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SUMMARY

The work carried out focuses on the optimization of the culture medium of Pseudomonas putida KT2440 with the aim

of increasing its growth, as well as the production of medium-chain polyhydroxyalcanoates (mcl-PHAS).

For this purpose, the initial concentrations of the carbon source (sodium octanoate) and phosphates (monopotassium
phosphate) that showed better results during the optimization of the medium were analysed and selected separately.
It was performed by studying a moderate range of concentrations of these nutrients in the culture medium in agitated
flask.

The stirring speed in the flasks has been optimized in order to establish the best growing conditions and thus facilitate
the scaling to laboratory bioreactor (2 litres of workload). The fermenting culture has been carried out with the optimized
growth medium and under different stirring conditions to select the one that provided optimal growth and production of
PHA.

In addition, tests were also performed under semi-continuous modes of operation (fed-batch) in flask, to determine the
possibility of prolonging the cultivation over time, to increase cell growth and PHA production in comparison to previous

discontinuous culture (batch).

For the study and selection of the best parameters of all the tests carried out, a multitude of analysis techniques were
used. High Performance Liquid Chromatography (HPLC) was used for the detection of carbon sources consumption,
The consumption of phosphates and ammonium, as well as for the quantification of the biomass produced in the broth
were examined by spectrophotometry techniques. The production of biopolymers was analyzed by gas
chromatography coupled to a mass spectrometer, showing the monomer composition of the biopolymers produced.
Finally, the bioreactor culture features auxiliary probes coupled to the fermenter for pH monitoring and temperature

control.

In this way it was possible to study the best production strategy for PHA production by P. putida KT2440 at laboratory
scale, which will provide the key parameters for the scale of the process to industrial-sized equipment or pilot plant
type.



CAPITULO 1: INTRODUCCION Y OBJETIVOS
1.1.- La problematica de los envases de plastico y su sostenibilidad.

En la actualidad los plasticos son uno de los materiales que gobiernan nuestro dia a dia, pues presentan
una gran versatilidad, su fabricacion implica procesos de bajo coste y energia, y son productos de una alta estabilidad.
Sin embargo, es esta Ultima caracteristica la que presenta una importante problematica, por su resistencia a la

biodegradacion y dificultad en la gestion de residuos.

Los plasticos son polimeros, estructuras de gran tamafio y longitud, formadas por miles de unidades
estructurales denominadas mondmeros. Esos materiales se fabrican convencionalmente a partir de combustibles
fosiles, siendo el petréleo el mas usado y conocido. El tratamiento desde el crudo al producto final incluye procesos
de polimerizacién y policondensacion. La produccion de este tipo de materiales es energéticamente eficiente y de bajo

coste, lo que, junto con su versatilidad y durabilidad, explica su uso masivo en la sociedad.

La problematica fundamental del plastico a nivel medioambiental reside en su baja degradabilidad, lo cual
dificulta su gestion como residuo. El tratamiento de materias plasticas se puede clasificar en cuatro procesos distintos:
entierro de desechos, incineracion, reciclado mecanico y quimico y biodegradacién (North & Halden, 2013). El destino
de los plasticos en vertederos implica un gran espacio fisico, ademas de suponer una fuente de contaminacién
medioambiental grave. La incineracion permite el retorno de parte de la energia suministrada en la fabricacion de los
polimeros, pero genera problemas medioambientales y de salud humana, por la liberacion de gases de efecto
invernadero y cenizas. El reciclado de materias plasticas implica su transformacién como nuevo material de partida.
Es posible tratarlo mecénicamente, triturarlo y obtener envases, embalajes y fibras textiles, o bien, si esto no es
posible, se prensan y convierten en materiales de construccion. También es posible aplicar procedimientos quimicos
como la glicolisis o procesos de cracking catalitico. Por ultimo, es importante resaltar que la degradacion natural de
estos compuestos es un proceso muy lento (m&s de 50 afios) que normalmente consiste en fragmentacion

(microplasticos) mas que en degradacion quimica.

Como se puede observar, existen multitud de técnicas en el tratamiento de plasticos, aunque los
inconvenientes derivados de la fabricacion masiva de envases convencionales son mas acusados que las posibles
soluciones. Se estan realizando numerosos esfuerzos de concienciacion social sobre el uso masivo de los plasticos y

su gestién como residuos, aunque el camino por recorrer sea aun largo.
1.2.- Bioplasticos como alternativa a los polimeros convencionales.

Segun las estadisticas oficiales, en 2018 se produjeron aproximadamente 350 millones de toneladas de
plastico en todo el mundo, siendo de ese total el 18,5 % fabricados en Europa, segundo productor mundial después
de Asia (PlasticEurope, 2018). En 2016 la produccion mundial fue de 335 millones de toneladas, de las cuales
solamente 27 fueron recogidas para ser tratadas en plantas de reciclado. Esta baja tasa de reciclaje, unida a la baja
degradabilidad de los plasticos convencionales, ha impulsado el desarrollo de nuevas alternativas como sustituyentes
de estos materiales. Ademas, su fabricacion requiere del uso de materias primas no renovables, por lo que no es
energética ni medioambientalmente sostenible. Sin embargo, el desarrollo de nuevos materiales sustitutivos que se

degraden de manera natural en poco tiempo supondria un importante avance en el tratamiento de estos materiales.



Los bioplasticos son polimeros biodegradables sintetizados por seres vivos. Es posible obtenerlos a partir
de biomasa o procesos de fermentacidn bacteriana. Estos elementos presentan multitud de propiedades similares a
los plasticos de origen petroquimico (Verlinden et al., 2007; Prados & Maicas, 2016), lo que los convierte en

potenciales sustituyentes de los materiales plasticos convencionales.

Existen distintos tipos de bioplasticos, entre los que destacan los basados en almiddn, los
polihidroxialcanoatos (PHAs) y los derivados de &cido polilactico (PLA) (Endres, 2017). Sus aplicaciones son muy
diversas, tanto como las de los plasticos convencionales. Se fabrican como envases; en biomedicina como
biomateriales de ingenieria de tejidos o nanocarriers de medicamentos; como biocombustibles, gracias a la

esterificacion de PHA, de la cual se obtienen productos que pueden ser utilizados como biodiesel (Chen, 2009).

Los PHAs son biopolimeros producidos por un amplio rango de seres vivos. Los principales candidatos para
la produccién de estos materiales a escala industrial son plantas y bacterias. Sin embargo, los organismos vegetales
dan lugar a unos rendimientos reducidos si se comparan con los obtenidos en procariotas, a lo que se afiaden
problemas de crecimiento y desarrollo adecuado de la planta en las condiciones de sintesis del biomaterial (Verlinden
et al., 2007). Es por esto por lo que el desarrollo de la mayoria de procesos de produccién industrial de PHAs utilizan
como productores organismos bacterianos, que acumulan estas sustancias intracelularmente como reserva nutritiva,

en forma de granulos insolubles cuando se cultivan en condiciones de limitacién de nutrientes (Gumel et al., 2014).

Estructuralmente son polimeros de hasta 150 monémeros distintos de &cidos grasos hidroxilados en el
carbono 3, que presentan esterificado su grupo carboxilo para crear uniones con el grupo hidroxilo del siguiente

mondmero y asi elongar la molécula (Figura 1) (Prados & Maicas, 2016; Muhammadi et al., 2015).
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Figura 1: Estructura quimica de los polihidroxialcanoatos

En funcién de la longitud de los mondémeros que conforman el PHA, se clasifican en tres grupos distintos:

- De cadena corta (scl-PHAS): los monémeros presentan de 3 a 5 carbonos.
- De cadena media (mcl-PHAs): monomeros con 6 a 14 carbonos.
- De cadena larga (Icl-PHAs): cuando los monomeros tienen mas de 14 carbonos.
En su sintesis estan involucradas numerosas rutas metabdlicas centrales en la bacteria, siendo clave la
molécula acetil-coA (Chen, 2009), implicada en la ruta de los acidos tricarboxilicos, la f-oxidacién y la produccion de
acidos grasos. También se han desarrollado etapas de sintesis quimica, las cuales dan lugar a fibras de menor

longitud, pero donde es mas eficaz el control en el disefio estructural de los monémeros mediante estrategias in vivo.

Los PHAs son polimeros biodegradables; es decir, su sintesis y descomposicidn estdn mediada por enzimas
microbianas (Karmann et al., 2017). En el suelo existen multitud de bacterias con la capacidad de degradar este tipo
de biopolimeros. Las enzimas encargadas de su hidrélisis, las despolimerasas, pueden ser intracelulares, empleadas



por el organismo productor para el aprovechamiento de esta reserva nutricional, o bien extracelulares, sintetizadas

por organismos de la comunidad microbiana para su uso como fuente de carbono (Jendrossek et al., 1996).

A pesar de que los bioplasticos estan comenzando a ser comercializados por distintas empresas, hoy en dia
no pueden competir comercialmente con los plasticos convencionales. La produccion de plasticos a partir de materia
organica es un proceso de alta eficacia y bajo coste, altamente desarrollado, mientras que la sintesis de biopolimeros
bacterianos no es rentable a la hora de referirlo a una escala industrial. Requiere de un estudio previo del organismo
productor y de la ruta de sintesis, y posteriores procesos de recuperacion del bioproducto de interés, lo que implica
una gran inversion, de tiempo y recursos técnicos y econdémicos. Por ello, la comunidad cientifica y en especial el area
de la biotecnologia estan destinando grandes esfuerzos a mejorar los procesos de sintesis biolégica de este tipo de
compuestos. La Directiva 2018/852 de la Unidn Europea, que obliga a la sustitucién de envases convencionales por
otros biodegradables en el afio 2025, ha supuesto un enorme impulso al conocimiento y optimizacién de las
condiciones de produccién de bioplasticos microbiano, con algunos ejemplos de implantacion comercial en las

empresas “BioplastTech” o “Ercros”, que tienen implantados procesos de produccién de PHA a escala industrial.
1.3.- Pseudomonas putida y su potencial como microorganismo productor de polihidroxialcanoatos

Las especies miembro del género Pseudomonas spp pertenecen al filo de las Proteobacterias, de la
subclase gamma (Nelson et al., 2002), grupo de bacterias aerébicas Gram negativas altamente diverso morfolégica y
fisiologicamente. Destacan por su gran adaptabilidad a la hora de ocupar distintos ambientes (Nikel et al., 2014),

encontrando desde patogenos de animales y plantas, hasta colonizadores de suelo.

En particular Pseudomonas putida es una especie sapréfita con un alto potencial en aplicaciones
biotecnoldgicas, como biorremediacién ambiental, produccidn de biocombustibles, y mejora del crecimiento y control
de plagas vegetales por encontrarse algunas cepas asociadas a raices de plantas (Prieto et al., 2016). Una de las
cepas més usadas en experimentacion es P. putida KT2440. Este microorganismo presenta una gran versatilidad en
el modelado de su genoma, el cual esta totalmente secuenciado (Nelson et al., 2002). Ademéas de su gran
adaptabilidad a la hora de ocupar nichos, justificada por la resistencia a diversos ambientes adversos, y de su
versatilidad metabdlica, precisa de unos requerimientos nutricionales minimos para crecer de manera rapida (Poblete-
Castro et al., 2012). Todas estas caracteristicas junto con que ha sido clasificado como un organismo GRAS (Generally
Recognized As Safe) (Federal Register, 1982), hacen de esta bacteria una alternativa idénea como herramienta

biotecnoldgica.

La capacidad de P. putida de producir y acumular biopolimeros como polihidroxialcanoatos (PHAs) ha sido
altamente descrita y estudiada en multitud de condiciones distintas (Figura 2). Destaca la produccién de PHAs de
cadena media (mcl-PHAs), que se acumulan en el citoplasma en forma de grénulos, rodeados de una monocapa de
fosfolipidos y proteinas asociadas (granule-associated proteins, GAPs) (Prieto et al., 2007; Prieto ef al., 2016). Los
polimeros de PHA constituyen un importante reservorio de carbono y energia, tanto para la bacteria productora, como
para la comunidad microbiana vecina. El catabolismo de estas moléculas esta sujeto a la actividad de despolimerasas
intracelulares y extracelulares; en P. putida destaca la despolimerasa intracelular PhaZkr, que actua sobre los granulos
de PHA del interior celular cuando los requerimientos nutricionales y energéticos estan limitados (De Eugenio et al.,
2007; De Eugenio et al., 2008). Estas enzimas han sido descritas en otro tipo de especies bacterianas como

Streptomyces (Gangoiti et al., 2012; Santos et al., 2012).



El enorme potencial que presenta P. putida KT2440 como cepa productora de bioplasticos sustituyentes a
los derivados petroquimicos usados actualmente, ha provocado el aumento de mudltiples proyectos y novedosas

tecnologias para poder desarrollar un plan de produccion a nivel industrial de bioplasticos.

Figura 2: Pseudomonas putida KT2440 con granulos intracelulares de PHA (extraida de Martinez et al. 2016)

Se ha descrito ampliamente que la produccion y acumulacién de PHA en el interior celular se ve favorecida
cuando las bacterias se cultivan en medios de crecimiento definidos limitados en nutrientes basicos, como carbono,
nitrégeno y fosfato, o bien combinaciones de ellos.

Las fuentes de carbono mas utilizadas para este proceso son acidos grasos de distinta longitud. En el
metabolismo de P. putida, estos compuestos estan destinados a la produccion de biomasa y a la sintesis de derivados
hidrocarbonados, como distintos tipos de PHAs. La limitacion de este nutriente provoca una notable disminucion en la
produccion de biopolimeros (Poblete-Castro et al., 2012, Fig 1). La mayor parte del carbono se destina a produccion
de biomasa como supervivencia de la poblacion. Por lo tanto, se concluye que la fuente de carbono es esencial para
la produccion de PHAs, en aquella concentracion en la cual las células bacterianas no vean comprometido su
crecimiento, para asi destinar parte del carbono a la sintesis de biopolimeros.

La amplia informacion descrita en bibliografia permite concluir que ciertos estreses nutricionales provocan
una reaccion en la bacteria que se traduce en un incremento en la produccion del biopolimero y en el crecimiento
celular (Lee et al., 2000; Zinn et al., 1998). La limitacién de la fuente de nitrdgeno puede mejorar la produccion de PHA
bajo determinadas concentraciones de carbono, aunque puede afectar a la sintesis de biomasa, reduciendo con ello
el rendimiento del proceso (Johnson et al., 2010). Un cultivo en condiciones de limitacién de fésforo puede mejorar
considerablemente la velocidad global del proceso, entendida como la de crecimiento de la biomasa, etapa en la que
también se produce la acumulacion de PHAs en forma de grénulos (Lee et al., 2000). La optimizacion del medio de
cultivo, acotando las concentraciones de sus componentes en torno a valores limitados (ratios C/N y C/P), es clave

para progresar en el desarrollo de nuevos materiales renovables como son los bioplasticos.

1.4.- Objetivos del trabajo

El objetivo de este trabajo es optimizar el medio de crecimiento de P. putida KT2440 limitando la fuente de
fosfatos para asi mejorar la produccion de bioplasticos, ademas de realizar el cambio de escala de este proceso a
biorreactor tipo tanque agitado, estudiando complementariamente el modo de operacién mas adecuado para
maximizar la sintesis del producto de interés Como fuente de carbono se emplea acido octanoico, en orma de
octanoato de sodio, un &cido graso de cadena media que se encuentra en aceites vegetales. De esta manera, se
podria desarrollar un proceso industrial sostenible de produccién de bioplastico a partir de residuos de aceites

vegetales.



CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

En este apartado se expone de manera detallada el procedimiento llevado a cabo para la realizacién de
todos los experimentos, asi como los reactivos, equipos y material empleados. También se indican los protocolos
experimentales seguidos en el laboratorio, de todas las fases del cultivo bacteriano y de las técnicas de analisis de

los distintos componentes del medio de crecimiento.
2.1.- Materiales

Seguidamente se detallan los reactivos, los medios de cultivo, el microorganismo empleado y los equipos

de los que se dispusieron en la realizacion de este trabajo.

2.1.1: Reactivos

En este apartado se resumen en una tabla los reactivos empleados a lo largo de todo el proceso (Tabla 1).

Tabla 1: Reactivos empleados en la realizacion de los experimentos, indicando su formula molecular, pureza y la
casa comercial que los distribuye, con su codigo de identificacion.

Compuesto Formula molecular Marca Pureza Codigo
Acetonitrilo CHsCN VWR 100,0 % 20060.320
Acido citrico 99,5-100,0
CsHsO7 H20 Merck 1.00244.0500
monohidratado %
Acido clorhidrico HCI Merck 37,0 % 1.00317.1000
] 95,0-97,0
Acido sulftrico H2S04 Honeywell o 016-020-00-8
(]
Antiespumante Sigma-Aldrich - AB426-100G
Borato de sodio NazB40710H20 Honeywell 100,0 % 1303-96-4
Cloroformo CICH3 Merck 100,0 % 1.02445.1000
Cloruro de calcio 99,0-100
CaCl2H20 Merck 1.02382.1000
dihidratado %
99,0-100,0
Fenol CsHsO Merck Y 1.00206.0250
(]
Fosfato monopotasico KH2PO4 Merck 100,0 % 1.04873.1000
Fosfato diamdnico (NH4)2HPO4 Merck 100,0 % 1.01207.0506
Glicerol PanReacAppliChem 87,0 % A 3739,1000
Molibdato aménico ) ) 81,0-83,0
(NH4) Mo70244H20 Sigma-Aldrich MO878-100G
tetrahidratado %
Hipoclorito sédico NaClO Merck 6,0-14,0 % 1.05614.2500
Kit comercial destinado
a la cuantificacion de Sigma-Aldrich - MAKO030-1KT
fosfatos
Metanol CHsOH Merck 100,0 % 1.06009.1000
Acido m-toluico CsHsO2 Fluka >99,0 %
Nitroprusiato sédico
CsNeOFe Sigma-Aldrich 100,0 % S-0501
dihidratado
Sulfato de amonio (NH4)2S04 Merck 299,5 % 1.01217.1000




Sulfato de cobre
) CuS045H20 Fluka >99,0 % 61240
pentahidratado
Sulfato ferroso
FeSO4H20 Fluka >76,0 % 4490
monohidratado
Sulfato de magnesio
) MgSO047H20 Merck 100,0 % 1.05886.0506
heptahidratado
Sulfato de manganeso ) )
MnSO4H20; Sigma-Aldrich =299,0 % M7634-100G
monohidratado
Sulfato de sodio Na2S04 Acros Organics <99,0 % 424410010
Sulfato de zinc 99,5-100,0
i ZnS045H20 Merck 1.08883.0500
pentahidratado %
Octanoato sodico CgH1sNaO, Sigma-Aldrich 2990 % C5038-500G

2.1.2: Composicion de medios de cultivos y conservacion:
Medio Luria-Bertani (LB) (Tabla 2):

Tabla 2: Composicion del medio de cultivo Luria-Bertani (LB).

Compuesto Concentracion (g/L)
Triptona 10
Extracto de levadura 5
NaCl 10

El pH se ajusta a 7 con hidrdxido sédico, NaOH 10 M, y se esteriliza en autoclave.

Medio R modificado (R-mod) (Tabla 3):

Tabla 3: Composicion del medio de cultivo R modificado (R-mod), distinguiendo en azul el medio bdsico autoclavable,
y en verde los componentes que se incorporan filtrados una vez autoclavado el medio bdsico.

Compuesto Concentracion (g/L) | Concentracion (ml/L)

KH2POx 22 _ Medio Basico
(NH4)2HPO4 3 - Medio Completo
Acido citrico 08 -

MgS047H20* 14 -
Solucién metales traza** - 10
Octanoato sédico b

*Se prepara a partir de una disolucién concentrada de MgSQO4 1M.



** La solucién de metales traza contiene por litro de acido clorhidrico, HCI 5 M (Tabla 4):

Tabla 4: Composicion de la solucion de metales traza del medio de cultivo R-mod.

Compuesto Concentracion (g/L)
FeSO47H20 10
CaClz 2
ZnS047H20 2,2
MnSQ44H20 0,5
CuS045H20 1
(NH4) M070244H20 0,1
Na2B4+0710H20 0,02

*** Se han realizado ensayos para optimizar esta variable entre 2,5y 20 g/L.

La formulacion del medio comienza con la preparacién del medio R-mod bésico, que se esteriliza en
autoclave. A continuacién, se completa afiadiendo en orden los compuestos indicados en la Tabla 3. Se ajusta el pH
a 7 con una disolucion concentrada de NaOH 10 M, y, por Ultimo, se filtra el medio completo en condiciones estériles

con la ayuda de una bomba de vacio.
Los medios se conservan a temperatura ambiente.

2.1.3: Microorganismo empleado
En este trabajo se experimentd con la bacteria Gram negativa Pseudomonas putida KT2440. Fue
suministrada por el propio grupo de Biotecnologia de los Polimeros del departamento de Biotecnologia Microbiana y

de Plantas del Centro de Investigaciones Biol6gicas del CSIC.

2.1.4: Equipos de laboratorio
Centrifuga: utilizada con el objetivo de aislar el pellet de biomasa del sobrenadante gracias a la aplicacion de

fuerzas centrifugas. Se trabajé con la centrifuga de la casa Eppendorf, modelo 5810 R. La componen:

pH-metro: permite la medicion del pH de las muestras, por la deteccion de la actividad de los iones H*, mediante un

diferencial eléctrico entre dos electrodos. Se uso6 el modelo Basic 20 de la marca Crison.

Incubadora orbital: se usa para realizar las etapas de obtencion de la cepa productora y los ensayos realizados en
agitacion a temperatura constante a escala de matraz agitado. Se empled el modelo innova 44 de New Brunswick

Scientific.

Campana de flujo laminar: este sistema permite crear un ambiente estéril en el que trabajar con P. putida KT2440
evitando contaminaciones del cultivo y del material de trabajo. Se trabajé con la campana de flujo de la casa Fisher

Scientific, modelo Telstar AV-30/70, limpiando su interior con etanol al 95% antes y después de su uso.

Campana de extracciéon de laboratorio: evita la exposicién a sustancias y vapores peligrosos cuando su

manipulacion es necesaria. Se empled la campana de gases de la marca Burdinola.

Cromatdgrafo de gases acoplado a espectrometro de masas (GC/MS): este equipo permite la separacion y
deteccion de los mondmeros de PHA que han sido convertidos en metil-ésteres, mediante diferencias en su volatilidad.
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El cromatdgrafo de gases empleado pertenece a la casa Agillent, modelo 7890. La fase estacionaria esta constituida
por una columna HP 5 MS (30 m, 0,25 mm de didmetro interno y 0,25 mm de espesor de pelicula), y la fase mévil es
helio. El espectrémetro de masas pertenece también a la casa Agilent, y es el modelo 5975C; presenta un analizador

de los espectros ionicos de tipo cuadrupolo.

Cromatagrafo liquido de alta resolucion (HPLC): se emplea para determinar el contenido de octanoato sédico. La
cromatografia liquida de alta resolucién permite separar distintos compuestos presentes en una muestra en funcion
de la afinidad que manifiesten con una fase mévil y una fase estacionaria. De esta manera, una mezcla de la fase
mavil y la muestra se hace pasar a lo largo de la columna; el octanoato reaccionara con la fase estacionaria y se
liberara en un mayor tiempo de retencién. El dispositivo HPLC usado pertenece a la casa Agillent, modelo 1260 Infinity
[I LC. Presenta cinco modulos distintos: la bomba, que impulsa la fase movil y la muestra a través del sistema; el
inyector o la toma de muestras, donde se mezcla el volumen de la muestra y la fase movil y se conduce hacia la
columna; el horno, en el cual se posiciona la columna y se alcanza la temperatura requerida en el método de analisis;
detector de diodo-array, el cual proyecta una longitud de onda al volumen que sale de la columna, en el rango UV-
visible, y mide el espectro de absorcién de cada compuesto y su tiempo de salida; detector de indice de refraccion,

que mide la diferencia en la refraccion de la luz entre la fase mévil sin muestra, y el volumen que sale de la columna.

Espectrofotémetro de ultravioleta visible: se utiliza para la cuantificacion de compuestos de interés mediante su
espectro de absorcion de longitudes de onda abarcadas entre el ultravioleta y el visible. Esto crea una sefial eléctrica
que se transforma en medida de absorbancia. Se trabajé con un espectrofotémetro UV-VIS de la marca Jenck, modelo
UV-1240 a dos longitudes de onda distintas: 633 nm para la cuantificacién de amonios, y 600 nm para determinar
densidad dptica (OD).

Estufa de cultivo: a 30 °C permite el crecimiento bacteriano en medio sdlido. Se us6 una estufa de la casa

J.P.Selecta, de baja temperatura con tecnologia Peltier.

Fotometro para multiplacas MultiSkan: se utiliza para medir absorbancia en placas de 96 pocillos con el objetivo

de cuantificar PO43- en las muestras extraidas. Se trabajé con un MultiSkan de la marca Thermo Scientific.

Reactor: se trabajé con el modelo BIOSTAT® B-Plus, de la casa Sartorius BBI Systems. Permite el estudio del

crecimiento bacteriano a una mayor escala que en matraz. Consta de:

- Cuba de vidrio, con una capacidad méaxima de 2 litros de volumen de trabajo.

- Sistema de refrigeracion formado por un encamisado por el que circula el agua de refrigeracion, y un
deposito, el cual bombea de manera continua el refrigerante por el sistema, para mantener asi una
temperatura constante durante el ensayo.

- Motor de agitacion con dos agitadores (turbinas Rushton de 6 palas cada una).

- Sistema de aireacion, formado por un “sparger” que burbujea el aire al cultivo bacteriano, un medidor
de caudal, una valvula de regulacion y toma de aire.

- Termopar que indica la temperatura del caldo de cultivo, cuya sefial se encuentra acoplada al sistema
de refrigeracién para mantener en todo momento el valor fijado como punto de consigna.

- Sonda de pH.

- Sonda de oxigeno disuelto.



- Tomamuestras.
- Condensador, acoplado a la linea de salida de gas y conectado al agua de refrigeracion, para evitar la
pérdida de nivel por arrastre (“stripping”).
Balanza de precision: utilizada para la medida de los componentes de los medios de cultivo, asi como biomasa

liofilizada para la cuantificacion de PHA. Se trabajé con una balanza de precision de la casa VWR.

Autoclave: se uso el esterilizador de la casa Matachana, serie SC500, con el objetivo de esterilizar todo el material

empleado en el transcurso de este trabajo.

Liofilizador: este dispositivo permite la deshidrataciéon completa en condiciones de vacio de muestras congeladas de
biomasa, recogidas a lo largo de los ensayos de produccion de PHA. Esta etapa es necesaria como paso previo a la
cuantificacion del bioplastico, para eliminar el agua contenida en la biomasa y facilitar la extraccién de los metil-ésteres

de los monémeros de PHA. Se trabajé con el modelo Benchtop K de la casa VirTis.
2.2.- Métodos experimentales

En este apartado se indican de forma detallada los métodos de analisis y los protocolos experimentales que se
han realizado. En los métodos de andlisis se recogen las técnicas empleadas para la cuantificacién de los sustratos
de interés del medio, asi como de la biomasa bacteriana y PHA. Entre los protocolos experimentales se describe la
conservacion, mantenimiento y precultivo de P. putida KT2440, ademas de la puesta a punto en la produccién de

PHA, tanto a escala de matraz como de biorreactor.
2.2.1: Métodos de analisis
2.2.1.1: Cuantificacion de sustratos

- lon amonio (NH4*): se emplea un método colorimétrico, el método de Berthelot (Escapa et al., 2012), el cual se basa
en la reaccion entre iones de amonio y fenol que, bajo condiciones oxidantes, da lugar a la formacién de indofenol, de
color azul. Esta sustancia presenta una alta absorbancia de longitudes de onda de entre 630 y 720 nm. Para ello es
necesaria la preparacion de dos soluciones, la solucién A (5 g fenol y 22,5 mg nitroprusiato sodico en un volumen final
de 500 ml de H20) y la solucion B (2,75 ml de hipoclorito sodico al 12%, 2,5 g NaOH en un volumen final de 500 ml de
H20). Estas soluciones se preparan en campana de extraccion, y la solucién A se protege de la exposicion a la luz.

En primer lugar, se realizan diluciones seriadas de las muestras a cuantificar para que las medidas
espectrofotométricas estén dentro del limite de deteccion del método. En cubetas de espectrofotometria con tapa se
afiaden 50 pL de muestra diluida 100 veces (se hacen duplicados de cada muestra). En campana de extraccion se
afiaden 0,5 ml de la solucion A a las cubetas, se agita con la ayuda de vortex y se afiaden 0,5 ml de la solucién B y

se vuelve a agitar en vortex.
Se incuban las cubetas 30 minutos a 30 °C, y tras este periodo se mide la absorbancia a 633 nm.

Para poder relacionar los valores de absorbancia con concentraciones del ion amonio es necesario realizar diluciones

de concentracion conocida a partir del medio de cultivo empleado, R-mod (Figura 3).
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Figura 3: Recta patron del cation amonio para la cuantificacion del compuesto en las muestras extraidas mediante
la relacion de resultados de absorbancia y valores de concentracion.

Se sigue el mismo procedimiento de colorimetria que con las muestras y se mide la absorbancia a 633 nm. Como se
conoce la concentracion del ion amonio se puede hacer una relacién con los valores de absorbancia. Se representan
en una grafica los valores de absorbancia frente a los de [NH4*] y se obtiene la ecuacion de la recta patrén (del tipo y

= ax+b). Con esta formula es posible conocer la concentracion de amonio de las muestras del cultivo.

- Anion fosfato (PO4*): se cuantifica por colorimetria empleando un kit comercial, formado por una disolucion de
concentracion conocida de PO43 (10 mM) y un reactivo fotosensible. Los fosfatos presentes en la muestra reaccionan
con el reactivo anterior, que cambia su coloracidén de naranja a verde. La intensidad de dicho color se mide por
absorbancia a 650 nm. De la solucion patrén se toman alicuotas para hacer diluciones seriadas y obtener la recta de
calibrado (Figura 4) y las muestras del medio de fermentacion se diluyen adecuadamente, de forma que las medidas

de absorbancia posteriores se encuentren dentro del limite de deteccién del método.
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Figura 4: Recta patrdn del anion fosfato para la cuantificacion del compuesto en las muestras extraidas mediante la
relacion de resultados de absorbancia y valores de concentracion.

Respecto a las muestras, se diluyen 10 veces en un volumen final de 1 ml, y a partir de esta dilucion se aplica otra
1:1000 (1 pL de dilucion 1:10 en 999 pL de H20 miliQ).

La cuantificacion se realiza en placas de 96 pocillos, afiadiendo 200 uL de muestra y/o patrén por duplicado. A
continuacion, se afiaden a cada pocillo, 30 uL de la solucién Reagent y se mezcla. Se incuba la placa a temperatura
ambiente durante 30 minutos, protegiéndola de la luz con papel de aluminio. Transcurrido este tiempo se mide la
absorbancia en un equipo MultiSkan a una longitud de onda de 650 nm. Interpolando estas medidas en la recta de
calibrado se puede obtener una relacién entre estos dos pardmetros y asi conocer la [PO4*] en las muestras del

cultivo.

-Octanoato sddico: para determinar el contenido de octanoato de sodio se emplea cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC). En este caso la fase mévil es una solucion compuesta por acetonitrilo al 30% y H2SO4 5 mM, y la
fase estacionaria es la columna Aminex HPX-87H (Korkakaki et al. 2017, Borrero de Acuiia et al. 2014) de la casa

BIO-RAD, ideada para cuantificar acidos organicos y azucares entre otros compuestos. La separacion se realiza
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mediante exclusion idnica; es decir, las particulas del interior de la columna (9 L) estan impregnadas de una solucién
acida (pH 1-3), con la cual los compuestos a medir interactuan de distinta manera. En funcién de la afinidad de éstos
con la fase movil y el relleno de la columna se van eluyendo a distintos tiempos durante el analisis, pudiendo ser
cuantificados mediante diferentes detectores. En este caso, el compuesto analizado por esta técnica es el octanoato
sodico, cuya deteccion ha sido determinada mediante el diodo de array (DAD) a 210 nm.

El método empleado se desarrolla a una temperatura de 30,5°C, toma 15 L de muestra, y tarda en analizarse 20
minutos a un caudal de 0,4 ml/min. El &rea del octanoato detectada en cada cromatograma (ver Figura 5) se interpola

con una recta de calibrado, que la relaciona con la concentracién de este compuesto, de la forma que se muestra en
la Figura 6.

DAD1 B, 59=210,4 Ref=360,100 (Mamna\FB_. 03.23_EG5-E06-E70 2019-03-31 20-45-031005-7 1-A3-0CT 25mM.D)
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Figura 5:Cromatograma tipo octanoato detectado a una longitud de onda de 210 nm y con un tiempo de retencion
de 16,7 minutos.
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Figura 6: Recta patron del octanoato para la cuantificacion del compuesto en las muestras extraidas mediante la
relacion de resultados de absorbancia y valores de concentracion.

2.2.1.2: Cuantificacion de biomasa

De cada una de las muestras extraidas en los experimentos de produccion de PHA se mide su densidad optica
(OD) a 600 nm. Para poder relacionar las medidas espectrofotométricas con la concentracion real de biomasa en el
caldo (Cell Dry Weight, CDW, g/L) es necesario elaborar una recta de calibrado, a partir de muestras de volumen y
contenido en biomasa conocidos (Figura 7).

La elaboracion de la recta patron comienza con el reparto de alicuotas de cultivo bacteriano en tubos Falcon de
50 ml, pesados previamente vacios en una balanza de precision. En paralelo, se guarda otra alicuota del mismo caldo,
que se utilizara posteriormente para hacer diluciones seriadas y obtener distintas medidas de absorbancia del mismo

cultivo. El caldo de los tubos se centrifuga y el pellet se congela a - 80 °C y se liofilizan. A continuacién, se pesan los
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Falcon con el pellet liofilizado de nuevo. La diferencia de pesadas con el tubo vacio se corresponde con la biomasa

seca. Dividiendo este valor entre el volumen de partida se calcula la concentracién de biomasa (Cx) en cada uno de

los tubos.
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Figura 7: Recta de calibrado de la biomasa para su cuantificacion en las muestras extraidas mediante la relacion de
datos de absorbancia y valores de concentracion.

En paralelo se hacen diluciones seriadas (de la alicuota mencionada anteriormente y para cada dilucion la OD.
Se calcula el peso seco celular en g/L para cada dilucién en cada uno de los tres Falcon. De esta manera, para cada
tubo se obtiene una curva Cx vs Absorbancia. Su representacion se corresponde con recta (de tipo y = ax) y su
ecuacion relaciona directamente la concentracion de biomasa en peso seco con la densidad o6ptica del caldo de
fermentacion. La ecuacion empleada en este informe se corresponde con la que aparece en la Figura 7, cuya

pendiente es el promedio de las tres réplicas obtenidas del procedimiento anterior.
2.2.1.3: Cuantificacion de PHA

Para determinar el contenido de PHA se lleva a cabo la extraccion del biopolimero a una fase orgénica en
medio acido y su posterior transformacién en los mondmeros estructurales que lo forman. Estos se transforman en
metil-ésteres para que después puedan ser detectados por cromatografia de gases y espectrometria de masas
(GCIMS) (Escapa et al., 2012) (Figura 8).

N+

i
{o]

H
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e o o

methyl ester of 2-hydroxy acid

Figura 8: Transformacion quimica de mondmeros de PHA en metil ésteres mediante la técnica de la metanolisis, con
el objetivo de conocer la composicion del biopolimero sintetizado mediante GC/MS. (Torri et al.,2014)

En primer lugar, es necesaria la elaboracién de una recta patrén, para evaluar la eficacia de la extraccion
del PHA a la fase organica, por lo que un par de dias antes se prepara una disolucién de PHA de composicion
conocida, a una concentracion de 0,5 mg/ml en cloroformo, CICHs y se afiaden por duplicado distintos volimenes a
tubos de vidrio para obtener alicuotas del polimero de masa conocida (de 0,5 a 2 mg). Se dejan evaporar en la

campana de extraccion.

Por otro lado, se liofiliza biomasa de las muestras extraidas de los cultivos, y se pesa, de cada uno entre 3
y 6 mg por duplicado en tubos de vidrio, para realizar el proceso a partir de una muestra de masa conocida. A
continuacion, a cada uno de los tubos, ademés de los de la recta patron, se le incluye un imén de agitacion, 2 ml de
solucién de 0,5 mg/ml de 3-metilbenzoato (patron interno) en CICHs y 2 ml de H2SOs en metanol al 15% para la
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deteccién de poli-3(hidroxihexanoico-co-hidroxioctanoico (PHO), usado como estandar del PHA producido por la
bacteria. Ambas soluciones deben mantenerse en hielo para evitar la evaporacién de los disolventes. Una vez
afiadidos estos componentes se tapan los tubos con los tapones de rosca, y se incuban a 100 °C, a 1000 revoluciones

por minuto (rpm) en bafo de aceite durante 5 horas en el interior de una campana de extraccion.

Posteriormente se retiran los tubos del aceite y se dejan en hielo. Cuando se hayan enfriado se elimina la
fase acuosa formada y se lava la organica para evitar que el pH acido dafie la columna de deteccidén como se detalla

a continuacién. Para cada tubo:

- Se vierte el contenido del tubo en un Falcon de 15 ml debidamente rotulado.

- Seafiade 1 ml de H20 miliQ al tubo de metanolisis y se vuelve a verter el contenido en el Falcon de 15
ml. Al Falcon de 15 ml se le adiciona un cacillo de sulfato de sodio en polvo para retener el agua que
quedara contenida en la fase organica.

Se centrifugan todos los Falcon 15 minutos a 3800 rpm y 4 °C. Las dos fases apareceran separadas y se
procedera a desechar con una pipeta Pasteur la fase acuosa (en la parte superior del tubo). A continuacion, se adiciona
1 ml de H20 miliQ a cada Falcon y se vuelve a mezclar todo el volumen del tubo. El objetivo de este lavado es extraer
el acido residual a la fase acuosa y eliminarlo del cloroformo que contiene los metil-ésteres del biopolimero.
Seguidamente Se centrifugan los Falcon durante 15 minutos a 3800 rpm y 4 °C y se desecha de nuevo la fase acuosa.

Se repite este paso una vez mas.

Finalizado el segundo lavado con agua, se desecha la fase acuosa y se pasan 200 L de la fase organica
a viales de cromatografia con adaptadores, y debidamente rotulados. Es necesario comprobar que el pH de las
muestras se encuentra entre 4-6 para evitar dafios en el equipo de cromatografia. Los viales se conservan a 3 °C en
el frigorifico y el contenido en peso seco de los metil-ésteres se cuantifica por cromatografia de gases acoplada a un

espectrometro de masas.

En el analisis de GC/MS se realiza un barrido de temperaturas, de menor a mayor, a lo largo del cual los
distintos componentes de las muestras se evaporan y atraviesan la columna del cromatografo, dando lugar a
distintos tiempos de elucion, los cuales identifican las sustancias que son distintas. Ademas, en el espectrofotdmetro
de masas se aplica una energia de ionizacion de 70 eV para obtener los espectros de ionizacion, y gracias a un

detector, es posible diferenciar moléculas muy similares.
2.2.2: Protocolos experimentales
2.2.2.1: Conservacion y mantenimiento de microorganismos

El objetivo de esta etapa es obtener un caldo concentrado en P. putida KT2440 que se va a utilizar durante

los ensayos de laboratorio, manteniéndolo en una disolucién conservadora a baja temperatura (solucion “stock”).

Se parte de una disolucion congelada a — 80 °C de P. putida KT2440. A continuacion, se transfiere parte del
volumen de este concentrado a medio LB solido, con el objetivo de obtener colonias aisladas de la cepa de interés.
Con una micropipeta y una punta estéril, se pone en contacto esta Ultima con el stock bacteriano parcialmente
descongelado y se siembra la placa pasando la punta de la micropipeta que ha tocado el cultivo por la superficie del

medio sélido en movimientos en zig-zag.
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Seguidamente la placa se incuba a 30 °C durante 24 horas en el interior de una estufa de cultivo vy,
posteriormente, las colonias se siembran de forma aislada en tubos Falcon de 50 ml con 10 ml de medio LB liquido.
Una vez llenos los Falcon, se siembran con una colonia aislada de la placa Petri. De esta manera se asegura que
cada cultivo liquido proviene de una unica colonia, tanto en esta etapa como en las fases posteriores hasta su

conservacion a baja temperatura.

Los tubos se incuban a 30 °C entre 12-14 horas en agitacion de 200 rpm, como primera etapa de
acondicionamiento a un medio liquido. Pasado este periodo se transfiere el volumen necesario de estos tubos Falcon
a matraces Erlenmeyer de 250 ml con 50 ml de medio LB, de forma que la densidad dptima a 600nm inicial de cada
cultivo se sitle en 0,2 unidades. Estos cultivos se incuban a 30 °C, durante 24 horas a 200 rpm en incubadora orbital.
Por ultimo, se transfieren en condiciones de esterilidad 700 ul de cultivo a tubos Eppendorf de 1,5 ml y se les afiaden

300 pL de glicerol al 85%. La mezcla constituye la solucién de conservacion o “stock”, que se mantiene a — 80 °C.
2.2.2.2: Obtencion del biocatalizador celular

Esta etapa se realiza con el objetivo de acondicionar las células a medio liquido y temperatura ambiente y
asegurar que el inéculo se encuentra en un estado metabélico activo antes de comenzar los ensayos de produccién
de PHA. Se parte de un “stock” de P. putida KT2440 congelado a — 80 °C, el cual se siembra en medio LB solido de

la manera descrita en el apartado 2.2.2.1.

Se realiza un pre-cultivo, para el cual se siembra un pool colonias en matraz Erlenmeyer de 250 ml con

medio LB liquido estéril, en proporcidn 1:5 medio aire.

Se incuba a 30 °C entre 12 y 14 horas en incubadora orbital a 200 rpm. Pasado este periodo, el
microorganismo estd listo para ser cultivado en los distintos medios seleccionados para la produccién de PHA, tanto

a escala de matraz agitado como de biorreactor.
2.2.2.3: Ensayos de produccion de PHA

Los ensayos de produccién se pueden dividir en dos bloques distintos en funcién de la escala empleada,

experimentos en matraz, con un volumen de cultivo de 50 ml, o en biorreactor, con un volumen de 2 litros.

Matraz: se parte de los pre-cultivos en LB liquido, los cuales se centrifugan 15 minutos a 3800 rpm y 4°C en tubos
Falcon. Se desecha el sobrenadante, y la biomasa sedimentada en el fondo del tubo, o pellet, se resuspende en 5 ml
de solucién salina, para eliminar los restos de los nutrientes contenidos en el medio LB antes de comenzar los
experimentos de produccion de PHA (lavado de la biomasa). Esta etapa debe repetirse dos veces mas. Tras el Ultimo
lavado se mide la densidad optica para conocer qué volumen de indculo es necesario afiadir al medio de produccion

para empezar el ensayo en una ODeoo = 0,2 (Escapa et al., 2011). La siembra se realiza en campana de flujo laminar.

A esta escala se llevaron a cabo dos modos de produccion distintos, en continuo y en discontinuo, con objetivos
diferentes:

- Experimentos en discontinuo (batch): se realizan para determinar las condiciones dptimas de crecimiento

(formulacion del medio de cultivo, concentracion inicial de sustrato y velocidad dptima de agitacion). El

matraz sembrado se incuba a 30 °C en agitacién de 200 rpm. Durante el crecimiento se toman muestras
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para analizar la evolucion de la biomasa y la composicién del caldo de fermentacién. En el caso concreto

del estudio de velocidad de agitacion los ensayos han sido realizados a 200, 300 y 400 rpm.

- Experimentos en continuo (fed-batch): se realizan con el objetivo de mantener en el tiempo el crecimiento
bacteriano y la produccion de PHA, es decir, concentrar el caldo de biomasa y que la sintesis del biopolimero
no se detenga debido al agotamiento de las fuentes de carbono, nitrégeno y fésforo. El matraz sembrado
se incuba a 30 °C en agitacion de 200 rpm y difiere del batch en que periddicamente se afiaden pulsos de
nutrientes al caldo de cultivo; es decir, se opera en semi-continuo con la fase liquida. En este bioproceso se
ha estudiado la adicién de fuentes de carbono, fosfato, amonio, o bien una combinacion de ellos, a partir de
los resultados derivados de los experimentos en discontinuo.

En el momento de dar el primer pulso hay que tener en cuenta el volumen que se ha extraido con las
muestras e intentar reponerlo con el mismo. El pH se ajusta a 7 para regresar a las condiciones iniciales de

produccién.

En ambos modos de operacién, se toman medidas de pH y OD a 600 nm de todas las muestras extraidas durante la
fermentacion. Después se centrifugan a 4 °C 3800 rpm entre 15-20 minutos, dependiendo de la carga celular. Se
extrae 1 ml de sobrenadante que se lleva a un vial de HPLC para su posterior analisis, y el resto se descarta. El pellet

se congela a - 80 °C y se liofiliza posteriormente para analizar el contenido en PHA mediante GC/MS.

Biorreactor: en los experimentos en reactor se trabaja con un volumen de medio R-mod de 2 litros, teniendo en

cuenta un inoculo de 100 ml (5% v/v).

En primer lugar, se prepara medio R-mod basico (Tabla 3), y se autoclava junto con la cuba de reaccién,

habiendo calibrado previamente la sonda de pH.

Se protegen con papel de aluminio las zonas sensibles a las altas temperaturas. Una vez que el conjunto
ha sido esterilizado se conecta a la unidad de control y se seleccionan las condiciones experimentales de temperatura,
agitacion y aireacion. En este estudio se ha trabajado a 30°C, alimentando un caudal de aire de 2 L/min y variando la
velocidad de agitacion entre 200 y 800 rpm. Antes de la adicién del indculo se completa el medio R-mod afiadiendo
las soluciones de fuente de carbono, magnesio y metales traza y se calibra la sonda de oxigeno, haciendo pasar aire
estéril por la cuba de reaccion a la velocidad deseada durante 12-14 horas para facilitar la polarizacién del electrodo

de medida.

Por Ultimo, se afiade el volumen de indculo necesario (desarrollado de la misma manera que en el punto

2.2.2.1) para que en el caldo del cultivo del fermentador la ODeuo inicial sea de 0,2-0,3.

En este caso el sistema de operacién es en batch, por lo que, durante la fermentacién, se toman muestras
del biorreactor para cuantificar la biomasa, el octanoato, el PHA y las fuentes de nitrégeno y fésforo a lo largo del
cultivo. El objetivo de estos ensayos es la realizacion con éxito del cambio de escala de matraz agitado a biorreactor,

optimizando la velocidad de transporte de oxigeno a través de la agitacion.
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CAPITULO 3: RESULTADOS Y DISCUSION

En este apartado se describen los resultados mas relevantes del presente trabajo. La organizacién de los
mismos se ha llevado a cabo teniendo en cuenta la escala del proceso (matraz agitado y biorreactor) y las variables
de estudio. Los epigrafes 3.1-3.3 muestran los estudios de optimizacion de la composicion del medio de cultivo, la
velocidad de agitacion y el modo de operacion en matraz, mientras que la seccién 3.4 se centra en los estudios de
cambio de escala en biorreactor. Para el desarrollo de la discusion de estos resultados se han definido las variables
de rendimiento de PHA al sustrato (Yrss), su productividad (rewa) v la tasa de crecimiento del microorganismo (u),

mostradas en las ecuaciones (1-3), respectivamente:

Coua(®)
115 = Coente) — Comr@ (9 PHA/90D) @
C t)—-C t
Foua = PHA(Z_t:HA( 0) (g PHA /L~ h) @)
c ngx
Co=Copre? > ingt=pt > p=—2 (A7) 3)

donde el subindice “OCT” hace referencia al octanoato, “t” al tiempo de cultivo al que se recoge la muestra, X" a la

biomasa y “0”a la condicién inicial de cada ensayo.

El rendimiento indica la cantidad de producto que se obtiene a un tiempo determinado en funcién del sustrato
consumido por el cultivo en dicho intervalo. La productividad hace referencia a la velocidad con la que se acumula el
PHA en el interior de las células. La biomasa producida es una variable dependiente de la concentracién inicial del
microorganismo, de la tasa de crecimiento (u) y del tiempo. La curva de crecimiento sigue una expresién exponencial
dependiente del tiempo, siendo u la pendiente de dicha curva, cuyo valor va cambiando segin evoluciona el
crecimiento, siendo maximo en la fase exponencial del mismo (umax). Cuando el cultivo alcanza la fase estacionaria,
la tasa de crecimiento desciende hasta alcanzar un valor préximo a 0, momento a partir del cual no se detecta un

aumento de la poblacion celular.
3.1.- Optimizacion de la composicion del medio de cultivo

P. putida KT2440 se cultivé en matraz agitado en medio R-mod (Lee et al. 2000), a distintas concentraciones
iniciales de la fuente de carbono y de fésforo. El objetivo de estos experimentos fue seleccionar las concentraciones
Optimas de estos nutrientes para aumentar la produccion de biomasa bacteriana y PHA y su almacenamiento en el
interior celular, asi como la velocidad global del proceso. En primer lugar, se fij6 la mejor concentracion de acido
octanoico como nutriente carbonado, y después, en base a su valor 6ptimo, se estudié la influencia de la reduccion

de la fuente de fosfato sobre la fermentacion.
3.1.1: Concentracion inicial de octanoato sédico

Para este primer estudio se tomé como referencia el articulo de Lee et al. 2000 para realizar un barrido de
concentraciones iniciales de este sustrato, entre 2,5y 20 g/L. Todos estos ensayos se realizaron en incubadora orbital,

bajo unas condiciones de temperatura y agitacién de 30 °C y 200 rpm, respectivamente.
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La evolucion temporal de la productividad y las concentraciones de octanoato y biomasa para este estudio
se muestran en la Figura 9.

Respecto a la biomasa producida, el medio con el cual se obtiene una mayor concentracion bacteriana es
el que parte de 10 g/L de octanoato sédico. Bajo esta condicion, se alcanza una concentracion en torno a los 11 g/L
en 33 horas. En el medio con 5 g/L iniciales la concentracién celular maxima que se alcanza es 6,5 g/L a las 15,5
horas, mientras que, en el ensayo de menor contenido en sustrato carbonado, 2,5 g/L de octanoato, la fase
estacionaria se alcanza alrededor de las 8 h, con una produccién de 2 g/L de biomasa. En los medios con 15y 20 g/L
iniciales de octanoato sodico se observo una inhibicidn del crecimiento por exceso de fuente de carbono, mucho mas
evidente en el caso mas extremo (ver Figura 9A). Existe, por tanto, una limitacién bacteriana a la hora de metabolizar

el sustrato carbonado cuando su concentracion inicial es superior a 10 g/L.

En relacion con el consumo de octanoato (Figura 9B), se observo que en los medios que partieron de 2,5, 5y 10 g/L
el sustrato se consume en el momento en el que alcanzaban la fase estacionaria, es decir, a las horas 13, 15,5y 36
respectivamente. Esto quiere decir que, en condiciones no inhibitorias, la fuente de carbono se agota totalmente y que
dicho flujo se dirige fundamentalmente a la produccion de biomasa (incluido el PHA intracelular). En los medios con
15y 20 g/L la evolucién de la concentracion de octanoato a lo largo del tiempo se mantiene constante; es decir, no se

observa un consumo de la fuente de carbono.
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Figura 9: Estudio de la concentracion inicial de octanoato sodico en el medio de cultivo a lo largo del tiempo: (A)
produccion de biomasa bacteriana; (B) consumo de la fuente de carbono; (C) productividad de PHA.

Finalmente, la produccion de PHA en cada medio de cultivo aumenta a medida que se aumenta la
concentracion de &cido octanoico desde 2,5 a 10 g/L, siendo a 15 g/L muy reducida y no competitiva, y a 20 g/L
practicamente nula. En términos de productividad (rewa) (ecuacién 2) partiendo de 10 g/L de fuente de carbono se
alcanza el valor mas elevado en este estudio (0,14 g/L-h a las 26 horas, unos 3,7 g/L totales de PHA), para después
disminuir en torno a los 0,06 g/L -h. Este valor es similar en el ensayo de 5 g/L (0,10 g/L a las 23,5 horas), pero la

diferencia fundamental entre ambos reside en la concentracion total de biomasa alcanzada en esos instantes, lo que
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hace mas adecuado trabajar con 10 g/L de octanoato, ya que el contenido total de PHA es mayor que en el otro caso
(ver Figura 9A). En todos los casos, se observa un descenso muy importante de este pardmetro cuando las células
enfran en fase estacionaria. Este fenémeno es debido al consumo del PHA acumulado como mantenimiento

metabdlico en ausencia de otra fuente de carbono, tal y como muestra la Figura 9.

En términos de rendimiento ( Yprass) (ecuacion 1), los maximos de los medios con 2,5, 5y 10 g/L se alcanzan
alashoras 9, 23,5y 30, y son de 0,36, 0,44 y 0,46 g PHA producido / g octanoato consumido, respectivamente. Estos
valores justifican de nuevo la seleccion de la condicion inicial de 10 g/L de sustrato carbonado como la mas adecuada
para este proceso, ya que a pesar de que, la velocidad de crecimiento es ligeramente inferior a las otras dos
condiciones viables (2,5 y 5 g/L) se obtienen mayores concentraciones de biomasa y de PHA, con un alto rendimiento

en base al consumo de sustrato.

A modo de resumen, en la Tabla 5 se recogen los resultados de la tasa maxima de crecimiento, la
concentracion maxima de PHA y el rendimiento méximo de PHA en funcién del sustrato consumido, para las cinco
condiciones de concentracion inicial de octanoico estudiadas. Las mayores tasas de crecimiento se dan con 5y 10
g/L de octanoato, siendo la Ultima, la concentracion a la cual se obtiene una mayor concentracion de PHA, y por lo
tanto mayor rendimiento PHA/octanoico.

Tabla 5: Valores mdximos de la tasa de crecimiento, concentracion de PHA y rendimiento PHA en funcion del
sustrato consumido, en el estudio de optimizacion de la fuente de carbono.

Cocto (g/L) | Mmax (h) | Crra™2* (g/L) | YrHas™2* (g/g)
25 0,277 0,69 0,36
5 0,311 2,37 0,44
10 0,223 4,33 0,46
15 0,091 0,27 0,04
20 0,04 0,03 0,01

3.1.2: Concentracion inicial de fosfato

La reduccién de la concentracion inicial de fosfato como condicion de limitacion de nutrientes ha sido
indicada como favorable para la acumulacién de PHA en P. putida (Lee et al., 2000). Por ello se propone estudiar este
efecto con tres concentraciones diferentes de KH2PO4 (22, 7,5 y 4 g/L), manteniendo constante el contenido inicial de
(NH4)2HPO4, que actua a su vez como fuente de nitrégeno. En estos ensayos se trabajé con 10 g/L de octanoato de
sodio inicial, en base a los resultados del apartado 3.1.1. La eleccion de la mejor concentracion de esta sal se realiz6
en base a los parametros de biomasa producida (g/L), octanoato consumido (g/L) y productividad de PHA (g PHA/L-h).

Estos resultados se muestran en la Figura 10.

La biomasa maxima producida a 4, 7,5y 22 g/L fue de 13,46 g/L a las 16 horas, 12,46 g/L a las 32 horas, y
12,46 g/L a 30 las horas, respectivamente. La fase estacionaria a 4 g/L de KH2POqs es la que antes se alcanza, a las
16 horas, mientras que a 7,5y 22 g/L es en torno a las 30 horas. Para las tres condiciones, en las Ultimas horas de
cultivo, la Cx medida esta entre los 10 y 11 g/L. De esta manera, se observa en el medio més limitado en fosfatos un

crecimiento mayor y mas rapido.
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Figura 10: Estudio de la concentracion inicial de fosfato monopotdsico en el medio de cultivo a lo largo del tiempo:
(A) produccidn de biomasa bacteriana; (B) consumo de la fuente de carbono; (C) productividad de PHA.

El consumo de la fuente de carbono es similar en las condiciones de 4 y 7,5 g/L, sin importantes diferencias,
mientras que a 22 g/L de KH2POx se observa un consumo mas lento. En los medios donde el fosfato esta més limitado

la fuente carbonada se agota en torno a la hora 30, mientras que en la tercera condicion esto no ocurre hasta la hora
37.

Respecto al biopolimero producido, las productividades maximas para las condiciones de iniciales de fosfato
ady7.5glL sealcanzan alas 16 horas y son de 0,48 y 0,26 g/L -h. Para el medio con 22 g/L la productividad méxima
se obtiene a la hora 30 y es de 0,18 g/L-h. En todos los casos se observa una disminucién en la productividad tras

alcanzar la maxima, lo que se acompafia con una disminucién en el contenido de PHA en el cultivo.

En cuanto al rendimiento en funcién del sustrato empleado por la bacteria, son maximos a las horas de
mayor productividad. De las tres condiciones, el mayor rendimiento alcanzado fue en la condicion inicial de 4 g/L de
KH2POs, 1 g/g a las 16 horas.

Debido a que a una concentracion inicial de 4 g/L de KH2PO4 se produce la mayor concentracion de biomasa

en menor tiempo, y se obtiene la mayor productividad de PHA, se considera esta condicion como idénea para formular
el medio de produccién de ahora en adelante.

La Tabla 6 muestra las tasas maximas de crecimiento, la concentracion méaxima de PHA y el rendimiento
maximo de PHA en funcion del sustrato consumido, para las tres condiciones estudiadas de concentracion inicial de

fosfatos. Todos estos parametros son superiores a 4 g/L de KH2POs, por lo que se seleccion6 como la mejor
concentracion inicial de este reactivo
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Tabla 6: Valores mdximos de la tasa de crecimiento, concentracion de PHA y rendimiento PHA en funcion del
sustrato consumido, en el estudio de optimizacion de la concentracion de fosfato.

[KH2PO4]o (g/L) | pmax (h7") | Ceua™ (glL) | Yeuas™2* (g/g)
22 0,223 4,33 0,46
75 0,264 5,59 0,58
4 0,282 7,65 0,96

3.2.- Optimizacion de la velocidad de agitacion del cultivo en matraz

Con el objetivo de minimizar el tiempo de operacion y aproximar con mayor facilidad el cambio de escala de
matraz agitado a biorreactor en el cultivo de P. putida KT2440, se llevaron a cabo estudios de agitacién en incubadora
orbital, con el medio de produccion optimizado. Se llevé a cabo un barrido de velocidades de agitacion entre 200 y

400 rpm. Los resultados mas relevantes se muestran en la Figura 11.

Las agitaciones de 300 y 400 rpm no muestran grandes diferencias respecto a la produccién de biomasa y
la tasa de crecimiento maxima (ecuacion 3), ya que ambos perfiles son practicamente idénticos. Sin embargo, a una
agitacion de 200 rpm la mayor densidad celular se obtiene en un tiempo mayor, a las 22,5 horas. La pmax €s

directamente proporcional a la agitacion del cultivo (ver Tabla 7), observandose un efecto positivo sobre el crecimiento.

En cuanto al consumo de la fuente de carbono, se observa una relacion directa entre la velocidad de
agitacion de los matraces cultivados y la de agotamiento del octanoato sédico. A 400 rpm en torno a la hora 12,5 se

agota la fuente de carbono, mientras que a 300 rpm esto ocurre a las 20 horas, y a 200 rpm a las 30 horas.

De nuevo, en la produccion de PHA en las distintas condiciones de agitacién existe una relacién directa
entre el aumento de esta variable y la productividad maxima del bioplastico intracelular. De esta manera, a 400, 300
y 200 rpm las productividades maximas obtenidas son 0,32 g/L-h a 12,5 horas, 0,32 g/L-h a las 17 horas y media, y

0,23 g/lL-h a las 22,5 horas, respectivamente.

Los rendimientos mé&ximos alcanzados, presentes en la Tabla 7, reflejan un 6ptimo con respecto a la
agitacion en matraz, ya que, a 300 rpm, se obtiene el valor méas alto en este estudio. La influencia del aumento de la
velocidad de agitacion es positiva sobre el crecimiento en todo el rango estudiado, pero no asi sobre la produccion de
PHA, siendo menores los valores de concentracion y rendimiento a 400 rpm, con respecto a la condicion que presenta

mejores resultados (300 rpm), tal y como refleja también los valores representados en la Tabla 7.
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Figura 11: Estudio de la velocidad de agitacion del medio de cultivo en matraz a lo largo del tiempo: (A) produccion
de biomasa bacteriana; (B) consumo de la fuente de carbono; (C) productividad de PHA.

Tabla 7: Datos mdximos de la tasa de crecimiento, concentracion de PHA, rendimiento PHA en funcion del sustrato
consumido, y porcentaje de amonio y fosfato consumidos, en las tres velocidades de agitacion en matraz estudiadas.

N (rpm) | pmax (") | Ceua™ax (g/L) | Yeuass™2* (g/g) | [NH4*] consumido (%) | [PO4+*] consumido (%)

200 0,343 5,51 0,58 98,8 13,3
300 0,361 5,73 0,61 98,4 11
400 0,413 5,07 0,53 98,6 12,5

3.3.- Estudio del modo de operacion

La optimizacion de las variables de operacidn y composicion del medio de cultivo, en discontinuo o batch,
permitié el desarrollo de estudios preliminares en semi-continuo (fed-batch), a escala de matraz agitado. Este modo
de operacion se caracteriza por la adicion de pulsos de una solucién nutritiva a lo largo del tiempo de cultivo de la
bacteria, para asi prolongar su fase de crecimiento exponencial, manteniendo constantes las tasas maximas de

crecimiento y produccién de bioplastico. De esta manera, se consigue mejorar el rendimiento global del bioproceso.

El cultivo en batch a 10 g/L iniciales de octanoato de sodio y 4 g/L de KH2PO4 muestra un descenso acusado
de la productividad de PHA a partir de la hora 16 (Figura 10). Una posible justificacion es el agotamiento de los
nutrientes en el caldo de cultivo lo que implica que la bacteria movilice las reservas intracelulares de PHA como fuente
de alimento. También se ha demostrado en bibliografia que la reduccion de la cantidad del biopolimero producido

puede ser debida a un efecto del pH, ya que se ha caracterizado que los valores de pH basicos podrian implicar la

21



liberacion de los grénulos intracelulares de PHA en P. putida KT2440 (De Eugenio, 2010), por lo que no formarian

parte del pellet de las muestras para la cuantificacion de los metil-ésteres del polimero por metanoalisis.

Sin embargo, se desconoce cual de los nutrientes esenciales es el que implica una mayor influencia sobre
el crecimiento celular y produccion de PHA. Es por esto por lo que la operacién en semi-continuo presenta también
un mayor interés en este trabajo, ya que sus resultados permitieron identificar los sustratos limitantes del crecimiento

y la acumulacion del producto de interés (fuentes de carbono, nitrégeno y fésforo).

Los primeros cultivos en fed-batch que se llevaron a cabo fueron enriquecidos, por un lado, solamente con
octanoato sddico, y por otro con octanoato sédico, fosfatos y amonio, y se analizaron las concentraciones de biomasa,
octanoato, i6n amonio y contenido en PHA de la biomasa seca en ambas condiciones (Figura 12). EI momento de
alimentar el cultivo se establecio cada 15 horas aproximadamente (15, 32, 47, 62 horas), teniendo en cuenta los

resultados del medio optimizado en discontinuo (Figura 9A).

La evolucién temporal de las variables cuantificadas durante los cultivos en fed-batch se muestra en las
Figuras 12 y 13. En primer lugar, la concentracion de biomasa méaxima que se obtiene en el cultivo en fed-batch con
pulsos de octanoico es de 15,56 g/L a las 47 horas, mientras que en los pulsos enriquecidos ademas con (NH4)2HPOq,

el mayor valor es de 19,83 g/L a las 81 horas. Se observa, por tanto, una mejoria al adicionar fuente de fésforo y de

nitrdgeno, aunque el rendimiento con respecto a la biomasa en relacion con los sustratos afiadidos es bajo.
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Figura 12: Estudio de la concentracion de biomasa, octanoato, amonio y porcentaje de PHA en peso seco del
cultivo en medio R-mod optimizado, en modo de operacion batch.
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Figura 13: Estudio de la concentracion de biomasa, octanoato, amonio y porcentaje de PHA en peso seco del
cultivo en medio R-mod optimizado, en modo de operacion fed-batch, con pulsos de 15 horas.
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Los perfiles de consumo de amonio muestran, en el ensayo alimentado solo con octanoato, un agotamiento
total a las 47 horas, hora en la cual el cultivo alcanza la fase estacionaria. Por lo tanto, se muestra una clara relacion
entre la necesidad de fuente de nitrégeno disponible y el crecimiento celular de P. putida KT2440. En el caso del
cultivo alimentado con pulsos de octanoato y fosfato diaménico, el perfil del ibn amonio se ajusta a las 4 adiciones
dadas; tras 15 horas la concentracién de amonio evoluciona desde los 600 mg/L a los 400 mg/L, para volver a la
concentracion inicial tras cada pulso. En este caso, la presencia constante de nitrégeno como nutriente para la bacteria

retarda la fase estacionaria de crecimiento, permitiendo alcanzar una mayor cantidad de biomasa al final del ensayo.

En cuanto a los perfiles de fuente de carbono, en ambos casos se observa cdmo los ciclos de adicion de
octanoato deben ser optimizados para evitar que el cultivo trabaje en condiciones proximas a la inhibicién del
crecimiento, tal y como se ha demostrado en el apartado 3.1.1. En las Figuras 13A y 13B se puede observar cémo el
primer pulso se adiciona cuando buena parte de este sustrato todavia no ha empezado a consumirse, de modo que

siempre se trabaja por encima de los 10 g/L, establecidos como condicién 6ptima de crecimiento en este trabajo.

Por Gltimo, el porcentaje de PHA adicionando pulsos de octanoato alcanza un méximo de 59,75% en peso
seco a las 53 horas, manteniéndose en torno al 50 % entre las 32 y 81 horas. Al estar el carbono en exceso las
bacterias son capaces de mantener su crecimiento, no de aumentarlo porque el nitrégeno estd agotado, y ademas
producir PHA. En el caso del otro cultivo en fed-batch se alcanza un maximo a las 29 horas de 46,76 % en peso seco,
para después mantenerse en torno al 40 % hasta el final del cultivo. En este Ultimo cultivo la poblacion bacteriana se
encuentra en fase exponencial de forma continuada, obteniendo concentraciones mayores de biomasa que en el otro
cultivo semi-continuo, por lo que, dado que el porcentaje de PHA esta expresado en funcion del peso seco, los valores

de produccion de PHA son mayores.

Ya que los resultados obtenidos en este ensayo fueron prometedores, se llevo a cabo un ultimo cultivo en
fed-batch, realizando pulsos de los nutrientes por separado y adaptando sus horas de alimentacion. De esta manera
se mantuvo igual la alimentacion de (NH4)2HPO4, a las mismas horas, y los pulsos de octanoato se dieron a las 22
horas, para evitar los errores cometidos anteriormente. Los resultados de las concentraciones de biomasa, octanoato,

i6n amonio y % de PHA se recogen en la Figura 14.

Las concentraciones de biomasa obtenidas en estas condiciones fueron mucho mayores que en los
experimentos anteriores, alcanzando los 32,75 g/L de biomasa a las 130 horas. En este caso solo fueron necesarios
3 pulsos de fosfato diamonico, afiadidos en funcion de la cuantificacion de la concentracion de biomasa a lo largo del
tiempo. A partir de la hora 120, cuando ya no se continua con la adicion de (NH4)2HPO4 y este desciende en el cultivo,

la produccién de biomasa también se ve reducida.

En el caso de la concentracion de octanoato, el cambio de los ciclos de adicién tiene un efecto positivo sobre
el comportamiento del cultivo, lograndose un consumo mas eficaz y trabajando la mayor parte del tiempo en
condiciones no inhibitorias (Figura 14B). El porcentaje de PHA se mantuvo constante, alrededor del 40 % en peso

seco a partir de la hora 27, sin observarse un aumento acompafiado del crecimiento exponencial de P. putida KT2440.

Al estar las fuentes de carbono y nitrégeno en las concentraciones 6ptimas de cultivo el desarrollo celular
puede continuar en el tiempo, produciendo simultaneamente biomasa y PHA ademas PHA, ya que la disponibilidad

de ambos nutrientes lo permiten.

23



Como consecuencia de los resultados expuestos, se puede concluir que, en un cultivo con un modo de
operacidn semi-continuo, los mejores tiempos de alimentacion de octanoato sodico y fosfato diaménico son 22 y 15
horas, respectivamente, obteniendo altas concentraciones de biomasa y una produccién de PHA mantenida en el

tiempo de manera constante.
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Figura 14: Estudio de la concentracion de biomasa, octanoato, amonio y porcentaje de PHA en peso seco del cultivo
en medio R-mod optimizado, en modo de operacion fed-batch, con pulsos de 22 horas.

3.4.- Estudios en reactor

Con el objetivo de escalar el proceso de produccién y acumulacion de PHAs a un volumen de trabajo de 2
litros se realizaron estudios de cultivo de P. putida KT2440 en biorreactor de tipo tanque agitado. Se trabajo con el
medio R-mod optimizado segun el punto 3.1, a 4 agitaciones distintas (200, 450, 600 y 800 rpm), para asi determinar

la velocidad 6ptima para el crecimiento bacteriano y la produccién de PHA a una escala de laboratorio.

Los resultados obtenidos en base a la biomasa producida (g/L), fuente de carbono consumida (g/L) y
productividad de PHA (g/L -h) se muestran en la Figura 15.

El aumento de la velocidad de agitacidn en el cultivo en biorreactor se traduce en la llegada a la fase
estacionaria en menor tiempo: 10 horas a 800 rpm, 12 horas a 600 rpm, 21 horas a 450 rpm y 36,25 horas a 200 rpm.
La velocidad de agitacién tiene un efecto directo sobre la disponibilidad de oxigeno por parte del cultivo, ya que
potencia su dispersion en el medio, renueva a mayor velocidad el flujo transferido al caldo desde la fase gaseosa y,
por tanto, mejora la accesibilidad de las células de P. putida KT2440 a este nutriente (Rodriguez, et al. 2018). Sin
embargo, un exceso de oxigeno disuelto puede provocar situaciones de estrés oxidativo, por un exceso de la
concentracion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Escobar et al., 2016), y también de estrés hidrodinamico, éste
ultimo derivado de la agitacién, por un aumento de la tensién tangencial a la que estan sometidas las células en
continuo movimiento durante la fermentacién (Rodriguez et al., 2018). Estas situaciones afectan tanto al crecimiento
como al metabolismo bacteriano, pudiendo influir negativamente en el rendimiento y la viabilidad de los procesos

biotecnoldgicos (Escobar et al., 2016).

Como puede observarse, el aumento de la velocidad de agitacion favorece el crecimiento de la biomasa, tal
y como muestra la Figura 15A. Este hecho es mucho mas relevante en los experimentos realizados a 600 y 800 rpm,

donde los cultivos alcanzan la fase estacionaria en poco menos de 8 horas. Este fendmeno también se refleja en los
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perfiles de concentracién de octanoato sédico (Figura 15B) y en las productividades méximas alcanzadas en este
estudio. Aunque los perfiles mostrados en la Figura 15 pueden sugerir la seleccién de la agitacién a 600 rpm, lo cierto
es que el ensayo realizado a 450 rpm dispone de un intervalo temporal amplio en el que esta variable mantiene su

valor mas elevado (entre 15y 22 h), alcanzandose una concentracién maxima de PHA en torno a los 10 g/L; mientras

que, en el caso del ensayo a 600 rpm, la produccién maxima de este compuesto llegaa 7 g/L.
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Figura 15: Estudio de la velocidad de agitacion del medio de cultivo en biorreactor a lo largo del tiempo: (A)
produccion de biomasa bacteriana; (B) consumo de la fuente de carbono; (C) productividad de PHA.

El efecto negativo del aumento de la velocidad de transporte de oxigeno sobre la produccién de PHA se ve
reflejado en el andlisis comparativo de los ensayos realizados a 600 y 800 rpm. A pesar de que las curvas de
crecimiento son practicamente idénticas, las diferencias en cuanto a la sintesis del producto de interés son muy
significativas. Mientras que en la primera condicién los valores de productividad son similares al de 450 rpm (en torno
a 0,5 g/(L'h)) a 800 rpm, sin embargo, este valor maximo cae hasta 0,28 g/(L-h). Estas diferencias reflejan un
importante cambio metabdlico en las células sometidas a condiciones de agitacién agresivas, por lo que hacen

desaconsejable el empleo de velocidades de transporte de oxigeno tan elevadas para este proceso.

Los resultados obtenidos indican que, respecto a la produccién de biomasa, la velocidad de agitacién 6ptima
se encuentra en las 450 rpm; sin embargo, respecto a los valores de PHA obtenidos, una agitacion de 800 rpm también
podria mostrar una alta produccién del biopolimero. Para poder concluir estos resultados seria necesario llevar a cabo
ensayos adicionales. Del andlisis de los resultados de este estudio se puede concluir que el cambio de escala ha sido

realizado con éxito, con una velocidad de agitacion 6ptima en torno a las 450 rpm.
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Finalmente, en la Tabla 8 se indican los datos de tasas méximas de crecimiento, concentracion maxima de
PHA y rendimiento maximo de PHA en funcién del sustrato consumido, para las cuatro condiciones de agitacion en
biorreactor analizadas, ademas del porcentaje de amonio y fosfato consumido. Al igual que en matraz agitado los
perfiles de consumo son muy similares, sin tener lugar apenas consumo de fosfatos. La mejor velocidad de agitacion
se encuentra entre las 450 y 600 rpm, pues ambas combinan los mejores resultados obtenidos respecto a tmax, Crramax
Yy YpHassmax,

Tabla 8: Datos mdximos de la tasa de crecimiento, concentracion de PHA, rendimiento PHA en funcion del sustrato
consumido, y porcentaje de amonio y fosfato consumidos, en las 4 velocidades de agitacion en biorreactor

estudiadas.
N (rpm) | pmax (h-1) | Ceuamax (g/L) | Ypuasmax (g/g) | [NH4*] consumido (%) | [PO4*] consumido (%)
200 0,225 5,58 0,558 88,1 12,4
450 0,391 6,34 0,614 91,3 15,1
600 0,431 6,11 0,591 96,7 16,1
800 0,429 5,35 0,535 98,3 15,9

26



CAPITULO 4: CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos a lo largo del presente trabajo se han podido deducir las siguientes conclusiones

generales:

1.

La concentracion inicial dptima de octanoato sddico para la produccion de biomasa bacteriana y PHA se
encuentra en 10 g/L, siendo concentraciones inferiores escasas para un correcto desarrollo del cultivo, y
superiores, inhibitorias de este.

La concentracion inicial éptima de fosfato monopotasico, de las tres estudiadas, para la produccion de
biomasa bacteriana y PHA se encuentra en 4 g/L.

Una mayor velocidad de agitaciéon en matraz provoca un crecimiento celular mayor y en menor tiempo,
siendo la produccién de PHA también mas rapida y mayor.

Una mayor velocidad de agitacion en biorreactor se traduce en un crecimiento del cultivo de P. putida
KT2440 més rapido, aunque no necesariamente mayor.

El modo de operacion en fed-batch permite prolongar en el tiempo la fase de crecimiento exponencial de la
bacteria, obteniendo asi mayores concentraciones de biomasa y una produccién de PHA constante en el
tiempo.
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