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4, Resultatsi Discussio

4. RESULTATSI DISCUSSIO

4.1. Fonts de carboni complexes

Al llarg de la Ultima decada s han emprat mUltiples espécies de Pseudomonas per a
la produccié de PHA de cadena mitja a partir d’una gran varietat de fonts de carboni
d origen agricola (Eggink et al., 1992), (Huisman et al., 1989). Els acids grassos
procedents d'olis vegetals, tals com |’acid lauric, I’acid miristic, I’acid palmitic, I'acid
estearic o I’acid oleic han estat els més emprats no tan sols per la seva abundancia sind
també pel seu relatiu baix cost (De Waard et al., 1993). La majoria d’ aguests acids
grassos es troben en forma de mescles en residus industrials derivats de la producci6 de
d olis vegetals.

Tant I’oleina (acid oleic técnic) com el weichol son productes industrials rics en
acid oleic (60-70 % (p/p)) que s han emprat com a substrat en diferents estudis de
biotransformacions de residus oleaginosos en cultius de P. aeruginosa 42A2 (Culleré,
2002) aixi com també en I’optimitzacié de cultius d'ata densitat (Rodriguez, 2006).
Aquests substrats també han estat utilitzats en la produccié de polihidroxialcanoats.
D’acord amb e resultats obtinguts per Fernandez et al. (Fernandez, 2000), quan es fa
créixer la P. aeruginosa 42A2 en medi mineral minim (MM1) amb 20 g/L d'oleina,
agitacio (120 rpm) i 30°C, la maxima producciod de biomassai PHA es produeix ales 72
h de cultiu obtenint 4,4 i 2,3 g/L de biomassai de PHA, respectivament. Aquests valors
representen una acumulacio de PHA del 53 % (p/p). De tots els substrats assgjats i
descrits a |’ apartat 3.2.1.2 de material i métodes, per aquest treball s'ha descartat I’ oli de

fusta (tung ail) ja que presentava rendiments molt baixos de produccié de PHA.

4.1.1 Cultiusi produccié de PHA amb substrats complexos

4.1.1.1 Extracte pasta monodi (oli monodi)

En treballs realitzat anteriorment s'han descrit fins a tres productes extracel -lulars
resultants de la biotransformacié de I’ acid oleic quan es emprat com a substrat en cultius
de P. aeruginosa 42A2. Els productes foren identificats com a: acid (E)-10-hidroperoxi-
8-octadecenoic, acid (E)-10-hidroxi-8-octadecenoic (MHOD) i acid (E)-7,10-dihidroxi-8-
octadecenoic (DHOD) (Guerrero et al., 1997).
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4. Resultatsi Discussio

Tal i com Sexplicaal’apartat 3.2.1.2, al’acidificar el sobrenedant d’un cultiu on
sha emprat |’acid oleic com a font de carboni, s obtenen aquests productes en forma
d' un precipitat blanc després de 24 h a 4 °C. A aquest precipitat se |"ha denominat
“pasta’. Després de |'extraccio de la pasta amb cloroform s obté un oli que conté
principament acid oleic i dos dels productes de biotransformacié abans esmentats,
MHOD i DHOD, ja que el tercer compost que es forma, I’hidroperoxi (HOOD),
shidrolitza en e medi de cultiu com a conseqiéncia de la precipitacio acida i es
transforma rapidament en el derivat monohidroxilat (Guerrero et al., 1997).

La Figura 4.1 mostra la composicié de I’oli obtingut a partir de |’ extraccio de la
pasta amb cloroform. Tal i com es pot veure, aquest oli esta constituit principalment per
restes d'acid oleic, pel derivat monohidroxilat (MHOD) i pel derivat dihidroxilat
(DHOD).

DHOD

\ Jl A.OLEIC

TR (min)

Figura 4.1. Cromatograma (HPLC) corresponent a I'oli obtingut de
I” extraccié amb cloroform de la pasta. En € cromatograma s observen els tres
productes de la biotransformacié (DHOD, MHOD i HOOD) aixi com també
restes de lafont de carboni inicial, I'acid oleic.

Degut a les caracteristiques estructurals d’aguests productes, que contenen grups
hidroxil i una insaturacio a mig de la cadena, es va creure interessant emprar-los com a
font de carboni per ala produccid de PHASs funcionalitzats. Amb aquest objectiu es van
provar diferents estratégies de cultiu: cultius discontinus, cultius aimentats i cultius en
condicions no proliferants.
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4, Resultatsi Discussio

i. Cultius discontinus

Prenen com a referéncia les dades obtingudes en els cultius de P. aeruginosa 42A2

emprant acid oleic com a substrat, s'han assgjat diferents concentracions de “I’ extracte

monodi”: 10 g/L i 20 g/L.

Aixi doncs, es fa créixer e microorganisme en medi minim mineral, MM1, en

agitacio constant a 120 rpm i 30 °C. Aquest medi de cultiu conté una concentracio inicial

de nitrogen molt baixa, [N]=0,58 g/L. Per tant, es d' esperar que € creixement estigui

limitat per la font de nitrogen, perd d'atra banda I'acumulacio de PHA es veura

afavorida

En la Figura 4.2 es detdlen les cinétiques obtingudes per a les dues concentracions

assgjades:

Cultiu amb monodi-2 (10 g/L)

3,5 10,0
301 (a) l oo
2,5
- 2,0 8.0 g
215 7,0
1,0
05 6,0
0,0 + 5,0
0 24 48 72
temps (h)
—o— Pes sec (g/L) —0— PHA (g/L)
—0— pes residual (g/L) pH
Cultiu amb monodi-1 (20 g/L)
3,5 10,0
301 (b) 9.0
2’5 )
a 2,0 8,0 T_'Jl:
=15 7,0
1,0
05 6,0
0,0 : : + 5,0
0 24 48 72
temps (h)
—o—Pes secég/L) —0— PHA (g/L)
—o— pes residual (g/L) pH

temps

pes sec

PHA

pes residual

) (g/L) @  PH (g/L)
0 0,015 0 6,00 0,02
24 2,90 0,4 7,91 2,50
48 2,54 0,3 8,83 2,24
72 2,33 0,2 8,87 2,13
temps pes sec PHA pes residual

o) (g/L) @n)  PH (9/L)
0 0,015 0 6,00 0,02
24 1,50 0,5 7,43 1,00
48 2,58 0,7 7,94 1,88
72 3,25 0,95 8,22 2,30

Figura 4.2. Cinétiques de creixement i produccio de PHA dels cultius de P. aeruginosa 42A2 emprant
I’ extracte monodi com afont de carboni: (a) 10 g/L i (b) 20 g/L.

En els cultius amb 10 g/L de font de carboni s’ observa un creixement molt rapid i

practicament ales 24 h de cultiu, la corba de creixement esta entrant en fase estacionaria,
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4. Resultatsi Discussio

obtenint-se els valors més alts tant per la biomassa total com per ala produccié de PHA:
2,90 g/L i 0,4 g/L, respectivament. A partir de les 24 h de cultiu, el pes sec decreix fins a
2,33 g/L possiblement com a consequiencia de la biodegradacié del polimer acumulat. Tal
i com s ha comentat anteriorment ales 24 h de cultiu, la produccio de PHA ésde 0,4 g/L,
que representa un 14 % (p/p), mentre que ales 72 h de cultiu la producci6 de PHA és de
0,2 g/lL (8 %( p/p)). Al llarg de les primeres 24 h de cultiu, el creixement ha estat molt
rapid i s'ha esgotat tota la font de nitrogen del medi, subministrada en forma de nitrats, i
per tant el microorganisme no pot continuar creixent. Conjuntament amb la limitacié de
nitrogen, el consum del PHA acumulat indica una possible limitacio de font de carboni,
de tal manera que el bacteri aprofita el poder reductor del PHA i el degrada per tal
d obtenir |’ energia de manteniment necessaria.

En € cultiu amb 20 g/L de substrat s observa un creixement méslent. A les 24 h de
cultiu el pessec ésde 1,5 g/L i laproduccié de PHA ésde 0,5 g/L. Laproduccié de PHA
representa un 33 % (p/p) d’acumulacio. Si comparem aguests valors amb els obtinguts en
el cultiu de 10 g/L, s observa que malgrat que la produccié de la biomassa pels cultius de
20 g/L és la meitat que la que s obté en el cultiu de 10 g/L, e procés d acumulacié és
millor en aquest segon cas, la producci6 de polimer es multiplica per un factor de 2,5. El
fet que s observi un creixement meés lent podriaindicar agun tipus de toxicitat o inhibici
relacionada amb la concentracio inicial de substrat. Els maxims de biomassa i de PHA
s observen a les 72 h de cultiu, on sobté 3,25 g/L i 0,95 g/L, respectivament, i que
representa una acumulacié de PHA del 29 % (p/p). D’atra banda si es considera el pes
residual ales 72 h de cultiu per ambdos cultius, amb 10 i 20 g/L de substrat, S obtenen
valors molt similars independentment de la concentracié inicial de substrat, 2,13 i 2,30
g/L respectivament. De |la mateixa manera s es calcula e rendiment cel-lular respecte la
font de nitrogen (Yx, , on X és labiomassaresidual (g/L) i N la concentracié de font de
nitrogen), trobem gue per @ cultiu de 10g/L, & Yx,n= 3,7 i que en e cas del cultiu amb
20 g/L d Yx,n=3,9. Aixi doncs, € fet que els rendiments cel-lulars obtinguts en ambdos
casos sigui practicament iguals, sembla indicar que creixement esta limitat per la
concentracié inicial de nitrogen.

En ambdues cinetiques, el pH inicial és de 6 i a mesura que €l cultiu creix i esva
consumint la font de carboni, el pH va augmentant fins a valors basics (pH=8-9). Aquest
augment del pH és una caracteristica intrinseca de la soca amb la que s esta treballant.
Aqguest comportament s anira repetint a per a tots els altres cultius independentment de la

font de carboni.
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Esta descrit que larelacio C/N té un efecte directe sobre la formacié de PHA, tot i
gue el creixement cel-lular es veu afectat negativament. Per tant, es pot considerar que la
limitacié de nitrogen és un parametre important per alainduccio de la sintesi de polimer.
D’acord amb Tian et al. (2000) la concentracid de nitrogen pot ser emprada com un
parametre per a controlar € creixement cel-lular i la produccié de PHA en e cas de P.
mendocina 0806 (Tian et al., 2000).

ii. Cultiu alimentat (10 o/L+10 g/L)

Considerant els resultats obtinguts en cultiu discontinu es decideix canviar

I estrategia de cultiu, per tal de millorar €l rendiment del procés. Per aixo es subministra
els 20 g/L de font de carboni en dos polsos de 10 g/L cadascun. D’ aguesta manera, el que
Sintenta es millorar e rendiment del procés d acumulacio, ja que la relacio (C/N)
augmenta amb la segona addicio, i alavegada disminuir el possible efecte d’ inhibicié per
substrat que sembla que es descriu a les primeres hores de cultius quan es trebala a
concentracions de substrat altes. En laFigura 4.2 s hi representala cinetica del procés. Es
comenca el cultiu amb 10 g/L de substrat i ales 20 h de cultiu s addiciona els atres 10

g/L defont de carboni i es segueix |’evoluci6 del cultiu al Ilarg de les segiients 72 hores.

Cultiu alimentat amb monodi (10+10 g/L)
5,0

10,0

4,0 l 9,0 __
2.0 80 o temps (h) Pes sec (g/L) PHA (g/L) pH pes(rge/i') ua
T 0 0,015 0 6,00 0,02
2,0 7,0 20 2,21 0,30 7,77 1,91
1,0 - 6.0 48 2,60 1,04 7,84 1,56
72 3,70 1,61 8,07 2,09
0,0 . . . + 50 96 4,55 2,04 8,32 2,51
0 24 48 72 96
temps (h)
—0—Pes sec_ég/L) —0— PHA (g/L)
—0— pes residual (g/L) pH

Figura 4.2. Cultiu de P. aeruginosa 42A2 emprant |’ extracte monodi com afont de carboni. Cultiu alimentat
amb dos polsos de 10 g/L ales Qi 20 hores de cultiu.

Tal i com es pot observar alaFigura 3.2, a llarg de les primeres 20 hores de cultius
s arriben a valors de biomassa i de PHA molt semblants als obtinguts en € cultiu de 10
g/L, descrit a I’ apartat 4.1.1.1. A partir de la segona addicié de substrat, a les 48 h de
cultiu, s'observa un augment notable del pes sec com a consequiéncia de la millora en €

procés d acumulacio de PHA, malgrat que els valors de pes residual son semblants al's
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obtinguts a les 48h en el cultiu discontinu amb 20 g/L. A les 72 h de cultiu s ha obtingut
1 g/L de PHA per a cultiu discontinu amb 20 g/L de substrat i 1,61 g/L de PHA en €
cultiu alimentat amb (10+10) g/L de substrat. Aixi doncs, aquest increment representa un
augment del 66 % en la producci6 de PHA.

S’ ha determinat el consum de font de nitrogen mitjancant un test de nitrats i s ha
comprovat que tant en els cultius discontinus com en € cultiu aimentat, la font de

nitrogen ja esta practicament exhaurida ales 24 h de cultiu.

A la Figura 4.3 s ha representat el percentatge d’ acumulacié dels tres processos

descrits fins aquest moment: cultius discontinus (10§ 20 g/L) i cultiu alimentat.

—— % PHA -10 g/L (p/p)

—%— % PHA-20 g/L (p/p)

% PHA (p/p)

—e— % PHA-20 g/L
alimentat (p/p)

0 24 48 72

96
temps (h)

Figura 4.3. Percentatges d’acumulacié de PHA per as cultius discontinus amb 10 i
20 g/L i per @ cultiu alimentat amb (10+10) g/L emprant I’ oli monodi com afont de
carboni. Lafletxaensindicala segona addici6 de substrat en el cultiu alimentat.

S observa com per € cultiu discontinu amb 10 g/L, I’acumulacio de PHA és baixa
el maxim d’ acumulacio és del 14 % (p/p) ales 24 h de cultiu. A partir de les 24 h, €l
percentatge d’acumulacio decreix fins a 8 % (p/p) indicant una possible despolimerit-
zacio intracel -lular del polimer.

En els cultius amb 20 g/L, tant en el cultiu discontinu com en el cultiu alimentat, el
percentatge maxim d acumulacié de PHA és del 33 % (p/p) i del 45 % (p/p),
respectivament. En el cas del cultiu discontinu de 20 g/L, el maxim té lloc ales 24 h de
cultiu i es manté a voltant del 30 % (p/p) finsales 72 h de cultiu. En canvi, en € cultiu
alimentat s observa una acumulacié progressiva de PHA a llarg de les primeres 48h,
arribant a una acumulacié del 40 % (p/p). L’acumulacio entre les 24 h i 48 h de cultiu,

quan té lloc la segona addicié de substrat, és practicament del 30 %, indicant aixi una
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millor eficiéncia en la produccié de polimer respecte les primeres i les Ultimes 24h.
Aquest comportament és similar al que s observa durant les primeres 24 h en € cultiu
discontinu amb 20 g/L.

El procés d'acumulacio de PHA en els diferents microorganismes productors de
PHA pot tenir lloc tant en la fase exponencial del creixement com en |la fase estacionaria.
En € cas de P. aeruginosa 42A2 i emprant I’extracte monodi com a substrat i régim
d alimentacié discontinu (10 g/L i 20 g/L), e procés d’ acumulacio té lloc a la fase
exponencial. Per tant, sembla ser que P. aeruginosa 42A2 creix i acumula paral -lelament.
No aixi en e cultiu alimentat on s observa que el PHA és acumulat tant a la fase
exponencial com a la fase estacionaria Els resultats obtinguts en les diferents cinétiques,
suggereixen que el procés d’ acumulacio de polimer depen de les condicions culturals i
sobretot de la proporci6 relativa entre alguns nutrients.

D’acord amb els resultats obtinguts en els apartats anteriors, amb cultius
discontinus i alimentats, s'ha vist que la relaci6 C/N és un parametre que influeix
directament en € procés d acumulacio de PHA. S ha comprovat que els millors resultats
de produccié de PHA shan obtingut en els cultius aimentats, concretament amb la
segona addicié de substrat quan la font de nitrogen estava totalment exhaurida i per tant
el cultiu estava en condicions no proliferants. Aixi doncs, considerant els resultats
obtinguts en aquests experiments es va decidir treballar en condicions no proliferants
(condicions NP). Al treballar en condicions no proliferants es substitueix el medi minim
mineral (MM 1) per una solucié amortidora de Sorensen (pH=7.21) i per tant es treballa
en un medi en absénciatotal de nitrogen.

L’ objectiu de treballar en régim no proliferant es basa en que unarelacio (C/N) alta
afavoreix el procés d acumulacio vs. €l creixement cellular (Zinn et al., 2001), (Culleré,
2002), (Hartmann, 2005).

iii. Cultiu en condicions no proliferants (NP)

Per a treballar en régim de cultiu no proliferant (NP) es preparen precultius en
condicions proliferants amb 10 g/L de substrat (veure apartat 4.1.1.1). A les 24 h es reculll
el cultiu, es centrifuga (8000 rpm, 4 °C, 15 minuts) per tal de recuperar les cél-lulesi la
biomassa es renta amb NaCl (0,9 %) durant 30 minuts i agitacié suau, en condicions
d esterilitat per tal d' eliminar les restes del medi mineral aixi com tambeé restes de font de
nitrogen. Seguidament es torna a centrifugar per tal de recuperar la biomassa. La

biomassa obtinguda de 400 mL de cultiu es resuspen en 80 mL de solucié6 amortidora
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Sorensen. D’ aquesta manera el's cultius es concentren entre quatre i cinc vegades respecte
els cultius inicials. A partir d'aguest moment es considera I'inici dels cultius en
condicions no proliferantsi s addicionen 10 g/L de lafont de carboni.

Lacineticadel cultiu en condicions No Proliferants es mostraala Figura 4.4:

temps es sec es residual
(hf P o) PHA (L)  pH " o) UFC/m L
0 12,71 3,20 7,20 9,51 1,78E+10
24 7,28 0,80 6,74 6,48 3,65E+10
48 6,33 0,35 6,85 5,98 1,25E+10
72 6,20 0,20 6,97 6,00 3,20E+10
Cultiu amb monodi NP1 (10 +10 g/L) Cultiu amb monodi NP1 (10 +10 g/L)
14,0 10,0 1,0E+12
12,0 90
R lg'g 50 < 1,0E+11 |
g T E
3 60 =0 > 7.0 ~ /\/
40 (Lf 1,0E+10 -
2,0 M 60 >
0,0 - : : 15,0 1,0E+09 : :
0 24 48 72 0 24 48 72
temps (h) temps (h)
e iy Y —o— UFC/mL

Figura 4.4. Cinetica de creixement i produccié de PHA emprant com a substrat oli monodi en
cultius no proliferant (NP). Per verificar que els cultius estan en condicions no proliferants es fa un
recompte de viables (UFC/mL) cada 24 h.

Cal tenir en compte que s esta treballant amb un sistema polifasic, la qual cosa fa
que existeixin certes dificultats mecaniques al’ hora de processar les mostres, sobretot en
elstempsinicials de cultiu quan I’ oli encarano esta emulsionat.

En la Figura 4.4 s observa com el recompte de viables (UFC/mL) al llarg de tot €l
procés en condicions no proliferants es manté constant. En canvi, en € cas del pes
residual es mostra un fort decreixement durant les primeres 24 hores en condicions no
proliferants i després S estabilitza. Tant la biomassa residua (entenen per biomassa
residual la diferéncia de pes entre la biomassa total 6 pes sec (g/L) i e PHA produit (g/L)
com el recompte de viables confirmen que no hi ha creixement.

Després de I’ addicio de la font de carboni en condicions no proliferants s observa
un descens considerable de la biomassa. Aquesta perdua de pes es pot explicar

parciament amb el descens del percentatge de polimer acumulat, és a dir, amb la
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despolimeritzacio intracel -lular del PHA (veure ala Figura 4.4). D’ acord amb Ren et al.
(2005) (Ren et al., 2005), aquesta variacié en el percentatge d’acumulacié de PHA pot
ser deguda a una despolimeritzacié parcial o total del polimer acumulat. L’enzim
responsable d’ aguesta hidrolisi del PHA és la PHA-depolimerasa, que actua sobre €
polimer acumulat hidrolitzant-I"ho i alliberant a medi de cultiu els monomers en forma
d acid 3-OH-alcanoic. Lee et al. (1999) ja demostraren que I'acid (R)-3-OH-butiric
(R3HB) pot ésser produit eficientment via despolimeritzaci6 in vivo del
polihidroxibutirat, en les condicions de cultiu adequades. En e seu estudi amb
Alcaligenes latus demostren que treballant a pH=3-4 Sindueix |’activitat de la
polihidroxibutirat depolimerasai ala vegada es bloqueja la via per la qual la cél-lula pot
reutilitzar els monomers 3RHB per a sintetitzar de nou el polimer (Lee, 1999).

Actualment, el mecanisme i la regulacié de la degradacio intracel -lular dels mcl-
PHA's son bastant desconeguts. No obstant, es coneix que les polimerases son proteines
intracel -lulars associades al granul de PHA i que &l seu pH optim és entre pH 8-10. Ren et
a. (2005) han redlitzat estudis emprant Pseudomonas putida GPol i han demostrat que €l
pH inicial optim per a la despolimeritzacié d'un mcl-PHA és a pH 11 on s obté una
hidrolisi del polimer del 90 % en tan sols9 h (Ren et al., 2005).

D’altra banda s ha descrit que en regims no proliferants, la mida i el pes de les
cél lules disminueix.

De totes maneres, considerant els resultats obtinguts en els tres régims de cultius,
queda palés que, almenys per aquesta font de carboni, € cultiu en medi no proliferant no
éslamillor estratégia de cultiu per ala produccio de PHA jaquel’oli que s ha addicionat
en condicions no proliferants no és assimilat pel microorganisme. En canvi, en estudis
previs del grup realitzats per Culleré et al. (2002) treballant en bioreactor retroaimentat i
condicions NP s havien aconseguit resultats molt bons d’acumulacié de PHA quan es
treballava amb acid oleic com a substrat (Culleré et al., 2001).

4.1.1.2 Acidlinoleic

El seglient substrat que es va utilitzar va ser I’acid linoleic comercial (60 % (p/p)).
L’ &cid linoleic és un &cid gras poliinsaturat (C18:2A%%) i aixd el fa potencialment
interessant a |I’hora d’obtenir un polimer funcionalitzat ja que la preséncia de dobles
enllacos fa que les cadenes laterals siguin més reactives i susceptibles de ser

derivatitzades a posteriori per sintesi quimica.
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Per aquesta font de carboni s han assgjat dues concentracions inicials de substrats:

10g/L i 20 g/L (Figura4.5).

Cultiu amb acid linoleic (10 g/L)

4,0 | 10,0
a .
10| @ %0 _
PHA pes residual
~ 20 8,0 -E,E temps (h) Pessec (g/L) (/L) pH (/L)
RS 7.0 0 0,02 0,0 6,00 0,02
10 24 3,53 0,5 7,79 3,03
: 6,0 48 3,32 01 8,93 3,22
0.0 50 72 2,45 0,1 9,02 2,35
0 24 48 72
temps (h)
—o— Pes sec (g/L) —0—PHA (g/L)
—o— pes residual (g/L) pH
Cultiu amb acid linoleic (20 g/L)
5,0 10,0
o— i
4,0 (b) 9,0
PHA pes residual
~ 3,0 - 8,0 -% temps (h) Pessec (g/L) (g/L) pH (/L)
220 7.0 0 0,00 0,0 6,00 0,00
24 4,03 1,02 7,21 3,01
1,0 - 6,0 48 4,53 1,68 7,93 2,85
00 50 72 4,51 1,48 8,54 3,04
0 24 48 72
temps (h)

—0— Pes sec (g/L) —0—PHA (g/L)
—o— pes residual (g/L) pH

Figura 4.5 Cinétiqgues de creixement i producci6 de PHA emprant com a substrat diferents
concentracions d' acid linoleic (60%) com a font de carboni. S han estudiat dues concentracions, (a) 10
g/L i (b) 20 g/L.També s han fet mesures de pH

Les grafiques (Figura 4.5 (a) i (b)) mostren les cinetiques de creixement i de
produccié de PHA per ambdos cultius, amb 10 i 20 g/L d'acid linoleic com a font de
carboni. En el cultiu amb 10 g/L de linoleic es pot observar com en 24 h € cultiu arribaa
la fase estacionaria i amb una produccié de biomassa i de polimer de 3,53 i 0,5 g/L,
respectivament. A I'igual que el descrit amb la font de carboni anterior, sembla ser que a
partir de les 24 h de cultiu, existeix limitacio de nitrogen i de font de carboni, tal i com
suggereix el descens en el percentatge d’ acumulacié de PHA, possiblement degut a la
degradaci6 intracel lular del PHA.

En el cultiu amb 20 g/L delinoleic, la produccio de biomassa total (pes sec) ésde 4

g/L i la producci6 de polimer és d’'1 g/L. Aixo vol dir una acumulacioé respecte el pes
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cel lular sec del 25 % (p/p), arribant a un percentatge d’ acumulacié del 37 % (p/p) | 33 %
(p/p), ales48 hi 72 h de cultiu, respectivament.

La Figura 4.6 mostra les cinétiques d’acumulacié per a les dues concentracions
d acid linoleic assgjades. Es pot comprovar, que en e cultiu amb 10 g/L d’acid linoleic,
el percentatge d’ acumulacié és molt baix (14 % (p/p)) i com va disminuint amb el temps

com a consequéencia de la degradaci6 intracel -lular del polimer.

40.0
@ 300 -
g —o— % PHA-10 (p/p)
% 20.0 -
£ 100 - —0— % PHA-20 (p/p)
0.0 of : : !
0 24 48 72

temps (h)

Figura 4.6 Representacio grafica dels percentatges d’acumulacié de PHA
aconseguits en els cultius amb acid linoleic (60%) com a font de carboni.
%PHA-10, percentatge d acumulacié de PHA en e cultiu amb 10 g/L de
linoleic; %PHA-20, percentatge d’acumulacié en els cultius amb 20 g/L
d' &cid linoleic.

En canvi, amb el cultiu amb 20 g/L d'acid linoleic € percentatge d’ acumulacié és
del 37 % (p/p) ales 48h de cultiu.

Els percentatges d’acumulacio de PHA obtinguts treballant amb P. aeruginosa
42A2 son superiors als descrits ala bibliografia per De Waard et al. (1993) que en cultius
de P. putida KT2442 obtenen una acumulacié de PHA del 17,8 % (p/p) quan utilitzen
acid linoleic com a substrat (De Waard et al., 1993).

Tot i que la producci6 de biomassai PHA (4,53 g/l i 1,68 g/L, respectivament a les
48 h de cultiu) és alta, els rendiments globals del procés indiquen que el microorganisme

només utilitza un 30 % de lafont de carboni (Y x/c=0,30) per aquests processos.

Es va analitzar amb HPLC el sobrenedant del cultiu a diferents temps, i es va
observar que a mesura que es consumeix la font de carboni, en el sobrenedant apareixen
d’ altres productes que foren identificats com a productes de la biotransformacié de I’ &cid
linoleic (veure Figura 4.7). En el nostre grup de treball ja havien estats estudiats els
productes de la biotransformacio de I’ acid oleic (Culleré et al., 2001), (Culleré, 2002) i
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identificats (Guerrero et al., 1997). Malgrat que no hi havia antecedents de les
biotransformacions sobre acid linoleic per la P. aeruginosa 42A2, s que havia estat
descrita per a datres sogues de Pseudomanas aeruginosa, com per exemple la
Pseudomonas aeruginosa PR3 (Kim et al., 2000), (Koritala and Bagby, 1992), (Kuo et
al., 1998).

Quan s'utilitza acid oleic com a substrat de les biotransformacions s obtenen €els
derivats mono- i dihidroxilat, aixi doncs, considerant I’estructura quimica de |’acid
linoleic i d’acord amb la bibliografia era d esperar que quan s utilitza aquest segon
substrat, els productes de biotransformacio que es formen son els derivats mono- i
trihidroxilats de I’ acid linoleic.

Es va observar que durant I’ extraccié del sobrenedant amb cloroform, es formava
una interfase bastant gruixuda de color blanc. Es va separar aguesta interfase i es va
extreure amb MeOH qualitat HPLC. Aquesta solucio metanolica es va filtrar i
conjuntament amb la fraccié organica de I’extraccié del sobrenedant es van analitzar
separadament per HPLC.

Tal i com es pot observar ala Figura4.7(a), ales 24 h de cultiu encara hi hafont de
carboni pero també s observalaformacio dels derivats monohidroxilats (tr=8-9 min, on tr
éstemps deretencid.). Tal i com es pot veure, hi hamés d’ un producte monohidroxilat, ja
gue el substrat que s ha utilitzat contenia un 60 % d’acid linoleic pero també un 30 %
d acid oleic. Aixi doncs, sembla ser que es formen els derivats monohidroxilats de I’ acid
linoleici del’acid oleic. En el casdel’acid linoleic, cal considerar tots els isomers optics
i de posicio. Lareaccio d oxidacio de I’ acid linoleic no és una reaccio ni regioselectiva ni
estereoespecifica, per tant és d’ esperar que hi haura una barrgja d’isomers. A I'inici del
cromatograma, tr=2-4 min., s observa un pic petit que podria correspondre als derivats
di- i trihidroxilats.

A les 48 h de cultiu, ja s ha consumit tota la font de carboni, aixi com també els
derivats monohidroxilatsi en canvi es manté el pic dels di- o trihidroxilats.

En la Figura 4.7(b), es poden veure els cromatogrames corresponents a les analisis
de lafraccié metandlica obtinguda de I’ extraccio de lainterfase.

Els cromatogrames mostren que els derivats di- i trihidroxilats estan localitzats en
aquesta fraccio. En e cromatograma corresponent a les 24h, es veu clarament un pic
intens a un temps de retencid de tr=2,3 min que correspon as derivats trihidroxilats
procedents de la biotransformaci6 de |’ acid linoleic.

74



4, Resultatsi Discussio

Acid i f - ®)
() linoleic i
THOD
MHOD£
3 1
THOD i 5
& Mo, 24h 24h
- L i Tmmmm——" [ N e s vt nrn SE— N e emeesneenenen
|1 1 DHOD
48h i
A — | S -
72h
A | LV T
T 15 T £l =S L] T t Ty T i EE] L]

Figura 4.7 Cromatograma dels productes de biotransformacié en cultius d’acid linoleic. (a) Fraccié
cloroformica de I’ extraccio dels sobrenedants a diferents temps de cultiu: 24h, 48hi 72h. (b) Fraccio
metandlica de I'extraccié de la interfase a diferents temps de cultiu: 24h, 48h i 72h. On THOD,
DHOD i MHOD indiquen els derivats trihidroxilats, dihidroxilats i monohidroxilats, respectivament.

No és fins a les 48 h, quan es detecta un segon pic (tr= 4,1 min) que correspon
possiblement al derivat dihidroxilat de I’acid oleic. Per a I’assignacié de cadascun dels
pics s han utilitzat patrons comercials (acid oleic, acid linoleic) i en per als productes de
biotransformacio s ha utilitzat acid ricinoleic i els productes ja caracteritzats procedents
de labiotransformacio de |’ acid oleic.

Tot i que la caracteritzacio estructural dels productes de la biotransformacié de
I"acid linoleic per P. aeruginosa 42A2 encara s esta estudiant, s que s han realitzat
algunes andlisis preliminars per tal de caracteritzar aquests productes, s’ ha confirmat per
cromatografia de gasos acoblada a espectrometria de masses, que els productes presents
en I’ extraccio metanolica son una barreja de derivats trihidroxilats (THOD) i del derivat
dihidroxilat (DHOD). Algun dels productes de la biotransformacié que s han pogut
caracteritzar son: I'acid 9,12,13-trihidroxi-10E-octadecenoic (THOD) i I'acid 9,10-
dihidroxi-12E-octadecenoic (DHOD) (veure annex).

De totes maneres, cal tenir en compte la complexitat d’ aguestes andlisis jaen el cas
de P. aeruginosa PR3, Kim et al. (2000) han descrit fins a 16 isomers diferents de
THOD, ja que es formen I’acid 9,10,13-trihidroxi-(11E)-octadecenoic i I'acid 9,12,13-
trihidroxi-(10E)-octadecenoic, aixi com €ls seus corresponents isomers optics (Kim et al .,
2000).
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4.1.3 Oli dellinosa

L'oli de llinosa és un substrat complex que conté una barrgja d’'acids grassos,
saturats i insaturats. La principal caracteristica d’aquest substrat és I'alt contingut en
acids grassos poliinsaturats: acid linoleic (24,10 %) i acid linolénic (47,40 %).

L’ alt contingut en &cid linolénic (C18:3A™'*1) d’ aquest substrat suggereix que una
part del polimer que produeixi contindra cadenes poliinsaturades, conferint aixi mes
reactivitat al polimer.

S han realitzat les cinétiques de creixement i de produccié de PHA per a diferents
concentracions inicials de substrats. Les concentracions inicials de que s han estudiat son
les seglients: 10, 15i 20 g/L. Per alestres concentracions d’ oli de Ilinosa assajades, € pH
inicial del medi de cultiu és de pH=6 aproximadament i aquest va augmentant fins arribar
a pH=8,5-9,0. A mesura que s ha anat augmentant la concentracié de substrat s ha fet
meés dificil de treballar amb els cultius ja que a partir de les 24h de cultiu s ha observat la
formacié d'un greix que ha dificultat |a manipulacio de les mostres (Figura 4.8).

Figura 4.8. Cultiu de P. aeruginosa 42A2 emprant oli de llinosa com a substrat. (a) es mostra la
formacid d’ escuma en els cultius degut ala formacio de productes de biotransformacié; (b) Després
de separar les cél-lules per centrifugacio, el sobrenedant té un color groc molt intens i s observa la
formacio d'un greix que envolta la biomassa; (c) la imatge mostra |’ aspecte de la biomassa neta
després de successius rentats amb hexai aigua.

En la Figura 4.9 hi ha representades les cinetiques dels cultius per a les diferents
concentracions d’ oli de llinosa assajades. En la Figura 4.9(a), per a la concentracié més
baixa de substrat, és a dir 10 g/L, la produccio de polimer és baixai finsi tot a partir de
les 24 h s observa procés de biodegradacié intracel -lular del material acumulat.

Malgrat la disminucié en e percentatge d'acumulacié de PHA, sobserva un
augment de la biomassa total degut a I’ augment progressiu de la biomassa residual. Per
tant, els resultats semblen indicar que e microorganinsme utilitza la font de carboni

NOMES per acréixer.
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Cultiu amb oli de llinosa (10 g/L)

5,0 10,0
40 (@ - 9,0
pes sec pes residual
~ 3,0 8,0 -:cE temps (h) (/L) PHA (g/L) pH (/L)
S 20 7.0 0 0,015 0,0 6,00 0,02
24 1,58 0,5 8,23 1,08
1,0~ 6,0 48 2,09 01 8,78 1,99
0.0 50 72 2,27 0,1 9,00 2,17
0 24 48 72
temps (h)
—o— pes sec (g/L) —0— PHA (g/L)
—o— pes residual (g/L) pH
Cultiu amb oli de llinosa (15 g/L)
5,0 10,0
40 (b) Jr 9,0
Pes sec pes residual
8,0 -E,E temps (h) (g/L) PHA (g/L) pH (g/L)
7,0 0 0,02 0,0 6,00 0,02
24 3,27 0,8 7,49 2,47
6.0 48 2,52 0,5 8,41 2,02
50 72 2,75 0,4 8,53 2,35
0 24 48 72
temps (h)
—0—Pes sec_(}g/L) —0— PHA (g/L)
—o— pes residual (g/L) H
Cultiu amb oli de llinosa (20 g/L)
5,0 10,0
0 /\% 9,0
4 Pes sec pes residual
~ 3’0 8‘0 -% temps (h) (g/L) PHA (g/L) pH (g/L)
220 7.0 0 0,00 0,0 6,00 0,00
24 1,90 0,5 7,04 1,40
1,0 - 6,0 48 3,32 0,95 8,18 2,37
0.0 50 72 4,28 0,9 8,52 3,38
0 24 48 72
temps (h)
—0— Pes sec (g/L) —0—PHA (g/L)
—o— pes residual (g/L) pH

Figura 4.9. Cinetiques de creixement (pes sec (g/L) i de produccié de polimer (PHA (g/L) per a
diferents concentracions de substrat (oli de llinosa): (a) 10 g/L, (b) 15 g/L i (c) 20 g/L. En els tres
processos s han fet mesures del pH del medi.

Aixi doncs, d’ acord amb els resultats obtinguts, la concentracio de substrat assgjada
no és |’ adequada per a la produccié de polimer, ja que malgrat que s obté una biomassa
residual de 2,17 g/L a les 72 h de cultiu, para-lelament també s observa, una
despolimeritzacid intracel-lular important. A les 24 h de cultiu, e percentatge
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d acumulacio de PHA és del 32 % (p/p) mentre que ales 72 h de cultiu ha disminuit fins
a4,5 % (p/p).

En els cultius amb 15 g/L de substrat (Figura 4.9(b)) es repeteix el perfil anterior. A
les 24 h de cultiu estroba el maxim de biomassa total i d’acumulacio, arribant avalors de
3,27 g/L i 0,8 g/L, respectivament. A partir d’aguest moment té lloc un procés de
biodegradaci6 del PHA, i s observa un decreixement en la concentracié de polimer, dels
0,8¢g/L ales24 ha0,4 g/L ales 72 h. El pes residual es manté practicament constant
malgrat la despolimeritzacio del polimer. Aquest fet, podria suggerir que la cél-lula esta
emprant el poder reductor del PHA acumulat per a conservar els nivells d energia de
manteniment basal necessaris per a bacteri.

Els millors resultats tant de biomassa (g/L) com de produccié de PHA (g/L) es
troben per ala concentracié de substrat més alta (20 g/L). ES pot observar un creixement
més lent pero progressiu arribant a les 72 h de cultiu a valors de 4,28 g/L de biomassa
total i de 0,9 g/L de PHA.

La Figura 4.10 mostra una grafica comparativa dels percentatges d’acumulacio

obtinguts en les tres cinetiques descrites anteriorment.

40.0
= % —o— % PHA-10 (p/p)
o

% 200 4 —0— % PHA-15 (p/p)
= —/— % PHA-20 (p/p)
100 1

0.0 o :
0 24

72
temps (h)

Figura 4.10 Cinética d acumulacié de PHA, expressada en percentatges de PHA
[(g/lL PHA)/(g/L pes sec)*100] per a cultius de P. aeruginosa 42A2 emprant
com a substrat I’oli de llinosa: 10 g/L (%PHA-10), 15 g/L (%PHA-15) i 20 g/L
(%PHA-20).

Tal i com es pot observar ala Figura 4.10, € percentatge d’ acumulacié en € cultiu
amb 10 g/L ésdel 30 % ales 24 h de cultiu pero decreix rapidament de tal manera que a
les 48 h de cultiu només es detecta una acumulacio de PHA del 5 % (p/p).

Per a les altres dues concentracions d'oli de llinosa assgjades, 15 g/L i 20 g/L,

també s observa un descens suau del percentatge d’acumulacié de PHA. Per aguests dos
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processos €els optims d’acumulacio es troben a les 24 h i amb un percentatge
d acumulacio del 25 % (p/p) en e cas del cultiu amb 15 g/L d'oli de llinosai ales 48 h
de cultiui amb un 30 % (p/p) per as cultius amb 20 g/L d'oli de llinosa.
Els resultats obtinguts estan en concordanca amb els obtinguts per Casini et al. (1997)
que treballant amb P. putida KT2442 i oli de llinosa com a substrat, obtenen a les 48h de
cultiu, una produccié de biomassade 3 g/L i un percentatge d’ acumulacié de PHA del 20
% (p/p) (Casini et al., 1997). Arabé, en termes d' eficiéncia, Casini et al. obtenen millors
resultats ja que la concentracié inicial de substrat és nomésde 6 g/L.

A I'igual que en el cas de I’acid linoleic, s'ha analitzat el sobrenedant del cultiu i
s’ ha comprovat que 48 h de cultiu, la font de carboni estava exhaurida i que s havien
format e que semblen productes de biotransformacié procedents de la hidroxilacio dels
acids grassos poliinsaturats, components majoritaris de I’oli de llinosa. Aixi doncs,
sembla que la P. aeruginosa 42A2 quan es fa créixer amb acid oleic, acid linoleic i acid
linolénic, no només és capacg de sintetitzar PHA sin6 que tambeé utilitza la font de carboni
per a produir productes hidroxilats extracel lulars com els ja descrits en els cultius amb
acid oleici acid linoleic.

Deformaanaloga als cultius amb acid linoleic, el's sobrenedants del's cultius amb oli
de llinosa també s han anadlitzat per HPLC. S ha agafat una aliquota de 5 mL de cultiu i
després d’ eliminar les cél -lules per centrifugacio s hareadlitzat I extraccié del sobrenedant
amb cloroform. A diferéncia del que passava a |’ extraccio dels sobrenedants dels cultius
amb acid linoleic, en els sobrenedants dels cultius amb oli de Ilinosa no s observa la
formacié de la interfase blanca. A continuacié, a la Figura 4.11 es mostren €els
cromatogrames obtinguts de la fraccié cloroformica a diferents temps de cultiu.

LaFigura4.11(a) correspon al’ extraccio del sobrenedant de 24 h de cultiu. A les 24
h de cultiu, la font de carboni no ha estat consumida completament tal i com es pot
observar en e cromatograma. En els temps de retenci6 tr=12-18 min., apareixen |’ acid
linolénic , acid linoleic i acid oleic mentre que a tr=23-25 min. es detecta la preséncia de
triacilglicerids. La presencia d’ aquests triacilglicerids es pot explicar facilment ja que el
substrat es subministra en forma d’ acids grassos esterificats (triglicérids) que s acaben
hidrolitzant en el medi de cultiu per accié d’ enzims lipases generant aixi els acids grassos
lliures. A tr=2,3-6 min. ja es comencen a detectar la formacid dels productes hidroxilats

de labiotransformaci6. En aquest cas perd semblen que son THOD i DHOD.
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Figura 4.11 Cromatogrames (HPLC) dels
productes de hiotransformacié en cultius amb oli de
llinosa Extracci6 organica del sobrenedant a
diferents temps de cultiu: 24, 32i 48 h

A les 32 h de cultiu (Figura 4.11(b)), les restes de triacilglicéerids han desaparegut
perd encara queden restes d'acid linolénic, acid linoleic i acid oleic. Ca destacar
I"augment de productes hidroxilats, tr=2,3-10 min. Tot i que no s han pogut identificar
tots s que es pot afirmar que hi ha diferents tipus de MHOD (tr=8-10 min), diferents
tipus de DHOD (tr=4-6 min) i finament també diferents tipus de THOD (tr=2-4 min).
Aquesta mgjor diversitat és deguda ala complexitat del substrat de partida, que conté dos
tipus d’ acids grassos poliinsaturats (acid linolenic (47 %) i acid linoleic (24 %), aixi com
també un percentatge d'acid oleic (19 %). Finament la Figura 4.11(c), mostra el
cromatograma de I’ extraccio de sobrenedant a les 48h de cultiu, on es pot observar com
S ha consumit practicament tota la font de carboni i part dels derivats hidroxilats. La

familiade MHOD ha desaparegut i es mantenen el grup de DHOD i de THOD.
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4.1.2. PHASs. Estructurai Propietats

Els PHASs obtinguts a partir de les diferents fonts de carbonis assajades, com son
I’oli monodi, I’acid linoleic i I'oli de llinosa, han estat caracteritzats quimicament
emprant diferents tecniques analitiques i espectroscopiques. Aixi doncs, un cop els PHAs
han estat purificats mitjancant la precipitacio en metanol fred, s'han analitzat per FTIR,
RMN i finalment per CG-EM per tal de determinar-ne la composicié monomerica. A més
amés, també s han estudiat les propietats termiques, determinant la temperatura de fusié
(Tm), la temperatura de transicio vitria (Tg) i temperatura de descomposicié (Td) per a
cadascun dels polimers emprant I’andlis calorimétrica diferencial (DSC) i1 I’anadlis
termogravimétrica (TGA). El pes molecular dels polimers han estat determinats
mitjancant la cromatografia de permeacio de gel (GPC).
En els apartats seglients s analitzaran i es caracteritzaran els polimers obtinguts a partir
dels diferents substrats assgjats mitjancant diferents tecniques. Els polimers obtinguts
presenten composicions monomeériques semblants per aixo s ha escollit per la seva
complexitat monomerica, el PHA-L (obtingut de I'oli de llinosa) com a model en la

interpretaci dels resultats en les diferents técniques.

4.1.2.1. Espectroscopia d’Infraroig (FTIR)

Les bandes vibracionas caracteristiqgues d aquests poliesters, PHA-monodi
(polimer obtingut emprant I’ oli monodi) i del PHA-linoleic (polimer obtingut a partir de
I”acid linoleic), es resumeixen a continuacio (els espectres es mostren al’ annex)

. Ta i com observar, tots els poliésters presenten bandes vibracionals molt
semblants. Aquestes bandes s analitzaran en detall en e cas concret del PHA-L (oli de
llinosa).

i. PHA del extracte monodi (PHA-monodi)
IR (film, cm‘l): 2960, 2925, 2854,1741,1172,724

ii. PHA del acid linoleic (PHA-linoleic)
IR (film, cm'l): 3450, 3010, 2960, 2929, 2860,1743, 1465, 1383, 1174, 725

iii. PHA del’oli dellinosa (PHA-L)
LaFigura4.12 mostral’ espectre de FTIR per a PHA-L, polimer sintetitzat emprant

oli de llinosa com a font de carboni. L’ espectre mostra les bandes de vibracio
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caracteristiques per aquests compostos. L’assignacié de les bandes vibracionals es fa
d acord als valors teorics tabulats en les taules de determinacié estructural (Pretsch et al.,
1998).

L’ espectre de FTIR (Figura 4.12) per a PHA obtingut a partir de I’ oli de Ilinosa
mostra les bandes caracteristiques d'un poliester. Tot i que aguesta técnica no permet
resoldre I’ estructura del polimer si que és unatécnica rapida per a confirmar la preséncia
dels grups funcionals de I’ estructura. En €l nostre cas, s observa una banda molt intensa a
1743 cm™* que correspon ala vibracié de tensié C-O del grup carbonil (C=0). També es
confirma la preséncia de I’enllag éster amb la banda a 1170 cm™ que correspon a la
vibracié de tensié C-O del grup éster. Les vibracions de tensio (C-H) associades a les
cadenes alquiliques apareixen ala zona de 2850 i 2929 cm™ per als grups CH, i a 2960
cm! apareix la banda corresponent a la vibracié de tensié del grup CHs (Taula 3.2).
Mentre que la presencia de cadenes insaturades es confirma amb les bandes a 3011 i 1654
cm™, que d'acord amb la bibliografia estan associades a la vibracié de tensi6 (C-H) ¢ i

alavibraci6 de tensio (C=C), respectivament.

% transmitancia

PHA-L (oli dellinosa)

4000 3400 2800 2200 1600 1000 400

n° dona (cm™)

Figura 4.12 FTIR. Espectre del PHA-L sintetitzat per P.
aeruginosa 42A2 emprant oli de llinosa com a substrat.

Tant en I’ espectre de FTIR del PHA-linoleic (veure annex) com en I’ espectre de PHA-L
(Figura4.12), s observa una banda ampla en la zona de 3400-3500 cm™*, que d’ acord amb
la bibliografia correspon ala vibracié de tensié (O-H) dels grups hidroxil i/0 hidroperoxi.

L’ aparicié d’ aguesta banda en ambdds polimers suggereix que possiblement els PHAS

82



4, Resultatsi Discussio

han comencat a oxidar-se com a consequéencia de la reaccio de les cadenes laterals
insaturades amb |’ oxigen atmosferic. Aquest fenomen ha estat descrit per Lazzari et al.,
(1999) en e cas dels alis secants (substrats rics en acids grassos poliinsaturats) (Lazzari,
1999), (Agbenyega et al., 1991).

En la Taula 4.1, hi ha recollides les principals bandes vibracionals associades a aguest

tipus de polimers:

Taula 4.1 FTIR. Assignacio de les bandes
vibracionals on : v, vibracio de tensio o stretching;
S, vibraci6 de deformacié o bending; wag,
wagging; v, rocking o torsio.; a, mode vibracional
asimétric; s, mode vibraciona simétric.

Posicio de labanda Assignacié bandes de vibracid

(cm'l) (IR)
3400-3650 v(O-H)

3011 v(C-H)=CH

2960 v,(C-H)CH,

2926 v,(C-H)CH,

2855 v,(C-H)CH,

1740 v(C=0)

1658 v(C=C)

1464 §(CH2)

1418 wag(CH,) -CH,-CO-O-

1378 wag(CH,)

1240 v,(C-C-0)

1164 v(C-0)

1100 v,(O-CH,-C)

723 Y(CHy)n- + wag (C-H)=CH

4.1.2.2. Ressonancia Magnetica Nuclear (RMN)

En aquest apartat es discutiran les estructures dels segiients PHAs: PHA-monodi,
PHA-linoleic i PHA-L. Tot i que son polimers diferents si que en algun dels casos
presenten una composicio monomerica molt semblant. EI PHA-L és el polimer que
presenta més diversitat i complexitat monomerica, per aixo s ha utilitzat com a model per

aladescripci6 detallada de lainterpretacié dels espectres.

i. PHA-monodi

La mgjoria de les senyals son senyals complexes i no es pot determinar la seva
multiplicitat. '"H RMN (CDCl3, 300 MHz): 0,90 (t), 1,25 (m), 1,60 (m, H4), 2,5 (m, H2) i
5.2 (m, H3).
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En la Figura 4.13 es mostra |’ espectre de *H-RMN per d PHA-monodi. Tal i com
es pot observar malgrat que s ha emprat una font de carboni funcionalitzada com a
substrat (amb insaturacions i grups hidroxil), e PHA resultant té la totalitat de les
cadenes laterals saturades. El fet que la composicio monomeérica del polimer no reflecteix
la composicié del substrat emprat no respon al descrit fins a moment en la sintesi de
PHAs a partir d’ acids grassos (De Waard et al., 1993),(Ashby et al., 1998). Quan
S utilitzen acids grassos de cadena llarga (L CFAS) per ala produccié de PHAS, el substrat
és degradat via €l cicle de la B-oxidacio fins a obtenir-se els intermediaris de cadena

mitjana (Huisman et al., 1989).

-CH»

-CH;,

-CH,-
3 2

A

L B e s B B B L B e B B B A S
5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

ppm (t1)

Figura 4.13. Espectre de *H-RMN del PHA-monodi purificat obtingut
del cultiu de P. aeruginosa 42A2 emprant oli monodi com a substrat.
Enregistrat en |’ equip Gemini- 300 (300 MHz).

Els resultats obtinguts suggereixen que en el cas de la sintesi del PHA emprant I’ oli
monodi com a substrat, per P. aeruginosa 42A2 no té lloc via B-oxidacié siné que es
podrien utilitzar d’ altres rutes metaboliques com per exemple la sintesi dels acids grassos
0 bé d' altres rutes tipiques de substrats no relacionats. En la Figura 3.12, que correspon a
I’ espectre de proté d aquest polimer, s aprecien senyals molt poc intenses relacionades
amb la presencia de protons olefinics i protons metilénics veins a un grup hidroxil (2.0
ppm; 5.3 ppm; 4.0-4.1 ppm). Aquest fet fa pensar que possiblement existeix un
percentatge gairebé inapreciable de les cadenes laterals del polimer que podrien mantenir

els grups funcionals del substrat original.
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En laFigura4.13, shan assignat sobre |’ estructura quimica del polimer, els protons
mEés caracteristics com €l's protons metilénics (H2) adjacents al grup acid que apareixen a
2.5 ppm o €l proté metinic (H3) de I’ enllag éster. La gran majoria dels protons alifatics de
les cadenes laterals apareixen entre 1.2-1.4 ppm, a 1.6 ppm apareixen els protons
metilenics (CHy) en posicio H4 i el s protons metilics (CH3) ressonen a 0.90 ppm.

A continuacié és mostra |’espectre de ’D-COSY, que ens permet reconstruir

I’ estructura del polimer (Figura 4.14).

L

k=
°
3

T T LI R S B B T LI R B ] LA B S B B T
%’m (2) 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

Figura 4.14. Espectre 2D-COSY del PHA-monodi purificat obtingut del
cultiu de P. aeruginosa 42A2 emprant oli monodi com a substrat.
Enregistrat en I’ equip Gemini- 300 (300 MHZz).

En I’espectre d’homocorrelacio *H-'H (Figura 4.14) es pot veure com els protons del
grup metil (0.9 ppm) correlacionen amb els protons de la resta de CH, de la cadena
difaticai aquests a la vegada mostren acoblament directe amb €els protons del grup CH,
que ressonen a 1.6 ppm i que estan en la posicié 4 de la cadena. En I’ espectre, estan
indicats els crosspeaks entre els protons H4/H3 i H3/H2 que situen I’enllag éster en
posicio 3 respecte e grup acid.

En la Figura 4.15 es mostra |’ espectre de **C-RMN, on han estat assignades les
principals senyals de C.
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)k R 0 P 0‘,__Cr-2__\

fot A

Al ™ AUAM hufsdinb
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
m (f1) 150 100 50 0

Figura 4.15. Espectre de *C-RMN del PHA-monodi purificat obtingut
del cultiu de P. aeruginosa 42A2 emprant oli monodi com a substrat.
Enregistrat en I’ equip Gemini- 300 (75 MHz).

ii. PHAlinoleic

Tal i com sha indicat a I'apartat 3.2.1.2 de material i métodes, |'acid linoleic
(60%), emprat en els cultius de P. aeruginosa 42A2 per ala produccio de PHA, conté un
30 % dacid oleic. L’acid oleic és una excel-lent font de carboni per a la produccio
d  aquests biopolimers tal i com ha estat descrit anteriorment en d’ altres estudis (Haba et
al., 2007), (Bassas et al., 2006), (Rodriguez, 2006), (De Waard et al., 1993).

La majoria de les senyals sbn senyas complexes on no es pot determinar la
multiplicitat de les senyals. '"H RMN (CDCl3, 300 MHz): 0,90 (t, CHs3), 1,25 (m, (CHa)n),
1,60 (m, H4), 2,35 (m, H4";H4""), 2,5 (m, H2; H2";H2"; H2""), 2,8 (M, H7""), 5,2 (M,
H3; H3'; H3"; H3""), 5,3-5,6 (M, protons olefinics).

L’ andlisi de I’ espectre de 'H RMN mostra una gran diversitat monomérica aixi com
tambeé la presencia de cadenes laterals mono- i poliinsaturades (Figura 4.16). Les senyals
gue apareixen a 2,0 i 2,35 ppm corresponen als protons dels grups CH, adjancents a un
doble enllag. La senyal de 2,35 ppm correspon als protons H4'"’ i H4” dels monomers
amb un doble enllag en la posicié 5. La senya de 2,8 ppm correspon als protons d'un
grup CH; en posicio diallilica. Els protons olefinics ressonen alaregi6 de 5,3-5,5 ppm
mentre que la senyal a 5,2 ppm correspon a la senyal del proto terciari de I’ enllag ester
(H3';H3";H3"") aixi com també a tots els protons en posicié 3 (H3) de les cadenes
saturades. Aquest senya confirmalaformacio del’ enllag éster del polimer.
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ppm (t1)
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Figura 4.16. Espectre de 'H-RMN del PHA-linoleic purificat obtingut del cultiu
de P. aeruginosa 42A2 emprant acid linoleic (60%) com a substrat. Enregistrat
en I’ equip Gemini- 300 (300 MHz).

—

Lppm (t

ppm (t2)
Figura 4.17. Espectre COSY del PHA-linoleic purificat obtingut del

cultiu de P. aeruginosa 42A2 emprant acid linoleic (60%) com a
substrat. Enregistrat en I’ equip Gemini- 300 (300 MHz).
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Figura 4.18. Espectre de *C-RMN del PHA-linoleic purificat obtingut del cultiu de P.
aeruginosa 42A2 emprant acid linoleic (60%) com a substrat. Enregistrat en I'equip
Gemini- 300 (75 MHZz). En | espectre es pot veure ampliada la zona ol efinica.

En I’ espectre de *C-RMN (Figura 4.18) hi ha assignades les principals senyals de C. Tal
i com es pot observar, Sha ampliat la regié olefinica (120-140 ppm) i sha fet
I" assignaci6 dels carbonis olefinics (Taula 3.3) d’ acord amb el's experiments realitzats i la
bibliografia consultada (De Waard et al., 1993),(Pretsch et al., 1998).

Taula 4.2. *C RMN. Taula de desplagaments quimics de la
regio olefinica. D’acord amb de Waard et al. (1993)
monomer Cl14:1 es forma a partir de I'acid oleic i €es
monomers C12:1 i C14:2 es formen a partir de I'acid
linoleic (De Waard et al., 1993). On C14:1, 3-hidroxi-5-cis-
tetradecenoat; C12:1, 3-hidroxi-6-cis-dodecenoat; C14:2, 3-
hidroxi-5-cis-8-cis-tetradecadieonat.

monomers 3-OH-alcanoats

carboni

Cl4:1 Cl2:1 C14:2
5 122.84 123.22
6 133.76 127.81 131.86
7 130.98
8 126.95
9 130.68

Aquests resultats demostren I’ existencia dels monomers Cig.1, Ci2:11 Cisg. TOt i que amb

els experiments de ressonancia realitzats no es pot quantificar €l percentatge de cada
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monomer, si que qualitativament la relacié d’intensitat entre les senyals suggereixen que
el PHA obtingut a partir de I’acid linoleic, majoritariament conté cadenes laterals
saturades, tot i que s ha determinat la presencia de com a minim tres tipus diferents de

MoNnoMers insaturats.

iii. PHA del'ali dellinosa (PHA-L)

El PHA-L, com a consequéncia de la composicié de I'oli de llinosa, presenta una
gran diversitat monomerica. Conjuntament amb les analisis de CG-EM i de RMN s ha
pogut determinar I’existéncia de fins a 11 monomers diferents. En la Figura 4.19, es
mostra I’espectre de 'H-RMN, aixi com també I’estructura quimica d’aguns dels
monomers meés caracteristics del PHA-L. En |’annex es poden trobar les estructures de
tots els monomers que composen & PHA-L. En I’espectre de 'H-RMN es pot distingir

clarament entre dues senyals diferents de metils (-CHj3).

T

ppm 1) 50 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

Figura 4.19 Espectre de H-RMN enregistrat en I'equip Mercury-400
(400MH2). En aquest cas, I'estructura quimica només mostra els monomers
meés caracteristics del PHA-L, tot i que les andlisis han demostrat |’ existencia
dels seglients monomers Cgo, Cg1, Ci00, Ci01, Ci20, C121, Ci22, Cusor Crans
C14:2i Cl4:3-

La senyal que surt a camps més baixos correspon als protons metilics en posicio § a
un doble enllag (0,95 ppm) mentre que la senyal dels metils corresponents a les cadenes
laterals saturades o que el doble enllag esta en d’ atres posicions dins la cadena apareix a

0.90 ppm. Tot i aixi, son senyals complexes on no es pot definir multiplicitat. En el cas
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dels metils en posici6 homoal-lilica, 1a complexitat de la multiplicitat de la senyal
suggereixen |’ existencia de diferents tipus de metils homoal lilics possiblement degut ala
diferencia entre les longitud de cadena dels monomers.

Per exemple, els monomers Cgi i Cis3 ambdds contenen metils en posicio
homoal ‘lilica, pero segurament els protons metilics ressonen |leugerament diferent com a
consequiéncia de la proximitat del grup éster en € cas del monomer Cgi. A 2.0 ppm
ressonen el protons dels metilens veins a un doble enllag i a 2.8 ppm ressonen el's protons

dels metilens en posicio diallilica
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Figura 4.20. Espectre COSY enregistrat a |’ equip Mercury-400 (400
MHZz). Les correlacions H-H més significatives estan indicades per la
[inia discontinua.

L’ espectre COSY ha confirmat part de les estructures perd degut a la complexitat
i alamida del polimer, la informacié ha estat complementada mitjancant els espectres
d heterocorrelacio HsQc i HMBC.

L’ espectre de **C mostra una gran diversitat de senyals a la zona olefinica (120-
140 ppm) i per tant confirma la gran diversitat de monomers mono i poliinsaturats en
I estructura monomerica.

L’ espectre HMBC ens gjuda a complementar la informacio estructural obtinguda
fins @ moment, ja que permet veure |’ heterocorrelacié a dos i tres enllacos. La Figura
4.21 mostra |’ espectre HMBC on la zona ol efinica ha estat ampliada per facilitar I’ andlisi
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de I’espectre. Ta i com es verificara més endavant amb les analisis de CG-EM, la
concentracié de monomers insaturats és molt baixa respecte la dels monomers saturats, la
qual cosa fa que laintensitat de les senyals dels carbonis olefinics sigui molt baixa i en
alguns dels casos inexistents. Aixi doncs, en la Figura 4.21 només es mostren les
heterocorrelacions H-C dels seglients monomers. Cg.1, Cio:1, Cia:2 1 Ci4:3. ElS crosspeaks
corresponents a les correlacions a llarga distancia estan assignats amb dos nimeros. €l

primer fareferenciaal H i €l segon fareferénciaal C.
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Figura 4.21 Espectre HMBC amb ampliacié de la regid olefinica amb €els seus
corresponents espectres monodimensionals de 'H i **C. On cada monomer té la segiient
nomenclatura: C8:1A° numero estandard; C10:1A’, nimeros amb cometa; C12:2A%°,
ndmeros subratllats i C14:3A%%, nimeros entre paréntesisi cursiva.

De forma general, es pot dir que els crosspeaks a 0,95 ppm mostren la proximitat
de carbonis olefinics a aquests grups metil, que els crosspeaks a 2,3 ppm indiquen
I’ existencia d’ estructures amb una insaturacio en posicio 5 i que els crosspeaks a 2,8 ppm
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corresponen a la heterocorrelacio  a llarga distancia entre els carbonis olefinics i els
protons en posicio dial lilica.

La resolucio de les estructura monomeérica del Cg.; S ha fet de la seglient manera:
Tal i com es pot veure a la Figura 4.21, e carboni olefinic a 135,53 ppm correlaciona
amb els protons metilénics a 0,95 ppm, amb els protons alilics a 2,0 ppm i amb €els
protons alilics en posicio 4 a 2,35 ppm. A més a més, també s observa un crosspeak
entre els protons a-lilics en posicio 4 i €l carboni olefinic que ressona a 122,38 ppm i
aquest carboni olefinic a la vegada correlaciona amb els protons al-lilics (2,0 ppm).
També es pot observar correlacio entre el carboni olefinic a 122,38 ppm i la senyal dels
protons en posicio 3. Per tant, totes aquestes correlacions indiquen que el doble enllag
NOmMEs pot estar en posicio 5 i que la cadena finalitza amb un grup metil en posicié 8.

Les altres estructures han estat resoltes de la mateixa manera, tot i que en alguns
dels casos les intensitats de la senyals eren molt baixes. En aquests casos, s ha utilitzat

informaci6 d’ altres técniques aixi com també informacio bibliografica.

4.1.2.3. Cromatografia de gasos-Espectrometria de masses (CG-EM)

Tal i com sha esmentat anteriorment, la composicié dels mcl-PHAs és molt
variada, de manera que les cadenes laterals poden ser totalment saturades o bé contenir
insaturacions o d'atres grups funcionals. En general, perd es tracta de cadenes
alquiliques de longitud mitjana. Malgrat que la determinacié estructural per **C-RMN és
una eina molt potent i ha estat extensament aplicada, en el cas dels mcl-PHAS no és
suficient ja que els desplacaments quimics per als carbonis son molt semblants entre ells i
els espectres de 'H-RMN que s obtenen presenten un perfil massa complex per tal
d extreure n informaci6 estructural precisa. Per tant, per tal de poder estudiar I’ estructura
complexa d aquests polimers és necessari reditzar analisis de ressonancia magnetica
nuclear de dues dimensions (2D-RMN) homo i heteronuclears. Malgrat ser experiments
molt precisos es necessita gran quantitat de mostra i temps d’'andlisis bastant llargs. Per
aix0 la cromatografia de gasos acoblada a |’ espectrometria de masses ha esdevingut una
bona alternativa. Aquesta tecnica estructural no necessita grans quantitats de mostrai els
temps d’ andlisis son relativament curts. S ha demostrat que amb la derivatitzacié quimica
de la mostra es facilita la interpretacié dels perfils de fragmentacié que s obtenen en els
espectres de masses (Eglinton et al., 1968; McCloskey, 1969; Kidwell and Bleman,

1982). Aixi doncs, en €l cas dels nostres polimers, abans de ser caracteritzats per CG-EM,
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s hidrolitzen mitjancant una metanolisi per tal d’ obtenir els derivats ésters metilics dels
monomers, que sdn compostos més volatils.
Els derivats esters metilics dels acids 3-OH-alcanoic presenten les seglents

fragmentacions caracteristiques quan s analitzen per CG-EM:

i. m/e=103, que correspon a trencament en o a grup 3-hidroxi.
ii. m/e =74, que correspon a fragment que es forma amb la transposicio de
McLafferty.

Malgrat que aquestes fragmentacions son molt tipiques per aguest tipus de
compostos, és dificil determinar mitjancant aguestes o d altres fragmentacions dels
derivats esters metilics dels acids 3-hidroxialcanoic informacio estructural de la llargada
de la cadena aquilica (Figura 4.22). Es per aix0, que es fa necessaria una segona

derivatitzacio dels monomers.

\)OH\/H\ § O
. |
—_—
o/ o/
\ m/e 103
(1
+
H
‘\_/ [¢] OH
_—
X H,C==C——OCHjz" 1
HO OCH3

m/e74

Figura 4.22 Fragmentacions caracteristiques per als
derivats esters metilics dels acids 3-OH-alcanoic. (1)
trencament en a a grup hidroxi; (II) transposicio de
McL afferty.

La derivatitzacio dels esters metilics dels monomers as seus derivats trimetilsilil
(TMS) facilita la interpretacio dels perfils de fragmentacio, especialment en € cas dels
monomers saturats i insaturats dels PHAs de cadena mitja.

L’ espectre de masses per as derivats TMS dels esters metilics dels 3-hidroxialcanoats
presenten fragmentacions caracteristiques degut a trencament en o a grup trimetilsilanol
(-OSi(CHa)3). Les fragmentacions que s observen son les corresponents a fragment, m/e
175 [(CH3)3SiO"=CHCH,CO,CHj3] i a fragment que correspon ala pérdua de pes de [M-
73] [RCH=0"Si (CHs)3]. El pic corresponen al fragment de m/e 175 és més intens que €l
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m/e [M-73] jaque €l parell electronic dels atoms d’ oxigen afavoreixen |’ estabilitzacié de
les carregues positives. La intensitat relativa entre aguests dos pic decreix a mesura que
augmenta la longitud de les cadenes alquiliques.

En general aguests tipus de compostos presenten fragmentacions, de baix pes
molecular (Lee and Choi, 1995). Les fragmentacions esperades per als derivats TMS dels

esters metilics dels acids 3-OH-alcanoic son les descrites en la Taula 4.3.

Taula 4.3 Fragmentacions no relacio-
nades amb I'i6 molecular i de baix pes
molecular caracteristiques d’ aquests tipus
de compostos trimetilsililats.

m/e fragment
73 [(CH3)3Si™]
89 [(CH3);Si0"]
131 [CsH11Si0,]"
133 [CsH13Si0,]"
159 [CsH11Si04]"

Per altra banda, les fragmentacions relacionades amb I'i6 molecular per aquests

compostos son les descritesala Taula 4.4.

Taula 4.4 Fragmentacions relacionades amb I'i6 molecular On M,
correspon al’'ié molecular de cada monomer.

m/e fragment
[M-15] Pérdua d'un metil del grup trimetilsilil
[M-31] Pérdua d'un metoxi del grup metil ester

Pérdua de MeOH del fragment m/e=[M-15]

[M-47] seguida de transici6 metaestable

En la Figura 4.23 hi ha descrites les principals fragmentacions dels derivats TMS
dels esters metilics del's acids 3-hidroxial canoic, aixi com també les seves estructures.

En genera, € pic base (és a dir € pic més intens del espectre de masses) dels
derivats TMS d aquests compostos és el pic de m/e = [M-15], sobretot en el cas dels
monomers amb cadenes a quiliques de més de 10 atoms de carboni.
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+
0= Si(CH3),

RCHCH,COCH; RCH==0Si(CHg)s"
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o

Figura 4.23 Fragmentacions caracteristiques dels derivats TMS dels ésters metilics dels

acids 3-hidroxialcanoics. On M és el pes molecular de cada monomer.

A continuacié es mostren els resultats obtinguts en les andlisis de CG-EM. La
composicio dels polimers, PHA-monodi i PHA-linoleic, s’ ha resumit en la Taula 4.5 i
una vegada més el polimer obtingut de I’ oli de llinosa, PHA-L, s ha utilitzat d’exemple

per amostrar com s han analitzat els cromatogramesi els espectres de masses.

i. PHA-linoleici PHA-monodi

La composicio dels polimers obtinguts dels cultius de P. aeruginosa 42A2 emprant

oli monodi i acid linoleic com a font de carboni ha estat resumida en la Taula 4.5 Tal i
com es pot observar, el polimer que s obté a partir de I’ oli monodi és un polimer amb les
cadenes laterals totalment saturades malgrat que el substrat de partida contenia un alt
percentatge d'acids grassos hidroxilats 1 insaturats. El polimer esta constituit
principalment per als monomer Cgo (32.7%), Cioo (28.9%) i Cizo (25.3%). Aquest
resultat esta en concordanca amb els resultats obtinguts en I'analiss de RMN (apartat
4.1.2.2).
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El PHA-linoleic, d’ acord amb els resultats obtinguts per CG-EM, conté un 80 % de
les cadenes laterals saturades de les quals Cgo 1 Cio0 representen el 35.1 1 e 39.6 %,
respectivament. Els monomers insaturats que han estat identificats son Ci2:1 (7.9 %), Ciga
(5.6 %) i C14:2(6.5 %).

Taula 4.5. CG-EM. Composici6 monomerica dels PHASs sintetitzats
per P. aeruginosa 42A2 quan esfacréixer en medi MM1 i emprant oli
dellinosa, oli monodi i &cid linoleic com a substrats.

Monom er Pes molecular qlide oli . .acid.
(g/mol) llinosa monodi linoleic
C6:0 218 0.4 3.1 nd
C8:0 246 33.7 32.7 35.1
Cc8:1 244 5.6 nd nd
C10:0 274 24.3 38.9 39.6
C10:1 272 7.0 nd nd
C12:0 302 4.9 25.3 5.3
Cil2:1 300 1.4 nd 7.9
C12:2 298 4.8 nd nd
C14:0 330 0.4 nd nd
C14:1 328 6.4 nd 5.6
C14:2 326 2.8 nd 6.5
C14:3 324 8.3 nd nd
%monomers 63.8 100.0 80.0
saturats
%'m onomers 36.2 0.0 20.0
insaturats

En un estudi realitzat per De Waard et al., (1993) es demostra que en €l cas de P.
putida KT2442 quan es fa créixer en acid linoleic (95 % pur.) s obtenen els monomers
C14:2(15.9 %) i C12:1(16.9 %) i quan s utilitza acid oleic (95 % pur.) € mondmer insaturat
que s obté és el Cis1 (15.5 %) (De Waard et al., 1993). En el cas de P. aeruginosa 42A2
i emprant acid linoleic (60 % pur., que conté fins a un 30 % d' acid oleic) s han detectat
els tres monomersinsaturats (Ci2:1, Cia:11 Cig:2) €nlacomposicio del polimer. Tot i que el
monomer Cy4:1 S 0bté en un percentatge comparable a |’ obtingut per De Waard et al., els
monomers procedents de I’ acid linoleic, Ci2:11 Ci4:2, S Obtenen en un percentatge inferior.
Resultats semblants als obtinguts per De Waard et al., han estat descrits per van der
Walle et al. quan s ha fet créixer P. putida KT2442 en una mescla d’ acid linoleic i acid
oleic (molt semblat al’emprada en els cultius amb P. aeruginosa 42A2) (Van der Walle et
al., 1999).
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ii. PHA-L (oli dellinosa)

Tal i com esmostraen el cromatograma del PHA obtingut a partir del’ oli de llinosa

(Figura 4.24), €l polimer esta compost principaiment per monomers Cgoi Cioo. També
S ha detectat la presencia de Cgy, tot i que en menys extensio. En la part ampliada del
cromatograma es s observalaformacié de monomers de cadenamés llarga, Cy2 i Cyg, aixi

com els seus corresponents monomers mono- i poliinsaturats.
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Figura 4.24 Cromatograma del PHA-L. En la Figura estan indicats tots els
monomers. On Cg, correspon a TMS derivat de I'hexanoat de metil; Cgo, TMS
derivat de I’ octanoat de metil; Cyp.0, TMS derivat del decanoat de metil. Tal i com es
pot observar, la familia dels TMS derivats ester metilics del dodecanoat i del
tetradecanoat esta ampliada ala part superior dreta del cromatograma. En I’ampliacié
s observa la preséncia de cadenes mono-, di i tri- (en €l cas del tetradecanoat metil
ester) insaturades .

Els mondomers han estat identificats per espectrometria de masses d’impacte
electronic i el seu pes molecular ha estat confirmat per ionitzacié quimica amb meta,
confirmant-se en lamajoria dels casos la presenciadels pics [M+1], [M+29] i [M+41].

Andlisis en més detall dels pics cromatografics, que inicialment s havien assignat
als monomers Cgo i Ci00, han demostrat I’ existencia d’una barrgja entre el monomer
saturat i del monomer insaturat. Els pics no s'han pogut resoldre cromatograficament i

per tal de poder fer una quantificacio relativa de les arees, s ha fet un seguiment d’'un i6
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caracteristic de cadascun dels monomers, andlisisdel SIM (Selected lon Monitoring), que

apermes obtenir la proporcio relativa de cada monomer present en el pic.
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Figura 4.25 CG-EM. En cada Figura es mostra
en negre el TIC (total ion current) per a pic no
resolt i en vermell i verd, e SIM (selected ion
recording) per a cadascun dels components de la
parella de monomers que volem separar (Cgo+C
g1, C100+Cio1; Cra1 +Cia).
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La proporcio relativa obtinguda entre els dos pics ha estat aplicada al’ area total del
pic per apoder fer la quantificacié de cadascun dels monomers. Aguesta metodologia
també s ha aplicat en el cas de la parella de monomers Ciz:1 i Cag:s.

Tal i com s’ haexplicat al’ apartat 4.1.2.3, cadascun dels monomers s han identificat
mitjancant |’espectre de masses dimpacte electronic, buscant les fragmentacions
caracteristiques per aquestes estructures. Paral -lelament, el pes molecular dels monomers
ha estat confirmat amb |'espectre de masses d'ionitzaci6 quimica amb meta. A
continuacié es mostren els espectres de masses, d’'impacte electronic (EI) (columna de
I”esquerra) i ionitzacio quimica (CI-CH,) (columna de la dreta), obtinguts per a cadascun

dels monomers
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A la Taula 4.6 es mostren els resultats obtinguts de la quantificacié relativa dels
monomers del PHA-L, aixi com també el's pesos moleculars dels corresponents derivats
TMS dels ésters metilics de cadascun dels monomers.
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Pes molecular
Monomer (g/mol) PHA-L (%)

C6:0 218 0.4
C8:.0 246 33.7
cs:1 244 5.6
C10:0 274 24.3
C10:1 272 7.0
C12:0 302 4.9
C12:1 300 14
C12:2 298 4.8
C14:.0 330 0.4
Cl4:1 328 6.4
C14:2 326 2.8
C14:3 324 8.3

% monomers
saturats 638

% monomers
insaturats 362

Taula 4.6 CG-EM. Composicié monomeérica del
PHA-L obtingut en e cultiu amb P. aeruginosa
42A2 emprant oli de Ilinosa com a substrat.

Per a la produccio d’'aquest poliester s’ ha emprat I'oli de Ilinosa. No obstant, tot i
gue aguest substrat conté una proporcié molt alta d’ acids grassos mono- i poliinsaturats
(90 %), tal i com es pot comprovar en la Taula 4.6, en € nou polimer sintetitzat, el
contingut de monomers insaturats representa tan sols del 36 % dels monomers totals del
polimer.

Tot i que lalongitud de cadena dels diferents monomers varia entre unitats de Cg i
Cu4, € polimer que s obté esta basicament constituit per unitats Cgo (33,7 %) i Cioo
(24,3%). Aquest fet és bastant coml en les especies de Pseudomonas (Sudesh and Doi,
2000). També ha estat detectada la presencia de monomers Cg.o (0,4 %), tot i que en un
percentatge molt petit. Pel que fa als monomers insaturats, s ha de destacar la preséncia
dels monomers monoinsaturats Cg.1, Cio.1 | Cig:1 que representen un 5,6 %, 7.0 % i un
6,4%, respectivament, de la composicié total del polimer. Finament, degut a I'alt
contingut d’'acid linolenic en & substrat de partida, € polimer també conté cadenes
poliinsaturades, concretament s han pogut detectar unitats amb tres dobles enllagcos
(Cis:3) i amb dos dobles enllagos (Ciz2 | Cis2) que representen un 8.3 % i un 7.6 %,
respectivament.
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Si es compara la composicio del PHA sintetitzat per P. aeruginosa 42A2 emprant
oli de llinosa com a substrat amb d altres PHAs produits per d’ altres microorganismes
emprant la mateixa font de carboni, tot i que la diversitat monomerica és semblant, si que
difereix lleugerament en el contingut total de monomers insaturats, que per e cas de P.
putida representa més del 50% de la composicio monomerica (Casini et al, 1997), (Van
der Walle et al., 1999), (Ashby et al., 2000).

De totes maneres, quan P. aeruginosa 42A2 es fa créixer a 37 °C enlloc de 30 °C, €l
percentatge de monomers insaturats en el polimer és del 45 % , [leugerament superior a
I” obtingut en els cultius a 30 °C que era del 36 %. Aquesta relacio entre la temperatura de
cultiu i la composicio monomerica del PHA ja s havia observat anteriorment en cultius
amb P. aeruginosa 47T2 (Habaet al., 2007).

4.1.2.4. Propietats Termiquesi Pes molecular

Els polimers, PHA-linoleic i PHA-L, obtinguts dels cultius amb acid linoleic i oli de
llinosa han estat anadlitzats per calorimetria diferencial per tal de determinar-ne la
temperatura de transicio vitria (Tg), la temperatura de fusio (Tm) i la temperatura de
descomposicié (Td). Paral-lelament també s ha determinat el pes molecular d ambdos
polimers per cromatografia de permeacié de gel (GPC). En la Taula 4.7 es mostren €ls

resultats obtinguts:

Taula 4.7 En la Taula es mostren €ls resultats obtinguts en les andlisis de caorimetria
diferencial (DSC) i els pes molecular dels polimers (GPC). On Tg, temperatura de transicio
vitria; Tm, temperatura de fusio; Td, temperatura de descomposicié; Mw, pes molecular en
massa; Mn, pes molecular en nombrei PI, index de polidispersitat.

Mw Mn

0 0 0
PHA Substrat Tg (°C) Tm (°C) Td (°C) (KDa)  (KDa) PI
PHA- linoleic acid linoleic (60%) -57 nd 295 115 55 2,1
PHA-L oli de llinosa -51 nd 294 126 60 2,1

Ambdds polimers mostren temperatures de transicio vitria molt baixes, -51 i -57 °C,
per a PHA-L i e PHA-linoleic, respectivament. Aquests valors son caracteristics per a
mcl-PHA i fa que els polimers siguin practicament amorfs, és a dir, molt poc cristal-lins.
El fet de tenir una Tg per sota de 0 °C fa que a temperatura ambient siguin materials tous
I enganxosos i per tant que les seves aplicacions potencials siguin molt limitades (Ashby

et al., 1998). Els alguns casos s ha pogut determinar la Tm que presenta valors entre 40-
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60 °C. La longitud dels monomers, és dir cadenes laterals llargues influeixen en les
propietats polimeriques, disminuint el grau de cristallinitat i fent que el material presenti
un comportament viscoelastic en un un rang ampli de temperatures relativament baixes.
D’ altres factors que poden influir a decidir si un polimer sera cristalli o amorf és la
diversitat monomerica i la concentracio de dobles enllacos en |’ estructura del polimer
(Ashby et al., 1998). Casini et al. en & seu estudi del PHA obtingut a partir d' oli de
llinosa hidrolitzat suggereixen que I’ ata concentracié de dobles enllagos en configuracio
cis dificulta la cristal-litzacié del polimer (Casini et al., 1997). El PHA sintetitzat per P.
putida KT2442 a partir d’aguest substrat és un polimer amorf amb una Tg de -57 °C i
sense Tm. Tot i que aquest PHA presenta una distribucié de pesos moleculars (Mn 70
KDa; Mw 170 KDa) molt semblant a la que s obté per a polimer sintetitzat per P.
aeruginosa 42A2 (Mn 60 KDa, Mw 126 KDa), I'index de polidispersitat (Pl) és
notablement inferior en el cas de P. aeruginosa 42A2 (Pl= 2,1) respecte als obtinguts en
els polimers sintetizats per P. putida KT2442 (PI=2,8). D’ altra banda, Ashby et al. obté
un PHA a partir d'oli de Ilinosa amb caracteristiques molt semblants (Tg -50 °C i PI
=2.0), perd amb un pes molecular més petit (Mn 30 kDa i Mw 60 kDa) (Ashby et al.,
2000). En canvi quan P. putida KT2442 es fa créixer en una barrgja d acids grassos
enriquida en acid linoleic (tall il fatty acids, TOFA) s obté un polimer amb una Tg de -
60 °C i amb una index polidispersitat de 2,3 (Van der Walle et al., 1999). Va a dir que
les diferéncies en la composicié dels dos polimers no és suficient com per aveure canvis
substancials en les caracteristiques termiques d aquests PHAS. En canvi, € polimer que
s obté en cultius de P. resinovorans NRRL B-2649 emprant oli de coco, és un PHA amb
més del 98 % de les cadenes laterals saturades que presentauna Tg de -40 °C i unaTm de
44 °C (Ashby et al., 1998).

Ambdés PHAs, PHA-L i PHA-linoleic, presenten una temperatura de descom-
posicio (Td) entre 294-298 °C, que d'acord amb els resultats de la termogravimetria,
aguest pic endotérmic esta associat a un pérdua del 75-80 % del pes total dels polimers

(veure annex).

4.1.3. Estudi delareacci6 d’ entrecreuament del PHA d’oli dellinosa

L'oli de llinosa esta classificat com un oli secant. Els olis secants sdn barreges
naturals de diferents triglicerids d acids grassos. Els acids grassos saturats més comuns
en aquests tipus d'oli son: acid lauric (C12:0), acid miristic (C14:0), acid pamitic
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(C16:0) i acid estearic (C18:0) i els corresponents poliinsaturats de C18:0 (acid oleic,
C18:1; acid linoleic, C18:2 i acid linolenic C18:3). La capacitat d’ assecar-se d’ aquests
olis és proporcional a la concentracié d acids grassos insaturats que contenen. La
presencia dels dobles enllagos els permet reaccionar amb I’oxigen de I'aire i entre les
cadenes de manera gue formen una matriu polimerica en forma de xarxa.

Des del s. XV, aguests tipus d'olis han estat estudiats i molt emprats, especia ment
I’oli de llinosa, que té la seva maxima aplicacio en €l camp de la pintura. Malgrat que els
mecanismes d’ enduriment de I’ oli de Ilinosa han estat ampliament estudiats, encara s esta
[luny de ser entesos completament. A grans trets, es considera tot el procés com una
reaccio d autooxidacio seguida d'un procés de polimeritzacid. Després d’'un periode
d’inducci6, degut a antioxidants naturals, aguest oli és capa¢ d absorbir grans quantitats
d oxigen donant Iloc ala formaci6 de compostos tipus peroxid. El procés d' oxidacio, tal i
com s ha esmentat anteriorment, esta relacionat amb |a presencia de dobles enllagos, amb
un primer pas de formacio de compostos tipus hidroperoxid i/o finsi tot peroxids ciclics.
El procés de polimeritzacid consisteix basicament en la reaccié intermolecular dels
radicals que es formen de la descomposicié dels grups peroxid (inestables) i la
consequent formacio d estructures d’ entrecreuament. Val a dir que malgrat que un film
d oli de llinosa s'asseca i endureix en pocs dies, € procés d assecat i totes les reaccions
gue porta associades, continuen durant anys. A mesura que la reaccio d’ entrecreuament
va avancant es va produint un enduriment del material. D’ altra banda, aquest enduriment
del material esta regulat per la preséncia de cadenes no reactives que actuen com a
“agents plastificants’ (Lazzari, 1999).

Degut a I’at percentatge de cadenes insaturades, €l polimer que s obté (PHA-L) a
partir de I’oli de llinosa, és un polimer on les cadenes laterals conserven agunes de les
insaturacions (de manera que trobem cadenes mono-, di- i fins i tot tri-insaturades) i
aquest fet fa que s obtingui un polimer elastomeric (gomaos) i que es doni aquest tipus de
reaccio. La presencia de dobles enllagos a les cadenes laterals afavoreix la reaccio
d entrecreuament (crosslinking). Aquesta reacci6 es coneguda i emprada en alguns casos
per a poder controlar les propietats dels polimers. Aquest fenomen d’ entrecreuament de
les cadenes confereix més uniformitat a la matriu polimerica (Ashby et al., 1998), aixo fa
pensar que induint |’ entrecreuament de les cadenes laterals es pot millorar les propietats
del material. Fins ara S’han emprat tant metodes quimics (produccié de peroxids, S

vulcanitazacio) com fisics (radiacié amb feix d’'electrons) per a aquesta finalitat. Els
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metodes quimics tenen com a desavantatge la produccié de productes secundaris i
contaminants del sistema, no aixi, els métodes fotoquimics (radiacié UV, radiacié-y,
irradiacio amb feix d’ electrons, etc.) que poden ser una alternativa més neta.

Per aix0 es va decidir estudiar si aquest procés tenia lloc en e polimer obtingut a
partir del’oli dellinosai si es podien millorar les propietats del polimer.

Es redlitzaren diferents aproximacions: (1) procés natura i (2) tractament amb
radiacio ultravioleta (A=300 nm).

Per a les dues aproximacions, s ha fet un seguiment de I’evolucio de la reaccié
d entrecreuament en els polimers mitjangant diferents técniques fisicoquimiques i
estructurals. Els polimers obtinguts han estat caracteritzats per Ressonancia Magnetica
Nuclear (NMR), Cromatografia de gasos - Espectrometria de masses (CG-EM) i
Espectroscopia d'infraroig per Transformada de Fourier (FTIR). Els pesos moleculars
han estat determinats per Cromatografia de Permeacié de Gel (GPC), i les propietats
termiques han estat avaluades mitjancant I’andlisi calorimétrica diferencial (DSC) i la

termogravimetria (TG).

4.1.3.1. Procés Natural

Els polimers organics son inestables en presencia d oxigen, calor i radiacio
ultravioleta. Aquest fenomen és conegut com a procés d autooxidacié o d envelliment
dels plastics. El polimer es degrada generant radicals lliures sota la influencia de la
temperatura i/o de la llum ultravioleta. Aquests radicals, en presencia d oxigen, es
transformen en espécies hidroperoxi molt reactives que acceleren el procés de degradacié
mitjancant la generacié de mésradicals.

Els polimers amb dobles enllacos a la cadena principal o especialment ales cadenes
laterals sOn més susceptibles al’ accio de I’ oxigen, la calor i/o laradiacio ultravioleta com
aconseqienciade |’ elevada reactivitat dels dobles enllagos.

El procés d assecat o de curat (“drying process’) de I’oli de llinosa segueix €
mecanisme d’ oxidacié dels hidrocarburs que esta promogut pels atoms d’hidrogen en
posicio diailica a dos dobles enllacos. Aixi doncs, la formacié d hidroperoxids és
relativament facil en molécules com I’ acid linoleic o I'acid linolénic, els quals contenen
un i dos grups metilens, respectivament, situats entremig de dos dobles enllagcos no
conjugats. El radical pentadienil amb configuracié W pot reaccionar per ambdos extrems

donant Iloc a mescles de diferents especies d’ hidroperoxids, amb configuracié conjugada
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cis, trans i que acaben isomeritzant cap a la formacié de productes trans, trans (Lazzari,
1999).

MvCHQCH-—CH\CH;C H_CH\Csz _H. MCHECH...GH.‘\EFH ‘FH_CH\CHZ .
s )= D\ HO—D\
=N NWCHQCH_CH*’CH’CH=CH\CH2M A ««»CHﬁCH CH\\CH‘”CH=CH\GH2-W
.‘-O-.‘.
A, WCHECH_CH‘}m |"CH=CH‘C Hy~e  + OH

Figura 4.26 Esquema del mecanisme d’ entrecreuament d’acord amb Lazzari et al. (Lazzari,
1999). El radical pentadienil, amb configuracié de W, reacciona amb I’ oxigen donant lloc a
espécies hidroperoxid.

De forma analoga al descrit per I’oli de llinosa és d esperar que e PHA produit a
partir d’aguest substrat presenti un comportament semblant. En € cas del polimer €
percentatge de cadenes insaturades és molt inferior i per tant la reaccié d autooxidacio és
donara en menys extensié i probablement els canvis estructurals no seran tan evidents.

El polimer natiu, ésadir, €l polimer purificat obtingut dels cultius de P. aeruginosa
42A2 amb oli de llinosa ha estat caracteritzat al’ apartat 4.1.2.

Després d' ésser caracteritzat es va deixar envellir una mostra d’aquest polimer
exposant-lo a les condicions ambientals del 1aboratori, és a dir exposat alallum solar i a
temperatura ambient. Es prenen mostres a cap de 31 6 mesos i s analitzen els polimers.
Ambdues mostres del polimer, a cap de 3 i 6 mesos, sdn practicament insolubles en

cloroform, i adquireixen textura de gel en contacte amb €l solvent organic.

i. Espectroscopia d' Infraroiq (FTIR)

El polimer natiu (PHA-L ) i e polimer que s ha deixat assecar durant 6 mesos
(PHA-crossl.) han estat analitzats per FTIR, per tal d'avaluar els possibles canvis
estructurals com a consequiéncia de la reaccio d’ entrecreuament.

En laFigura 4.27 es poden apreciar €ls canvis estructurals deguts a la reaccié dels dobles
enllagos amb I’oxigen atmosféric. La banda vibracional a 3008 cm™ associada a la
vibracié de tensio (C-H).c=c.4 desapareix totalment i per contra s observa la formacio de

noves bandes a la regié de 1600-1700 cm™* aixi com també un eixamplament de la banda
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del carbonil a 1740 cm™* degut a la formacié de nous compostos tipus aldehids i cetones

associats en els processos d’ oxidacio.

(b) PHA crosdl.

(a) PHA -L

T T T T T T T 1
3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800

n° d'ona (cm™)

Figura 4.27 Espectres de FTIR del polimer natiu (PHA-L) i del
polimer curat obtingut a cap de 6 mesos de procés natural (PHA-
crossl.).

D’acord amb Lazzari et al., I'aparicié de bandes a 1630 cm™ pot ser deguda a la
formacio de dobles enllagos conjugats. Per altra banda també es veu clarament |’ aparicié
d’ una banda ampla centrada a 3350-3400 cm™* degut a vibracio de tensié O-H dels grups
hidroxils i dels grups hidroperoxi. Els canvis observats a nivell estructural sén molt
semblants als observats per Lazzari et al., en €l seu estudi d estabilitat dels processos
d assecat i degradacié del’ oli de llinosa (Lazzari, 1999).

ii. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
Tant e polimer natiu (PHA-L) com els polimers curats (PHA-crossl.) a llarg de 3 i 6

mesos han estat analitzats, també, per ressonancia magnetica nuclear. En la Figura 4.28
es mostren els espectres de 'H per a cadascun dels polimers. Degut a la complexitat de la
regié associada al's grups metil, s ha cregut convenient ampliar-la per tal de veure en més

detall els canvis que tenen Iloc durant el transcurs de la reacci6 d’ entrecreuament.
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PHA-crossl.

(6 mesos) U
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Figura 4.28 Espectres de 'H-RMN del polimer natiu (PHA-L) i del polimer
curat (PHA-crossl.) després de 3 i 6 mesos del procés de curat natural. Els
espectres han estat enregistrats en CDCl3 en I’ equip Inova-500 (500 MHZ) per €l
cas del PHA-L i en e Bruker DM X-500 (500 MHz) amb sonda HRMAS en €
cas dels PHA-cross! (3 i 6 mesos). (a) espectres de *H complerts; (b) ampliacio
de la regié compresa entre 0.85-0.95 ppm corresponent a la zona dels protons
metilics (CHs).

En la Figura 4.28 es veu clarament com a la senya a 2,8 ppm corresponent als
protons en posici6 dial-lilica desapareix completament a la vegada que també disminueix
laintensitat i diversitat de les senyals de protons olefinics (5,3-5,5 ppm). Cal destacar que
a mesura que augmenta el temps d’ exposicio a l’aire, la senyal dels metils en posicié
homoal -lilica també va disminuint, tal i com es pot observar en I’ampliaci6 de |’ espectre.
Els resultats obtinguts indiquen que els monomers poliinsaturats son més sensibles a la
reaccio d entrecreuament, degut a la presencia de protons en posicio diallilica, jaque a
cap de tres mesos ha reaccionat completament. En canvi, els monomers monoinsaturats,
com €l Cg.1, Cip.11 Ci21, a cap de 6 mesostot i que disminueixen no desapareixen del tot.
En I’ espectre de "H-RMN s observa una senyal molt intensai ampla a 4,9-5,0 ppm que
no s ha pogut identificar. Tot fa pensar que és una impuresa externa i que no pertany a
I’ estructura del polimer.

En I'espectre de *C-RMN dels PHA-crossl., les senyals dels carbonis olefinics
corresponents al's monomers poliinsaturats han desaparegut i nomeés s observen, tot i que
molt febles, les senyals dels carbonis olefinics corresponents als monomers
monoinsaturats Cg.11 Cio:1 que apareixen a 135,5, 132,3, 128,2 i 122,3 ppm (veure annex).
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L’ espectre d heterocorrelacié a un enllag, HsQc, mostra correlacio directe entre el pic de
2,8 ppm i €ls pics de 25,57 i 25,73 ppm. De la mateixa manera, existeix transferéncia
directa de coherencia entre e pic de 2,0 ppm i €l pic de 22,96 ppm (veure annex). Les
senyals d aquests carbonis alifatics, també desapareixen en els espectres dels polimers
PHA-crossl. de 3i 6 mesos.

iii. CG-EM: Composicié monomeérica

A continuaci6 es mostra la Taula 4.8 amb la composicié monomeérica obtinguda de
les andlisis de CG-EM tant del polimer natiu (PHA-L) com del polimer després de 6
mesos de proceés de curat.

Taula 4.8 Composicié monomérica del
polimer natiu, sense tractament, (PHA-
L) i del polimer entrecreuat obtingut as
6 mesos del procés natural (PHA-

crossl.).
monomer PHA-L  PHA crossl.
C6:0 3.0 1.6
C8:1 3.8 4.2
C8:0 39.7 44.2
C9:.0 1 0.7
C10:1 Bi5 2.9
C10:0 25.8 33.1
Cil2:1 2.0 8.8
C12:2 4.0 I
C12:0 4.9 7.3
Cl4:1 0.9 2.1
C14:2 2.7 I
C14:3 9.3 0.0
C14:0 0.5 0.5
% saturats 73.9 87.5
% insaturats 26.1 12.5

Les andlisis de CG-EM mostren que a cap de 6 mesos, el PHA-crossl. no conté cap
dels monomers poliinsaturats (Cis:3, Cia2 i Ci2) i que € contingut dels monomers
monoinsaturats (Cg:1, Cio:1 i Ci4:1) ha disminuit considerablement. No obstant, s'ha de
destacar € lleuger increment del monomer Ci2.1. Aquests resultats estan en concordanca
amb €ls resultats obtinguts de les analisis de RMN. Després de 6 mesos d exposicio a
I’aire i en presencia de llum natural, el contingut de monomers insaturats del polimer ha
disminuit del 26,1 % finsal 12,5 %.
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iv. Propietatstérmigues: DSCi TG

Els estudis termics realtizats en € film del PHA natiu aixi com en €ls films que
S han deixat assecar de forma natural mostren un increment de la Tg (de -51 °C a-39.4
°C) a mesura que augmenta el temps de curat. Tal i com es pot observar alaTaula4.9, en
la mostra corresponent als 6 mesos de curat natural ha estat impossible determinar €l
valor de la Tg. Ashby et al. (2000) en un estudi realitzat d’'un PHA obtingut també a
partir d’oli de llinosai passats 75 i 100 dies de curat natural determinaren que la Tg del
polimer erade 31 °C i 44 °C, respectivament (Ashby et al., 2000). El fet que en € nostre
polimer passats 90 dies de curat natural, e valor de la Tg malgrat haver augmentat
continua essent negatiu, podria ser degut ala composicié monomeéricainicial del polimer.
El polimer inicial d’ Ashby et al. contenia més d’un 50% de cadenes insaturades, de les
quals un 34% eren monomers poliinsaturats (13% de Ci4.» | 21% de Cy4:3), conferint aixi
una major reactivitat a polimer, de manera que la reaccid d’ entrecreuament de les

cadenes es pugui donar en una major extensio.

Taula 4. 9La Taula mostra els valors de temperatura de transicié vitria (Tg(°C)),
temperatura de fusié (Tm(°C)), T2 pic exotermic (Tpeak) i e valor de I'entalpia
associada al pic exotérmic (AH(J/g)) tant per al polimer natiu com per als polimers
curats. On nd: no detectat

PHA temps Tg(°C) Tm (°C) T peak (°C) AH (J/9)
PHA natiu 0 -51 nd nd nd
PHA curat 3 mesos -39.4 nd g 179.2 514.0

natural 6 mesos nd nd 174.5 137.2

En els termogrames (DSC) dels PHA-crossl., de 3 i 6 mesos, S observa un pic exotermic
entre 100-250 °C que d’'acord amb la bibliografia pot estar associat als processos
d oxidacio el polimer i aixi com també al procés de reticulacio (Lazzari, 1999). Tal i com

sindicaenlaTaula4.9, I’ energia associada a aguest pic és molt alta (veure annex).

4.1.3.2. Tractament fotoquimic: Irradiacié amb [lum ultravioleta

Per tal d'accelerar el procés d'autooxidacio, les mostres han estat exposades a
radiacié ultravioleta intensa en preséncia d'aire. Para-ledlament als mecanismes
d entrecreuament, I’exposicié prolongada a la irradiacié pot provocar la degradacio
parcial o total del polimer (Ashby et al., 1998). Per tant, com a consequiéncia d’ aquest

tractament és d esperar que es donin de forma simultania reaccions d’ entrecreuament i
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reaccions de trencament oxidatiu de part de les cadenes poliméeriques (Schmid et al.,
2006). En termes generals, |’ efecte de la radiacio sobre un material polimeric depen de
diferents variables com sén e tipus de radiacid, el tipus d estructura del polimer a
irradiar, el mecanisme de reacciO i les propietats fisico-quimiques i mecaniques de la
xarxa que es forma. Un altre parametre atenir en compte és el gruix del film (Mallégol et
al., 2001). Mitjancant la irradiacio del polimer es pot induir I’entrecreuament de les
cadenes laterals que contenen dobles enllagos i d' aquesta manera canviar les propietats
mecaniques del polimer.

Aixi doncs, shan exposat els films de PHA a radiacié ultravioleta i s'han fet
controls de la mostra a diferents temps de reacci6. Els canvis en la composicio
monomerica aixi com en les propietats termiques dels films s'han estudiat mitjancant
FTIR, RMN, CG-EM i DSC/TGA.

i. Espectroscopia d'Infraroig (FTIR)
Els films de PHA ha estat irradiats amb [lum ultravioleta durant 24 h, a llarg del

procés s ha anat prenent mostres a diferents temps de irradiacio per ta de fer un
seguiment dels canvis estructurals del polimer. Aixi doncs, s han agafat mostres a les 0,
3, 6, 151 24 hores. En la Figura 4.29, es mostren els espectres d’infraroig obtinguts per a
cada mostra.

A I’ espectre de 0 hores que correspon a polimer natiu sense cap tractament ha estat
descrit anteriorment al’ apartat 4.1.2.2. Com atrets generals destacar labandadetensio a
3018 cm™ que confirma I’ existéncia dels dobles enllagos i sera orientativa de I’ evolucié
de la reacci6 d’entrecreuament. A la zona de 2800-3000 cm”, es troben les bandes de
vibracio de tensio (C-H) dels grups CH, i CH3 i finalment la banda corresponent a la
vibracié de tensié (C-O) del grup carbonil a 1742 cm™. Tal i com es pot observar a la
Figura 4.29, els canvis estructurals a llarg del tractament amb radiacio UV son molt
semblants als obtinguts en e procés de curat natural. Aixi doncs, la radiacié UV ha
accelerat €l procés de curat del polimer.

A mesura que augmenta el temps de irradiaci6 del polimer s observa com la banda
corresponent a la vibracio de tensié H-C (C=C) va desapareixent i a partir de les 15 h de
tractament ja no s observa. En canvi, la banda associada a la vibracio de tensié del C-O
del carbonil mostra un eixamplament com a consequéncia de la formacié de productes
oxigenats derivats de la descomposicié dels grups hidroperoxid formats en el transcurs de

lareaccio d’ entrecreuament (Figura 4.29).
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Laformacio de grups hidroxilats aixi com la formacié de grups hidroperoxid també
es confirma amb |a preséncia de |a banda ampla que apareix al voltant de 3400 cm™. A la
regié de 1633 cm'™ també apareix la banda corresponent a la formacié de dobles enllagos
conjugats tot i que no s observa clarament degut a I’eixamplament de la banda del

carbonil.

. m\ffv/
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Figura 4.29. Espectres de FTIR a diferents temps
(0,3,6,15i 24 h) d’'exposicié alaradiacio UV.

Comparant €els resultats obtinguts en e procés d autooxidacié natural, sembla ser
gue quan €l procés és induit amb radiacid, els processos oxidatius son més importants
suggerint el trencament parcial de la xarxa 3D formada (procés de reticulacio) donant lloc
afragment de radicals alquil que poden continuar reaccionant.

D’acord amb Lazzari et al. (1999) la degradaci6 per fotooxidacio de I’ oli de llinosa
es pot considerar com la continuacié del procés d’ enduriment de I'oli, és a dir, de la
formaci6 de la xarxa 3D (Lazzari, 1999). La primera fase de I’ oxidacio6 té lloc amb la
formacio d'especies hidroperoxi (Figura 4.30) en determinades posicions de la cadena
alquilica seguida de la seva descomposicio, originant-se radicals alcoxi precursors de la

reaccio d entrecreuament. Després del procés de curat, la xarxa presenta una certa

113



4. Resultatsi Discussio

estabilitat i necessita de temps d envelliment relativament llargs per a degradar-se

mitjancant la progressiva oxidacié de les cadenes alquiliques.

HO, o,
- _ C—CH,  CH=CH
CH—CH, CH=CH,_ , N

e CH CH CHyn - CHY CH CH,———

“H\ 'UH/-H{I

oﬂ\
JGH—CH,  CH=CH_

e CHy CH T Hy e
e GH—CH {Hi/ .
? RN
CH—CH, CH—CH Sc—CH, CH=CH,
e CHY e’ “CHy e “~sCHps + CH CHpn

Figura 4.30 Esguema de la descomposicio dels grups hidroperoxid formats durant la reaccid
d entrecreuament. Tal i com s observa en la Figura, la descomposicio d’aquests grups dona lloc a
d’ altres espécies oxigenades (nous grups carbonil i hidroxil) que contribueixen al’ eixamplament de la
banda corresponent a la vibraci6 de tensié del grup carbonil C-O (1742 cm®).

Aixi doncs, sembla ser que el temps d exposicié a la radiacié ultravioleta o bé la
intensitat de la mateixa, no nomeés han accelerat el procés d entrecreuament sind que
també han accelerat el procés de degradacio parcial del polimer entrecreuat (trencaments
oxidatius), com aixi ho confirma la formacié d altres espécies oxigenades (amb grups

carbonil ,-aldehidsi cetones-, o grups hidroxil).

ii. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).

Paral-lelament a I’estudi reditzat per FTIR, també s ha seguit I'evolucié de la
reaccio per RMN. A mesura que e polimer s'anava entrecreuant ha estat necessari
treballar amb la sonda HRMAS, de manera que el's espectres per ales mostresde 151 24
hores, degut ala seva poca solubilitat, s han analitzat emprant la sondad HRMAS.

A continuacio, la Figura 4.31 mostra els espectres de protd del PHA natiu i de les
diferents mostres irradiades.

L’ estructura del polimer natiu (PHA Oh-UV) ha estat descrita anteriorment a
I"apartat 4.1.2.2. Tal i com es pot comprovar ala Figura 4.31, a partir de les 3 hores de
irradiacié s observa |’ aparicié de diferents pics entre 3-4.5 ppm, que possiblement (tot i
que no s ha pogut verificar) corresponen a la formacié de grups hidroperoxid i hidroxil

com a consequencia de I’ oxidacié del polimer. El fet que laintensitat d’ aguestes senyals
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vagi disminuint a mesura que augmenta el temps d'irradiacié confirmaria la nostra
hipotesi. Tal i com s ha discutit anteriorment, I’oxidacié del polimer passa per la
generacio d’ espécies radicals (tipus hidroperoxi o alcoxi) que son molt inestables i que

amb el temps acaben reaccionant amb d’ altres especies generant noves estructures.

24h-Uv

<=

15h-Uv

6h-UV
VAN k/\b
IWAVAN

o
>

‘ T T T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T ‘ T
5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
ppm (t1)

Figura 4.31 Espectes de 'H-RMN per a les diferents mostres de
PHA irradiades (UV). Les mostres de O, 3 i 6 hores han estat
enregistrades amb el Varian Gemini-300 (300 MHZ). Les mostres
de 15 24 hores han estat enregistrades amb la sonda HRMAS en
el Bruker Innova-500 (500MHz).

No és finsales 15 hores d'irradiacié que es poden apreciar els canvis més significatius,
com és ladesaparicid del pic a 2,8 ppm corresponent als metilens en posicio didilica, que
tal i com ja s’ha comentat anteriorment és la posicid més reactiva de les cadenes i per on
comencen tots els processos d’ oxidacio i d entrecreuament. Malgrat que a la zona de
protons olefinics (5,2-5,7 ppm) s observen canvis, no desapareixen del tot, tal i com ho
confirma la senyal de 2,0 ppm corresponent as protons veins a dobles enllagos. Aixi
doncs, també en aguest cas es confirma que no totes les cadenes insaturades participen
directament en la reaccio d entrecreuament. En la Figura 4.32, es mostra una ampliacio
delaregi6 0,80-0,95 ppm corresponent als protons metilics.

Tal i com s ha comentat anteriorment, es pot distingir entre dos tipus de protons
metilics: (1) lasenyal a0,90-0,95 ppm correspon a's protons metilics que estan en posicio

B respecte un doble enllag, i per tant surten a camps més baixos.
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Laformacié d aquests monomers es deguda al’ alt contingut d’ acid linolénic del substrat
i (2) els protons metilics corresponen ales cadenes totalment saturades o aquelles
cadenes insaturades on el doble enllag esta suficientment [luny del grup metil terminal
com per no afectar al desplagament quimic dels seus protons, que corresponen ala senyal

que apareix a 0,80-0,85 ppm.

)\M\/\\ 3h-Uv 6h-Uv 15h-Uv 24h-UV

0 950 0.900 0.850 1.000 0.950 0.900 0.850  1.0000.950 0.9000.850  0.9500.900 0.8500.800 0.9500.9000.8500.800
ppm (t1) ppm (t1) ppm (t1) ppm (t1) ppm (t1)

Figura 4.32. Ampliaci6 de laregi6 de |’ espectre compresa entre 0.80-0.95 ppm
que corespon alaregié dels protons metilics (-CHj).

Tal i com es pot veure la intensitat relativa entre les dues senyals va canviant a mesura
que augmenta el temps d’irradiacio, és a dir, amesura que té lloc la reaccio d oxidacio |
la de reticulacié del polimer. Fent unarelacié de les integracions de les dues senyals dels
grups metils, es troba que en el polimer natiu, la senya dels protons metilics en posicio
homoal -lilica representa un 37 % dels metils totals mentre que després de ser irradiat
durant 24 h amb Ilum ultravioleta, aquesta senyal disminueix fins a representar tan sols
un 17 %.

L’ espectre de *C-NMR del polimer natiu confirma la preséncia de diferents
monomers insaturats (mono- i poliinsaturats) tal i com ho indiquen les mlltiples senyals a
lazona olefinica (120-140 ppm). De formaanadoga, al’ observat en els espectresde 'H, a
mesura que la reaccié de crosslinking té lloc, part de les senyals corresponents als C
olefinics desapareixen o0 bé disminueixen. Finalment, a les 24h de irradiacio UV només
S observen quatre senyals de carbonis olefinics: 135,43, 122,35, 132,31 i 128,2 ppm.
Aquestes senyal s corresponen als monomers monoinsaturats Cg.1 1 Cyo:1.

Tal i com es pot observar a la Figura 4.33, en |’ espectre de °C, les senyals que
apareixen 22,96, 25,57 i 25,73 ppm també estan relacionades amb la reaccié de
crosslinking.
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24h-UV

l uncured 1
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Figura 4.33 Regi¢ difatica dels espectres de **C del polimer
natiu i del polimer irradiat (UV) durant 24 hores. Indicat amb
fletxes, es mostren les senyals de C que desapareixen durant el
transcurs de lareaccio d’ entrecreuament.

D’ acord amb les correlacions H-C obtingudes de |’ espectre d heterocorrelacio, HsQC, els
pics de 25,57 i 25,73 ppm corresponents a |’ espectre de ** C mostren correlacié a un
enllag amb la senyal dels protons dia-lilics de 2,8 ppm. De la mateixa manera, la senyal
de *C a 22,96 ppm correlaciona amb la senyal de protons de 2,0 ppm.

Aquest fet sembla indicar, un cop més, que en la reaccid d entrecreuament només hi

participen part dels monomers insaturats del polimer, concretament els poliinsaturats.

iii. CG-EM: Composicid monomerica

Tal i com es pot observar ala Taula 4.10, després d’irradiar durant 24 h amb llum
UV € films de PHA, e polimer només conté un 8.5 % de monomers insaturats. D’ acord
amb el mecanisme d’ oxidacio d'acids grassos descrit anteriorment, sembla ser que €ls
monomers responsables del procés d autooxidacio (reticulacio i trencament oxidatiu) del
polimer son els monomer Ci4:3, Cig:21 Ci2:2 . Ta i com es mostraen la Taula 4.10 després
de 24 h deirradiacio, € percentatge d’ aquests monomers és molt baix (0.1 % Ciy3; 0.2
% Ci2) 0 inexistent com en el cas del Cis. En general, e percentatge dels monomers
insaturats presents en la composicié del polimer irradiat ha disminuit, en canvi, €
percentatge dels monomers saturats, especiament els de cadena curta (Cgo i Cioo) ha
augmentat considerablement, suggerint que atemps de irradiacié UV llargs es comenca a
degradar € polimer com a consequiéncia de trencaments oxidatius de les cadenes, com
aixi ho sembla indicar la presencia dels monomers Cgo i Coo (4.1 % i 0.6 %,
respectivament) en la composicio del PHA-uv.
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Taula 4.10 Composicid monomerica (%) obtinguda de les andlisis de CG-EM
del polimer natiu (PHA-L) i dels polimers irradiats (PHA-uv) on nd: monomer

no detectat.
Monomer (%) P(FI'DAHR?I?)U PHA irradiat UV (PHA-uv)
3h 6 h 15h 24h
C6:0 0.4 3.1 1.7 3.3 4.1
C8:0 33.7 36.3 41.7 49.6 51.0
c8:1 5.6 4.3 4.6 3.8 3.2
C9:.0 nd nd nd nd 0.6
C10:0 24.3 27.1 29.1 29.2 28.4
C10:1 7.0 3.8 3.5 1.7 15
C12:0 4.9 6.1 5.7 5.7 6.4
Ci12:1 1.4 3.1 3.1 14 1.4
C12:2 4.8 34 1.2 0.7 0.2
C14:.0 0.4 1.0 2.7 0.6 0.9
Ci14:1 6.4 4.8 4.0 3.0 2.2
C14:2 2.8 21 1.0 0.5 nd
C14:3 8.3 5.0 1.8 0.4 0.1
monomers
saturats (%) 63.8 73.4 80.9 88.5 91.5
monomers
T () 36.2 26.6 19.1 11.5 8.5

Els canvis observats en la composicio del polimer irradiat amb [lum UV, han donat |loc a
un polimer de composicid més regular i amb menys diversitat monomerica. Aquest fet
influira notablement en les caracteristiques fisico-quimiques del polimer, aixi com també

en |es seves propietats termiques.

iv. Propietatstérmiques. DSCi TGA
La Taula4.11 mostra €ls resultats obtinguts en els estudis calorimétrics del polimer

natiu aixi com també del polimer irradiat. No ésfinsales 6 hores deirradiacio UV que
es detecta la temperatura de fusio (Tm) del polimer. El fet que la Tm no s hagi pogut
determinar ni en el polimer natiu ni a cap de 3 hores de irradiaci6, podria ésser degut a
que € polimer PHA-L és un polimer amorf, amb cadenes laterals llargues i amb una gran
diversitat monomerica. Aquests factors fan que ni les cadenes laterals ni la cadena central
del polimer no puguin cristal-litzar i per tant no es pugui determinar-se laseva Tm. Ta |
com S havist en les andlisis de CG-EM, a mesura que augmenta el temps d’ exposicié ala
radiacio UV, la part del polimer que no reticula és més regular en quan a les longituds de

les cadenes laterals. Aquest fet podria facilitar la cristal-litzacié parcia d’algunes unitats
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monomeriques, tal i com suggereix €l pic endotermic associat a un procés de fusio que es
detectaentre els 45-50 °C (Taula4.11).

Taula 4.11 DSC. La Taula mostra els valors de temperatura de transici6 vitria
(Tg(°C)), temperatura de fusié (Tm (°C)), T2 pic exotérmic (Tpeak) i €l valor de
I"entalpia associada al pic exotérmic (AH(Jg)) tant per a polimer natiu com per
as polimersirradiats (UV). nd; no detectat

PHA temps Tg(°C) Tm (°C) T peak (°C) AH (J/g)
PHA natiu 0 -51 nd nd nd
3h -49,8 nd 164,3 38,6
PHA irradiat 6h -47,8 50 1713 167,4
w 15h -32,0 50 168,0 231,2
24 h -31,9 49,1 168,0 248,4

Latemperatura de transicio vitria (Tg) experimenta un increment de -51 °C a-31.9 °C. De
totes maneres, no és fins ales 15 h de irradiacié que no s observa un canvi brusc en el
valor delaTg, indicant el comengcament del procés d’ entrecreuament. Tal i com es pot
veure en la Figura 4.34 entre 100-250 °C, en els termogrames del polimer irradiat es
detecta un pic exotermic. Aquest pic esta associat a's processos d oxidacio € polimer i

aixi com també al procés d’ entrecreuament (Lazzari, 1999).

exo

mi

DSC-INT-04-080-1, 08.10.2004 17:08:08 ; i
' Method: -150-400(10) aira

«f: “DSCINT:04 0801, 50250 mg _180.0-400.0°C 10.00°C/min Air£0.0 mimin

1,23.02.2006 14:20:38

1,4.9570 mg

ED: DSC-INT- 2,24.02.2005 13:09:44
DSC-INT-05-013-2, 5.2490 mg

-4, 24.02.2005 16:24:54

51870 mg

- DSC-INT-05-013-5, 24.02.2005 17:45:33
- DSCINT-05-013-5, 4 2140 mg

-5

- |5ﬂ -100 -80 o &0 100 150 200 250 200 450 c
et
a 5 i 15 20 26 a0 a5 40 45 50 min

Unitat de Quimica Fina: RBC STAR® SW 8.10

Figura 4.34. Termogrames obtinguts per a polimer exposat a diferents temps
d'irradiacion UV. Els diferents temps d'irradiacio estan indicats en diferents
colors. Aixi doncs: Oh-UV, color negre; 3h-UV, color blau; 6h-UV, color verd;
15h-UV, color vermell i 24h-UV, color lila.
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Estudis preliminars de difraccio de raigs X han confirmat que tant el polimer natiu
com € polimer entrecreuat son amorfs (veure annex). Malgrat agquests resultats, les
analisis calorimétriques mostren un pic de fusio entre 45-50 °C. D’ acord amb Schmid et
al., el procés d'autooxidacié d aquests tipus de polimers mostra una dependencia clara
amb e nombre de cadenes insaturades ja que ha d existir un nombre minim d’ unitats
monomeriques insaturades per a que la reaccio d’ entrecreuament tingui lloc (Schmid et
al., 2006). Una de les hipotesis en les que S esta trebalant és en e fet que com a
conseguencia de la radiacio, la reticulacio del polimer sigui parcial, de tal manera que
malgrat el temps de radiacio, hi hagi una part del polimer entrecreuada i insoluble en
dissolvents organics i una altra part del polimer que no hagi reaccionat i que continua
essent soluble en solvents organics.

En una primera aproximacio, es van rentar els films del polimer irradiat durant 24h
amb cloroform. Es va filtrar la suspensio del polimer per tal de separar la part soluble en
cloroform i la part insoluble (film rentat). Ambdues fraccions es van analitzar per DSC i

es va observar gue tenien comportament térmics diferents (veure Figura 4.35).

Glass Transition

Onsat 5832 °C
Midpoint -51.38 °C PART SOLUBLE

Intearal 199.24 m.J
normalized  55.324 Jg*-1
Peak 139,93 °C

Cnsat 117 T

Onsat 81.07 °C

Irteqral -32.39mJ
normalized -2.25 Jg*-1
Paak 28.03 °C
FILM RENTAT

Integral 241.00 mJ

normalized 5855 Jg*-1

Glass Transition

Onsat 2348 °C

Midpoint -21.27 °C
Onset 79.96 °C

Figura 4.35 DSC. Termogrames de la fraccié soluble en cloroform i de la
fraccio insoluble (film rentat) dels films de PHA-L irradiats durant 24 h.
Ambdéds termogrames han estat enregistrats en atmdsfera de nitrogen (50
mL/min)
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El film rentat (part insoluble), que correspon a material entrecreuat té una
temperatura de transicié vitria de -21 °C. En canvi la part soluble té una transicio vitria
semblant a la del polimer natiu (polimer sense tractament), Tg de -51 °C. En e
termograma de la part soluble també s observa un pic de fusio, Tm 29 °C. Per tal de
verificar, que efectivament aquest pic endotérmic correspon a un procés de fusio, s ha
repetit I’analisi de la mostra soluble escalfant a 10 °C/min de -100 °C a 190°C seguit d’un
refredament a 10 °C/min de 190 °C a 10°C i finalment s’ hatornat a escalfar lamostraa 10
°C/min de 10 °C a 400°C. L’'andlisi ha verificat e procés de fusio-cristal-lizacio-fusio
(veure annex). En ambdds termogrames apareix el pic exotermic entre 80-200 °C, que en
principi esta associat al procés d entrecreuament i d’ oxidacié del polimer. De totes
maneres, |’ energia associada a aguests procés és prou alta per a suggerir que I’ existéncia
simultania de diferents processos.

Actualment es continua treballant en aquesta linia de recerca, ja que les andlisis de
RMN suggereixen que el polimer de la part soluble esta compost per unitat
monomeriques més curtes a la del polimer natiu i estudis preliminars de microscopia de
forca atomica (AFM) daguest material suggereixen la formacié d'una estructura
esferulitica quan aguest material és sotmes a tractament termic. Aquest comportament ha
estat descrit anteriorment per a polihidroxialcanoats de cadena curta (scl-PHA) com el
polihidroxibutirat (PHB) o alguns dels seus copolimers (PHB-co-PHV i PHB-co-
PHHex), tot ells polimers cristal-lins o bé amb un cert grau de cristal-linitat (Tanaka et
al., 2005) (Xu et al., 2003). De confirmar-se aquesta hipotesis, implicaria que quan €l
PHA-L (polimer amorf) és tractat amb radiacio UV genera dos nous materials. un nou
polimer entrecreuat amb textura de goma, en principi amb millors propietats mecaniques

i un segon nou polimer amb textura viscosai amb un cert grau de cristal -linitat.

4.1.4. Estudi microscopic del bacteri i del PHA

Les técniques microscopiques, tals com la microscopia electronica de rastreig
(SEM) i la microscopia electronica de transmissio (TEM), han estat emprades
tradicionalment com a eines per a I'estudi i la comprensié de les cél-lules i la seva
organitzacio cel-lular. El desenvolupament de la microscopia de forga atomica (AFM) a
la decada dels anys 80s ha revolucionat €l camp de la microscopia ja que permet
I’ obtencié d’imatges de la superficie cel-lular, de macromolécules i d atres materials a
escala subnanometrica (Binning et al., 1986).
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Una de les grans avantatges de I’ AFM és que contrariament al que passa en d’ altres
técniques microscopiques, com per exemple SEM i TEM, no és necessari ni la fixacié
quimica de la mostra ni la sevatincio, ésadir I’AFM permet I’ observacié de la mostra
sense haver d'ésser manipulada i per tant en condicions molt semblants al seu estat
natural, ja sigui a I’aire com en medi aqués. L’AFM és una eina molt important en
I’estudi de la superficie cel-lular dels bacteris (Ahimou et al., 2002), ja que proporciona
imatges d’ alta resolucié no només dels bacteris hidratats sind que també permet |’ estudi
dels subproductes polimerics que sovint els envolten (p.e EPS). A més a més, aquest
tipus de microscopia permet obtenir informacio de les estructures externes i de les
textures de I’embolcall del bacteri, aixi com també de I’ elasticitat dels biomaterials de
superficie, de la carrega superficial i de la hidrofobicitat amb una resolucié sub-
nanometrica (El Kirat et al., 2005).

Des de que les inclusions lipidiques de PHA foren descrites com a reservoris de
materials lipidics amorfs i hidrofobics acumulats en el citoplasma dels bacteris, la
presencia d’ una membrana externa 0 monocapa lipidica com a punt d’unié de proteines
ha estat estudiada extensament. La microscopia de forca atdomica ha permés analitzar en
detall I'embolcall de les inclusions de PHA demostrant la preséncia d estructures
globulars relacionades amb els processos de sintesi i de despolimeritzacio d aquestes
reservoris lipidics (Dennis, 2003), (Sudesh, 2002). Aquestes observacions estan en
concordanca amb Steinblichel et al., que demostraran I'existéncia d’enzims que
participen directament en el metabolisme dels PHA (Steinbiichel et al., 1995).

Malgrat que I'AFM ha estat emprada en I’estudi dels polihidroxialcanoats, |a
recerca ha estat centrada en |’ estudi de les inclusions de PHASs de cadena curta (PHB i
PHB-co-PHV) (Dennis, 2003), (Sudesh, 2002) o bé en els processos de biodegradacio
d aquests poliesters (Numata et al., 2005), (Rossini et al., 2001). Aixi doncs en aquest
apartat es pretén mostrar en imatges com son els PHASs, des de la formacio de les
inclusions lipidiques dins del bacteri fins al PHA com a biomaterial. Per aguest estudi
S ha utilitzat el PHA-L, obtingut a partir de I’oli de llinosa. A més a més, també es
mostren imatges del polimer entrecreuat que préviament ha estat analitzat quimicament a
I" apartat 4.1.3.

Quan P. aeruginosa 42A2 es fa créixer en medi mineral minim i emprant oli de
llinosa com a substrat, en les condicions optimes de cultiu acumula fins a 50 % (p/p) de
PHA en el seu citoplasma. L’ acumulacié de PHA en forma d’inclusions discretes ha estat

demostrada extensament, tal i com s'ha mostrat en nombroses micrografies de TEM

122



4, Resultatsi Discussio

(Steinbtichel et al., 1995), (Curley et al., 1996), (Alvarez et al., 1996; Alvarez et al.,
1997; Song et al., 1998; Matsumoto, 2002; Sudesh, 2002; Dennis, 2003).

Figura 4.36. Micrografies de TEM de P.
aeruginosa 42A2 quan es fa créixer en medi
MM1 i emprant oli de Ilinosa com a
substrat.

En laFigura 4.36 es mostra les micrografies obtingudes per microscopia electronica
de transmissioé (TEM) de P. aeruginosa 42A2 quan es fa créixer en presencia d oli de
llinosa.

Les inclusions de PHA apareixen en forma de granuls discrets de color grisos. En
les micrografies també s observa la preséncia d’ un granuls més foscos (més densos al pas
dels electrons) i de mida més petita que d’ acord amb els resultats de microanalisi de raigs
x s6n granuls de polifosfat (Rodriguez, 2006).

Aquest tipus de microscopia ha estat tradicionament emprada per a I’ estudi de la
ultraestructura tant de les cél-lules com del seu embolcall, i actualment continua essent la
anica técnica microscopica que permet la visualitzacié de I’ organitzacio citoplasmatica
(Ubbink and Schar-Zammaretti, 2005). No obstant, les cél-lules necessiten ésser fixades i
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tenyides amb reactius quimics per posteriorment ser deshidratades, incloses en unaresina
i finalment ultramicrotomades. Tot aguest procés comporta una manipulacio de la mostra.

Per tal d' observar el bacteri en unes condicions més properes al seu estat natural es
va utilitzar la microscopia de forca atomica (AFM). La Figura 4.37 mostra les

micrografies d AFM de P. aeruginosa 42A2 amb i sense inclusions de PHA.

Figura 4.37. Imatges d' AFM de P. aeruginosa 42A2 enregistrades a I’ aire
en mode de tapping. En les imatges es mostra el bacteri aillat i formant un
cluster: (a) i (b) bacteris sense PHA; (c) i (d) bacterisamb PHA.

En general, els bacteris tendeixen aformar capes o clusters (Bolshakova et al., 2004) tal i
com es pot observar en les micrografies (Figura 4.37(b) i Figura 4.37(d)). En la Figura
4.37 (ai c) també es mostra un bacteri aillat amb i sense inclusions de PHA. D’ acord amb
Bolshakova et al., (2004), la mida dels bacteris gram negatiu depen de les condicions
d’ analisis, si es treballa en medi liquid o bé a I’ aire, essent més petits quan es treballa a
I’aire (Bolshakova et al., 2004). Malgrat tot, a treballar a I’aire, permet obtenir més
detalls de la superficie cel-lular, ja que tal i com s'ha demostrat I’ AFM és especiament

sensible a la diferencia de textures en les superficies (Nufiez et al., 2005). En € nostre
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cas, aquestes diferencies es van observar només en les cél -lules cultivadesen TSB i sense
inclusions de PHA. En la Figura 4.38(a), es poden observar aquestes diferéncies en la
superficie del bacteri, aixi com també laformacié de vesicules a voltant de la membrana

externa

..... Section Analysis

i i '---_‘..,‘_ ™ TS : ‘

. Section Analysis

v

Figura 4.38 Imatges dAFM en mode tapping i els corresponents
perfils topografics de P. aeruginosa 42A2. (a) en medi TSB, cé lules
sense inclusions de PHA. Al voltant del bacteri s observa formacié de
vesicules (fletxa blanca) i material viscds (exopolisacarid). (b) cél-lules
amb inclusions de PHA en medi minim mineral (MM1) i oli de Ilinosa
com a substrat.
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En la Figura 4.38(b) es mostren una imatge d AFM (fase) on es poden apreciar
clarament les inclusions de PHA dins del bacteri. El color blanc de les inclusions indica
un canvi en la textura de la superficie del bacteri, essent la superficie més dura en les

zones on hi ha localtizades les inclusions de PHA. Tal i com mostra € perfil topografic,
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les inclusions de PHA son prou grans com per a modificar considerablement la

morfologiai topografia de la superficie cel -lular.

Un cop el PHA ha estat extret de la cél-lulai purificat, s’ ha preparat un dissolucio
del polimer (0.01 g/L) i s'han dipositat 20 uL sobre un suport de vidre. S ha deixat
assecar durant 24h a 30°C per a la formacié del film i s'ha observat en el microscopi
d AFM.

Figura 4.39 Imatge d’ AFM d’amplitud (mode tapping) del PHA purificat
sintetitzat per P. aeruginosa 42A2 emprant com a substrat oli de llinosa: (@)
imatge de 20 um x 20 um, on s observa que la mostra no es disposa de
forma homogeénia, a més de la formaci6 del film es formen grumolls de
material; (b) imatge ampliada (4 um x 4 um).

Lamajoriad’ estudis d’ AFM relacionats amb el's polihidroxial canoats estan enfocats
principalment en la descripcio de la morfologia dels granuls de PHA i de la distribucio
dels enzims que els envolten (Dennis, 2003), (Stuart et al., 1995), (Sudesh, 2002), la
formacié in vitro dels granuls (Hiraishi et al., 2005) o en la degradacié enzimatica del
PHA (Numata et al., 2005), (Rossini et al., 2001). En canvi, existeixen pocs estudis del
PHA com abiomaterial.

Tal i com es mostra a la Figura 4.39, sembla ser que els films del PHA-L no sén
homogenis i que el polimer tendeix a acumular-se a llarg del film en forma de petits
diposits de material. Renard et al., (2004) descriuen la formacié d’'un film homogeni
d’ acid polihidroxioctanoic (PHO) (Renard, 2004). Possiblement aguesta diferéncia en
I”homogeneitat dels films és conseqliéncia de la composicié monomerica dels polimers
emprats, jaque el PHO és un polimer semicristal -li amb un temperatura de fusié de 57 °C.

En canvi e PHA-L, PHA obtingut de I'oli de llinosa, és un polimer amorf i no s ha
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detectat cap Tm. ES va intentar obtenir imatges per microscopia electronica de
transmissio (TEM), pero degut a la naturalesa viscoelastica del PHA-L, tot i que es va
poder incloure e material dins laresina, no va ser possible fer e talls ultrafins amb €l
ultramicrotom, ja que laresina es trencava.

En I'apartat 4.1.3.2 s'ha estudiat la reaccid d entrecreuament d’aquest material,
guan és irradiat amb Ilum ultravioleta, des d'un punt de vista quimic (estructura,
composicio, propietats termiques...). En aquest apartat es mostra en imatges els efectes
d’ aquesta reaccié sobre €l material. S han preparat els films i s'han observat els canvis
emprant diferents técniques microscopiques. Tot i que € gruix del film sembla ser un
parametre critic per a valorar I’extensié de la reaccié de crosdinking, s que s han
obtingut resultats comparables entre |es diferents técniques emprades.

En la Figura 4.40 es mostren les imatges de TEM del polimer irradiat. S observa
una estructura reticular on semblen existir dues fases: les zones clares, que corresponen a
I’ estructura entrecreuada i que podria correspondre a un nou estat d ordenacié del
material degut alareaccio d’ entrecreuament i les zones fosques que podrien correspondre

aun estat més amorf del material.
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Figura 440 TEM. Imatge del PHA-L purificat i irradiat durant 24 h amb Illum
ultravioleta. En la Figura es mostren micrografies del polimer a diferents augments.
Tal i com es pot comprovar, després de ser irradiat, € polimer mostra una organitzacio

reticular.

127



4. Resultatsi Discussio

Les imatges d AFM dels films irradiats també mostren una estructura de xarxa. En
la Figura 4.41 es mostren imatges d ata resolucié del polimer que suggereixen una
ordenacio de lesfibres del polimer irradiat.

La imatge de fase és un bon complement del “mode tapping” en AFM ja que
proporciona informacid, a escala nanométrica, relacionada amb |’ estructura superficial
del material. Mitjancant I’analisi de I’angle de fase de I’ oscil-laci6 del cantilever respecte
la senyal sinusoidal d’ excitacio, durant € rastreig en “mode tapping”, s obté informacio
de la viscoelasticitat i I’adhesié del material. Un retard en la fase es tradueix en la

deteccid de variacions en les propietats viscoel astiques del material.

Figura 4.41 Tapping mode. Imatges d' AFM del polimer irradiat
durant 24 h-UV. En la Figura (a, b i ¢) es mostren diferents
augments de laimatge d’ alcada (height image) del polimer irradiat;
laimatge (d) correspon alaimatge de fase (phase image), on es pot
observar que el material que conforma la xarxa és més dur (zona
clara) que laresta del polimer (zonafosca).

Laimatge de fase (Figura 4.41(d)) del polimer irradiat suggereix I’ existéncia de dos
tipus de fases dins el mateix polimer: una de més dura (zona clara), que coincideix amb la
part reticulada i una de més tova (zona fosca), que podria correspondre a la part del
polimer que no ha reaccionat amb la radiaci6. D’ acord amb la imatge de fase es confirma
gue la reaccié d entrecreuament que té lloc com a consequencia de la radiacié UV

indueix al’ enduriment del polimer.
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4.2. Fonts de carboni definides

Els polihidroxialcanoats de cadena mitja (mcl-PHA) presenten una gran varietat
monomerica, actualment ja han estat identificats més de 100 tipus diferents de
monomers. Tot i que s han obtingut un gran nombre de PHAs amb cadenes lineals (De
Smet et al., 1983), (Brandl et al., 1988) i cadenes ramificades (Fritzsche et al., 1990),
(Lenz et al., 1992), han estat els mcl-PHA amb cadenes laterals amb grups funcionals
tals com dobles enllagos (Lageveen et al., 1988), triples enllagos (Kim et al., 1998) o
grups aromatics (Curley et al., 1996), els que han despertat més interes. Els PHAS
olefinics, és a dir els mcl-PHASs amb cadenes laterals insaturades, representen un grup
molt interessant ja que poden ésser modificats quimicament i per tant modular les
propietats del polimer biosintétic (Bear, 1997),(Dufresne et al., 2001),(Kurth, 2002).

Ballistreri et al. van fer créixer P. putida GPol amb una mescla de dos substrats
(acid 10-undecenoic i acid nonanoic) amb I’ objectiu de sintetitzar un polimer de bloc
(Ballistreri et al., 1992). Els polimers de bloc son considerats bons biomaterials ja que
permeten regular les propietats amfifiliques, mecaniques i fisiques del polimer amb
I"gjust de lesratios dels blocs que e constitueixen. (Kumar and Ravikumar, 2001).

Actualment, alabibliografia existeixen pocs treballs que parlin de la produccio6 de
polimers de bloc amb mcl-PHA. Kim et al. van estudiar diferents estratégies de cultiu,
cultiu discontinu i cultiu segiiencial, i van concloure que P. putida GPol basicament
produeix mescla de copolimers (PHA-C11:1A10 i PHA-C9:0) quan es fa créixer en
acid undecenoic (C11:1) i acid nonanoic (C9:0), tot i que també es va detectar un
percentatge molt petit de polimer de bloc, és a dir, un polimer que contenia unitats
repetitives procedents d’ ambdds substrats (Kim et al., 1997).

En aquesta part de la tesi s'intentara obtenir un polimer que contingui unitats
monomeriques insaturades i unitats monomeriques saturades. D’ aquesta manera, €
polimer tindria una part que es podria modificar quimicament i per tant es podria
modificar i/o regular les propietats del polimer

Per a formar la part insaturada del polimer es va decidir emprar |I'acid 10-
undecenoic (C11:1) i per ala part saturada es van estudiar els segiients substrats: acid
octanoic (C8:0), acid nonanoic (C9:0) i acid undecanoic (C11:0), per tal de veure quin
tenia una cinetica de creixement i de produccio de PHA més adient. Un altre parametre
gue es va tenir en compte a I’hora d'escollir € substrat alifatic fou la regularitat

monomericadel polimer que s obté.
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Quan es fa créixer P. aeruginosa 42A2, en medi MM1 i 15 g/L d'acid octanoic
com a substrat, tot i que el percentatge d’ acumulacié de PHA és del 46 % (p/p), € pes
sec ésnomésde 1,1 g/L ales 96 h de cultiu. En les seglients 24 h s observa un augment
considerable de la biomassa, 2,50 g/L, a la vegada que una pérdua del 50%
aproximadament del PHA ja cumulat (Hernandez, 2003). A més a més s observa una
fase de latencia de 72-96 h. Les dades obtingudes en aquests cultius no es mostren en
aquest treball, ja que després de diferents experiments es va descartar, ja que €l temp de
cultiu és molt llarg. Aquest fenomen contrasta amb el descrit a la bibliografia on
diferents estudis indiquen que |’ acid octanoic és un bon substrat per a la producci6 de
PHA en diferents microorganismes (Gross et al., 1989), (Witholt and Kessler, 1999).

Tot i que e temp optim de cultiu és llarg, els resultats obtinguts en cultius
emprant |” acid octanoic com a substrat son equiparables als descrits ala bibliografia per
ad atres espécies de Pseudomonas, com per exemple P. oleovoransi P. stutzeri (Xi et
al., 2000), (Kim, 2002).

A continuacio es mostren les cinetiques de creixement i produccio de PHA per el
C9:.0, C11:0i C11:1A10.

4.2.1. Cultiusi producci6é de PHA emprant substrats definits

4.2.1.1 Acid nonanoic (C9:0)

Per a |’acid nonanoic (C9:0) s han assgjat tres concentracions diferents: 10, 15 i
20 g/L per tal de determinar quina erala concentracio optima tant per a la produccio de
biomassa com de polihidroxialcanoat (Hernadndez, 2003).

Tal i com es pot comprovar ala Figura4.42, la concentracio de 10 g/L de C9:0 és
massa baixa, ja que malgrat tenir una produccio de biomassa del 2,56 g/L, |I’acumulacio
de polimer és inferior al 5 % (p/p) i en 48h s ha assolit la fase estacionaria. D’ acord
amb els resultats obtinguts no nomeés hi ha limitacio de font de nitrogen sind que tot
sembla indicar que també hi ha limitacié de font de carboni. D’atra banda, la cinetica
per a cultiu amb 20 g/L de C9:0, mostra valors de biomassa i d’acumulacié de PHA
relativament alts, per a aquest tipus de substrat, 4,14 g/L i 1,12 g/L de biomassai PHA,
respectivament. L’ alta concentracié de font de carboni en el medi de cultiu dificulta la

manipulacio de les cdl-lulesi la seva quantificacio.
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Cultiu amb C9:0 (10 g/L) Cultiu amb C9:0 (20 g/L)
35 4,5
301 (@ 21 o
2,5 351
) 3,0 1
- 2,0 1 3 2,5 -
2 15 - 2 2,0 -
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1,0 4 10
0,5 | 0,5 -
00°r ‘ ‘ ‘ 00r ‘ ‘
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—o—pes sec (g/L) —O— pes res. (g/L) —o—pes sec (g/L) —o— pes res. (g/L)
P—‘HA (g/L) (g/LS
C9:0 (10 g/L) C9:0 (20 g/L)
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0 0,015 0,015 0 0 0,015 0,015 0
48 2,88 2,78 0,10 48 32 2,34 0,86
72 2,56 2,44 0,12 72 4,14 3,02 1,12

Figura 4.42. Cinétiques de creixement i produccié de PHA per a P. aeruginosa 42A2 en medi
MM1, 30°C, 120 rpm i inocul 2% (v/v). Les concentracions inicials de substrat assajades han
estat les segiients: (a) 10 g/L de C9:0i (b) 20 g/L de C9:0.

Aixi doncs, finalment es va decidir treballar a una concentraci6 intermitja, 15 g/L.

En la Figura 4.43 es mostra la cinética de creixement i de produccio de PHA per
al cultiu amb 15 g/L de substrat. Tal i com es pot comprovar, els resultats que s obtenen
son semblants as obtinguts en e cultiu amb 20 g/L de C9:0 i d'dtra banda la
manipulacié de les mostres és més facil. Tot i que e creixement cel-lular és
lleugerament inferior en el cas del cultiu amb 15 g/L de substrat, I’ acumulacié de PHA
€s més elevada, obtenint-se un percentatge d’ acumulacio de PHA del 33 % (p/p). Tal i
com es pot observar en la Figura 4.43, I"acumulacio té lloc tant a la fase exponencial
com alafase estacionaria.

En la Figura 4.44 es poden observar les diferents cinétiques d’ acumulacié de PHA
(% (p/p)) per a les concentracions de substrats assgjades. Tal i com s observa en la
Figura 4.44, e percentatge d’acumulacio en els cultius de 15 g/L i 20 g/L és molt
semblant, 33% i 27% (p/p) respectivament.

D’ atres especies de Pseudomonas com P. oleovorans i P. stutzeri, quan es fan

créixer emprant |’ acid nonanoic com a substrat son capaces d’ acumular fins a un 45 %
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(p/p) de PHA respecte el seu pes sec. No obstant val a dir que € creixement de
biomassa per agquestes espécies és molt inferior, 1,50 g/L, a I’obtingut en els cultius
amb P. aeruginosa 42A2 (Xi et al., 2000), (Kim et al., 2002).

C9:0 (15 g/L)

temps (h) pessec(g/L) pesres.(g/L) PHA (g/L) pH
0 0,015 0,00 0,00 6,80
24 1,79 1,39 04 7,24
48 2,83 2,01 0,82 8,09
60 4,03 3,03 1,00 8,90
72 3,95 2,63 1,32 8,89

Cultiu amb C9:0 (15 g/L)

9,00

- 8,00

(o)

pH

+ 7,00

6,00
72

48
temps (h)

—o— pes sec (g/L) —1— pes res. (g/L)
PHA (g/L) —O—pH

Figura 4.43 Cinética de produccio de biomassai PHA en un cultiu de P. aeruginosa
42A2 amb 15 g/L de font de carboni, en medi MM 1, 30°C i 120 rpm.

30,0 |
g —o— PHA-10 (g/L)
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Figura 4.44 Cinetica d'acumulacié de PHA (% (p/p)) per ales concentracions
assajades d’ acid nonanoic (10, 15i 20 g/L).
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4.2.1.2 Acid undecanoic (C11:0)

L’ altra font de carboni assgjada ha estat |’ acid undecanoic (C11:0), un acid gras
saturat amb una longitud de cadena d’ onze atoms de carboni. Per aquesta segona font
de carboni s'han assgat les seglients concentracions de substrat: 0,5, 10 i 15 g/L
(Cabellos, 2003).

Quan s utilitza I'acid undecanoic com a substrat s observa la formacié de dos
pigments en & medi de cultiu que dificulten la manipulacié de la mostra i la
quantificacié de la biomassa.

P. aeruginosa pertany a grup de les Pseudomonas fluorescens. Adquests
microorganismes produeixen pigments solubles en aigua (pioverdines) que presenten
fluorescéncia quan son exposats a la llum de Word (254 nm). Els pigments fluorescents
poden ser de color groc verdds o groc marronds. Aquests pigments es troben dissolts en
el medi de cultiu i no sdn solubles en cloroform. D altres pigments descrits per aquest
tipus de microorganismes son la pioverdina, la piocianinai la piorrubina. Aquest darrer
pigment és de color vermell i soluble en aigua. Els pigments son considerats com a
metabolits secundaris produits pels bacteris en condicions d'estres. La produccié de
pioverdines esta relacionada amb la concentracio de ferro en el medi de cultiu
(Marqués, 1982).

En les condicions de cultiu amb les quals s ha treballat s ha detectat 1a formacié
de dos tipus diferents de pigments: un de color groc fluorescent i totalment soluble en
aigua que segurament pertany a la familia de les pioverdines i un segon pigment de
color granatos que és insoluble en el medi de cultiu i que no s ha pogut identificar. La
formacié d'aguest segon pigment, entre les 48 h i 72 h de cultiu, dificulta la
quantificacié de la biomassa i € procés de mostratge. Sembla ser que existeix una
relacié directa entre la formacié d' aquest segon pigment, la concentracié substrat i €l
temps de cultiu, ja que a mesura que augmenta la concentracio de substrat tambeé
augmenta la formacié de pigment.

La formacio d aguest pigment granatos obliga a fer successius rentats de la biomassa
amb dissolvents organics. Per aquesta rad la biomassa es renta amb hexa:aigua en una
relacio 1:10 per tal d’eliminar e maxim de pigment possible, abans de fer qualsevol
mesura. Finalment es torna a rentar cél-lules amb aigua per eliminar les restes d hexa

per apoder ser liofilitzades.
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En la Figura 4.45 es mostren les cinétiques obtingudes per a les diferents
concentracions de substrat. Tal i com es pot observar, en les grafiques P. aeruginosa

42A2 creix molt bé quan s utilitzal’ acid undecanoic com a substrat.

Cultiu amb C11:0 (5 g/L)

1,0
@ 20
C11:0 (5 g/L) =
temps pes sec pesresidual PHA %PHA - 05 | 15 ?
(h) (g/L) (g/L) (g/L) (p/p) 2 10 &
0 0,015 0 0 0 _—
24 0,44 0,37 0,07 15,9
48 07 0,55 015 21,4 0.0 & ' ' H0
72 0,92 0,74 0,18 19,6 0 24 temps (ff)s 2
—o— pes sec (g/L) —0O— pes residual (g/L)
PHA (g/L) —0— %PHA (p/p)
Cultiu amb C11:0 (10 g/L)
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36 2,6 2,10 0,50 19,2 0,0 & T T + 0
48 2,81 2,26 0,55 19,6 0 24 48 72
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Cultiu amb C11:0 (15 g/L)

3,0 70
2,5 60
C11:0 (15 (g/L) -
temps pes sec pesresidual PHA %PHA ~ 2.0 40 S
= <
(h) (g/L) (g/L) (g/L) (p/p) Sl 30T
0 0,015 0,581 0 0 L0 \D/ 20 g
24 2,72 1,52 1,2 441 0.5 10
48 1,95 0,66 1,29 66,2 0.0 ' ' 0
0 24 48 72
72 2,86 1,65 1,21 423 temps (h)
—o— pes sec (g/L) —0O— pes residual (g/L)

PHA (g/L) —O0— %PHA (p/p)

Figura 4.45. Cinetiques de creixement cel-lular i de produccié de PHA emprant diferents concentracions
d’ acid undecanoic: (a) 5g/L, (b) 10g/L i (c) 15g/L.

En els cultius amb 5 g/L de C11:0, ales 24 h de cultiu I'acumulacié de PHA és

del 16 % (p/p) mentre que e creixement cel-lular és tan sols de 0,37 g/L. De totes
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maneres € cultiu continua creixent fins arribar ales 72 h de cultiu on s obté un pes sec
de 0,92 g/L i una acumulacié del 20 % (p/p). A les 48 h de cultiu la font de nitrogen
estava exhaurida i per tant no s espera que e microorganisme pugui créixer mes. Aixi
doncs sembla que en aquestes condicions existeix limitacio per font de nitrogen i
limitacio per font de carboni. Tal i com ja s ha descrit, S observa la formacié de dos
pigments, un de soluble i color groc fluorescent (pioverdina) i un pigment insoluble i
granat0s que costa molt de separar-los de la biomassa. Considerant que €l creixement
cellular en aquestes condicions de cultiu no és massa alt i les dificultats per separar
aquest pigment insoluble, podria existir cert error experimental en les mesures de pes
SEC.

En és cultius amb 10 g/L de C11.0 tant e creixement (pes residua) com la
produccié de PHA és molt millor. En tan sols 24 h, el pes seci el PHA son de 2,28 i
0,63 g/L, respectivament. El maxim d’acumulacié es troba a les 30 h de cultiu on
s arriba una acumulacio del 31 % (p/p). En canvi, e maxim de creixement cel-lular
(2,84 g/L) € trobem a les 72 h de cultiu. Aquest punt coincideix amb e minim de
produccié de PHA. Aquests resultats suggereixen que e cultiu esta limitat de font de
carboni i per tant hi pot haver despolimeritzacio del PHA acumulat per tal de que €
bacteri obtingui I’ energia suficient per a créixer i per al manteniment del sistema basal.
A les 72 h de cultiu la concentracié de substrat és baixa i per tant la ratio (C/N) no
afavoreix el procés de'acumulacié de PHA, perd s és suficient per a que el
microorganisme continu creixent.

En € cultius amb 15 g/L de C11:0, tot i que S aconsegueix el millor resultat de
d acumulacié de PHA (44 % (p/p)) en tan sols 24 h, I'aspecte de la biomassa i la
formacié d exopolisacarid en el medi, indiquen una possible toxicitat de la font de
carboni. Estudis previs realitzats per Huijberts et al. (1996) amb P. putida KT4224 i P.
resinovorans demostraren que un excés de font de carboni pot produir efectestoxicsi la
inhibicio tant del creixement cel-lular com de la producci6 de PHA (Huijberts and
Eggink, 1996).

En la Figura 4.46 es mostren les cinétiques d acumulacio per a les tres
concentracions de substrats assajades. Tot i que els resultats obtinguts indiquen que €
percentatge d acumulacié de PHA més alt s obté en els cultius de 15 g/L, la toxicitat
del mateix substrat fa que aquestes condicions de cultiu no siguin viables. D’altra
banda, els cultius amb 5 g/L de C11:0 tot i obtenir un bon percentatge d’ acumulacio

(20% (p/p)), €l creixement cel-lular és molt baix, 0,92 g/L. Aixi doncs, les millors
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condicions de cultiu tant per a la produccio de biomassa com de PHA es donen en els
cultius amb 10 g/L de C11:.0 on a les 30 h de cultius S obté un percentatge
d acumulacio de PHA del 31 % (p/p).

Acumulaci6 de PHA emprant acid undecanoic com a
substrat

70,0
60,0 -
50,0 |
40,0 -
30,0 -
20,0 -
10,0
00r
0

—— %PHA (0,5%)
—0— %PHA (1%)
%PHA (1,5%)

% PHA (p/p)

24 48 72
temps (h)

Figura 4.46. Grafica dels processos d’acumulacio (%(p/p)) de PHA per a les diferents
concentracions de substrat assgjades: 5 (0,5%), 10 (1%) i 15 (1,5%) g/L d'acid
undecanoic.

En un estudi redlitzat per Barbuzzi et al. (2004), treballant amb P. aeruginosa ATTC
27853 i emprant acid undecanoic com a substrat, la produccié de biomassa total i el
percentatge d acumulacio de PHA, és de 0,72 g/L i 4,4 % (p/p) respectivament
(Barbuzzi et al., 2004). D’altra banda aguestes dades contrasten amb els valors
obtinguts per Xi et al. (2000) que treballant amb P. stutzeri 1317, obtenen una
produccié de biomassa de 2,20 g/L i unaacumulacio del 66,3 % (p/p) (Xi et al., 2000).

4.2.1.3. Acid 10-undecenoic (C11:1)

Com s’ ha comentat anteriorment, per tal de poder funcionalitzar el polimer es va
creure interessant assgjar una font de carboni que contingués un grup funcional diferent.
S'ha descrit que d' atres especies de Pseudomonas com P. putida KCTC 2407 o P.
oleovorans poden créixer en presencia d'acid 10-undecenoic (C11:1) (Kim et al.,
1997), (Park et al., 1998) (Dufresne et al., 2001). Aquesta font de carboni conté un grup
vinil que li confereix molta reactivitat ja que pot ser modificat quimicament per tal
d obtenir un grup més polar (com per exemple un grup diol o un grup acid), canviant

aixi les caracteristiquesinicials del polimer.
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Tal i com es pot comprovar en les corbes de creixement (Figura 4.47), aquesta
font de carboni sembla que és bastant més dificil d’ assimilar per a bacteri que els altres
substrats assgjats fins ara. En les grafiques de les cinétiques de creixement i produccié
de PHA es pot observar com a mesura que S augmenta la concentracio de font de
carboni, el creixement bacteria és més lent i necessita d’ una fase de laténcia o adaptacio

més llarga.

Cultiu amb C11:1 (5 g/L)
3,0 9

251 (a) /<L 85
C11:1(5g/L) i

temps p.sec PHA p.residual [N] =
(h) (/L)  (g/L) (g/L) (g/L) PH 2
0 0,02 0 0,02 0,581 6,70
24 - - - 0,581 7,13
48 1,78 0,15 1,63 0,216 8,01
72 254 016 2,38 0216 8,40 "o 4 48 7
temps (h)
—o—p.sec (g/L) —O0— PHA (g/L)
—— g:'esidual (g/L) ——[N] (g/L)
Cultiu amb C11:1 (10 g/L)
2,5 8,5
C11.1 (10 g/L) 20 (0 Ls
temps p.sec PHA p.residual [N]
m  @L  @L @ @r) PF 2]
0 0,02 0 0,02 0,581 6,50 = 1,0
24 0,02 - - 0,581 6,52 |
36 0,54 - - 0359 7 057
48 2,18 - - 0,288 7,11 0,0
72 2,31 0,25 2,06 0,058 7,95 0 24 48 72
temps (h)
—o—p.sec (g/L) —0— PHA (g/L)
—D— ’r;if'esidual (g/L) ——[N] (g/L)
Cultiu amb C11:1 (20 g/L)
25 ‘ 9,5
C11:1 (20 g/L) 2.0 1 © :5
temps p.sec PHA p.residual [N] oH 151 8
(h) (/L)  (g/b) (g/L) (g/L) 3 =l
0 0,015 0 0,015 0,581 6,50 T 10 5
72 2,38 0,2 2,18 0,012 7,00 057 7
926 1,69 0,27 1,42 0,012 8,18 ’ 6.5
120 2,14 0,11 2,03 0 8,68 0,0 T T > > * x 6
144 2,01 0,08 1,93 0 8,95 0 24 48 72 96 120 144
temps (h)
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Figura 4.47. Cinétiques de creixement i produccié de PHA emprant diferents concentracions d' acid 10-
undecenoic com afont de carboni: (a) 5g/L, (b) 10 g/L i (c) 20 g/L
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No es pot considerar que aquesta font de carboni sigui toxica per al
microorganisme, perd si que s observa un cert efecte d’'inhibicié del creixement i un
augment de lafase de latencia
En la Figura 4.48 hi ha representades les corbes de creixement per a les diferents
concentracions de substrat assgjades i Sobserva clarament com a mesura que
s augmenta la concentracié de font de carboni, la fase de laténcia es va allargant. Aixi
doncs, per a la concentracido de 5 g/L i 10 g/L Sarriba a la meitat de la fase
d exponencial entre les 30-36 h de cultiu, no aixi per a cultiu de 20 g/L on
practicament la fase de laténcia es duplicai S arriba ala meitat de lafase exponencia a
les 60 h de cultiu. D’ acord amb Bear et al., (1997), quan de P. oleovorans ATCC 29347
es fa créixer en un medi mineral minim i emprant acid 10-undecenoic (20 mM o 3,7
g/L) com a substrat té unafase de laténcia de 37 h (Bear, 1997).

Corba de creixement per a diferents concentracions

de C11:1
3,0
2,5
o
3 2,0 1
@ 15
é ,
2 1,0 —0—C11:1 (59g/L)
05 1 —0— C11:1 (10 g/L)
—A— C11:1 (20 g/L)
0,0 ‘ ‘ ‘
0 24 48 72 96 120 144
temps (h)

Figura 4.48. Efecte de la concentracio d’acid 10-undecenoic (C11:1A10) sobre la
fase de laténcia.

Enelscultiusamb 5 g/L i 10 g/L , S obté la produccié maxima de biomassa ales 72h de
cultiu, 2,54 g/L i 2,31 g/L, respectivament. En ambdos cultius s aconsegueix un
percentatge d’acumulacio de PHA del 10 % (p/p). En el cultiu amb 20 g/L de substrat a
les 96 h de cultiu s'obté 1,62 g/L de biomassai 0,27 g/L de PHA. Aquests valors estan
en concordanca amb els descrits per Bear et al., (1997), on en cultius amb P.
oleovorans ATCC 29347 i acid 10-undecenoic (20 mM) han obtingut un 13 % (p/p)
d acumulacio de PHA (Bear, 1997). Tot i que en els cultius de P. aeruginosa 42A2
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amb 20 g/L de substrat s obté un percentatge d’acumulacio de PHA del 19% (p/p),
degut a la presencia de substrat residual i a la formacié d exopolisacarid, la
manipulacié de la mostra es fa més dificil. Els resultats obtinguts per P. aeruginosa
42A2, tant de biomassa com de PHA, son millors als descrits per Kim et al. (2000) en
cultius amb P. putida KCTC 2407 on obtenen una produccié de biomassa de 0,40 g/L i
1,8 % (p/p) d’acumulacio de PHA, ales 48 h de cultiu. Va adir pero que treballen amb
concentracions de substrat molt baixes (10 mM), possiblement degut a les
caracteristiques del microorganisme i del mateix substrat.

En els cultius amb 20 g/L el creixement és molt lent i sembla que existeix algun tipus
d’inhibicié o efecte retardador del creixement per part de la font de carboni. Malgrat
gue ales 72h de cultiu s arriben a valors semblants als altres cultius, I’ aspecte del cultiu
no és bo i s observalaformacié de exopolisacarid que dificulta la quantificacio tant de
biomassa com de PHA. Tot i que es deixa & cultiu més hores dincubacio, €
microorganisme després de 144 h de cultiu no ha pogut consumir la font de carboni. Es
realitzen analisis qualitatives per cromatografia de gasos de |’ extraccid organica del
sobrenedant i es confirma que lamajor part de lafont de carboni continua en el medi de

cultiu.

D’acord amb els resultats obtinguts en els apartats anteriors es va decidir fer
créixer P. aeruginosa 42A2 emprant |’ acid 10-undecenoic (C11:1) i I’ acid undecanoic
(C11:0). S'han estudiat diferents condicions de cultiu per tal de veure quina era millor
per a obtenir una bona produccié de biomassai PHA., per tal d’ aconseguir un polimer,

lacomposicio del qual, reflecteixi lacomposicio dels substratsinicials.

4.2.1.4 (C11:1+C11:0)

i. Cultius en condicions proliferants.

D’ acord amb els resultats obtinguts en els estudis previs amb les diferents fonts de
carboni, es decideix combinar I’acid 10-undecenoic i I’acid undecanoic, per tal de
comprovar si es pot produir un polimer que continguin monomers saturats i monomers
insaturats. D’aguesta manera s obtindria un polimer que es podria modificar
quimicament, per a final obtenir un nou polimer amb una regié hidrofobicai unaregiod
hidrofilica.
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S'han realitzat assajos previs per tal de veure si I’ordre d’addicié de les fonts de
carboni eraimportant o no, i S ha comprovat que quan s addiciona primer e C11:0, es
necessiten temps de cultius més llargs degut ala fase de laténciadel C11:1. A I'alargar
el temps de cultiu, laformacio de pigment també augmentai fa que a final € cultiu no
sigui viable. Per tant, es va decidir utilitzar el C11:1 com a primer substrat i el C11:0
com a segon substrat.

En la Figura 4.49 es mostren les cinetiques de cultiu emprant les dues fonts de
carboni (C11:1i C11:0). En ambdés casos S utilitza el C11:1 com a primer substrat i al
cap de 60 h de cultiu s addiciona el C11:0. Es va provar d’ addicionar un suplement de
nitrats conjuntament amb el segon substrat per tal de millorar € creixement (veure
Figura 4.49(a)). En I’experiment on es subministra també el suplement de nitrats, el
creixement és més alt, arribant a’5,36 g/L de pes sec ales 24 h de |’ addicié de la segona
font de carboni. No obstant, tot i que la produccié de PHA ha augmentat de 0,2 g/L a
1,3 g/L, shan obtingut millors resultats en els cultius on no s’ha addicionat €l
suplement de nitrats. En aguest segon cas, €l creixement cel-lular és molt baix (de 3,40
g/L) perd en canvi el percentatge d’ acumulacio és del 45% (p/p). Abans de I’ addicié del
C11:0, I’acumulacio eranomés del 10 % (p/p).

temps p.sec p.residual PHA % PHA temps p.sec p.residual PHA % PHA
(W) (g/L) (g/L) (g/L) (p/p) (h) (g/L) (g/L) (g/L) (p/p)
0 2,43 2,25 0,18 7,4 0 1,83 1,65 0,18 9,8
24 5,36 4,09 1,27 23,7 24 3,40 1,87 1,53 45,0
48 4,80 3,92 0,88 18,3 48 3,50 2,24 1,26 36,0
Cultiu C11:1A10 (10 g/L)+ [C11:0 (10 g/L)+supl.NO3 Cultiu C11:1A10 (10 g/L)+ C11:0 (10 g/L)
6 6
(a) (b)
4 p. sec (g/L) 4 p. sec (g/L)
(glL) (9/L)
—0O— p. residual —O— p. residual
2 (g/L) 2 (g/L)
—A— PHA (g/L) ——PHA (g/L)
0 i 0
0 24 48
temps (h) 0 24 temps (h) 48

Figura 4.49. Cinétiques de produccié de biomassai PHA emprant C11:1A10 i C11:0 com a substrats.
En ambdues grafiques el temps O h correspon a un precultiu de 60-72 h amb C11:1A10 (10 g/L) com a
substrat. En la Figura 4.49-a, s ha addicionat un suplement de NOs conjuntament amb |a segona font
de carboni.
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En ambdés casos, € temps optim tant per obtenir el maxim de biomassa com el maxim
d acumulacio de PHA és ales 24 h després de I’ addicié del segon substrat, ja que ales
48 hores ja s observa un descens del percentatge d’ acumulacié. Amb aguest experiment
s’ha comprovat que P. aeruginosa 42A2 pot créixer i acumular PHA emprant dos
substrats, C11:1 i C11:0, de forma seqliencial. Ara bé, e que realment ens interessa es
veure com realment ha acumulat aguest PHA, és a dir, si ha addicionat les unitats de la
segona font de carboni sobre el polimer ja existent PHA(C11:1-co-C11:0), o s per a
contrari € que produeix és una barreja fisica dels copolimers de cada font de carboni,
PHA-C11:1 i PHA-C11:0. També cal considerar la possibilitat de que per tal de poder
acumular el segon polimer PHA-C11:0, es degradi €l polimer ja acumulat de la primera
font de carboni, PHA-C11:1. Per aix0 en |’ apartat 4.2.3 s andlitzara les estructures dels
PHAs obtinguts amb les técniques de CG, RMN i CG-EM.

En un estudi realitzat per Kim et al. (1997), on es va aimentar de forma sequiencial
amb acid 10-undecenoic (C11:1, 10 mM) i acid nonanoic (C9:0, 10 mM), un cultiu de
P. oleovorans, es va obtenir una acumulacio de PHA del 35% (p/p) i un creixement
cel-lular de 1,4 g/L (Kim et al., 1997). De forma analoga, Bear et al., (1997), treballant
també amb cultius de P. oleovorans pero emprant acid octanoic i acid undecenoic com
a substrats aconsegueix produir PHAs amb diferents percentatges relatius de monomers
insaturats, amb una acumulacio de PHA entreel 17 %1 & 32 % (p/p).

ii. Condicions no proliferants

Tot i que trebalant en cultius proliferants s’ha obtingut bons rendiments
d acumulacio totals, entre el 24 % i € 45 % (p/p), només un 7-10 % (p/p) prové de la
font de carboni insaturada (C11:1). De manera que, tal i com es comprovara més
endavant amb les andlisis de CG-EM i RMN, el polimer que s obté a partir de cultius
proliferants esta compost principalment per unitats saturades procedents de |’acid
undecanoic (C11:0). Per tal d'intentar regular la composicié monomerica es va treballar
en condicions no proliferants. D’ aquesta manera el microorganisme al no tenir font de
nitrogen per a créixer pot emprar directament la font de carboni subministrada per a
produir PHA.

Per as experiments en condicions no proliferants es va agafar la biomassa
obtinguda dels precultius de P. aeruginosa 42A2 amb 10 g/L de C11:1, i es va rentar
amb una solucié de NaCl (0,9 %) per tal d eliminar les restes de nitrogen residual. A

continuacié es va reconcentrar les cdl-lules en soluci6 amortidora de SOrensen
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(pH=7,21) i esvaaddicionar C11:1 per una concentracio final de 5 g/L. Passades 24 h o
48 h de cultiu en condicions no proliferants, en alguns dels matrassos es va addicionar
la segona font de carboni (C11:0) també per a una concentracio final en el cultiu de 5
g/L.

En la Figura 4.50 es mostren els resultats obtinguts en dos experiments en
condicions no proliferants, NP-4 i NP-6. En ambdds experiments, (1) fa referencia als
matrassos on només s ha addicionat C11:1 a I'inici dels cultius en condicions no
proliferants. De manera que, NP-4(1) i NP-6(1) son experiments equivalents i (2) fa
referencia als matrassos en els quals s ha subministrat també el segon substrat (C11:0) a
les 24 h de cultiu, en el casde NP-4(2) i ales 48 h de cultiu, en €l cas de NP-6(2).

NP-4 NP-6
6 6
4 l 4 l
o -
23 2
2 2
0 ‘ ‘ \ 0 ‘ ‘
0 24 48 72 0 24 48 72 96
temps (h) temps (h)
—o— Pes sec-1 (g/L) —=— Pes sec-2 (g/L) —0— Pes sec-1 (g/L) —=— Pes sec-2 (g/L)

NP-4 NP-6
4,00 4,00
_ l o
?;,,l 2,00 ) 2,00 l
0,00 , 0,00 - . f
0 24 48 72 0 24 48 72 96
temps (h) temps (h)
—o— PHA-1 (g/L) —=— PHA-2 (g/L) —o— PHA-1 (g/L) —=— PHA-2 (g/L)

Figura 4.50 Cultius en condicions no proliferants. Les grafiques mostren els resultats de
dos experiments diferents. En tots els matrasssos se'ls ha addicionat 5 g/L de C11:1 a
I'inici dels cultius en condicions no proliferants. (a) experiment NP-4, on a les 24h de
cultiu no proliferant, en el matras 2 s’ ha addicionat 5 g/L. de C11.:0. (b) experiment NP-6,
on ales 48 h de cultiu no proliferant s'ha addicionat 0,5 g/L de C11:0. S haindicat amb
unafletxaverdael punt d addicio del segon substrat (C11:0).

En tots els experiments, durant les primeres hores de cultiu no proliferant

S observa una forta davallada del pes sec que es fa dificil d’explicar. S ha descrit que
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les cél-lules a passar d'un medi proliferant a un no proliferant poden experimentar una
reduccio de mida i de pes. Es podria considerar la possibilitat de lisis cel-lular, pero €l
recompte de viables redlitzat, indica que e nombre de cél-lules viables es manté
practicament constant. No obstant, en alguns dels casos |a péerdua de pes observada és
considerable, per aixo un altre factor atenir en compte és|’ error experimental. Per afer
les mesures de biomassa s han fet rentats amb hexaaigua (1:10) (v/v) per tal d’ eliminar
lafont de carboni residual. Laformacié d exopolisacarid, en el medi de cultiu també ha
dificultat molt tant el mostratge com els seus rentats, per tant podria ser que part de la
biomassa s hagués perdut durant aguests proceés.

En el cas de NP-4(1) i NP-6(1), on només s ha addicionat C11:1, S observa un
[leuger augment de produccié de PHA. No obstant, a temps llargs de cultius, es tornaa
observar un descens en |I’acumulacié de PHA possiblement degut a la biodegradacio
intracel -lular del PHA (Ren et al., 2005).

En canvi en els experiments, NP-4(2) i NP-6(2) es detecta un fort increment en la
produccié de PHA després de I'addicié dels dos substrats. Segurament després de
I’addicié del C11:1, e procés de despolimeritzacié i e de biosintesis es donen
simultaniament. El fet que el resultat final sigui un increment net en la produccio de
polimer pot ser degut a que € procés d’acumulacio de la segona font de carboni
(C11:0) és més rapid que el procés de despolimeritzacié. Tal i com s ha pogut veure en
les cinétiques de produccié del PHA-C11:0 (apartat 4.2.1.2), P.aeruginosa 42A2 pot
acumular fins aun 31 % (p/p) de PHA-C11:0 en tan sols 30 h de cultiu. O bé, d'atra
banda, I’excés de font de carboni en e medi, fa que el microorganisme no necessiti
despolimeritzar el PHA ja acumulat i per tant I’augment en la produccié de PHA sigui
lasumadel PHA-C11:1i del PHA-C11.:0.

En ambdds casos s'ha arribat a valors d’acumulacié del 60-80 % (p/p) de PHA i
posteriors analisis (RMN i CG-EM) han demostrat |a presencia de monomers saturats i
insaturats en el polimer final. Malgrat el's bons resultats obtinguts, aquesta estratégia de
cultiu no és adequada per la seva complexitat per |I'escalat a bioreactor. Aquests
percentatges d’ acumulacio ja s havien detectat anteriorment quan P. aeruginosa 42A2

esfeiacréixer en acid oleic i en condicions no proliferants (Culleré, 2002).

4.2.2. Escalat a bioreactor
Per a dur aterme I’ escalat a bioreactor es va treballar en condicions proliferants.

L’ anic inconvenient era que d’acord amb els resultats obtinguts en els experiments en
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matrassos, €l polimer que s obtenia 0 bé no contenia monomers insaturats o en alguns
casos S havia detectat un percentatge molt baix. Per aix0, es va intentar augmentar €l
percentatge de monomers insaturats mitjancant la regulacio del régim d’alimentacio en
els cultius amb bioreactor. Per aix0 va ser necessari realitzar alguns gjustos en les
condicions de cultiu.

Un dels principals problemes son les fonts de carboni. Ambdés substrats tenen
punts de fusié al voltant de 20-25 °C i per tant solidifiquen a la temperatura de treball,
de manera que dificulta I'Gs de bombes peristaltiques en el subministrament dels
substrats en el bioreactor, ja que s obturen tots els tubs. Per aix0 i per guestions de
solubilitat en el mateix bioreactor, es va decidir treballar amb les sals sodica i potassica
del C11:1 i C11:0, respectivament. Previament es realitzaren alguns experiments en
matrassos per tal d estudiar e comportament dels substrats en forma de salsi gjustar la
seva concentracio. Possiblement, la concentracié dels substrats emprada fins ara en els

experiments en matrassos és massa alta per atreballar en bioreactor.

Produccié de biomassa
temps (h) C11:1 (10 g/L) NaC11:1(10g/L) NaC11:1 (5+5g/L)

0 0,015 0,015 0,015
24 0,02 1,10 0,76
36 0,54 2,23 1,95
48 2,18 2,38 1,95
72 2,31 2,89 4,41

Producci6 de biomassa

5,0
4,0 -
a —0—C11:1 (10 g/L
3 30 1 (10 g/L)
o —0—NaC11:1 (10 g/L)
(0]
z 2,0 —A—NaC11:1 (5+5 g/L)
o
1,0
0,0 ¥ ‘
0 24 emps (KB 72

Figura 4.51. Cultius de P. aeruginosa 42A2, en medi MM1, 30 °C i 120 rpm. Cinética
de creixement emprant com a font de carboni acid undecenoic (C11:1) i undecenoat sodic
(NaC11:1).
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A laFigura 4.51 es comparen els resultats de produccio de biomassa obtinguts en
els diferents experiments realitzats emprant I’undecenoat sodic (NaC11l:1) com a
substrat i prenent com a referencia la produccié de biomassa en els cultius amb 10 g/L
d acid 10-undecenoic (C11:1).

Tal i com es pot veure s ha preparat un cultiu discontinu amb 10 g/L de NaC11:1i
un cultiu discontinu de (5 g/L + 5 g/L) de NaC11:1. En la Figura 4.51 es mostren les
corbes de creixement tant per I’acid 10-undecenoic com per a |’ undecenoat sodic i es
pot observar que quan es treballa amb aquest segon substrat, no tan sols es millora la
produccio de biomassa sind que també es redueix lafase de latencia.

Quan es subministra els 10 g/L de substrat en dos polsos de 5 g/L cadascun
S aprecia un augment considerable de la biomassa després de la segona addicié de
NaC11:1 ales 48h, assolint una producci¢ de biomassade 4,41 g/L ales 72 h de cultiu.
Aquest valor esta molt per damunt dels que s han assolit en els atres dos experiments,
231 g/L i 2,89 g/L, per a cultiu discontinu amb C11:1 i € cultiu discontinu amb
NaC11:1, respectivament. En el cas del cultiu discontinu amb els dos polsos de
NaC11l:1 s'ha quantificat el percentatge d'acumulacié per cromatografia de gasos,
obtenint ales 72 hores de cultiu, unaacumulacio de PHA del 22 % (p/p).

Quan estreballaamb NaC11:1, el substrat és completament soluble en el medi de
cultiu i aixo fa que estigui més biodisponible pel microorganisme i gjuda a la reduccié
de lafase de latencia

En tots els processos en €l bioreactor es treballaa 30 °C, pH =7,0 i esfixala pO;
(concentracié d’ oxigen dissolt) a 50 % . El pH es regula amb una solucié d'acid
fosforic (10 %) i la pO, es regula amb €l cabal d'aire (0,5-5 L/min) i amb |’ agitacié
(400-1400rpm).

4.2.2.1 Bioreactor HPR-F5
L’ objectiu d’aguest bioreactor és |’obtencié de PHA a partir de dos substrats
(NaC11:1 i KC11:0) mitjancant un cultiu alimentat. Aixi com també I’estudi de

I’evolucid i el comportament del cultiu amb aquestes noves condicions de cultiu.
Primerament, mitjancant una alimentacio discontinua per polsos s addicionara €
NaC11:1 fins a una concentracio final en e cultiu de 5 g/L (27 mM). La segonafont de
carboni s addicionara mitjancant una alimentacio continua fins a una concentracio final
en el bioreactor de 5 g/L (27 mM). Tant els polsos com € cabal continu de substrat

dependrade I’ evoluci6 del cultiu.
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S'inocula e bioreactor amb un precultiu de 24 h emprant citrat sodic (20mM)
com a font de carboni. La concentracio inicial de nitrogen és de [N]=0,58 g/L i la pO,
inicial és del 100%. La pO, és un indicador del creixement del cultiu, aixi doncs a
mesura que el cultiu creixi la pO; aniradisminuint finsal 50 %.

Un cop €l bioreactor esta inoculat s'addiciona un pols de 30 g de la primera font
de carboni que equival a una concentracio a dins del reactor de 3,6 mM. Es controla €l
consum de la font de carboni mitjangant mesures de TOC (Total Organic Carbon).
S observa que rapidament les cél-lules comencen a consumir la font de carboni, tal i
com ho indica la pO, que va disminuint (linia blava del grafic) i passades 6h de cultiu
s addicionen 70 g més de lasal sodicadel C11:1.

En la Figura 4.52, s observa com a llarg de les seguients 12 h hi ha creixement
cel-lular, ja que no només ha disminuit €l valor de la pO, siné que per a mantenir €l
valor fixat de pO, a 50% hi ha hagut un augment de I’ agitacio (linia marré). El valor
de I’ agitacio inicial s haviafixat a 400 rpm i passades les 12 h de cultiu ha incrementat
a 800 rpm (amb un pic de 900 rpm), indicant aixi un consum d oxigen considerable.
Malgrat que la font de carboni no s ha consumit completament, s’ addiciona un pols de
70gdeNaCl1:1
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Figura 4.52. Cultiu alimentat de Pseudomonas aeruginosa 42A2. En el grafic es mostra en diferents
colors I'evolucié dels parametres de cultiu: PO, (blau), € cabal d'aire (negre), € pH (taronja),
I"agitacio (rpm) (marrd), pressié dins del bioreactor (vermell) i pesdel cultiu (rosa).
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Amb agquesta darrera addicié la pO, es dispara com a consegiencia de la formacié
d’escumaen el medi de cultiu. Aquest augment d’ escuma va acompanyat d’ un augment
de la pressio (color vermell) a dins del reactor tal i com es pot observar en e gréfic. El
pH també augmenta finsa pH 7,51 es necessari |’addicio d acid. No ésfinsales 60 h
de cultiu que & sistema s estabilitza i la PO, torna a decréixer fins a 50 %. Es
comprova que €l nitrogen esta practicament exhaurit a I’igual que la font de carboni,
per aixo es torna a addicionar un pols de 35 g de NaC11:1. En les segients 3-4 h €
consum de nitrogen i de font de carboni és molt rapid i aix0 es tradueix en un augment
de la biomassa.

De totes maneres, a llarg de tot e procés s’ ha observat laformacio de biofilms de
manera que €l cultiu no és prou homogeni i fa pensar que €els valors que s obtenen de
biomassa poden no ser prou representatius. A les 80 hores de cultiu els valors de TOC
indiquen que el primer substrat ha estat practicament consumits i que també s ha
consumit tota la font de nitrogen. Es va addicionar un primer pols de 50 g del segon
substrat, KC11:0, seguit d'un cabal d’alimentacid constant de 0,4 mL/min. Com que la
font de nitrogen esta exhaurida és d’ esperar que el creixement sigui baix i que el segon
substrat es consumeixi per a la produccié de PHA (veure Figura 4.53). Aixi doncs,
final del procés s ha addicionat 25 mM de NaC11:1i 27 mM de KC11:0. Al llarg del
cultiu s han readlitzat dues andlisis del contingut i composicié del PHA acumulat: (1) a
les 74 h de cultiu abans d’addicionar el segon substrat i (2) a final del procés quan
S havien addicionat els dos substrats.
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Figura 4.53. Bioreactor HPR-F5. La grafica mostra el consum
de font de nitrogen i font de carboni, conjuntament amb la
produccio de biomassa. La fletxa indica I'addicio del segon
substrat (KC11:0) ales 80 h de cultiu.
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A les 74 h de cultiu, I’acumulacié de PHA a partir de NaC11:1 éstan solsdel 6 %
(p/p) mentre que I’acumulacio a les 103 h de cultiu ha augmentat fins a 39 % (p/p),
indicant que majoritariament el procés d'acumulacié ha tingut lloc en la fase
estacionariadel cultiu i basicament a partir del 1a segona font de carboni (KC11:0), tal i
com es reflecteix en la composicié monomericadel polimer (veure apartat 4.2.3).

De totes maneres, € fet que practicament no hagi produit PHA a partir del primer
substrat es degut al fet que larelacié (C/N) no era la optima ja que la concentracio de
substrat era baixa. En els experiments en matrassos i treballant amb 10 g/L de substrat
S obtenia una acumulacio de PHA del 8-10 % (p/p). En la primera etapa del proces,
I"alimentacio per polsos, a I’inici del cultiu, fa que la concentracié de substrat sigui
baixa i la presencia de font de nitrogen alta, de tal manera que € microorganisme
utilitza el primer substrat per a créixer i no és fins que la font de nitrogen s ha exhaurit
gue comenca a acumular. Aquest punt coincideix amb I’addicié de la segona font de
carboni, la qual cosa explicaria que € procés d’ acumulacioé hagi tingut lloc en la fase
estacionariadel cultiu.

En la Taula 4.13 es resumeixen els resultats obtinguts en el bioreactor HPR-F5,
aixi com tambe els rendiments del procés: rendiment cel-lular (Yx/s) (g/L de biomassa/
g/L de substrat) i rendiment de producte (Y p/s) (g/L PHA/ g/L de substrat).

Taula 4.1. Cacul dels rendiments totals i parcials per a cadascuna dels
substrats. En e procés HPR-F5 s'ha subministrat a cultiu 4,6 g/L de
NaC11:1A10i 5 g/L deKC11:0.

HPR F5 NaC11:1 KC11:.0 total procés
Biomassa (g/L) 1,22 0,3 1,52
PHA (g/L) 0,09 0,50 0,59
PHA (%p/p) 7,10 31,90 39
temps (h) 74 29 103
Yx/s 0,27 0,06 0,16
Yp/s 0,02 0,10 0,06

El cacul de rendiments del procés confirma que P.aeruginosa 42A2 ha emprat el
primer substrat (NaC11:1) per a créixer, tal i com mostra e seu rendiment cel-lular,
Y x/s=0,27, molt superior a de la segona font de carboni (KC11:0), Yx/s=0,06. En
canvi, €l rendiment de producte, Y p/s, és més at en el cas del segon substrat. Per tant,

es confirma gue en aquestes condicions de cultiu, P. aeruginosa 42A2 ha emprat €l
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NaC11:1 pricipalment per ala produccio de biomassai el KC11:0 per ala produccié de

polimer.

4.2.2.2 Bioreactor HPR-F7

L’ objectiu d'aquest experiment és augmentar €l percentatge de monomers

insaturats en la composicié fina del polimer. Basicament, es canviara |’ estrategia
d alimentacié per tal de millorar € procés d’ acumulacié de PHA a partir del primer
substrat (NaC11:1). L’ objectiu és addicionar 54 mM de NaC11:1 (10 g/L) jaque en els
experiments en matrassos s aconseguia una acumulacio del 21 % (p/p). Pel que faala
concentracio del segon substrat (KC11:0) es mantindraigual, a27 mM (5 g/L).

El reactor s'inocula amb un precultiu de 24 h de P.aeruginosa 42A2 en citrat
sodic (20mM) i una densitat optica de 1.25. La PO, esfixaa 50 % i es regulara amb el
cabal d'aire i amb |’agitacio. El pH es fixaapH 7 i es regulara amb |’addicio d' acid
fosforic.

S'inicia el cultiu amb un primer pols de 57.2 g de la solucié de NaC11:1. D’ acord
amb el grafic del procés (veure Figura 4.54), lafase de laténcia és tan sols de 4-5 h. A
partir de les 5 h de cultiu S observa una forta davallada de la pO. (linia blava) que ales
10 h de cultiu arriba al 50 % que és el valor que hem fixat. A partir d’ aqui sembla que
hi ha un fort creixement cel-lular ja que per tal de mantenir la pressié d’ oxigen a 50%
es necessari augmentar |’ agitacié fins a 500 rpm (linia marrd) aixi com també el cabal
d aire de 0,5 a 1 L/min (linia negra). A les 19 h de cultiu, d acord amb els valors
obtinguts de TOC, s ha consumit practicament tot € substrat (NaC11:1). Es torna a
addicionar un pols de 42,8 g de NaC11:1. Aquesta segona addicié es consumeix més
rapid i s'observa un augment de la biomassa. S addicionen dos polsos de 50 g de
NaC11:1A10 a llarg de les segients 24 h. Per tant, a les 44 h de cultiu, ja S ha
addicionat 5 g/L de NaC11:1, la mateixa quantitat que en el bioreactor HPR-F5 s havia
addicionat en 74 h. Entre les 36 h i 42 h torna a haver-hi una etapa de creixement i es
necessari regular la pO, (linia blava) amb I’ agitacié (linia marrd) aixi com també amb
el cabal d'aire (linia negra). A les 52 h de cultiu es detecten problemes en la sonda de
pH i es decideix fixar el pH a7,5.

Com el consum de font de carboni és bo i € cultiu esta en fase exponencial és
ddna un pols de 150 g de font de carboni. Malgrat que e substrat s’ ha anat consumit

també s ha format molta escuma que ha fet que hi hagi sobrepressio dins del reactor
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(linia vermella). En les successives mesures de biomassa i de densitat optica s observa
un decreixement com a consequencia del “rentat parcial” del cultiu.
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Figura 4.54 Cultiu discontinu alimentat de Pseudomonas aeruginosa 42A2.en el procés HPR-F7. En
el grafic es pot observar les successives addicions de substrat. També es mostra en diferents colors
I"’evolucié dels parametres de cultiu: PO, (blau), el cabal d'aire (negre), € pH (taronja), I’ agitacio
(rpm) (marrd), pressié dins del bioreactor (vermell) i pes del cultiu (rosa). També es mostra la
regulacio de laPO, amb lavelocitat d' agitacid i el cabal d aire.

Malgrat que s'utilitza un trencador d'espuma mecanic no és suficient i
s addicionen 10 mL d antiespumant (PPG). Malgrat tot, tal i com es pot veure en el
grafic s’ han perdut 2-3 litres de cultiu amb el procés de foaming out. Tot i que ales 75h
de cultiu laformacié d’ espuma no s ha aconseguit controlar es decideix continuar amb
el procés. A les 90 h de cultiu, la formaci6 d’ espuma ha disminuit i € cultiu continua
creixent tal i com es pot observar en e grafic de la Figura 4.54. També s observa un
augment del cabal d'aire fins a 2,0 L/ min i sobretot destacar I’augment de I’ agitacio
finsa 720 rpm.

A les 95 h de cultiu s'ha subministrat NaC11:1 per a una concentracio final en €
bioreactor de 42 mM (7,8 g/L) i s ha consumit totalafont de nitrogen. Tot i que no s ha
addicionat la concentracié prevista del primer substrat es decideix comencar a
addicionar € segon substrat (KC11:0). Un cop €l sistema esta estabilitzat i malgrat
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haver perdut part del volum del cultiu, es subministra la segona font de carboni seguint

una estratégia d’ alimentaci6 discontinua, ésadir, es subministrael KC11:0 amb polsos.

Taula 4.13. HPR-F7. Cultiu discontinu alimentat de P. aeruginosa 42A2 amb
42mM NaC11:1i 20 mM KC11:0. En la taula es mostra la concentracio de
biomassa, pes residual i PHA en funci6 del temps, aixi com també la
concentraciéo de N i TOC al llarg del procés HPR-F7. En aquest bioreactor
S ha seguit una estratégia d’alimentacio discontinua per polsos per ambdues

fonts de carboni.
temps p.sec PHA p.residual % PHA N (g/L) TOC
(h) (g/L) (g/L) (g/L) (p/p) (mg/L)
0 0,04 - - - 0,581 550
19 0,36 - - - 0,407 462
22 0,02 - - - 0,233 723
24 - - - - 0,233 400
25 - - - - 0,233 869
44 0,20 - - - 0,233 791
45 0,21 - - - 0,233 1128
48 0,28 - - - 0,233 1297
52 0,30 - - - 0,233 1075
54 - - - - 0,233 3280
67 0,64 - - - 0,116 2735
68 0,70 - - - 0,116 2077
69 0,58 0,14 0,44 23,72 0,116 2395
72 0,34 - 0,116 1818
75 0,3 0,07 0,23 22,14 0,116 1836,5
93 2,1 0,22 1,88 10,67 0,058 1496
94 1,8 - 0,023 1031
95 1,9 0,20 1,70 10,64 0,023 1041
99 1,8 0,36 1,44 19,99 0,0 1079
100 2,56 0,47 2,09 18,45 0,0 1429
116 2,78 0,85 1,93 30,63 0,0 918
118 2,68 - 0,0 817
121 2,46 0,88 1,58 35,93 0,0 915
123 2,36 0,86 1,50 36,27 0,0 1047,5

Al llarg de les seglients 24 h, s addicionaran 4 polsos del segon substrat (KC11:0)

fins a arribar a una concentracié final en € bioreactor de 20 mM (3,7 g/L). Ta i com es

reflecteix en les dades (Taula 4.13), durant I’addicié del segon substrat s observa un

augment considerable de la biomassa. Aixi doncs, a final del procés s ha addicionat

NaC11:1 (42 mM) i KC11:0 (20 mM).

En laTaula4.13 hi hatabulats els valors de biomassa (g/L), PHA (g/L), Ni TOC
(mg/L) recollits al llarg del procés HPR-F7. La barra grisa indica I’inici de la segona

fase del cultiu, és a dir, I’addicié del segon substrat. Com a consequiencia del poc

creixement cel-lular no es va poder recollir mostres de biomassa fins a les 69 h de

cultiu. Tot i obtenir valors de biomassa baixos, les anadlisis de CG mostren una millora

en € rendiment de produccio de PHA a partir del primer substrat respecte a
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percentatge d’acumulacié de PHA obtingut en el bioreactor HPR-F5. El contingut de
PHA ales 69 h de cultiu és del 23% (p/p) respecte el 6 % (p/p) obtingut en el procés del
bioreactor HPR-F5.
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Figura 4.55. En la primera grafica es mostra I’ evolucié (biomassa i PHA)
del cultiu després del procés de formacio d’ espuma. En la segona grafica
ens mostra |I’evolucié dels NO3™ i €l consum de la font de carboni (TOC) a
llarg detot el procés.

D’acord amb €s resultats obtinguts, sembla ser que |I’acumulaci6 de PHA
comenca en I'etapa de creixement, quan encara no s ha consumit tota la font de
nitrogen, a diferencia del que s observava en el procés del bioreactor anterior. Aquest
fet és consequiéncia de la millor relacié (C/N), ja que per ala primera font de carboni,
en e procés del bioreactor HPR-F5, larelacié (C/N) era de 7,2 mentre que en € procés
HPR-F7 ésde 12,4.
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En la Figura 4.55 es veu clarament que |’ acumulacio de la segona font de carboni
té lloc en la fase estacionaria, en canvi sembla que I’acumulacié del primer substrat ha
tingut lloc en la fase de creixement.

Durant €l periode, on no s ha pogut controlar |I’escuma, entre (67-75 h de cultiu),
hi ha hagut un “rentat” del cultiu, tal i com es pot observar amb |la davallada dels valors
de biomassa i de produccié de PHA (Figura 4.55). Un cop estabilitzat el cultiu,
S observa com els valors de biomassa son els esperats, 2 g/L aproximadament, perd en
canvi el percentatge d’ acumulacié ha disminuit fins a 10% (p/p). Possiblement el fet
que € cultiu no sigui homogeni i la perdua de I’ espuma formada en el bioreactor amb
els tres litres de cultiu de la part superior del tanc, ha influit en la disminucio del
percentatge d acumulacié de PHA, ja que la distribuci6é i densitat de les cél-lules a
I”’espuma respecte e cultiu és asimetrica. De totes maneres, a les 95 h de cultiu es
subministra el segon substrat i en tan sols 4 h, el percentatge d’ acumulacio puja fins a
un 20% (p/p) (Figura 4.56). A mesura que es va addicionant la segona font de carboni,
el percentatge d’ acumulacio augmenta tal i com es pot veure en la grafica, fins arribar
al 36 % (p/p).

temps (h) % PHA (p/p) 40,0
69,0 23,7
75,0 22,1 ’\g 30,0 -
93,0 10,7 T 200]
95,0 10,6 <
99,0 20,0 & 100 .
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116,0 30,6 0,0 ‘ ‘ ‘
121.0 35.9 69,0 84,0 99,0  114,0
123,0 36,2 —o— % PHA (p/p) temps (h)

Figura 4.56. Bioreactor HPR-7. Percentatges d’ acumulacio de PHA obtinguts en €
cultiu alimentat de P. aeruginosa 42A4. La segona font de carboni s ha addicionat
ales 95 h de cultiu.

Al llarg del procés s han agafat mostres a diferents temps de cultiu per tal
determinar e contingut com la composicio del PHA acumulat. A continuacio, en la
Figura 4.57, es mostra € resultat de les analisis de cromatografia de gasos, en € quals
Sha determinat e contingut total de PHA de la mostra aixi com també la seva

COMPOSicié monomerica.
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Tot i e descens en e contingut de PHA total, degut al procés de formacio
d espuma entre les 75-95 h de cultiu, sembla que la composiciO monomérica relativa
del polimer s'hamantingut. EI PHA format a partir del primer substrat conté tres unitats
monomeriques diferents. C7.1, Co1 I Ci11. Després de I'addicio de I’undecanoat
potassic, € percentatge de PHA total ha augmentat considerablement i la composicio
relativa dels monomers varia degut alainsercio d’ unitats monomeriques procedents del
segon substrat. Tant en el cas del PHA format a partir del primer substrat com en el
PHA format a partir del segon substrats, e monomers majoritaris sén el Co.1i € Cgyp. Al
final del procés s ha aconseguit una acumulacié de PHA del 36 % amb un percentatge
del 35 % de monomers insaturats. Aquest resultat confirma que en aguestes condicions
de cultiu i amb aguest régim d'aimentacio, P. aeruginosa 42A2 ha emprat

majoritariament el primer substrat per acréixer i € segon substrat per a produir PHA.

Composicio monomerica del PHA (HPR-F7)
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Figura 4.57. Composicio monomérica del PHA obtingut del
cultiu en bireactor (HPR-F7) de P. aeruginosa 42A2 emprant
com a substrats |’ undecenoat sodic (NaC11:1) i I’ undecanoat
potassic (KC11:0).

Una de les qlestions que es plantgjava era estudiar que passava amb e PHA
acumulat quan s addicionava una segonafont de carboni. Per tal de saber si € contingut
de monomers insaturats varia al llarg de la segona etapa del cultiu, per aixd s ha

caculat el percentatge relatiu de monomers saturats i insaturats. Per aix0 sha
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multiplicat €l percentatge de monomers insaturats a diferents temps de cultiu en
polimer pel percentatge d’ acumulacio total de PHA. També s ha realitzat aguest calcul
per els monomers saturats. El resultat s ha representat en la Figura 4.58, on es pot
observar que el percentatge relatiu de monomers insaturats es manté constant després
de I’addicio del segon substrat. En canvi, € percentatge relatiu de monomers saturats,
augmenta amb el temps just després de I’ addicié del KC11:0 ales 95 h de cultiu.

30.0

—e—insaturats (% rel.)
25.0

saturats (% rel.)

20.0 +
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10.0°

PHA (% rel. de monomers)
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Figura 4.58. Percentatges relatius dels monomers
insaturats i dels monomers saturats a diferents temps de
cultiusen el PHA obtingut en el procés HPR-F7.

Aixi doncs sembla que per a sintetitzar el PHA a partir del segon substrat, €
bacteri no necessita biodegradar el PHA ja acumulat. Aixi doncs, tot semblaindicar que
P. aeruginosa 42A2 que, quan s utilitza undecenoat sodic i undecanoat potassic com a
substrats, € polimer reflecteix la composicio dels substratsinicials.

En la Taula 4.14, s han resumit els valors obtinguts de biomassa (g/L), PHA
(g/L), aixi com també els rendiments per a cadascuna de les fonts de carboni per separat

I els rendiments globals.

Taula 4.14. Resum dels resultats obtinguts en el bioreactor HPR-F7. En la
taula es mostren els rendiments del procés, Yx/si Yp/s. Al llarg del cultiu
S han subministrat 7,8 g/L de NaC11:1i 3,7 g/L de KC11:0.

HPR F7 NaC1l1l:1 KC11:0 total procés
Biomassa (g/L) 1,9 0,56 2,46
PHA (g/L) 0,2 0,68 0,88
PHA (%p/p) 10,6 25,4 36
temps (h) 95 26 121
Yx/s 0,24 0,15 0,21
Yp/s 0,03 0,18 0,08
Yx/N 4,24
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D’acord amb aquests valors, sembla que el microorganisme ha emprat € primer
substrat per créixer i € segon substrat per a la produccié de PHA. No obstant, cal
recordar que la primera part del procés s ha vist afectada per laformacié d’ espumai la
perdua de biomassa. D’ acord amb les dades obtingudes abans de la formacio d escuma
el percentatge d acumulacié era del 23 %. Per tant, aix0 fa pensar que amb
I”alimentacio en polsos, S aconsegueix que € microorganisme comenci a acumular ja

des de lafase de creixement.

4.2.2.3 Bioreactor HPR-F9
La pO; per aguest procés I"hem fixat al 50 % i estara regulada pel cabal d'aire
(0,5-5 L/min) i I'agitacio (400-1400 rpm). Es treballaraa pH 7 i es regulara amb acid

fosforic. L’agitacié i e cabal daire inicials son de 400 rpm i 0,5 L/min,
respectivament.

L’ objectiu d aquest experiment és tornar a repetir les mateixes condicions
assgjades a bioreactor anterior (HPR-F7). Degut as problemes amb la formacio
d’ escuma no és va arribar a addicionar totalafont de carboni. Per tant, en aquest procés
estornara aintentar addicionar NaC11:1 (54 mM) i KC11:0 (27 mM).

Aquesta vegada pero es combinaran dos régims d’ alimentacio: alimentacio discontinua
per polsos i alimentacié continua, variant € cabal d'aimentacio en funcié de les
necessitats del cultiu.

S'inocula e reactor HPR-F9 amb el pre-cultiu de 24 h de P.aeruginosa 42A2 en
citrat sodic (20mM), amb una densitat optica de 1.29.

Inicialment es subministra un primer pols de 30,1 g de NaC11:1 i passades 2 h de
cultiu es torna a subministrar un segon pols de 20 g de substrat. Tal i com s observa en
la Figura 4.59, la fase de latencia és tan sols de 4 h, ja que a partir de les 4 h de cultiu
S observa un descens brusc de la pO; (linia blava) que ens indica que € cultiu ha
comencat a créixer. A partir de les 14 h de cultiu, es necessari regular la pO, amb
I"agitacié (linia marrd) i el cabal d’'aire (linia negra). En aguest moment es tornar a
subministrar un pols de 50 g de NaC11:1 que es consumeix molt rgpidament ja que
comenca lafase exponencial. Per aix0 ales 24 h de cultiu es torna a addicionar un quart
pols de 40 g de substrat i es fixa una alimentacié continua a un flux de 0,15 mL/min.

Elsvalors de TOC indiguen que la font de carboni s esta acumulant en €l medi de

cultiu, el cabal d aimentacio escollit és massa alt respecte la velocitat de consum de
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substrat. Degut a I’acumulacié de substrat en € medi de cultiu es forma escuma que es
controla amb I’addicié de 2 mL d'antiespumant (PPG). A les 40h de cultiu ja s'ha
addicionat 5,7 g/L de NaC11:1.
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Fig.4.59. Grafic del procés fermentatiu per a bioreactor HPR-9. Al llarg del procés s’ ha mantingut
la pO, a 50%. En €l grafic hi ha representats els seglients parametres: la pO, (blau), la velocitat
d agitacié (rpm) (marrd), €l pH (taronja), € cabal d'are (negre) i finament la pérdua de massa
corresponent ales presa de mostra (rosa).

A les 50 h de cultiu, un cop tenim el cultiu estabilitzat, es torna a fixar una
alimentaci6 continua amb un flux de 0,08 mL/min. A partir de les 60 h sembla que €l
creixement cel-lular és més rapid i la demanda de substrat és més alta, tal i com es pot
veure en |"augment considerable de I’ agitacid i €l cabal d aire per a mantenir la PO, al
50 %. Per aix0 ales 72 h saugmenta el cabal d’aimentacio continu a 0,20 mL/min. A
les 75h de cultiu ja s ha addicionat 8,9 g/L de la primerafont de carboni.

No es fins a les 93 h de cultiu que es comenca a subministrar el segon substrat
KC11:0. Com que €els valors de TOC sén una mica alts s addiciona un primer pols de
22 g de KC11:0i esfixaun caba d alimentaci6 continu de 0,15 mL/min. D’ acord amb
el grafic de la Figura 4.59, a les 100 h de cultiu, s observa com I’ agitacio i € cabal
d aire recuperen els valors normals, indicant que e cultiu ha disminuit la velocitat de
creixement. Per tant, és desperar que a partir d’aquest moment, €l percentatge
d acumulacié de PHA sigui alt. Per tal d’evitar I'acumulacié de substrat en el medi de

cultiu i laformacio d’ espuma, es redueix €l cabal d alimentacié continu a 0,10 mL/min.
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Satura I’addicié de substrat quan s ha addicionat 170 g de KC11:0 (4,6 g/L). Aixi
doncs, a final del procés s'ha addicionat 8,9 g/L de NaC11:1A101 4,6 g/L de KC11.:0,
0 € que és el mateix 48 mM de NaC11:1A10i 25.5 mM de KC11.:0.

En la Taula 4.15 es mostren totes les dades del procés i s’ ha marcat en gris €l

comencament de I’ addicié de la segona font de carboni (93 h de cultiu).

Taula 4.15. HPR-F9. En la seglient taula es mostren la produccio de biomassa
(g/L), de PHA (g/L), & consum de la font de N (g/L) i €ls valors de TOC
(mg/L) d llarg del procés. L’'addicio del segon substrat (K-C11:0) esta
indicada en color gris.

temps pessec PHA p.residual %PHA N (g/L) TOC
(h) (9/L) (9/L) (9/L) (p/p) (mg/L)
0 0,06 - - - 0,581 383,6
16,5 0,16 - - - 0,233 429,45
20 - - - - 0,233 629
23 0,18 - - - 0,233 608
24 - - - - 0,233 987
40 0,06 - - - 0,233 1789
45 0,12 - - - 0,233 1756,5
48,5 0,10 - - - 0,116 1507,5
49,5 0,18 - - - 0,087 1254
64 0,46 - - - 0,041 1753
65 0,50 0,11 0,39 21,96 0,041 1557
66 0,44 - - - 0,041 1585
67 0,50 0,11 0,39 21,39 0,032 1682
69 0,56 - - - 0,032 1604
70,5 0,56 0,14 0,42 24,34 0,032 1678
72,5 - - - - 0,032 1832
73 0,50 - - - 0,032 1781
74 - - - - 0,023 -
90 1,36 - - - 0,0 1893
91 1,32 0,35 0,97 26,48 0,0 1571,5
93 1,20 0,38 0,82 31,37 0,0 1539
94 - - - - 0,0 1614,5
98 1,74 0,56 1,18 32,17 0,0 1747,5
116 3,42 1,65 1,77 48,1 0 2299
118 3,78 1,52 2,26 40,1 0,0 3316
120 3,60 1,82 1,78 50,5 0,0 3050

En els seglients grafics es pot observar com ales 48 h de cultiu, €l N esta practicament
exhaurit. Els valors de biomassa que s obtenen en els cultius en bioreactor son més
baixos als obtinguts en els cultius en matrassos. Aquesta diferencia en els valors de
biomassa, possiblement, es pot explicar per la formacié de biofilms que fan que €
cultiu sigui poc homogeni. En canvi, el percentatge d acumulacié és del 30 % (p/p), per

tant, sembla ser doncs que tot i que la produccié de biomassa és molt baixa, € procés
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d acumulacio és bo, obtenint-se una acumulacié de PHA del 50 % (p/p) a final del
proceés (veure Figura 4.61).

Tal i com es veu en la Figura 4.60, en la gréfica inferior, a les 48 h de cultiu s'ha
consumit practicament tot el nitrogen del medi.

Amb |’ addicio del segon substrat a les 93 h de cultiu, no només s observa un augment
de la biomassa, com a consequiencia de I’ acumulacié de PHA, sind que també hi ha un

augment considerable de la biomassa residual.

HPR-F9

—o— pes sec (g/L)
—0— PHA (g/L)

—A— p. residual (g/L)
—0— %PHA (w/w)

(g/L)
N
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0 : : : : :
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Figura 4.60. Evolucié del cultiu en €l bioreactor HPR-F9. En la primera
grafica es mostra la biomassa (g/L), €l pesresidua (g/L), € PHA (g/L) i €l
% acumulacio de PHA. La segona grafica ens mostra €l consum de font de
N (g/L) i de font de carboni, (TOC, mg/L).

En la Figura 4.61 es mostra la cinética d’acumulacié6 de PHA a llarg del procés.

Analogament al que ha passat amb els altres processos, ho s ha pogut agafar mostra del
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cultiu per a fer mesures de concentracio de PHA fins a les 65 h de cultiu, on €
percentatge d’acumulacio és del 22 % (p/p). Aquest resultat és semblant a que s ha
obtingut en € procés HPR-F7, on ales 69 h de cultiu € percentatge d’ acumulacio és
del 23 % (p/p). Aquest és el punt on en I’ altre procés van haver-hi problemes amb la
formacio d’ espuma.

En aquest bioreactor, la formacid d’ escuma ha estat més controlada, de manera
gue s ha pogut continuar addicionant el NaC11:1 fins a aconseguir un percentatge
d acumulacio del 31 % (p/p) ales 93 h de cultiu. Aquest és e millor resultat obtingut
fins ara, tant en els experiments en matrassos com en bioreactor. A partir de les 93 h de
cultiu saddiciona el segon substrat, KC11:0, fins a obtenir un percentatge
d’ acumulacio de PHA del 51 % (p/p) ales 120 h de cultiu.

temps (h) % PHA (p/p)

60.0 0,0 0,0
= 50,0 65 21,96
5 4004 [ 67 21,39
X 30,0 | 70,5 24,34
% 20,0 § 91 26,48
10,0 - 93 31,37
0.0 ‘ ‘ ‘ ‘ 98 32,17

65 80 95 110 125 140 116 48,1

—O— % PHA (p/p) temps (h) 123 5255

Figura 4.61. Bioreactor HPR-F9. Cinética d’acumulacio de PHA. Sindica
amb unafletxa e punt on comenca I’ addicio, ales 95 h de cultiu, de la segona
font de carboni (KC11.:0).

Les analisis de cromatografia de gasos ens indiquen que el PHA sintetitzat a partir
del primer substrat esta compost, com en €l cas del PHA del bioreactor HPR-F5, per
tres tipus diferents de monomers. C7:1, C9:1i C11:1. Analogament al PHA obtingut en
I’ anterior bioreactor (HPR-F5), la unitat monomerica majoritaria és la C9:1A8 (Figura
4.62).

Tal i com s observa en la grafica, a partir de I’addicié del segon substrat hi ha
hagut certes dificultats en les andlisis. Ha estat molt dificil poder separar
cromatograficament les parelles monomeriques (C7:1+C7:0) i (C9:1+C9:0). Malgrat
que €els percentatges d’acumulacio i la proporcié entre monomers insaturats/monomers
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saturats és diferent en el's processos HPR-F5 i HPR-F7, els monomers majoritaris son el
C9:1i C9:0. El PHA total acumulat és del 50 % (p/p) i conté un 59% de monomers
Insaturats.

Composicié monomerica del PHA (HPR F9)

100% 60,0
80% | -+ 50,0
-+ 40,0 -
60% - 2
h)
1300 £
151
40% - g
+ 20,0
[/
20% + 10,0
0% T T T T T T T T T 0,0
65h 67h 70.5h 91h 93h 98h 116h 118h 120h 137h
temps (h)
—C7:0+C7:1 C——=3C71 mmm C9:0 mm CO:1
—=C11:.0 = Cl1:1 —e— %PHA total

Figura 4.62. Composicié monoméricadel PHA obtingut del
cultiu en bioreactor (HPR-F9) de P. aeruginosa 42A2 emprant
com a substrats |’ undecenoat sodic (NaC11:1) i I’undecanoat
potassic (KC11:0).

Tal i com mostra la Figura 4.63, el percentatge relatiu de cadenes insaturades es
manté constant durant el procés d’ acumulacié de PHA a partir del segon substrat. Una

vegada més sembla que no hi despolimeritzacio del PHA ja acumulat.

PHA (% rel. de monomers)
N
o

—e— insaturats (% rel.)
saturats (% rel.)

93 103 113 123 133 143
temps (h)

Figura 4.63. Percentatges relatius dels monomers
insaturats i dels mondmers saturats a diferents
temps de cultius en el PHA obtingut en el procés
HPR-FO.

El rendiments globals de produccié de biomassa i de PHA, en aquest bioreactor son

molt millors als obtinguts anteriorment en els bioreactors HPR-F5 i HPR-F7. Els valors

161



4. Resultatsi Discussio

de TOC (veure Taula 4.16) indiquen que en e medi de cultiu encara hi ha NaC11:1
residual abans d'addicionar el segon substrat. Per tant, és d’ esperar que els rendiments
parcials calculats en la segona part del procés, no siguin estrictament relatius a la
segona font de carboni. D’ acord amb els valors de la Taula 4.16, la produccié de PHA
(g/L) a partir del KC11:0 és de 1,4 (g/L), pero possiblement existeix un periode de
temps on les dues fonts estan presents en el medi de cultiu, i per tant I’acumulacio

podria ser deguda a ambdds substrats.

Taula 4.16. Resum dels resultats obtinguts en el bioreactor HPR-F9. En la
Taula es mostren els rendiments del procés, Yx/si Yp/s. Al llarg del cultiu
S han subministrat 8,9 g/L de NaC11:1i 4,6 g/L de KC11:0.

HPR F9 NaC1l1:1 KC11:0 total procés
Biomassa (g/L) 1,2 2,4 3,6
PHA (g/L) 0,4 1,4 1,8
PHA (%p/p) 31,4 18,6 50,0
temps (h) 93,0 27,0 120,0
Yx/s 0,1 0,5 0,3
Yp/s 0,04 0,3 0,1
Yx/N 6,2

4.2.2.4. Bioreactor HPR-F10

La pO, o concentracié d’ oxigen dissolt en € medi, sha fixat a 50 % i estara
regulada pel cabal d’aire (0,5-5 L/min) i I’ agitaci6 (400-1400 rpm). EstreballaraapH 7
i esregulara amb acid fosforic. L’ agitacid i € cabal d’aireinicials son de 400 rpmi 0,5
L/min, respectivament.

L’ objectiu d’ aquest experiment és tornar a repetir les mateixes condicions
assgjades al bioreactor anterior (HPR-F9) i aquesta vegada poder addicionar tota la font
de carboni (54 mM NaC11:1i 27 mM KC11:0) i intentar reduir el temps de cultiu. En
aquest procés també s empraran dos regims d' alimentacié: alimentacié discontinua per
polsosi alimentacio continua, variant el cabal d alimentacié en funcio de les necessitats
del cultiu.

S'inocula €l reactor HPR-F10 amb el pre-cultiu de 24 h de P.aeruginosa 42A2 en
citrat sodic (20mM), amb una densitat opticade 1.42.

Es comenca el cultiu addicionant un pols de 50 g de NaC11:1i tal i com es pot veure en

lagraficadel procés no ésfinsal cap de 6-8 h que la pO, (linia blava) disminueix fins a
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al 50 % i per tant € cultiu comenca acréixer. A les 17 h de cultiu es torna a addicionar
un pols de 50 g de NaC11:1. Les analisis de TOC indiquen que € consum de font de
carboni és rapid i per tant a les 28 h de cultiu es decideix programar, al llarg de les
seguients 10 hores, un cabal d alimentacio de 0,10 mL/min.
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Figura 4.64. Grafic del procés fermentatiu per al bioreactor HPR-10. Al llarg del procés s ha
mantingut la pO, a 50%. En el grafic hi ha representats els seglients parametres: la pO, (blau), la
velocitat d'agitacié (rpm) (marrd), € pH (taronja), el cabal d'aire (negre) i finalment la pérdua de
massa corresponent ales presa de mostra (rosa).

A les 40 h de cultiu, I'agitacié i €l cabal d aire es disparen arribant al nivell maxim,
1400 rpm i 5 L/min. Aquest fet ens esta indicant que la demanda d’ oxigen en el medi
de cultiu és molt alta i per tant Shauria de traduir en un creixement cel-lular
considerable. Pero e valors obtinguts de biomassa, densitat Opticai el mateix aspecte
del cultiu no ho indiquen aixi. A les 40 h de cultiu ja s’han addicionat 150 g de
NaC11l:1 i com que €ls valors de TOC continuen essent baixos es decideix tornar a
aplicar un cabal dalimentacié de 0,15 mL/min. durant 3 hores. Els valors de TOC
continua essent baixos i la demanda d oxigen alta, es decideix augmentar el cabal
d aimentacié a 0,30 mL/min. i es manté durant 3 hores. A les 48 hores de cultiu s’ han
addicionat 245 g de NaC11:1. Degut ala formacié d’ espuma, s addicionen 1,5 mL de
PPG a medi de cultiu. De totes maneres continua costant molt mantenir lapO. a 50% i

de fet a les 50 h de cultiu la pO, cau fins practicament a zero. Aixo fa que sigui
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necessari subministrar O, (flux de 4,6 mL/min.) a medi de cultiu. Mentrestant, es
continua subministrant el NaC11:1 amb un cabal d'aimentacio continu de 0,12
mL/min. fins ales 65 h de cultiu quan amés a més esretira el flux d’ O, ja que la PO,
s ha augmentat fins al 200 %. Totes agquestes oscil -lacions en la pO, fan pensar que hi
ha algun problema amb la sonda d’ O,. Possiblement degut a la formaci6 dels biofilms
no funciona correctament. El problema és que possiblement el cultiu s ha hiperoxigenat
i IO, podria ser toxic per als bacteris. De totes maneres, es va decidir continuar, perqué
I’ aspecte del cultiu erabd. A les 71 h de cultiu es subministra el KC11:0 amb un cabal
d aimentacio de 0,12 mL/min. fins al’addicié de 115,4 g de substrat, és a dir, per una
concentracio final en el medi e cultiu de 17,31 mM de KC11:0. El procés es paraales
94 h de cultiu. Tot i els problemes amb la sonda d' O,, |'aspecte és bo. La Unica

diferencia éslaformacio d un pigment lilos insoluble i laformacié d’ espuma.

Taula 4.17. HPR-F10. En la segient Taula es mostren la produccié de
biomassa (g/L), de PHA (g/L), el consum de lafont de N (g/L) i elsvalors de
TOC (mg/L) d llarg del procés. Indicat en color gris es mostra €l temps
d'addicié del segon substrat (K-C11:0). Cultiu de P. aerugionosa 42A2 en
regim combinat d'aimentacié discontinu i continu emprant com a substrat
NaC11:1 (42 mM) i KC11:0 (17 mM)

temps pes sec PHA pesresidual % PHA IN] (g/L) TOC
(h) (g/L) (g/L) (g/L) (p/p) (mg/L)
0 0,06 - - - 0,581 769
17 0,06 - - - 0,407 449
25,5 0,18 - - - 0,233 685
40 0,04 - - - 0,233 808
41,75 - 0,233 943
42,5 - - - - 0,233 912,5
44 0,16 - - - 0,116 702,5
45 0,18 - - - 0,116 993
46 - - - - 0,116 1142
47 0,3 - - - 0,116 1258
48 - - - - 0,116 1220
49 - - - - 0,087 1238
50 0,38 0,1 0,28 25,6 0,058 1157
51 0,44 - 0,058 1053
65 1,9 0,5 1,40 26,1 0 1078
66 1,70 - 0 1229,0
67 1,2 - 0 1283
68 1,28 0,35 0,93 27,64 0 1100
70 1,14 = 0 1209
73 0,68 0,21 0,47 35,38 0 1201
90 1,58 - 0 1954
91 1,59 0,79 0,80 49,82 0 1774,5
93 1,60 - 0 1956,5
94 1,60 0,73 0,87 45,34 0 -
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Tot i que els resultats de produccié de PHA son bons, les dificultats técniques amb la
sondad O i laformacié massiva de biofilmsi de pigments en el medi de cultiu fa que
sigui més complicat valorar les dades obtingudes de biomassa (g/L) i encara més poder
comparar aquest cultiu amb els atres processos. A més a meés, els valors de TOC
indiquen que la font de carboni no s esta consumint i que s esta acumulant en el medi
de cultiu. Podria ser que la formacié del pigment hagués emmascarat €ls valors de
TOC. Tot i aixi, s'ha decidit presentar aquests resultats perque un cop més seguint una
estrategia d’ alimentacié continua s han pogut obtenir percentatges d’ acumulacio bons.
Només amb la primera font de carboni s ha aconseguit una acumulacié de PHA del
27,6 % (p/p). Tot i haver addicionat només 3,2 g/L de KC11:0 en comptes dels 5 g/L
previstos inicialment, s'ha aconseguit un percentatge d’ acumulacio de PHA del segon
substrat del 18 % (p/p). Aquest valor és lleugerament inferior als obtinguts en els atres
processos pero e temps de cultiu també és més curt i possiblement quan s ha parat €

procés encara no s havia consumit tot el KC11:0 (Figura 4.65).

60,0

temps (h) % PHA (p/p)

= 50,01 0,0 0,0
5 4007 § 50 25,6
X 30,01 65 26,1
% 20,0 | 68 27,6
10,0 - 73 30,8
0.0 | | | | | 85 35,4
65 70 75 8 8 90 95 91 49.8
) terps (h) 94 45,3

—o— % PHA (p/p)

Figura 4.65 Bioreactor HPR-F10. Cinética d’acumulacié de PHA. S'indica
amb una fletxa el punt on comenga |’ addicio, ales 70 h de cultiu, de la segona
font de carboni (KC11:0).

Les andlisis de cromatografia indiquen gque els problemes amb I’oxigen no han
influit en la composicio del polimer ni en les proporcions relatives entre les diferents
unitats monomeriques. A I'igual que ha passat en les analisis del PHA obtingut en €l
procés HPR-F9, a certs temps de cultiu ha estat impossible separar e€ls seglients parells
de monomers. (C7:1+C7:0) i (C9:1+C9:0), tal i com esta indicat en e diagrama de
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barres de la Figura 4.66. EI PHA total acumulat, ales 94 h de cultiu, és del 45 % (p/p) i

conté un 60 % de cadenes monomeriques insaturades.

Composicio monomerica del PHA (HPR F10)
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Figura 4.66. Composici6 monomérica del PHA obtingut del
cultiu en bireactor (HPR-F10) de P. aeruginosa 42A2 emprant
com a substrats I'undecenoat sodic (NaC11:1) i I’undecanoat
potassic (KC11:0).

Tal i com es pot observar en laFigura 4.66, latendéncia de la P. aeruginosa 42A2
és sintetitzar PHA on la unitat monomerica principal és la de nou atoms de carboni, ja
sigui C9:1 o C9:.0. En d'altres estudis amb P. aeruginosa 42A2 i emprant d altres
substrats de cadena més llarga, com olis de fregitsi acid oleic técnic, també s’ ha descrit
la formacié de PHA on la longitud promig de la cadena és de nou atoms de carboni.
Aixi doncs, aguest fet sembla ser una caracteristica intrinseca d’ aquesta soca (Haba et
al., 2007), (Rodriguez, 2006), (Bassas et al., 2006).

Les andlisis de la composicio dels PHAS obtinguts per cromatografia de gasos, en
alguns casos no han pogut prou precises ja que ha estat complicat poder resoldre els
pics cromatografics de les parelles de monomers de la mateixa longitud de cadena,
(C7:1+C7:0), (C9:1+C9:0) i (C11:0+C11:1), tal i com es pot observar en laFigura 4.66.
Especiament hi ha problemes amb els monomers de cadena més curta (C7:1i C7:0), ja
gue enlloc de dos pics cromatografics n’ apareixen tres. Tot indica que durant €l procés
de metanolisis o de propanolisis del polimer, el monomer C7:1 reaccionava diferent
donant lloc a una reaccio secundaria. Una de les hipotesis que es va proposar és un

trencament acidic de la cadena seguit d’ una ciclacio intramolecular (Figura4.67).
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H,SO,4 or HCl in
Propanol or MeOH

H,SO,4 or HCl in
Propanol or MeOH

NN

H3C

Figura 4.67 Reaccid secundaria que té lloc durant la
propandliss o metandlis de les mostres de PHA
(Furrer et al., 2007).

El grup de Biopolimers de I’ Institut de Recerca EMPA (Swiss Federal Institute

for Material Testing and Research, Suissa) han confirmat aguesta hipotesis i han

desenvolupat un nou métode per a la identificacio i quantificacié d’aquests tipus de

monomers mitjancant cromatografia liquida (comunicacio oral, Dr.Grubelnik, pendent

de publicacio).

EnlaTaula4.18 es mostren els rendiments del cultiu. Es pot observar quetot i els

problemes amb |’ oxigen, la produccié de PHA ha estat bona, 45% d acumulacio, tot i

que el temps de cultiu ha estat més curt.

Taula 4.18. Resum dels resultats obtinguts en el bioreactor HPR-F10. En la
taula es mostren els rendiments del procés, Yx/si Yp/s. Al llarg del cultiu
s han subministrat 7,9 g/L de NaC11:1i 3,2 g/L de KC11:0.

HPR F10 NaC11:1 KC11:0 total procés
Biomassa (g/L) 1,28 2,02 3,3
PHA (g/L) 0,35 1,15 1,5
PHA (%w/w) 27,6 17,7 45,3
temps (h) 68 25 93
Yx/s 0,16 0,63 0,30
Yp/s 0,04 0,36 0,14
Yx/N 5,69
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Mitjancant un régim d’alimentacio continu s ha aconseguit no nomeés millorar €l
percentatge d acumulacié sinG que també s han obtingut copolimers amb diferent
composiciO monomerica a partir dels dos substrats. I’acid undecenoic i I’acid
undecanoic. Els polimers que s han obtingut reflecteixen la composicié i la proporcio
dels substrat inicials.

En els cultius en matrassos de P. aeruginosa 42A2 emprant acid undecenoic com
a substrat s obtenia un percentatge d’ acumulacio del 10 % i quan s alimentava el cultiu
amb els dos substrats (C11:1 i C11:0) s aconsegueix una acumulacié del 40%. Aquest
augment en I’acumulacié de PHA es degut principalment a la produccio de polimer a
partir de la segon substrat, I’ acid undecanoic. El fet de treballar amb I’ undecenoat sodic
ha millorat €l rendiment de produccié de PHA a partir del primer substrat, aconseguint
un percentatge d’acumulacio de fins e 30 % (p/p) en e cas del bioreactor HPR-FO.
Aquestamilloraen I’acumulacié s havist reflectida en la composici6 final del polimer.

4.2.3 Caracteritzacio dels PHAS: estructura i propietats

4.2.3.1 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

i. PHA-C9:0

'"H-RMN (CDCl3, 300 MHz): 0,90 (m, CHs); 1,26 (m, cadena alifatica); 1,60 (m,
H4): 2,50 (m, H2); 5,2 (m, H3).

En la Figura 4.68 es mostra |’ espectre de proté del PHA-C9 obtingut del cultiu de
P. aeruginosa 42A2 emprant acid nonanoic com a substrat. Tal i com es pot observar,
el polimer conté totes les cadenes laterals saturades. Les senyals dels protons metilics
ressonen a 0,9 ppm, mentre que la senya de 1,26 ppm correspon a tots els protons
metilénics de les cadenes dlifatiques. La senya de 1,60 ppm correspon as protons
metilénics en posicidé H4 (tal i com es pot observar en I estructura de la Figura 4.68).
Els protons (H2) en o a carbonil ressonen a 2,5 ppm donant lloc a un multiplet.

Finalment la senya a camps més baixos correspon als protons (H3) de I’ enllac éster.
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Figura 4.68. Espectre *H del PHA-C9 obtingut del cultiu de P. aeruginosa 42A2
emprant acid nonanoic com a substrat. Enregistrat en I’ equip Gemini-300 (300 MHz).

No s han pogut integrar les senyals ja que son polimers de pes molecular molt alt
(100-200 KDa). A continuacio en la Figura 4.69 es mostra |’ espectre COSY que ens
gjudara a confirmar I'estructura del polimer. Indicat amb linies discontinues s han
assignat els acoblaments H-H que confirmen I'enllac eéster en posicio § a grup

carbonil.
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Figura 4.69. Espectre COSY 'H-'H del PHA-C9 obtingut del cultiu de
P. aeruginosa 42A2 emprant acid nonanoic com a substrat. Enregistrat
en |’ equip Gemini-300 (300 MHZz).
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En la Figura 4.70 es mostra I’ espectre de *3C i de forma analoga a |’ espectre de proté
S han assignat les principals senyals. A la zona alifatica apareixen mdltiples senyals que
corresponen as carbonis de les cadenes laterals saturades del polimer. La senyal de
169,28 ppm correspon a carbonil mentre que a 70,82 ppm i 39,12 ppm trobem les

senyals del carbonis 8 i o, respectivament (veure annex).

o -CH,-
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oy 180 wo s | o
Figura 4.70. Espectre **C del PHA-C9 obtingut del cultiu de P. aeruginosa
42A2 emprant acid nonanoic com a substrat. Enregistrat en en |'equip
Gemini-300 (75 MHz).

A la zona dels C metilics apareixen dues senyals, que corresponen a grup metil
de dues unitat monomeériques diferents (13,96 ppm i 14,10 ppm), és a dir, € polimer

conté, com a minim, dos monomers de diferent longitud de cadena.
ii. PHAC11.0

'H-RMN (CDCl3, 300 MHz): 0,90 (m, CHs); 1,26 (m, cadena alifatica); 1,60 (m,
H4); 2,50 (m, H2); 5,2 (m, H3).

A continuacid, en la Figura 4.71 es mostra I’ espectre de prot6 del polimer PHA-
C11:0 obtingut dels cultius de P. aeruginosa 42A2 emprant com a substrat |’acid
undecanoic (C11:0). Tal i com es pot comprovar, I’ espectre és identic a |’ obtingut pel
PHA-C9:0. Ambdos polimers tenen les cadenes laterals saturades i per tant la zona
aifatica (1,2-1,6 ppm) és identica. On es veuran diferencies a la zona alifatica sera en
' espectre de *C (veure Figura 4.73).

170



4. Resultatsi Discussio

C7
-CH,-

9 9 4 o
)LD o 5 o CH,

3

A g .

— T —
2.0

L e e S B A
5.0 4.0 3.0

ppm (f1) 10

Figura 4.71. Espectre 'H del PHA-C11:0 obtingut del cultiu de P. aeruginosa
42A2 emprant acid undecanoic com a substrat. Enregistrat en |’ equip Gemini-
300 (300 MHz).

L’ Espectre bidimensional COSY torna a confirmar | acoblament entre el proté H3
i el protdé H4 i I'’acoblament entre el protd H2 i e proté H3 i per tant es confirma

I”enllag éster en posicio B al carbonil (Figura4.72).
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Figura 4.72. Espectre COSY 'H-'H del PHA-C11:0 obtingut del cultiu

de P. aeruginosa 42A2 emprant acid undecancic com a substrat.
Enregistrat en I’ equip Gemini-300 (300 MHz).
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En I’ espectre de ** C (Figura 4.73) s observen més senyals a la zona alifética (10-
40 ppm), laqual cosa suggereixen que e PHA-C11:0 tindra més diversitat monomeérica
que el PHA-C9. A la zona dels metils es distingeixen tres senyals diferents (13,95,
14,07 i 14,12 ppm), que segurament corresponen amb els monomers C7, C9i C11. De

totes maneres, es confirmara amb les andlisis de CG-EM.
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Figura 4.73. Espectre **C del PHA-C11:0 obtingut del cultiu de P. aeruginosa
42A2 emprant acid undecanoic com a substrat. Enregistrat en |’ equip Gemini-
300 (75 MH2z).

ii. PHA-C11:1

'H-RMN (CDCl3, 300 MHZ): 0,90 (m, CHs); 1,26 (m, cadena alifatica); 1,60-1,80
(m, H4, H4'); 2,0 (m, -CH,-CH=CH,), 2,50 (m, H2); 4,9 (m, -CH,=CH); 5,2 (m, H3);
5,7 (M, -CH,=CH).

A la Figura 4.74 es mostra I’ espectre de proto per al PHA-C11:1. Com es pot
observar practicament la totalitat dels monomers tenen el grup vinil, com ho mostren
les senyas de 4,9 ppm i 5,7 ppm. La senyal de 2,0 ppm correspon as protons
metilénics en posici6 alilicai a 2,5 ppm ressonala senyal corresponen a protons en o
a grup carbonil. La senya que apareix a 0,9 ppm suggereix |'existéncia d’ un grup
metil i per tant el fet que e polimer contingui un percentatge petit, d acord amb la
relacio d’intensitats, de cadenes saturades, és a dir, que no contenen el grup vinil. De

totes maneres, amb les analisis de CG-EM corroborarem aguestes dades.
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Figura 4.74. Espectre 'H del PHA-C11:1 obtingut del cultiu de P. aeruginosa
42A2 emprant acid undecenoic com a substrat. Enregistrat en I’ equip Gemini-
300 (300 MHz).

A laFigura4.75, en I’ espectre COSY es mostren les correlacions H-H i al’igual
gue en els atres PHASs estudiats confirmen I’ estructura monomerica. Malgrat que per a
confirmar lalongitud de les cadenes laterals necessitarem |’ espectre de **C i les andlisis
de CG-EM.

=
o

—20
—3.0
L —4.0
................................. " HAYH(Q) -
® A oo TF s HIH -850
H3/H2 -
- . P crrr s > B = -
H(B)/H(C) —6.0
H(B)/H2(A) o
I I ‘ I I I I ‘ I I I I ‘ I I I I ‘ I I I I ‘ I I I I ‘ I I I I
ppm ﬁug 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

Figura 4.75. Espectre *H-'H del PHA-C11:1 obtingut del cultiu de P.
aeruginosa 42A2 emprant acid undecenoic com a substrat. Enregistrat en
I’ equip Gemini-300 (300 MHz).
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En la Figura 4.76 es mostra |’ espectre de *C del PHA-C11:1 i s ha ampliat la
zona dels carbonis olefinics. Tal com es pot comprovar, es poden determinar tres tipus
diferents de monomers: C7:1A6, C9:1A8 i C11:1A10. La senyal del carbonil, aixi com
les senyals dels Cou i CP també apareixen desdoblades, com a consegiiencia de |’ efecte

de lalongitud de la cadena monomeérica.
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Figura 4.76. Espectre **C del PHA-C11:1 obtingut del cultiu de P. aeruginosa
42A2 emprant acid undecenoic com a substrat. Enregistrat en I’ equip Gemini-
300 (75 MHz).

-CHa

iv. PHA-(C11:1+C11:0)
En la Figura 4.77 es mostren els espectres de *H per a's polimers obtinguts en els

experiments en matrassos, emprant |’acid undecenoic i I’acid undecanoic com a
substrats. ElI polimer obtingut en condicions proliferants i amb una alimentacié
sequiencia dels substrats no conté monomers amb € grup vinil. Tal i com es pot veure
en |’espectre, s obté un polimer amb les cadenes laterals totalment saturades. Aixi
doncs, € polimer esta constituit per unitats monomeriques provinents de |'acid
undecanoic.

En canvi el polimer obtingut en condicions no proliferant conté un 18 % de les
cadenes laterals insaturades, és a dir, que tenen el grup vinil. Prenent com areferéncia
la senyal del proto terciari de I’ enllag éster, s’ haintegrat la senyal dels protons vinilics
(4,91 5,7 ppm) i lasenyal dels protons metilics (0,90 ppm) i s’ ha arribat a la conclusié
que un 18 % de les unitats polimériques contenen el grup vinil i el 82 % restant son
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cadenes saturades. L’analis detallat de la composici6 monomerica aixi com de la
proporcio relativa dels monomer s ha realitzat mitjancant analisis de cromatografia de

gasos acoblada a espectrometria de masses (CG-EM) (veure apartat 4.2.3.2).

(b) PHA-(C11:1+C11:0)
(cultiu no proliferant)
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Figura 4.77. Espectre *H del PHA-(C11:1+C11:0).Sha emprat
acid undecenoic (C11:1A10) i acid undecanoic (C11:0). Enregistrat
en I'equip Gemini-300 (300 MHZz). (a) cultiu en condicions
proliferantsi (b) cultiu en condicions no proliferants (NP)

v. PHA-(C11:1+C11:0) obtinguts en els processos en el bioreactor

Els polimers obtinguts en els diferents cultius en bioreactor han estat analitzats i
quantificats per RMN. A I'espectre de 'H-RMN, la integracié de les senyals
corresponents a grup vinil aixi com la integracio de les senyals dels grup metil
permeten calcular €l percentatge de monomers insaturats i saturats, respectivament, que
conté el polimer. D’altra banda, I’espectre de *C-RMN (en mode inverse gated
decoupling) permet la integracié de les senyals dels carbonis olefinics i dels carbonis
metilics proporcionant aixi informacio sobre la proporci6 relativa dels monomers. En la

Taula 4.19, es mostren les composicions obtingudes per als diferents polimers:
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Taula 4.19. ®*C-RMN. Composicié monomérica dels polimers
obtinguts en els cultius en bioreactor (HPR-F5, HPR-F7, HPR-F9
i HPR-F10). On els monomers estan indicats de la seglient
manera. C7:0, 3-hidroxiheptanoat; C7:1 (C7:1A6), 3-hidroxi-
heptenoat; C9:0, 3-hidroxi-nonanoat; C9:1 (C9:1A8), 3-hidroxi-
nonenoat; C11:1 (C11:0A10), 3-hidroxiundecanoat i C11:1A10,
3-hidroxi-undecenoat.

monomers PHA F5 PHA F7 PHA F9 PHA F10
C7:0 23,9 17,0 9,0 7,0
C7:1 5,3 14,8 15,0 20,0
C9:.0 38,5 27,7 17,0 15,0
co:1 9,0 17,2 40,0 40,0
C11:.0 19,9 17,9 8,0 8,0
Cll:1 3.4 5,4 11,0 10,0
saturats (%) 82,3 62,6 34 30
insaturats (%) 17,7 37,4 66 70

Tal i com es pot comprovar, €ls percentatges monomeérics obtinguts amb les
analisis de ressonancia estan en concordanca amb els obtinguts anteriorment en les
analisis de cromatografia de gasos. En alguns casos, com per exemple el PHA-F10, la
intensitat de les senyals dels carbonis olefinics no era prou bona per fer una integracio
més precisa. A I’annex es mostra una taula comparativa de totes les tecniques emprades
per a la determinacié de la composicio monomeérica dels polimers obtinguts en els
cultius en bioreactor (CG, RMN i CG-EM).

Els resultats de les anadlisis de RMN han demostrat que la composicié del polimer
es pot modular controlant €l régim d alimentacié. Al llarg dels quatre experiments en
bioreactor s han addicionat diferents concentracions de substrats, aguest fet s ha traduit
en una diferent composici6 monomerica del polimer final. No obstant, malgrat haver
emprat diferents estratégies de cultiu, aixi com també diferents concentracions dels dos
substrats, €els polimers que sobtenen estan formats principalment per unitats

monomeriques de nou atoms de carboni (C9:01 C9:1).

4.2.3.2. CG-EM: Composicié monomerica
Tots els polimers sintetitzats en aquesta part del treball (PHA-C9:0, PHA-C11.:0;

PHA-C11:1; PHA-(C11:1+C11:0) presenten una composicio similar. Els polimers
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sintetitzats a partir de I’acid nonanoic o |’ acid undecanoic, com s ha comprovat en els
espectres de ressonancia, contenen totes les unitats monomeriques saturades, C11:0,
C9:0i C7:0. En canvi e PHA-C11:1, sintetitzat a partir de I’acid undecenoic, ja s ha
vist en les analisis de RMN que conté tres tipus de monomers diferents i tots ells amb
un grup vinil C7:1, C9:1i C11:1. En € cas dels PHAs-(C11.1+C11:0), produits a partir
de I’ acid undecenoic i de I’ acid undecanoic, és d’ esperar que continguin una barreja de
monomers saturats i de monomers amb €l grup vinil, tal i com suggereixen les analisis
de RMN i de CG que s han comentat en apartats anteriors.

En la Figura 4.78 es mostren els espectres de masses d’ impacte electronic per als

diferents monomers.
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Figura 4.78. Espectre de masses d'impacte electronic (70ev) per als diferents monomers. Els
monomers estan indicats de la seglient manera.: C7:0, 3-hidroxi-heptanoat; C7:1, 3-hidroxi-6-
heptenoat; C9:0, 3-hidroxi-nonanoat; C9:1, 3-hidroxi-8-nonenoat; C11:0, 3-hidroxi-undecanoat i
C11:1, 3-hidroxi-10-undecenoat.
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i. PHASs obtiguts en &ls cultius en matrassos

La composicié monomeérica obtinguda amb les andlisis de CG-EM dels polimers
obtinguts a partir de diferents substrats simples es mostren ala Taula 4.20.

El polimer obtingut a partir de I'acid nonanoic, PHA-C9:0, presenta una
composicidé molt regular ja que conté un 92 % del monomer C9:0. D’ altres especies de
Pseudomonas, com P. oleovorans, quan es fan créixer en acid nonanoic s obté un
polimer amb una mgjor diversitat monomerica, ja que conté unitats de C9:0 (55 %),
C7:0 (40 %) i C5:0 (5 %) (Barbuzzi et al., 2004). En € cas de P. stutzeri 1317, €
polimer que s obté també presenta una major diversitat monomerica, ja que tot i que
majoritariament conté les unitats C9:0 (67 %) i C7:0 (20 %), també es va detectar
I” existencia de monomers C10:0 (5 %), C8:0 (5 %) i C6:0 (0,5 %).

Taula 4.20. Composicié monomeérica dels PHAs obtinguts a partir de I'acid nonanoic
(PHA-C9:0), de I'acid undecanoic (PHA-C11:0), de I’acid undecenoic (PHA-C11:1) i
barreges dels dos dltims (PHA-(C11:1+C11:0) en condicions proliferant i no proliferants
(NP). On Cn, representa el nombre d'aoms de carboni en les unitats 3-hidroxi-al canoat

del polimer.
CG-EM -
N PHA PHA-NP
monomers PHA-C9:0 PHA-C11:0 PHA-C11:1 (C11:14C11:0) (C11:14C11:0)
C7:0 - - - 15,8 11,1
C7:1 - - 2,4 - 3,4
C8:0 - - 5,6 7,1 4,5
C9:0 91,9 48,5 - 39,3 46,1
Cco:1 - - 73,5 - 6,8
C10:0 4,1 1,6 5,6 7,2 0,9
C11:.0 4,0 49,9 - 30,6 19,1
Cil1:1 - - 12,9 - 8,1
saturats (%) 100 100 11,2 100 81,7
insaturats (%) - - 88,8 - 18,3

La presencia d’unitats monomeriques de longitud de cadena superior a la del
substrat emprat suggereix, que malgrat que e microorganisme utilitza de forma
majoritaria la ruta de la B-oxidacio per a la produccié de PHA, la preséncia de les
unitats C10:0 i C11:0, indica que possiblement també utilitza d'altres rutes
metaboliques com per exemple, la sintesis de novo dels acids grassos o la reaccio
d elongaci6 de cadena. Aquest fet ha estat descrit per d’ altres autors, en cultius on s ha
emprat un substrat amb nous atoms de carboni, ja sigui honanoat sodic, nona o €l
mateix acid nonanoic (Gross et al., 1989), (Preusting, 1990) (Xi et al., 2000). En €l cas
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del PHA-C11:0 es torna a obtenir un polimer regular amb dues unitats monomeriques
principals, C11:0 (49,9 %) i C9:0 (48,5 %). Tant P. oleovorans com P. stutzeri 1317,
quan es fan créixer en un medi de cultiu emprant acid undecanoic, produeix polimer
amb una mgjor diversitat monomerica (C5:0-C11:0) Aquest fet contrasta amb els
polimers obtinguts (Xi et al., 2000; Barbuzzi et al., 2004). Els resultats obtinguts per a
la composicié monomeérica del PHA-C11:1 sdn semblant als descrits per Kim et al.,
(2000), on en cultius amb P. putida KCTC 2407 obtenen un polimer que conté C11:1
(24 %), C9:1 (66.1 %) i C7:1 (9,9 %) (Kim et al., 2000). En canvi, P. putida GPO1
produeix un polimer amb C11:1 (15,6 %), C9:1 (69,9 %) i C7:1 (14,9 %) (Hartmann,
2005).

Tal i com ja es suggeria en €ls resultats de ressonancia e PHA-(C11:1+C11:0)
(cultiu condicions proliferants) és un polimer amb les cadenes laterals completament
saturades. La composicio és semblant a I’obtinguda en e PHA-C11:0, les unitats
principals son e monomer C9:0 i C11:0, perd en aquest cas també s ha format €
monomer C7:0 (15 %). En canvi, en e PHA-NP-(C11:1+C11:0) (cultiu no proliferant),
el polimer conté un 18 % dels monomers amb el grup vinil. La proporcio relativa dels
monomers és molt semblant al’ obtinguda en els polimers PHA-C11:1i PHA-C11:0.

il .PHAS obtinguts en €ls cultius en bioreactor

Els cromatogrames corresponents a les analisis de CG-EM dels polimers
obtinguts en el's processos en €l bioreactor es mostren al’ annex.

A laTaula4.21 es pot veure la composicié monomerica per as diferents polimers
obtinguts aixi com també el percentatge de monomers saturats i insaturats que conté el

polimer.

Taula 4.21. Composicié monomeérica dels PHAS obtinguts en els
processos en bioreactor emprant com a substrats |'acid
undecenoic i I'acid undecanoic, en diverses concentracions. On
Cn, representa el nombre d'aoms de carboni en les unitats 3-
hidroxi-alcanoat del polimer. (*) aguestes dades pertanyen a
I’analisi de RMN, ja que les de CG-EM no s han pogut redlitzar.

CG-EM

monomers PHA-F5* PHA-F7 PHA-F9 PHA-F10

C7:0 23,9 13,3 9,1 7,9
C7:1 5,3 9,7 9,6 10,0
C9:.0 38,5 36,9 23,0 22,8
co:1 9,0 211 39,8 41,9
C11:0 19,9 14,2 8,6 7,1
Cl1ia 3,4 4.8 9,9 10,3
saturats (%) 82,3 64,4 40,7 37,8
insaturats (%) 17,7 35,6 59,3 62,2
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En tots els casos s obté un polimer que conté monomers procedents de les dues
fonts de carboni emprades, |I’undecenoat sodic (NaC11:1) i I’'undecanoat potassic
(KC11:0). Els percentatges relatius de monomers saturats i monomers insaturats
corroboren €l's obtinguts anteriorment en les andlisis de RMN. En € cas del PHA-F10,
els resultats difereixen una mica ja que per RMN s havia calcula un 70 % de
monomers insaturats i en canvi per CG-EM s obté un 62 %. Aquesta desviacio en €ls
resultats es deguda a |’ error experimental a |’hora d’avaluar els cromatogrames. La
poca resolucié cromatografica entre els pics dificulta les integracions. Tal i com es pot
veure a |’annex, €l cas del PHA-F10 ha estat necessari fer una analisi del SIM per a
cada pic per a poder extreure una proporcio relativa de cadaio en I’ area total. Ha estat
especialment delicat separar els pics per alaparell (C11:1+C11:0).

A continuacio, en la Figura 4.79 s han representat els percentatges monomerics
obtinguts per CG-EM, per tal de poder comparar les proporcions relatives entre les
parelles de monomers de la mateixa longitud de cadena, aixi com també larelacio entre

els monomers de diferent longitud de cadena.

50,0 40,0
HPR-5* insaturat (%) HPR-F7 insaturat (%)
40,0 1 | saturat (%) 30,0 | saturat (%)
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£ 30,0 1S
bl QS
s S 20,0
E 2001 E
> >
o N I l
0,0 0,0 T T
Cc7 C9 Cl1
50,0 50,0
HPR-F9 insaturat (%) HPR-F10 insaturat (%)
40,0 4 40,0 - )
W saturat (%) | saturat (%)
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Figura 4.79 Composicié monomérica obtinguda de les andlisis de CG-EM. Proporcid
relativa entre els mondmers saturats/insaturats de la mateix longitud de cadena. Cn,
on nindicael nombre d atoms de carboni del monomer. Les dades del PHA sintetitzat
en el bioreactor HPR-F5 no s han pogut determinar, en el seu lloc s han representat
les dades de RMN.
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Com es pot apreciar en la grafica de barres, la distribuci6 entre les longituds de cadena
dels monomers es repeteix sempre, independentment del tipusi de la concentracio de la
font de carboni. EI monomer majoritari és el de nou aoms de carboni de longitud de
cadena (C9), mentre que les unitats de set i onze atoms de carboni (C7, C11), en

general, guarden lamateix proporcio relativa respecte la unitat C9.

4.2.3.3 Propietats térmiguesi Pes molecular

En general els PHAs de cadena mitja (mcl-PHA) son considerats materials amorfs
amb temperatures de transicio vitria (Tg) baixes i en aguns casos presenten
temperaturade fusié (Tm) al voltant dels 40-45 °C.

i. PHASs obtinguts en els experiments en matrassos

A laTaula4.22 es mostren les propietats termiques dels polimers obtinguts en els
cultius de P. aeruginosa 42A2 emprant com a substrats I’ acid nonanoic (C9:0), I’ acid
undecanoic (C11:0), I’acid undecenoic (C11:1) i una mescla dels dos ultims
(C11:1+C11:0):

Taula 4.22 Propietats termiques.. On Tg, temperatura de transicid vitria, Tm,
temperatura de fusié, Tpeak, temperatura del pic exotermic i AH I'energia
associada a aquest pici finalment Td, temperatura de descomposici6 del polimer.

Tpeak mH

Tg () Tm (°C)  oc) /o) Td (°C)
PHA-C9:0 -56,4 - - - 2948
PHA-C11:0 -56,5 - - - 2945
PHA-C11:1 -54,8 - - - 2948
PHA-(C11:1+C11:0) 54,6 44,6 274 14,1 302,7
PHA-(C11:1+C11:0) NP -57,3 - 227 136,9 302,7

Tots el polimers tenen un valor de Tg que oscil-laentre -54 °C i -57 °C i només en
el cas de PHA-(C11:1+C11:0) (obtingut en condicions de cultiu proliferants),
s observa una Tm de 42,6 °C i una AH de 6,9 Jg. El PHA-C9:0i el PHA-C11:0 tenen
Tg més baixes a les descrites en d'altres treballs (Ashby et al., 2002). Els resultats
obtinguts difereixen dels descrits per Barbuzzi et al., (2004), que en un |’ estudi realitzat
amb Pseudomonas ATCC 27853 i emprant com a substrats diferents acids grassos amb
nimero imparell d'aoms de carboni, els polimers que obtenen a partir de I'acid
nonanoic i de I'acid undecanoic, tenen una Tg de -38 °C i -48 °C, respectivament
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(Barbuzzi et al., 2004). El PHA-C11.:1 també presenta un temperatura de transicio vitria
inferior (Tg -54,6 °C) a la descrita en altres PHAS produits a partir d’ acid undecenoic i
que oscil-laentre els-45°C i -50 °C (Bear, 1997), (Park, 1998), (Hartmann, 2005).
En el cas dels PHASs produits a partir de C11:1 i C11:0, PHA-(C11:1+C11:0) tant en
condicions proliferants com en condicions no proliferants, presenten valors de Tg més
baixos en relacié a d' atres copolimers d' aquestes caracteristiques. En el cas del PHA-
(C11:1+C11:0) en condicions de cultiu proliferants, la composicié és molt semblant ala
del PHA-C11:0 i per tant és d esperar un comportament térmic semblant. En canvi €l
PHA-(C11:1+C11:0) en condicions NP conté un 20 % aproximadament d unitats
insaturades. En d’ altres estudis realitzats de produccio de copolimers analegs al PHA-
(C11:1+C11:0)-NP, concretament copolimers produits a partir d’acid octanoic i acid
undecenoic , i que contenen un 20 % aproximadament d’ unitats insaturades, s han
descrit valors de Tg entre -35°C i -39 °C (Bear, 1997), (Park, 1998), (Hartmann, 2005).
En € cas dels PHA-(C11:1+C11.:0), tant en condicions proliferants com en condicions
NP, sha detectat un pic exotermic entre 230-280 °C, gue podria estar associat a
reaccions d’ autooxidacio del polimer. D’ acord amb les analisis termogravimétriques, en
aquest rang de temperatures, el polimer ni perd ni guanya pes.

En genera, tots € polimers obtinguts en aguests experiments tenen una
temperatura de descomposicié al voltant de 300 °C

A laTaula4.23 es mostren els pesos moleculars d’ aquests polimers.

Taula 4.23 GPC. Pesos moleculars dels polimers
obtinguts del's cultius en matrassos emprant com a font
de carboni acid nonanoic (C9:0), acid undecanoic
(C11:0), acid undecanoic (C11:1) i una barrgja de
(C11:1+C11:0). On Mn, pes molecular en nombre;
Mw, pes molecular en massa i Pl, index de

polidispersitat.
Mn Mw Pl
(KDa) (KDa)
PHA-C9:0 135 267 1,98
PHA-C11:0 131 232 1,77
PHA-C11:1 83 180 2,20
PHA-(C11:1+C11:0) 120 230 1,91
PHA-(C11:1+C11:0) NP 113 220 1,95

El pesos molecular d aquests polimers estan en el rang esperat i S obtenen valors molt
semblants als descrits a la bibliografia (Bear, 1997), (Park, 1998), (Hartmann, 2005).
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Només s'ha pogut trobar un cas, on shagi descrit un PHA de les mateixes
caracteristiques amb un pes molecular més alt al que s obté en cultius de P. aeruginosa
42A2. P. aeruginosa ATCC 27853 es capag de produir un PHA, a partir d acid
nonanoic, amb un pes molecular de Mn 297 KDai un polidispersitat de 2,0 (Barbuzzi et
al., 2004).

ii. PHAS obtinguts en €l s cultius amb bioreactor

Tal i com es pot observar en la Taula 4.24, malgrat la diferent proporcié de
monomers saturats/insaturats no es pot establir cap tipus de tendencia. Tots els
copolimers obtinguts tenen una valor de Tg a voltant de -50 °C i una Tm entre 40-45
°C.

Taula 4.24. Propietats termiques.. On Tg, temperatura de transicio
vitria, Tm, temperatura de fusio, Tpeak, temperatura del pic exotermic i
AH I'energia associada a aguest pic i finalment Td, temperatura de
descomposici6 del polimer.

PHA Tg (°C) Tm (°C) AHmM monomers _ monomers
(J/9) saturats (%) insaturats (%)
HPR-F5 -50.4 44.8 7.33 85 15
HPR-F7 -52.1 43.5 1.12 65 35
HPR-F9 -50.0 37.6 0.24 34 66
HPR-F10 -49.6 44.9 0.70 30 70

En I’estudi realitzat per Bear et al., per a cultius de P. oleovorans ATCC 29347 i
emprant acid octanoic i acid undecenoic com a font de carboni, sha descrit la
produccio de copolimers (PHOU) amb diferent proporciéo de monomers insaturats, en
els quals s observava un augment de la Tm a mesura que augmentava el percentatge de
monomers saturats (procedents de I'acid octanoic) (Bear, 1997). Un comportament
semblant ha estat descrit en cultius de P. putida GPO1 emprant els mateixos substrats
(Hartmann, 2005). En & polimers sintetizats per P. aeruginosa 42A2 no s observa
aquesta tendencia, possiblement aquest fet és degut a que els dos substrats presenten un

comportament térmic molt semblants.

En la Figura 4.80 es mostren les distribucions dels pesos moleculars obtingudes
per as polimers PHA-F5, PHA-F7, PHA-F9 i PHA-F10.
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bioreactor, independentment del seu percentatge de monomers insaturats, presenten una
distribucié de pesos moleculars molt semblant. Destacar que el cromatograma del
PHA-F5 s observa un segon pic, que apareix a temps de retencio més alts (RT 30,0
min.) i de pes molecular molt baix, a voltant de 7 Dai un index de polidispersitat de
Pl=1.

Els pesos molecular d’ aguests polimers es recullen a la Taula 4.25. Els valors

obtinguts sdn els pesos moleculars caracteristic per als PHA de cadena mitja (Witholt
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Figura 4.80. Distribucié dels pesos moleculars per as diferents
polimers abtinguts en el's cultius en bioreactor .

En la Figura 4.80 es pot apreciar que tots els polimers obtinguts en cultius en €

and Kessler, 1999).
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Taula 4.25. GPC. Pesos moleculars dels polimers
obtinguts dels cultius en bioreactor emprant com a
substrat una barreja de (C11:1+C11:0). On Mn, pes
molecular en nombre; Mw, pes molecular en massa,
PI, index de polidispersitat i TR, temps de retencio.

PHA Mn Mw Pl TR(min)
(KDa) (KDa)

PHA-F5 175 401 23 2137

PHA-F7 147 339 23 21.72

PHA-F9 105 209 2.0 22.74

PHA-F10 142 366 25 21.70
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4.2.4 Estudi microscopic dels granulsde PHA

Al llarg d aquest estudi s ha demostrat que P. aeruginosa 42A2 pot acumular
PHA a partir de diferents substrats. En els cultius en bioreactor s ha treballat amb dos
substrats per tal d’intentar de produir un copolimer. Ara bé, tot i que s ha estudiat a
nivell estructural no s ha pogut demostrar si al’ aimentar e cultiu amb acid undecenoic
en una primera fase i després amb acid undecanoic, €l polimer que s obté és un polimer
de bloc, unamesclafisica“d homopolimers’ o bé si un polimer aleatori.

Es va creure interessant observar en €l microscopi electronic de transmissio la
morfologia dels granuls quan es treballa amb acid undecenoic i acid undecanoic. Aixi
com tambe |" aspecte dels granuls al’ alimentar el cultiu amb ambdds substrats.

En la Figura 4.81, es mostren les micrografies de TEM de P. aeruginosa quan es

facréixer amb (@) acid undecanoic (C11:0) i (b) acid undecanoic (C11:1).

Tl
T

Figura 4.81 Micrografies de TEM. P. aeruginosa 42A2 quan es fa
créixer en medi minim mineral emprant com a substrat (a) acid
undecanoic i (b) acid undecenoic.

YRR

Tal i com es pot observar en les micrografies, quan P. aeruginosa es fa créixer
en medi minim mineral i acid undecanoic com a substrat, les inclusions lipidiques son
blanques. En canvi, quan s utilitza I’ acid undecenoic com a substrat les inclusions que
es formen son fosques i perfectament esfériques. El fet que tinguin colors diferents és
degut a que els reactius que s utilitzen per a contrastar les cél-lules, €l tetroxid d’ osmi i
I’acetat d’uranil. Aquests reactius reaccionen amb els dobles enllagos del polimer i
tenyeixen la part més amorfa ja que té major difusié i maor temps de residencia
(Curley et al., 1996).

Considerant €els resultats obtinguts, es va creure interessant observar també la

morfologia dels granuls de PHA, quan €l cultiu s aimentava amb aquests dos substrats.
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A continuacio, a la Figura 4.82, es mostren les micrografies obtingudes de
céllules de cultius en condicions proliferants i de les cdl-lules obtingudes dels cultius

en condicions no proliferants.

Figura 4.82. Micrografies de P. aeruginosa 42A2 quan es fa créixer en medi
mineral minim i se li subministren dues fonts de carboni (acid undecenoic i
acid undecanoic). (a) 24 h cultiu proliferant, (b) 24 h cultiu NP, (c) 48 h
cultiu proliferant i (d) 48 h cultiu NP.

Al cap de 24 h de I'addicié del substrat, tant en els cultius en condicions
proliferants com en no proliferants, s observa la formacido de granuls en capes.
S observa que €l centre del granul és mésfosci les capes que I’ envolten son meés clares.
Aix0 és degut, a que e granul s'ha comencat a formar amb el primer substrat i que el
segon s haanat addicionant al voltant. Es adir, € nucli del granul estaformat per PHA-
C11:1 i les capes externes estan formades per PHA-C11:0. Val a dir que no tots els
granuls presenten aguesta estructura. De totes maneres és molt dificil de poder
quantificar quin percentatge representen dels granuls totals ja |’observacio de
I’ estructura en capes dependra de que el tall ultrafi passi pel centre de la inclusio
(Kelley et al., 1999). A més a més, les micrografies de les 48 h de cultiu (després de
I’addicio del segon substrat) suggereixen que e granul tendeix a colapsar perdent
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I’ estructura en capes que s havia format. Les micrografies de TEM mostren que la
formacié d'ambdéds polimers té lloc en e mateix granul. L’estructura en capes
suggereix que el polimer que es forma quan s alimenta un cultiu de P. aeruginosa 42A2
amb acid undecenoic i acid undecanoic de forma sequiencial, és una mescla fisica dels
copolimers de PHA-C11:1i de PHA-C11.:0.

D’acord amb €els resultats obtinguts en aguest estudi, quan es fa créixer P.
aeruginosa 42A2 emprant dos substrats, acid undecenoic i acid undecanoic i amb un
regim d alimentacié sequencial, el PHA acumulat en la cél-lula no es degrada quan
s addiciona el segon substrat, tal i com s ha pogut observar en els processos HPR-F7 i
HPR-F9. Aquest comportament esta en concordanca amb e descrit per Kim et al.,
(1997) en €l cas de Pseudomonas oleovorans. Per tant, és d’ esperar que el polimer que
es forma sigui una barreja fisica dels copolimers o bé que es formi un polimer de bloc.
En canvi, en cultius amb Alcaligenes eutrophus, s ha descrit la degradacié del PHB
acumulat gquan s addiciona el segon substrat. Amb aquest comportament s afavoreix la
produccié del copolimer de poli(3-hidroxibutirat-co-3-hidroxivalerat) (Kim et al.,
1997).

En el nostre cas, es fa dificil distingir entre la formacié del copolimer (PHA-
C11:1-co-PHA-C11:0), una barreja fisica dels copolimers PHAC11:1 i PHA-C11:0i la
formacié d un polimer de bloc dels dos copolimers, ja que ambdds copolimers tenen un
pes molecular, un comportament térmic i uns valors de Tg molt semblants. Les
micrografies de TEM mostren |’ estructura en capes dels granuls. Aquest fet suggereix
la formacié d’'una mescla fisica dels copolimers, tot i que d acord amb Hartmann,
(2005) és possible la formacié d’un percentatge petit del polimer de bloc. La formacio
del baix percentatge de polimer de bloc es pot explicar considerant les diferents
distribucions de les cadenes polimeriques. Nomeés les cadenes polimeriques que estan
en |’ etapa de formacié o elongacié durant € periode de transicié entre els dos substrats
poden formar un polimer de tipus bloc. No aixi, les cadenes que ja estan acabades abans
de I’addici6 del segon substrat 0 bé les que comencen a formar-se amb |’ addicié del
segon substrat. Aixi doncs, els resultats d’ aquests estudis suggereixen gque la produccio
biosintética, emprant cultius en regim d’'alimentacio sequiencial, de copolimers de bloc
té moltes limitacions i que possiblement seria més facil obtenir els polimers de bloc
mitjancant sintesi quimica (Hartmann, 2005).
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