y acido
citrico, aunque en menor porcentaje, con un consumo maximo en el
experimento 4 del 71,04+2,09%. La produccion de PHB alcanza su maximo en
el pretratamiento acido (experimento 3), con un valor de 22,65+13,59 mg/I,
mientras que, con el pretratamiento de acido diluido, se obtiene la

concentracion mas baja de PHB, 1,22+0,82 mg/I.

Ademas, las concentraciones iniciales de glucosa fueron menores de las
esperadas, comparando con los valores previos de concentracion de glucosa y
de acidos de los que partimos (Tabla 1-1). En el pretratamiento de molino de
bolas (experimentos 1 y 2), la concentracion de glucosa esperada era de
3,0040,00 g/I, obteniendo en este experimento un valor de 1,34+0,00 g/I de

glucosa para el pretratamiento de molino de bolas con buffer citrato
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(experimento 1) y 1,56+0,00 g/1 para el pretratamiento sin buffer (experimento
2). La glucosa esperada para el pretratamiento acido era de 15,00+0,00 g/I,
mientras que la obtenida en el pretratamiento fue de 2,42+0,01g/1. Por ultimo,
para el pretratamiento del acido optimizado, se esperaba una concentracion
de glucosa de 7,00+0,00 g/l frente a los 4,56+0,01 g/I obtenidos tras el

pretratamiento.

En el caso del pretratamiento acido y acido optimizado, la concentracion de
acido citrico obtenida tras los pretratamientos supera la tolerancia de la
bacteria con valores de 1,85+1,50-103 g/l y 3,07+0,02 g/I respectivamente,
siendo estos valores superiores a los esperados, basandonos en los datos

preliminares de los que se partian (Tabla 1-1).

Los valores bajos de PHB se pueden deber a la aparicion en el hidrolizado
de otros acidos no estudiados en este trabajo y de los cuales se desconoce la
toxicidad. Ademas, la eleccion de tiempos de crecimiento de 72 horas puede
también afectar a la acumulaciéon de PHB, ya que se ha demostrado una mayor
acumulacién, tanto en porcentajes como en concentracion de PHB, para

tiempos de crecimiento de 24 horas.
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6.CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en el estudio de los inhibidores en el

crecimiento y acumulacion de PHB por Cupriavidus necator se pueden extraer

las siguientes conclusiones:

Se ha comprobado la capacidad de Cupriavidus para producir PHB
usando glucosa como fuente de carbono.

Se obtienen mejores resultados de acumulacion de PHB en Cupriavidus
necator para tiempos de crecimiento de 24 horas que de 72 horas, por
lo que un mayor crecimiento no supone una mayor acumulaciéon de PHB.
La acumulacion de PHB es directamente proporcional a la
concentracion de glucosa.

El acido acético es toxico para el crecimiento de Cupriavidus a partir de
una concentracion de 0,5g/1.

El 4cido citrico es toxico para el crecimiento de Cupriavidus a partir de
una concentracion de 2,5 g/I.

Al usar como fuente de carbono 7 g/I glucosa y acido acético a una
concentracion de 0,25 g/l se obtuvo una acumulaciéon de PHB de
2419,68+50,25 mg/I, superior a la obtenida con glucosa.

Al usar como fuente de carbono 15 g/I glucosa y acido acético a una
concentracion de 0,25 g/l se obtuvo una acumulacion de PHB de
3244,93+341,21 mg/|, superior a la obtenida con glucosa.

Al usar como fuente de carbono 7 g/I glucosa y acido citrico a una
concentracion de 1 g/l se obtuvo una acumulacion de PHB de
2352,54+136,25 mg/|, superior a la obtenida con glucosa.

Al usar como fuente de carbono 15 g/I glucosa y acido citrico a una
concentracion de 1 g/I se obtuvo una acumulacion de PHB de

6357,01+245,67 mg/l, superior a la obtenida con glucosa.

87



ESCUELA DE INGENIERIAS
INDUSTRIALES ) . .
EVALUACION DEL EFECTO DE AGENTES INHIBIDORES EN LA PRODUCCION DE POLIESTERES
EMPLEANDO CUPRIAVIDUS NECATOR

Tabla 6-1 Resumen resultados de concentracion de PHB

Concentracion  concentracion PHB Concentracién

Concentracion  de 4cido con con 24 horas de PHB con 72 horas
de glucosa mayor

» crecimiento de crecimiento
7)) acumulacion

de PHB (mg/1) (mg/1)

7 ; 206,99+3 83 n.d.

15 ; 366,47+7,35 n.d.

7 0.25¢g/lacido )14 6845025 82.76+2.63
aceético

15 0.25¢g/lacido 55,/ 93,341 21 31,84+12,67
acético

7 1gllacido 535, 54.13605 74,10+11,96
citrico

15 1¢/1acido 6357,01+245.67 111,40+25 95
citrico

- Cupriavidus necator ha consumido residuos de la biomasa microalgal,
como glucosa, acido acético o acido citrico para su crecimiento.

- No hemos conseguido acumular PHB usando biomasa microalgal como
fuente de carbono por la posible presencia de otros VFAs cuya toxicidad
no ha sido estudiada o por el tiempo de crecimiento elegido en el

experimento no era el 6ptimo.
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8.ANEXOS
8.1. Anexo I: Calibrado DNS

ANEXOS

Tabla 8-1 Datos Recta de calibrado del DNS 1

Concentracion

Muestra oD oD Media glucosa
(/L)
Blanco 0,027 0,026 0,0264 0

1 0,198 0,214 0,2058 0,02
2 0,264 0,400 0,3249 0,04
3 0,785 0,829 0,8067 0,08
4 1,094 1,158 1,1255 0,12
5 1,382 1,518 1,4484 0,16

Recta de calibrado 1

0,18
0,16 K
T —
012 e

0,1 L
0,08 e
0,06 e
0,04 0.
0,02 .

0 '@~
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

oD

y =0,1094x - 0,0018
R*=0,995

Concentracion glucosa (g/1)

Figura 8-1 Recta de calibrado 1
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8.2. Anexo II: Resultados

8.2.1. Glucosa

Tabla 8-2 Crecimiento de la bacteria con glucosa a distintos tiempos

Concentracion  Concentracion  Media Concentracion  Concentracion  Media Concentracion
glucosa SST 24 horas 24 horas SST 72 horas 72 horas
&/ &/ &/ (=4)] (=4)]

5,13103 3104

0 5,13103 5,93103+9,27-103 3104 3104+0,00
7,91:103 3104
15,9510 81,80-102

2,5 13,59:102 14,57-10-2+7,02:103 96,82:102 85,24-10245,71-102
14,28102 78,19102
19,36:102 1,84

5 20,82:102 18,40-102+1,59-102 1,67 1,75+4,85102
15,4610 1,74
19,2110 -

7 19,17-102+2,55104 -
19,12:102 -
19,15102 3,83

10 21,51:102 19,39:102+1,11:102 3,57 3,56810,14
17,69-102 3,35
18,37-102 -

15 18,94-102+5,65104 -
19,59:102 -
17,13102 5,38

20 20,61:102 18,98102+1,02:102 6,30 5,66+0,31
19,36:102 5,34
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Tabla 8-3 Concentracion de nitrégeno tras 72 horas con glucosa como fuente de carbono

Porcentaje de
Concentracion glucosa consumo de Media de porcentaje

& nitrégeno %)
(%)

26,06
0 24,23 24,12+1,15
22,08

43,65
2,5 47,25 46,30+1,34

47,99

69,08
5 73,63 71,07+1,34

70,50

92,88
10 93,87 93,75+0,47
94,50

94,69
20 92,07 93,89+0,91

94,90

Tabla 8-4 Concentracion de glucosa final

Concentracion Concentracion de concgﬁgrlsc?gn de
glucosa inicial glucosa final glucosa final
& e )
0,00
0 0,00 0,00000
0,00
0,00
2,5 0,00 0,00000
0,00
0,00
5 0,00 0,00£0,00
0,00
1,00103
10 0,00 3,00104£3,00104
0,00
2,79102
20 2,87102 2,76102+6,31103
1,6310°
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Tabla 8-5 Concentraciones de PHB con glucosa como fuente de carbono

m"glﬁggsa:ién PHB 24 horas  Media PHB 24 horas  PHB 72 horas Medirf‘o':a”SB 2
/1) (mg/1) (mg/1) (mg/1) (mg/I)
000 0,00
0 0,00 0,00+0 0,00 0,000
0,00 0,00
76,35 59,33
2,5 119,72 114,63+20,79 74,98 62,0146,85
147,83 51,72
295,69 111,57
5 175,11 191,39156,11 116,40 103,88+10,20
103,38 83,66
210,82 -
7 " 206,99+383 -
203,17 -
474,46 33,25
10 120,81 229,52+122,73 13,93 21,03+6,13
93,28 15,92
359,12 ]
15 T 3664747,35 -
373,81 ]
465,18 202,44
20 650,37 566,45+54,16 214,84 214,11+6,53
583,81 225,04
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Tabla 8-6 Porcentaje de PHB acumulado con glucosa como fuente de carbono

C°"g°|3’c‘f)sma°i6" PHB 24 horas Medirf‘o':a"f 24 PHB 72 horas Medir?o':a"f 2
@) %) (%) *) %)
0,00 0,00
0 0,00 0,00+0,00 0,00 0,00£0,00
0,00 0,00
9,72 7,89
2,5 17,05 15,41+2,93 7,97 7,34£0,59
19,47 6,17
30,84 5,82
5 18,58 20,8015,27 6,48 5,70+0,49
12,98 4,81
23,14 ]
7 11,98+0,15 -
22,83 -
56,43 0,90
10 13,89 27,19+14,64 0,39 0,590,16
11,26 0,47
39,12 ]
15 40,93+1,81 -
42,73 -
61,27 2,82
20 70,67 65,98+2,71 3,10 2,97+0,08
65,99 3,00
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8.2.2. Acido acético y 7 g/l glucosa

Tabla 8-7 Crecimiento con acido acético y 7g/1 de glucosa a distintos tiempos

Concentracion Media Concentracion Media
Concentracion SST 24 horas Concentracion 24 SST 72 horas  C0Ncentracion
acido acético(g/1) horas 72 horas
) /) ) @)
9,60-10+4 0,00
0 9,60-10+4 1,29103+4,63-104 0,00 0,00+0,00
2,35103 0,00
1,04 1,95
1,19 1,77
0,25 1,22 1,13+0,06 1,74 1,82+0,08
1,13 -
1,09 -
2,14 2,64
2,16 2,32
0,5 2,18 2,13+0,01 2,37 2,44+0,10
2,06 -
2,15 -
0,00 0,09
0,75 0,00 0,00+0,00 0,09 0,09+0,002
0,00 0,09
0,00 -
1 0,00 0,00+0,00 - -
0,00 .
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Tabla 8-8 Concentracion de nitrégeno tras 72 horas con7 g/I de glucosa y acido acético como
fuente de carbono

Porcentaje
. consumo Media de porcentaje
Acido acético nitrégeno %)

@ %

0,43

Concentracion

0 2,79 4,98+3,44

11,72

65,54

0,25 81,74 76,27+5,36

81,53

75,38

0,5 66,09 72,25+3,08

75,29

30,29

0,75 31,00 29,01+1,65

25,74

Tabla 8-9 Resultados HPLC para 7 g/I glucosa y acido acético

Concentraci6n Media Acido ';I;zi: Acido ’:;I;gi:
Acido acético Gl(ugc;cl))sa glucosa acético acético citrico citrico
(&) &) &1 @) @1 @
0,00 0,00 2,79
0 0,00 0,00+0,00 0,00 0,00+0,00 2,71 2,77+0,03
0,00 0,00 2,81
0,00 0,00 2,64
0,25 0,00 0,00+0,00 0,00 0,00+0 2,63 2,63+0,01
0,00 0,00 2,63
0,00 0,00 2,64
0,5 0,06 0,03+0,02 0,00 0,00+0,00 2,65 2,63+0,01
0,03 0,00 2,61
4,47 0,50 2,69
0,75 4,32 4,48+0,10 0,49 0,49+0,01 2,66 2,68+0,01
4,66 0,48 2,68
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Tabla 8-10 Concentracion de PHB con 7g/1 de glucosa y acido acético

%"c?gg’;téggg‘ PHB 24 horas Medi:o':a"'sB 24 PHB 72 horas Medirf‘o':a”SB 2
(&) (me/1) (mg/) (me/h (mg/)
0,00 0,00
0 0,00 0,00+0,00 0,00 0,00+0,00
0,00 0,00
2368,43 78,14
2356,96 82,89
0,25 2538,65 2468,98+150,46 87,24 82,76+2,63
2637,07 -
2845,77 -
2640,01 32,00
2296,30 16,95
2264,28+190,78
0,5 1550,68 49,64 32,86+9,45
2539,23 -
2295,16 -
0,00 5,60
0,75 0,00 0,00+0,00 5,47 5,49+0,05
0,00 5,42
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Tabla 8-11 Acumulacion de PHB con 7 g/I de glucosa y acido acético como fuente de carbono

ANEXOS

%"cri‘gg’:ézgg‘ PHB 24 horas Medirf‘o':a”sB 24 PHB 72 horas Medir?o':a"f 2

@) ) (%) *) %)

0,00 0,00
0 0,00 0,000 0,00 0,00£0,00

0,00 0,00
32,14 3,77
33,67 4,11

0,25 30,69 31,6740,56 4,42 4,1040,19
31,22 -
30,67 -
26,17 1,14
30,67 1,77

0,5 47,43 33,0343,6 1,81 1,57+0,22
31,28 -
34,12 ]
0,00 15,44

0,75 0,00 0,00£0,00 15,62 15,58+0,07
0,00 15,67
0,00 0,00

! 0,00 0,00£0,00 0,00 0,00£0,00

0,00 0,00
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8.2.3. Acido acético y 15 g/I glucosa

Tabla 8-12 Crecimiento con acido acético y 15g/1 de glucosa a distintos tiempos

Cpr_mcentrgc_ién Concentracion ~ Media Concentracién ~ Concentracion Conce':ter gié’;én 72
acido acético SST 24 horas 24 horas SST 72 horas horas
(& (& &/ (&M @)
1,65103 1,21:102
0 3,74103 3,27103+8,36:104 - 1,21:102+0,00
4,4-4103 -
1,41 8,08
1,42 8,79
0,25 1,48 1,42+2,21:102 8,71 8,52+22,55102
1,37
1,42
0,59 0,21
0,76 0,19
0,5 0,69 0,70+£0,49 0,22 0,2146,5102
0,73 -
0,72 -
0,064 0,08
0,75 0,067 7,10-102+4,7-103 0,08 0,08+43,7-103
0,080 -
000 :
1 0,00 0,00+0,00 - -
0,00 -

Tabla 8-13 Concentracion de nitrégeno tras 72 horas conl15 g/I de glucosa y acido acético

Concentracion Porcentaje

) Media de porcentaje
consumo nitrégeno

Acido acético

) (%) %)
0 16,78 16,78+0,00
86,63
0,25 88,72 88,42+0,96
89,90
32,40
05 27,29 30,74+1,72
32,51
36,00
0,75 34,56+1,44
33,12
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Tabla 8-14 Resultados HPLC para glucosa 15 g/1y acido acético

Concentraci6n Media Acido '\g:i(cjj? Acido 'gggij
Acido acético Gl(ug(?l))sa glucosa acético acktico citrico oitrico
) @0 @1 @ @ @&"
0 0,00 0,00+0,00 0,00 0,00+£0,00 2,77 2,77+0,00
2,81* 0,00 2,66
0,25 11,14 10,52+0,62 0,00 0,00+0,00 7,02 4,67+1,27
9,90 0,00 4,34
12,62 0,00 7,41
0,5 12,40 12,11+0,41 0,00 0,00+0,00 6,80 7,34+0,29
11,31 0,00 7,80
12,59 0,59 6,32
0,75 12,76+0,17 0,58+0,01 6,36+0,04
12,92 0,57 6,40

*-Los datos marcados no se incluyen en el calculo de la media

Tabla 8-15 Concentracion de PHB con 15 g/I1 de glucosa y acido acético

%"c’i‘gg’;tgz,ﬁ?; PHB 24 horas Medirfofa"'sB 24 PHB 72 horas Medfo':a"'sB 72
&N (me/h (mg/) (me/) (mg/)
0,00 0,00
0 0,00 0,00+0,00 - 0,00+0,00
0,00 _
3797,35 56,60
3882,72 14,77
0,25 3710,20 3244,932+341,21 24,14 31,84+12,67
2295,16 -
2539,23 -
2223,73 0,00
2446,65 0,00
0,5 1955,77 2285,96+125,25 0,00 0,00+0,00
2129,64 -
2674,03 -
58,51 0,00
0,75 52,04 52,31+3,51 0,00 0,00+0,00
46,38 -
0,00 _
1 0,00 0,00+0,00 - -
0,00 -
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Tabla 8-16 Acumulacion de PHB con 15 g/I de glucosa y acido acético como fuente de carbono

%"c?gg’;téggg‘ PHB 24 horas Medi:o':a"f 24 PHB 72 horas Medirf‘o':a”SB 2

@) ) (%) *) (%)

0,00 0,00
0 0,00 0,00+0,00 - 0,00£0,00

0,00 -
34,26 1,38
31,04 0,42

0,25 31,93 29,41£2,07 0,67 0,83£0,29
23,81 -
25,12 -
78,38 0,00
76,33 0,00

0,5 64,74 74,91+2,59 0,00 0,00£0,00
76,39 -
78,73 -
23,21 0,00

0,75 23,88 22,51+1,06 0,00 0,00£0,00
20,43 -
0,00 -

1 0,00 0,00+0,00 - -

0,00 ]

110



ESCUELA DE INGENIERIAS
INDUSTRIALES

8.2.4. Acido citrico y 7 g/I de glucosa

ANEXOS

Tabla 8-17 Crecimiento con acido citrico y 7g/1 de glucosa a distintos tiempos

C?n_centra_cién Concentracién SST Media Concentracién  Concentraci6n Conce“:'f:' gi(:()n 72
acido citrico 24 horas 24 horas SST 72 horas horas
(& &/ =) )] &)
2,64-104 0,000
0 1,65103 9,60-104+4,01-104 0,00 0,00+0,00
9,60-104 0,00
19,1410 1,82
0,5 18,94-10245,12:102 1,78+0,03
18,3710 1,79
31,11:102 4,79
32,64-102 4,11
1 32,50-102 32,12:10244,64103 4,35 4,41+0,19
31,820-102 -
32,84-102 -
0,00 . 182
2,5 0,00 0,00£0,00 1,79 1,78+0,03
0,00 1,72
9,60-104 -
5 2,35103 1,65103+4,01-104 -
1,65102 -
0,00 -
7,5 2,35103 1,4310314,64-104 - -
3,74-103 -
0,00 -
10 2,35103 2,03103+1,09-103 - -
3,74.103 -
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Tabla 8-18 Concentracion de nitrégeno tras 72 horas con7 g/I de glucosa y acido citrico

Concentracion Porcentaje consumo . .
L Media de porcentaje
‘. L. nitrégeno
Acido citrico (%)
(/M (%)
0,43
0 2,85 5,00+3,43
11,72
78,85
1 79,53 81,86+2,67
87,19
38,16
2,5 47,54 43,19+2,73
43,88

Tabla 8-19 Resultados HPLC para 7 g/1 glucosa y acido citrico

Concentracién Media Acido ';I;z? Acido Media &cido
acido citrico Gl(ugc/cl))sa glucosa acético acético citrico citrico
&/ (& & @) & &N
0,00 0,00 2,79
0 0,00 0,00+0,00 0,00 0,00+0,00 2,71 2,77+0,03
0,00 0,00 2,81
0,04 0,00 2,69
1 0,00 0,01+0,01 0,00 0,00+0,00 2,66 2,67+0,01
0,00 0,00 2,68
7,00 0,00 2,28
2,5 6,78 6,89+0,11 0,00 0,00+0,00 2,88 2,58+0,30
0,08* 0,00 2,58

*-Los datos marcados no se incluyen en el calculo de la media
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ANEXOS

Tabla 8-20 Concentracion de PHB con 7 g/I de glucosa y acido citrico

ng‘igi";ﬂfrfcig" PHB 24 horas Medirf‘o':a"f 24 PHB 72 horas Medirf‘o'::sB 2
%) (me/h (mg/) (me/1) (mg/)
0,00 0,00
0 0,00 0,00+0 0,00 0,00+0
0,00 0,00
0,5 1279,26 _
1231,82+47,45 -
1184,37 -
2086,51 95,19
2536,76 53,76
1 2434,34 2352,54+136,26 73,35 74,10+11,96
2354,18 _
237791 -
R 8,35
2,5 - - 7,69 8,14+0,23
- 8,38

Tabla 8-21 Acumulacion de PHB con 7 g/I de glucosa y acido citrico como fuente de carbono

ngigi";ffrfcign PHB 24 horas Medi:O':aHSB 24 PHB 72 horas Medfof:sB 2
(@) o) (%) ) (%)
0,00 0,00
0 0,00 0,00+0 0,00 0,000
0,00 0,00
21,31 -
0,5 21,01+0,29 -
20,72 ]
47,98 253
37,53 1,60
1 42,22 41,27+2,57 2,19 2,11+0,27
43,19 -
39,81 -
) 0,86
2,5 - - 0,74 0,83+0,04
] 0,88
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8.2.5. Acido citrico y 15 g/I de glucosa

Tabla 8-22 Crecimiento con acido citrico y 158/1 de glucosa a distintos tiempos

Concentracion Concentracion SST  Media Concentracion  Concentracion SST ~ Media Concentracion
acido citrico 24 horas 24 horas 72 horas 72 horas
g/ (/M (=4)] (CA)] (/M
3,05103 1,21:102
0 9,60-104 1,8910346,13-:104 - 1,21+0,00
1,66:103 -
1,54 R
0,5 1,59+0,03 -
1,62 -
2,37 5,93
2,99 4,63
1 3,03 2,8210,12 5,93 5,49+0,43
2,78 -
2,94 -
2,35103 0,00
2,5 6,52:103 5,13103+1,39-103 0,00 0,00+0,00
6,52:103 0,00
6,52:103 0,00
5 7,22:103 6,75103+2,32:103 0,00 0,00£0,00
6,52:103 0,00
6,52:103 -
7,5 6,52:103 4,67-103+£1,85103 - -
9,60-104 -
6,52:103 -
10 6,52:103 6,06:103+4,65104 - -
5,13103 -
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Tabla 8-23 Concentracion de nitrégeno tras 72 horas con 7 g/1 de glucosa y acido citrico como
fuente de carbono

ANEXOS

Porcentaje de

Concentracion consumo de Media dg
Acido citrico nitrégeno porcentaje
(&) %) (%)

0 16,78 16,78+0,00
83,46

1 87,30 87,31+2,23
91,16
30,61

2,5 23,54 29,2242 96
33,52
29,66

5 36,21 34,65+3,28
38,09

Tabla 8-24 Resultados HPLC para glucosa 15 g/I'y acido citrico

Concentracion Media A i l\{le_dia A i l\fle_dia
Acido citrico ~ Glucosa  glucosa Acido acido Acido acido
(g/l) acético acético citrico citrico
7)) 7)) g/ (g/1)
(g/1) (8/1)
0 0,00 0,00+0,00 0,00 0,00+0,00 2,77 2,77+0,00
0,32* 0,00 2,79
1 3,02 3,02+0,00 0,00 0,00+0,00 2,71 2,73+0,03
3,02 0,00 2,71
14,29 0,00 5,52
2,5 15,24 14,80+0,28 0,00 0,00+0 5,25 5,48+0,12
14,86 0,00 5,67
16,29 0,00 8,45
5 16,19 15,56+0,68 0,00 0,00+0,00 8,77 8,45+0,19
14,21 0,00 8,13

*-Los datos marcados no se incluyen en el calculo de la media
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Tabla 8-25 Concentracion de PHB con 15 g/I de glucosa y acido citrico

ngﬁ;"g;f;g” PHB 24 horas Medirf‘o':a"f 24 PHB 72 horas Medirf‘o':a”sB 2
(&) (me/1) (mg/) (me/h (mg/)
0,00 0,00
0 0,00 0,00+0,00 - 0,00+0,00
0,00 :
3127,54
0,5 3202,01+74,47
3276,48
7293,73 59,53
6229,33 135,88
1 6338,08 6357,01+245,68 138,78 111,40+25,95
5983,15 -
5940,77 R
- 0,00
2,5 - 0,00+0,00
_ 0,00
- 0,00
5 - - 0,00 0,00+0,00
- 0,00

Tabla 8-26 Acumulacion de PHB con 15 g/I de glucosa y acido citrico como fuente de carbono

Cg;‘i‘:i‘f)"é'lf;ic;g” PHB 24 horas Medi:o':a'"sB 24 PHB 72 horas Mediﬁo':a"'sB 2
(/1) ) (%) ) (%)
0,00 0,00
0 0,00 0,00+0,00 - 0,0040,00
0,00 -
28,12 -
0,5 27,24+0,88 -
26,37 -
46,77 1,18
36,64 2,57
1 44,89 42,03+1,76 2,37 2,04+0,43
40,79 -
41,08 ]
) 0,00
2,5 - - 0,00 0,00+0,00
- 0,00
) 0,00
5 - - 0,00 0,00£0,00
) 0,00
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8.3. Anexo lll: Nomenclatura y unidades

ANEXOS

A lo largo de este trabajo se emplearan las siguientes abreviaturas:
SST - Sélidos suspendidos totales

OD - Densidad o6ptica

VFA - Volatile fatty acids (Acidos grasos volatiles)
Las unidades usadas en el trabajo son:

Masa

g - gramos

mg - miligramos

Volumen

| - litros

ml - mililitros

Longitud

mm-milimetros

um-micrometros
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