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1.1 La olivicultura.

El cultivo del olivo es uno de los pilares de la milenaria tradicion
cultural y culinaria de los pueblos de la cuenca del Mediterraneo. El olivo (Olea
europea L.) es una planta con pocos requerimientos de agua, soporta muy bien
los fuertes vientos, pero no la latitud, por lo que su cultivo se extiende
mayoritariamente por los paises riberefios del Mediterraneo: Espafia, Francia,
Italia, Grecia, Turquia, Siria, Israel, Palestina, y paises del Magreb,
correspondiendo la produccion conjunta de todos estos paises al 89% de la

produccion mundial.

Actualmente, la superficie total dedicada al cultivo del olivo es de 7
millones Has, con 800 millones de arboles en explotacidn (International Olive Oil
Council 2004). En Espafa, el cultivo del olivo ocupa aproximadamente el 15% de
las tierras cultivadas correspondientes a unos 2.000.000 Has. La mayoria de
ellas se localizan en Andalucia, concretamente en las provincias de Jaén y
Cérdoba (Figura 1.1).

C. VALENCIANA

ARAGON (2,4%) (3,6%)

CASTILLA LA
MANCHA (15,8%)

CATALUNA
(4,6%)
ANDALUCIA,
(60,3%) EXTREMADURA
(10,2%)

OTRAS 3,1%

Figura 1.1. Distribucidon de superficie cultivada a olivar por Comunidad Auténoma. Fuente:
Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural y Marino. Agencia para el aceite de oliva. Informe del
mercado del aceite de oliva. Enero 2008.
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1.Introduccion

1.2 Sistemas de extraccion del aceite de oliva.

El proceso de obtencion del aceite de oliva es un proceso largo y tedioso que
incluye varias etapas. La calidad y eficiencia de cada una de ellas dara lugar a un
producto final de alta calidad. Las fases son las siguientes: recepcion, limpieza,
lavado y pesada, molienda, batido, extraccion y purificacion. La extraccion puede
ser:

a) Extraccién por prensado, en desuso actualmente y sélo utilizada en
la obtencién de aceites muy especificos.
b) Extraccidn por centrifugacion 6 sistema continuo:
- Sistema continuo en tres fases (con la adicion de agua)

- Sistema continuo en dos fases.

El sistema de extraccién en continuo en tres fases incluye generalmente dos
centrifugados, uno horizontal y otro vertical. Mediante el primer centrifugado se
separan las tres fases del proceso: fase sdlida (orujo), fase liquida (alpechin) y fase
oleosa (aceite). Generalmente el alpechin presenta restos soélidos y de aceite,
mientras que el aceite presenta restos de alpechin y algunos soélidos. Estas fases
son sometidas a una segunda centrifugacién mediante la cual se extrae todo el
aceite y todo el alpechin. La cantidad y composicion del alpechin depende de varios
factores como son: tipo de sistema de extraccidon, variedad de aceitunas, tipo de
suelo, climatologia del area y estado de maduracion del fruto. En la campana 1990-
91 surgidé un nuevo sistema de centrifugacion que rapidamente se denomind
“ecoldgico” el cual rendia dos fracciones: sistema en dos fases. En este sistema, la
fase liquida se reduce (debido a la falta de agua), y el orujo se mezcla con el poco
alpechin resultante, generando un residuo: alpeorujo.

En Espafia, este sistema rapidamente sustituyd al sistema establecido de
tres fases. Aunque el rendimiento en la producciéon es mas bajo, se reduce la
cantidad de agua utilizada en el proceso (el agua es un recurso escaso en la zona
Mediterranea) y se evita la aparicion de alpechin, aunque su sustituto, el alpeorujo
también presenta graves problemas de contaminacién medioambiental debido a su
elevada carga organica y alto contenido en polifenoles. En Andalucia, el alpeorujo
generado en la campafia 2005/2006 roz6 las 4.000.000 toneladas (Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacion, actualmente Ministerio de Medio Ambiente,
Medio Rural y Marino)

Espana, es el pais de la Unidn Europea en el que el sistema de extraccién en
dos fases esta mayoritariamente establecido (90% de las almazaras presentan este

sistema de extraccion, frente al 10% que siguen el sistema en tres fases). Este
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hecho llama poderosamente la atencidon, considerando que en Italia, segunda
productora mundial de aceite de oliva, el sistema en dos fases apenas se utiliza
(<5%).

En base a las propiedades organolépticas de los mismos, se distinguen los

siguientes tipos de aceite:

- Aceite de oliva extra virgen: aceite de oliva libre de acidez (expresada como acido
oleico) estando este compuesto en cantidad < de 0,8%

- Aceite de oliva virgen: acido oleico < del 2%

- Aceite de oliva comun: contenido de acido oleico < del 3,3 %

- Aceite de oliva lampante: (no apto para el consumo humano): contenido de acido
oleico > del 3,3 %, y peor calidad, utilizandose en la industria.

- Aceite de oliva virgen refinado: contenido de acido oleico < del 0,3 %, y ademas
la refino no altera su estructura glicérica inicial.

- Aceite de oliva: expresado como mezcla de aceite de oliva refinado y aceite de
oliva virgen; (contenido de acido oleico < del 1 %)

- Aceite de orujo: obtenido por extraccidon con solventes o extraccién fisica; se

divide en los siguientes subproductos:

- aceite de orujo crudo

- aceite de orujo refinado contenido de acido oleico < del 0,3 %

- aceite de orujo como suma de aceite de orujo crudo y aceite de orujo
refinado (contenido de acido oleico < del 1 %)

1.2.1 Residuos generados y efectos medioambientales

La agroindustria del olivar que gira en torno a la producciéon del aceite de
oliva, conlleva la generacion de residuos de alto poder contaminante debido
principalmente a su carga orgdnica y contenido en polifenoles. Los residuos
generados (dependiendo del sistema de extraccién del aceite de oliva utilizado) son
dos: el alpechin y el alpeorujo. Su accion toxica se basa principalmente en el papel
antimicrobiano que desarrollan, su poder fitotéxico y alteracion de la fertilidad del

suelo, afectando igualmente a sistemas acuaticos.

1.2.1.1 Actividad antimicrobiana

Diferentes compuestos polifendlicos contenidos en las aceitunas en primer

lugar, y luego presentes en solucidon tras la extraccion, mantienen su poder
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1.Introduccion

antimicrobiano, como demostraron algunos autores (Capasso et al., 1995, Ramos-
Cormenzana et al., 1996). (Capasso et al., 1995) han manifestado que esta accion
antimicrobiana puede ser un mecanismo de defensa del olivo contra bacterias

fitopatogenas.

1.2.1.2 Fitotoxicidad y alteracion edafolégica

Al mismo tiempo, los compuestos contenidos en el alpechin 6 el alpeoreujo
(polifenoles principalmente) ejercen una accién fitotéxica frente a organismos
vegetales (presumiblemente en respuesta a un mecanismo antagénico desarrollado
por el mismo arbol), sea sobre organismos en fase de germinacion (Casa et al.,
2003), 6 sobre organismos vegetales adultos (Aranda et al., 2007).

La alteracion edafoldgica se manifiesta en un cambio de la fertilidad del
suelo (Mekki et al.,, 2007) que se evidencia, por ejemplo, en la formacion de
complejos coloidales, los cuales y debido a la hidrofobicidad de su constituyentes
pueden resultar en centros de agregacion de materia organica disuelta (DOM) y de
liberacion intermitente de compuestos de naturaleza téxica (Konstantinou et al.,
2009); otra caracteristica del suelo que puede ser afectada, es su composicion
mineral y valor de pH (Sierra et al., 2001), asi como su capacidad de intercambio
con otros compartimentos medioambientales, por ejemplo la capacidad de

retencidn hidrica (Mellouli et al., 1998).

1.2.1.3 Efecto en ecosistemas acuaticos

El uso de estos residuos (alpechin y alpeorujo), como enmiendas agricolas
provoca importantes dafios en ecosistemas acuaticos y en las aguas subterraneas
en particular. La presencia de estos residuos genera una importante disminucion
en la difusién de oxigeno, asi como la quelacion de metales pesados, basicamente
en aquellos que tienen mayor afinidad por la materia organica (Cu II) y por los
grupos -OH de los residuos fendlicos presentes en el compuesto (Konstantinou et
al., 2009), constituyendo de esta forma una importante fuente de lixiviado, con alta
carga de metales pesados, contaminando las aguas subterraneas; asi mismo,
podrian generar la formacién de compuestos con mayor accidon toxica, si al
infiltrarse en las aguas subterrdaneas destinadas al consumo humano,
posteriormente reaccionan con el cloro adicionado para la potabilizacién de estas
masas, formandose compuestos altamente téxicos como los clorofenoles (Spandre
et al., 1996).
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1.2.1.4 Contaminacion por trasformacion quimica

Otra posibilidad recogida por (Obied et al., 2005) es que el almacenamiento
de residuos sélidos derivados del proceso de obtencién del aceite de oliva den lugar
a alteraciones en la estructura de los compuestos polifendlicos presentes,
determinando la acumulacion de compuestos recalcitrantes y por lo tanto con

mayor efecto contaminante.

1.2.2 Bioensayos para determinar la ecotoxicidad del alpeorujo.

En general, cualquier compuesto dependiendo de la dosis, puede provocar
toxicidad en organismos vivos. Un analisis tipico para determinar la toxicidad es la
concentracion letal que es capaz de matar al 50% de los organismos considerados
diana: Clsg. Esos organismos son elegidos por su sensibilidad vy/o
representatividad en el medio donde se prevé que el compuesto pueda ejercer su
accion téxica. Sin llegar a la muerte del organismo diana, hay otros ensayos que
reflejan la toxicidad de un compuesto a través de la reduccion de alguna
manifestacion metabdlica. La pérdida de bioluminiscencia es uno de ellos. En ese
caso, la toxicidad se expresa como la concentracion de agente que produce la
reduccion del 50% de la luminiscencia inicial (ECso) (Onorati et al., 2004).

Uno de los parametros importantes que concierne a la toxicidad del
alpeorujo es su actividad ecotdxica, especialmente como se ha comentado
anteriormente, en los ecosistemas acuaticos y sobre su poblacién plancténica; en
este sentido, uno de los métodos mas eficaces y rapidos de deteccion de dicha
toxicidad es la aplicacion del ensayo de reduccion de la bioluminiscencia. Esta
bioluminiscencia es propia de una bacteria marina (Vibrio fischeri), ubicua de
aguas marinas, y a menudo establecida como ectosimbionte de invertebrados
marinos y en casi la mayoria de organismos abismales. Su bioluminiscencia es
debida a la expresion de un operén LUXCDABE, donde actuan como reguladores
antagonicos LuxR y LuXI, genes que codifican respectivamente para el regulador de
la transcripcién y la sintasa de AHLs (Meighen et al.,, 1993). La reaccién de
bioluminiscencia bacteriana en la que un compuesto organico, que suele ser
diferente para cada especie, y que es denominado genéricamente luciferina, es
oxidado en una reaccién catalizada por una enzima, también diferente para cada
especie, denominada luciferasa, esta ligada al sistema de transporte de electrones
en la respiracion celular y es indicativa del estado metabdlico de la célula, de modo

que una disminucion de la bioluminiscencia indica la disminucidén de la respiracion
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1.Introduccion

celular. Los contaminantes fisicos, quimicos y bioldgicos afectan a la respiracion
celular alterando el porcentaje de sintesis de proteinas y lipidos y modificando por
tanto el nivel de emisién de luminiscencia.

Los ensayos basados en la reduccion de la bioluminiscencia son altamente
sensibles y dependientes del mecanismo denominado percepcién del quérum 6
quorum sensing (Paixdo et al., 1999). Son precisamente estas dos caracteristicas
(sensibilidad y dependencia de la densidad de poblacion) lo que determina que la
deteccidn de la bioluminscencia sea un ensayo viable de la ecotoxicidad de un
compuesto. A esto se afade también la caracteristica de ubicuidad de Vibrio
fischeri, y su escala microbiana, que permiten una evaluacion rapida y bastante
sensible. Otro bioensayo a escala microbiana es aquel en el que se utiliza la
bacteria Photobacterium phosphoreum (de manera analoga a Vibrio fischeri) la cual
exhibe un mecanismo de regulacién diferente (Mancini et al., 1988). Sin embargo,
ha sido demostrado que la sensibilidad de respuesta del microorganismo depende
de la concentracién de algunos compuestos en las muestras por lo que su aplicacion
es limitada. Este mismo patron se repite cuando se usan bioensayos con micro
crustaceos (Paixdo et al., 1999). A todo esto se afiade el hecho que no todos los
compuestos actian de la misma manera; en particular, compuestos volatiles y

débilmente solubles pueden hacer subestimar el resultado del ensayo.

1.3 Alpeorujo.

1.3.1 Caracteristicas quimico-fisicas.

La mezcla de los dos subproductos (orujo y alpechin) derivados de la
extraccién del aceite de oliva por el sistema continuo en dos fases, genera un
subproducto Unico con caracteristicas intermedias y elevado grado de humedad:
alpeorujo.

Este residuo con un caracteristico color marrén oscuro debido a la
polimerizacién de los compuestos fendlicos, y fuerte olor, presenta un valor de pH
ligeramente acido (5,0-5,5), un elevado contenido en materia organica (60-98%), y
un menor contenido (0,5-2,5%) en polifenoles respecto al presente en alpechin.
Ademas, presenta una elevada relacion C/N y contenidos en P y K que oscilan entre
0,41 y 2,93%, respectivamente (Cabrera, 2002). Su analisis quimico también
revela un contenido notable de lipidos (8-18%) asi como de azuUcares totales (9-
19%), entre los que destacan principalmente dos carbohidratos hidrosolubles:
glucosa y manitol, y en menor proporcidn polisacaridos pécticos: xilano y

xiloglucano procedentes de la pared celular de las aceitunas. Los valores de los

15



parametros quimico-fisico descritos varian extraordinariamente y dependen en
diferente medida de numerosos factores tales como: caracteristicas de la cosecha,

climatologia y variedad de la aceituna.

1.3.2 Usos y aprovechamiento del alpeorujo

Desde el establecimiento del sistema continuo en dos fases como sistema de
extracciéon de aceite de oliva, el interés sobre los posibles tratamientos del
alpeorujo ha sido muy difuso, tanto a nivel de investigacion cientifica como de
aplicacion agroindustrial. De hecho, a pesar de no presentar el poder contaminante
del alpechin (sobre todo en cuanto al contenido fendlico), este subproducto sigue
presentando una importante problematica a nivel de aprovechamiento,
fundamentalmente debido a los ingentes voliUmenes generados. Los principales

usos del alpeorujo son:

1.3.2.1 Aceite de orujo.

El alpeorujo himedo es recogido y desecado en balsas durante 8-10 dias;
posteriormente le se aplica un secado mas enérgico (400° C) obteniendo un residuo
con el 5% de humedad. En este punto del proceso se aplica una extraccion quimica
mediante n-hexano obteniendo el orujillo (alpeorujo seco y extractado) que
presenta una humedad final entre el 10-13%. Debido al uso de disolventes
quimicos y a las elevadas temperaturas del proceso, este aprovechamiento esta
muy lejos de ser la solucion ideal para el tratamiento del alpeorujo, debido a las
alteraciones que sufre el aceite extraido. En este sentido, en el afno 2001 surge la
controversia de la deteccion de benzopirenos (sustancias altamente cancerigenas)
en el aceite de orujo. El sector orujero sufre una importante recesion a partir de
esa fecha. Sin embargo, y segun los datos aportados por la Agencia para el Aceite
de Oliva, el sistema mayoritario de extraccion de aceite de oliva en Espana

actualmente sigue siendo en dos fases.

1.3.2.2 Energia en plantas de cogeneracion.

Una planta de cogeneracion aprovecha el uso de un combustible para
obtener al mismo tiempo energia eléctrica/mecanica y energia térmica. Debido a su
elevado poder calorifico (400 Kcal/Kg) (Caputo et al., 2003) el alpeorujo puede

cumplir con ambas funciones. De hecho se dan ya notables ejemplos de utilizacion
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de alpeorujo en las mismas almazaras como fuente de energia eléctrica para el
funcionamiento de la planta.

De manera parecida, se puede utilizar el alpeorujo como fuente para
producir biogas (CH4 + CO,) previa digestion anaerdbica (Tekin et al., 2000) y para
la produccion de metano (Borja et al., 2003) 6 syngas (Jurado et al., 2003).

El problema principal del aprovechamiento del alpeorujo como combustible es
la generacion de cenizas de diferente tamafio de dificil tratamiento y compleja
composicion, que necesariamente tienen que ser filtradas y tratadas para no constituir un
peligro para la salud humana, suponiendo un importante incremento de los costes

debido al tratamiento.
1.3.2.3 Abono agricola.

Aprovechando que la localizacion del alpeorujo es basicamente agricola (por
lo que los gastos de transporte serian minimos) y el elevado contenido en materia
organica y micronutrientes que presenta, numerosos estudios se han llevado a cabo
para valorar los efectos de la aplicacién de este residuo como enmienda agricola.
Por otra parte no hay que olvidar la presencia de polifenoles y altas concentraciones
de iones K* que presenta en su composicién y son considerados como factores
negativos a la hora de elegir el alpeorujo como abono agricola.

El idn K* desplaza al i6n Mg?* en el perfil del suelo provocando por lo tanto
su inaccesibilidad a las plantas. Los polifenoles aunque ejerzan un efecto “positivo”
como sustancias antimicrobianas y como factores de crecimiento para las plantas,
presentan un papel fitotoxico importante a diversos niveles: ejercen un efecto
negativo sobre los microorganismos rizosféricos y sobre las micorrizas arbusculares
(Pedersen et al., 1991; Fries et al., 1997); ademas pueden causar alteracién de la

polaridad, afectando a los sistemas de transporte selectivo (Korte et al., 2000).

1.3.2.4 Compostaje

Debido a las caracteristicas fisicas del alpeorujo (su consistencia semisdlida)
éste requiere ser mezclado con determinados compuestos para aumentar el
volumen antes del compostaje. Algunos materiales susceptibles de ser utilizados
son los restos de las cosechas de algoddn, cereales, virutas de madera, cortezas
secas...A diferencia del alpechin, el cual se afiade repetidamente durante el
proceso, el alpeorujo solamente se afiade al inicio de la fermentacion.

Las caracteristicas fisicas del alpeorujo hacen bastante dificil el compostaje

por aireacion forzada, debido a la presencia de canales preferenciales que conllevan
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la aparicién de agregados por lo que en el compostaje con este residuo, la aireaciéon
mediante volteo manual es la técnica mas rentable.

El compost (también llamado abono organico) obtenido con residuos de la
industria olivarera, se muestra como un producto altamente competitivo y eficiente
debido a la ausencia de sustancias toxicas recalcitrantes (acidos fendlicos,
fundamentalmente), elevado grado de humificacion, alta carga organica y a la
presencia de compuestos minerales. Sin embargo uno de los principales problemas
que presenta es su elevada relacion C/N cuando se utiliza junto con fertilizantes

nitrogenados.

1.3.2.5 Uso como sustrato en la transformacion biotecnoldgica: sustancias
con interés industrial.

El contenido en determinados compuestos polifendlicos (hidroxitirosol, tirosol
y oleuropeina) que presenta el alpeorujo atraen tanto la industria farmacéutica
como a la cosmética, las cuales ven en el alpeorujo, de manera relativamente
sencilla, el sustrato ideal para la obtencién de tales sustancias. La industria
alimentaria también ha dirigido su interés a la obtencion de la pectina (contenida
en la pared de las aceitunas) para su uso como agente gelificante.

Un aspecto muy importante que presenta el alpeorujo es la posibilidad de
ser utilizado como fuente carbonatada (dado su alto contenido en azlcares) para la
sintesis de polimeros con alto interés industrial mediante metabolismo microbiano.
Este es el caso de la obtenciéon de exopolisacaridos (EPS) usando una cepa de
Paenibacillus jamilae (Morillo et al., 2006). Otros polimeros con alto interés
industrial lo constituyen los polihidroxialcanoatos, un grupo de plasticos
biodegradables con caracteristicas similares a los termoplasticos derivados del
petréleo. En este sentido, y hasta la fecha, no se ha ensayado a nivel de laboratorio
la sintesis microbiana de plasticos biodegradables utilizando el alpeorujo como
sustrato carbonatado. Varios trabajos anteriores avalan la produccion de
bioplasticos utilizando otro residuo afin: alpechin, bajo distintas condiciones y
utilizando bacterias pertenecientes al género Azotobacter, familia
Pseudomonadaceae (Martinez-Toledo et al., 1995; Gonzalez-Lopez et al., 1996;
Pozo et al., 2002).

El hecho de utilizar este residuo con alto poder contaminante como sustrato
para la obtencion de sustancias con interés industrial (caso de plasticos
biodegradables, altamente competitivos con los plasticos derivados del petrdleo)

contempla una doble vertiente: la del tratamiento del residuo en si, con el
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consiguiente interés para la proteccion del medio ambiente que ello conlleva y la

produccion de bioplasticos “respetuosos” con el mismo.

1.4 Plasticos
1.4.1 Definicion

“Polimeros constituidos a partir de la condensacién organica de diferentes
mondmeros con la pérdida de una molécula de agua, y dotados de propiedades
plasticas”. Las propiedades plasticas de un producto dependen tanto del tipo de
monomero como de los aditivos afiadidos.

En cualquier plastico, dos parametros son particularmente importantes: el
punto de transicion vidriosa (Tg) y el punto de fusién (T.); basicamente los
polimeros derivados del petrdleo y usados para constituir productos con
propiedades plasticas (termoplasticos) son susceptibles de ser remodelados
infinitamente cuando son calentados a temperaturas superiores a Ty, y al ser
enfriados bajo ese punto, se portan como un sélido vidrioso. Para evitar este hecho,
la industria del plastico utiliza varios procedimientos para disminuir T, y asi
obtener unos polimeros de mejores propiedades plasticas, reduciendo su fragilidad
y ampliando su plasticidad: 1) afiadir agentes plastificantes (que se entrelazan con
puentes a H en las cadenas de polimeros), 2) afiadir cadenas laterales no reactivas
antes de la polimerizaciéon y 3) ampliar la longitud de las cadenas esqueléticas

constituyentes de los polimeros.

1.4.2 Clasificacion de los plasticos.

Los plasticos se pueden dividir en tres grandes grupos: los termoplasticos,
los elastdmeros y los plasticos termoestables. Esta clasificacion atiende a los
comportamientos que presentan ante distintas situaciones fisico-mecanicas.

Los termoplasticos, grupo en el que se engloban plasticos tales como el
PVC (cloruro de polivinilo), HDPE (polietilieno de alta densidad), 6 PP
(polipropileno), son los que adquieren propiedades plasticas (capacidad de
deformacion y moldeado estable por tiempo indefinido) una vez calentados por
encima de su punto de fusion, y tras el cudl adquieren un estado viscoso-liquido
gue se mantiene hasta que se enfrian adquiriendo aspecto sélido; una de sus
caracteristicas principales es que precisamente en ese estado sélido asumen un
comportamiento vidrioso. No es preciso que el enfriamiento sea repentino, puede

ser también muy lento, pero el polimero por su composicion, tendera a no poder
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organizarse en una estructura cristalina; es todavia objeto de investigacidén
cientifica, si un solido amorfo tiene o no tiene un grado de cristalizacion, en cuanto
se puede considerar el hecho que se formen enlaces quimicos entre los
mondmeros, a modo de ligero grado de cristalizacidon. De hecho, es la naturaleza de
los constituyentes (mondmeros de larga cadena) la que dificulta la formacion de
cristales (cuanto mas largas mas dificiles). Los elastomeros y plasticos
termoestables no adquieren la plasticidad referida una vez calentados. Los
primeros tienen capacidad de deformacién bajo determinadas situaciones, pero
tienden a volver a su aspecto inicial, como por ejemplo la goma; los segundos son
rigidos y presentan escasa capacidad de extensidn ante una situacion de ruptura;
ademas presentan consistencia dura a temperatura ambiente. Por lo tanto estos
ultimos no pueden ser moldeados indefinidamente una vez calentados resultando

asi imposible el reciclado secundario.

1.4.3 Consumo mundial de plasticos

Segun el estudio titulado “E/ sector de los plasticos: estadisticas, situacion y
perspectivas” editado por el Centro Espafiol del Plastico, la demanda mundial de
plasticos en el afio 2006 fue de 235 millones de toneladas, pero se prevé un
aumento cercano al 30% en los proximos cinco afios superando de esta forma en el
afo 2011, los 300 millones de toneladas. Europa consume el 25% del total vy
Espana ocupa el cuarto lugar entre los paises europeos en demanda de estos
materiales. La demanda en nuestro pais crecerd a un ritmo del 1,0 %, aunque
todavia estamos algo por debajo del incremento europeo que en media superara el
5,3 por ciento anual durante el proximo quinquenio. En las siguientes Figuras se
muestra la distribucion (en %) de la utilizacion de plasticos por diversos sectores,

asi como el porcentaje de utilizacién de los diferentes polimeros plasticos.
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Consuma estimado de plasticos por mercados

% del Total
Resto
) 17%
Agricultura Envase y Embalaje
5% 40%
Electricidad
Electrénica
8%
Mabiliario y
Decoracién » >
Automocion Construccion
8% 1%

*Electricidad y Electronica incluye Electrodomésticos

Fuente: CEP

Figura 1.2. Consumo de plasticos por sectores de empleo (en porcentaje) Fira de Barcelona-
Departamiento de Estudios-Octubre 2008 sobre Fuente: Informe Centro Espafiol del Plastico.

23%
16%

@ HDPE m LDPE o PP o PETP m PS motros

Figura 1.3. Porcentaje de utilizacion de los diferentes polimeros plasticos.

Como se puede apreciar en las graficas anteriores, el sector que mas
plasticos ha demandado en afios anteriores ha sido el sector de envases/embalaje
(casi 40% del total), seguido por el sector de la construccion (15%) debido
principalmente a la gran explosion inmobiliaria que se ha vivido en Espafia en los
ultimos afios. La suma de los porcentajes de estos dos sectores supera la mitad del
consumo, correspondiendo a los PEPT, HDPE y LDPE los tipos de plasticos

mayoritariamente utilizados (juntos alcanzan el 75% del total).
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Tal y como se desprende de lo expuesto anteriormente, la produccién, uso y
por tanto la presencia de materiales plasticos en los residuos sélidos generados en
nuestro pais es elevada y creciente ano a ano y esto convierte la gestién de los
mismos en una cuestion compleja, dado el impacto ambiental que produce su
acumulacién en localizaciones naturales. Por otro lado, a medida que las economias
emergentes y paises en vias de desarrollo vayan alcanzando el nivel occidental,
este problema se agravara, lo que hace necesario desarrollar estrategias para hacer
frente al mismo. En la actualidad dichas estrategias incluyen la recuperacion de los
materiales plasticos presentes en los residuos sdlidos urbanos (RSU) mediante su
reciclaje mecanico, lo que requiere la previa separacién y clasificacion de los
mismos, hecho que incrementa notablemente el costo de la recogida y tratamiento
de los RSU. Otras posibles estrategias para la eliminacidon de los plasticos, como el
soterramiento, la incineracion y el compostaje, no son tampoco adecuadas desde el
punto de vista ambiental, dada la escasa biodegradabilidad que presentan. Un
enfoque diferente para resolver el problema expuesto consiste en la sustituciéon de
los plasticos derivados del petrdleo, los cuales son muy inertes desde el punto de
vista biolégico, por otros procedentes de fuentes renovables y capaces de ser
degradados por los microorganismos presentes en medios naturales: plasticos

biodegradables 6 bioplasticos

1.5 Bioplasticos.

1.5.1 Definicion y caracteristicas

Con respecto al origen, se considera bioplastico todo “aquel polimero con
propiedades plasticas parecidas a la de un polimero termoplastico pero que en lugar
de proceder de petrdleo, procede de una fuente organica renovable”. Toda la
materia plastica derivada del petrdleo es de por si reciclable: es cuestion de tiempo
y condiciones ambientales, pero el problema radica en la lentitud del proceso.
Actualmente existe una gran controversia sobre el término bioplasticos, sobre todo
en relacion al concepto de biodegradabilidad.

El protocolo EN13432 establecido por la ISO (Internacional Standard
Organization) describe todas las caracteristicas que tiene que cumplir un plastico
para poder ser considerado como biodegradable. Estas caracteristicas estan
basadas en ensayos quimicos y agrondmicos los cuales deben ser superados
satisfactoriamente. Esos ensayos estan basados en los precedentes protocolos de
los estandares ISO 18452 (Aerobic Degradability in Water), 1SO 18453 (Anaerobic
Degradability in Water) e ISO 18455 (Aerobic Composting).
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Protocolo EN13432: contenido.

e Ensayo quimico: reduccién de todos los constituyentes a moléculas de
estructura mas sencilla y facilmente metabolizables, manteniéndose el
contenido en metales pesados después del proceso, por debajo del valor
umbral.

e Biodegradabilidad en medio acuoso (consumo de O,y produccién de CO,;): el
90% de todo el material debe ser transformado en CO, transcurridos 6
meses.

e Desintegracion en compost: después de 3 meses del compostaje, un
maximo del 10% del residuo puede permanecer en el subsiguiente tamizado
en una malla de 2 mm.

¢ No tiene que producirse ningun efecto negativo inhibidor del compostaje (en
una planta de compostaje a escala semi-industrial 6 superior)

e Ensayo agrondmico: efecto de la aplicaciéon del compost resultante sobre el
crecimiento de las plantas (ensayo ecotoxicoldgico).
Todos los ensayos tienen que ser superados para considerar un plastico

como biodegradable.

Los polimeros biodegradables se pueden clasificar en:

e Polimeros extraidos o removidos directamente de la biomasa: polisacaridos
como almidon y celulosa. Proteinas como caseina, queratina, y colageno.

e Polimeros producidos por sintesis quimica clasica utilizando mondmeros
bioldgicos de fuentes renovables vy,

e Polimeros producidos por microorganismos, bacterias productoras nativas o

modificadas genéticamente.

Entre los plasticos biodegradables, los mas prometedores desde el punto
de vista comercial son los derivados del almidén y la celulosa (Figura 1.4), y los
polimeros producidos por microorganismos, como por ejemplo los
polihidroxialcanoatos (PHAs) (Figura 1.5), los polimeros del acido lactico (PLA)
(Figura 1.6), las policaprolactonas (PCL) y los polialquilensuccinatos (Gross et
al.,2002).

CHZOH CHZOH CHpOH

CH,OH CH,OH

23



Figura 1.4. Plastico biodegradable derivado del almidén
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Figura 1.5. Estructura del PHA
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Figura 1.6. Mondmero del acido poli-lactico (PLA)

Entre todos los polimeros biodegradables con aplicacién industrial
anteriormente citados, los PHAs han despertado un creciente interés tanto a nivel
cientifico como comercial debido a que presentan propiedades similares a los
termoplasticos convencionales y son completamente biodegradables (Lee, 1996)
siempre que se encuentren en el ambiente adecuado. Ademas y a diferencia de los
polimeros del &cido lactico (PLA) cuya produccion supera actualmente a la
produccion de los PHAs, son polimeros susceptibles de ser sintetizados mediante
metabolismo bacteriano a partir de cualquier residuo, y por lo tanto con un coste
cero desde el punto de vista econdmico y ambiental, convirtiéndose un residuo en
un sustrato. Por el contrario, la produccién de PLA conlleva el uso de recursos
agricolas (caso de plantas de maiz, por ejemplo) para obtener el almidon y

posteriormente PLA, con el consiguiente agotamiento de los recursos naturales.

1.5.2 El mercado mundial del bioplastico

Debido al constante crecimiento del precio del petrdleo (lo que ha provocado
gue el precio de produccidon de plasticos tradicionales se haya disparado un 20%,
segun la Asociacion Alemana del Plastico: IK Industrievereinigung
Kunststoffverpackungen, e.V.), el sector de los bioplasticos se encuentra en la
posicion de poder representar un camino viable hacia la produccién de plasticos no
procedentes de combustibles fdsiles; este hecho se ha reforzado en gran medida al

involucrarse grandes companiias del sector (Metabolix, BASF, Cargill, Novamont, ¢
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PHB) en asociaciones de productores y proveedores de bioplasticos. Son vya
numerosos los ejemplos de patentes, por ejemplo aquellos basados en la
polimerizacién del acido lactico é del 2 hidroxi-propidnico para dar lugar al acido
polilactico (PLA), bioplastico de origen vegetal.

La produccion mundial de bioplasticos se situé en el afio 2005 entorno a
150.000 toneladas, siendo uno de los datos mas llamativos la progresiva
sustitucion de los termoplasticos en sectores donde éstos estan fuertemente
asentados (datos procedentes del Centro de Investigacidn en Procesamiento de
Polimeros de la Universidad de los Andes, CIPP-Agosto 2007) por plasticos
biodegradables, proceso respaldado por los resultados obtenidos en numerosos
estudios a nivel de laboratorio, los cuales han mostrado las similitudes en
numerosas caracteristicas quimicas y fisicas entre bioplasticos (por ejemplo PHB) vy

termoplasticos tradicionales (caso del polipropileno, PP).

Tabla 1.1. Comparacion de las propiedades quimicos-fisicas entre termoplasticos tradicionales (PP) y
bioplasticos (poli-B-hidroxibutirafy, PHB).

Parameter Plastic Material

LDPE | HDPE || PP PS PHB Mazin | CDP’s | BAK | BAK | Parag. | Parag. | PVOH | PLLA

(PLA) | PLA 1095 2195 from from
Avebe | Avebe
Film Formation Yes SE Yes
1620
Injection moulded Yes SE Yes
1500
Melting point Tm ['C] 115 266°F || 171- 230- 171- 150.0 | 120- 125 177 170-
186 270 182 170 180
Glass transition | -120 -15 80-1004 | 5-10 63.8 60 80 55 58
temperature Tg [OC]
Crystallinity [%] 65-70 65-80
Density [gcm™] 0.92 0.95 0.905 -l 1.05 123 4 125 1.35 133 1.25
0.94 1.25

Mol. Weight Mw (x107) 22-7 1-8
Mol. Weight distribution 5-12 22-3
MEFI (g/10min) 0.1-22 | 0.02- 0.3-40f 1.2-254| 5-20

0.7) 15
Hardness (Rockwell H 56-67 20.6
Scale) (Shore

D)
Transparency (%) ds ] b T 94
Flexural modulus [GPa] 1.7 62-76 || 3.5-4
Tensile strength [MPa] | 3000 3350 39 40-48 || 40 32.22 220 550 2400 1500 500kg/c
m
Tensile strength at break | 8-10 23 35 15-27 f| 21.87 34 25 70
[MPa] (30-
60)

Extension to break [%] | 150- >800 400- 1.0-25) 4-18 3072 |35 =400 120 24

600 900
UV resistance Poor Poor Poor Good,
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*. Fuente: “Polimeros biodegradables” CIPP-CIPEM Centro Investigacion de Procesamiento de Polimeros
de la Universidad de los Andes. 2007.

Considerando la situacion actual en la cual la producciéon de sélo el sector de
embalaje termoplastico ronda los 12,3 millones de toneladas anuales, vy
comprobado su probable potencial de sustitucion por parte de los bioplasticos,
resulta por lo tanto evidente y factible la ampliacion del campo de accién de los

bioplasticos en este sector, el cual crece a nivel mundial desde hace afios.

Segun la fuente http://www.bioplastics24.com/ el radio de accion de los
bioplasticos en sélo 5 afios puede llegar a ser 3 veces su tamano actual y ademas
se estima segun la misma fuente, que actualmente 6 millones de toneladas de

embalaje puedan ser sustituidas por bioplasticos (Figura 1.7).

Global production capacity for bioplastics
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Figura 1.7. Capacidad de crecimiento del sector del bioplasticos en los préximos afios. Fuente:
http://www.bioplastics24.com/content/view/89/28/lang,en/

Es dificil concretar qué sectores seran los mas prometedores en los cuales
los bioplasticos puedan introducirse masivamente; seguramente y asi lo han
demostrado numerosas iniciativas, puedan competir alld donde se exija obtener un
producto de duracién limitada (por ejemplo, embalaje y envases de usar y tirar,
agricultura, ambito biomédico...) 6 un producto de constante rapida renovacién (por
ejemplo: sector informatico). Sea suficiente considerar un dato en este sentido:

una de las conclusiones generadas en el Congreso “Electronics Goes Green”
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mantenido en Berlin en el afio 2004, fue que el 10% de los plasticos que se
emplean en la industria electréonica pueden ser reemplazados por biopolimeros.
En las siguientes fotografias se muestras varios ejemplos de estos

productos.

Macetas realizadas en Mater-Bi® por Novamont Pelicula de embalaje Ecoflex® realizada por BASF

Reproductor de archivos musicales realizado por Sony® con panel frontal en biopolimeros a partir de
almidon de maiz.

Figura 1.8. Ejemplos de productos realizados comercialmente con bioplasticos.
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De todas formas resulta indudable que ante una situacion de constante
inestabilidad del precio del petrdleo, agotamiento del recurso y graves problemas
medioambientales generados no sélo por el uso (y abuso) de los plasticos
tradicionales (por ejemplo incremento del efecto invernadero, lluvia Aacida,
desertificacion...), el sector de los bioplasticos surge como una solucién viable para
conjugar los conceptos de avance tecnoldgico y sostenibilidad que nuestra sociedad

demanda.

1.6 Polihidroxialcanoatos (PHAs).

1.6.1 Definicion y caracteristicas

Los PHAs son homopolimeros o copolimeros de hidroxialcanoatos, tales
como el 3-hidroxibutirato, el 3-hidroxivalerato y el 3-hidroxihexanoato, que han ido
adquiriendo una gran importancia en las ultimas décadas (Byrom, 1992; Brandl et
al.,1990, Doi, 1990; Steinbuchel et al., 1995). Se trata por tanto de poliésteres
lineales de (R)-3-hidroxiacidos en los cuales el grupo carboxilo de un mondémero

forma un enlace tipo éster con el grupo hidroxilo del mondmero siguiente.

1

Figura 1.9 Estructura general de los PHAs

Se distinguen dos tipos de PHAs segun la longitud de la cadena lateral: PHAs
scl (short chain length) con cadena alquilica lateral (hasta 2 carbonos) y PHAs mcl
(medium chain length) con cadena alquilica lateral de mas de 3 carbonos
(Steinblchel, 2001). Las caracteristicas principales de los PHA scl son ser
demasiado rigidos y fragiles, mientras los PHA mcl son mas elasticos pero dotados
de menos fuerza mecanica. Por lo tanto y en paralelo a una mejora en la cantidad
de produccion (para bajar los costes totales) se hace necesaria una mejora en la
calidad de la composicion del biopolimero, al objeto de satisfacer un mas amplio
abanico de sectores industriales.

Entre los homopolimeros, los mas importantes son el polihidroxibutirato
(PHB), con R = CHs;, el polihidroxivalerianato (PHV), con R = CH;CH,, y el
polihidrohexanoato (PHH), con R = CH3(CH,),. La inclusién de dos de los

anteriores mondémeros permite obtener copolimeros, tales como el poli(3-
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hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerianato) [P(3HB-co-3HV)], el cual fue
producido comercialmente con el nombre de BioPol™ por Zeneca Bio Products
(Billingham, UK). Como puede apreciarse se trata de una vasta familia de
productos, y en funcién de los mondmeros constituyentes, presentan diferentes
propiedades.

Histéricamente fueron descubiertos en 1925 por Lemoigne y son producidos
por una extensa variedad de microorganismos Gram-positivos y Gram-negativos
como fuente de reserva de carbono y energia en la forma de granulos amorfos y
liquidos en el citoplasma. El nimero y tamafio de estos granulos, su composicidon
monomeérica, la estructura macromolecular y propiedades fisico-quimicas dependen
del microorganismo productor. Pueden ser observados intracelularmente como
granulos refringentes y en algunos casos pueden provocar la deformacion de las

células.

Figura 1.10. Azotobacter vinelandii.
(Agueous Geochemistry and Biogeochemistry-
Earth and Environmental Systems Institute-

picture by Susan L. Brantley
http://www.essc.psu.edu/~brantley/recent.ht
ml)

Sus aplicaciones han sido exploradas por varios sectores ya que presentan
una serie de ventajas importantes cuando se comparan con los plasticos
convencionales (caso del PP), como el hecho de ser completamente degradados por
bacterias, hongos y algas hasta agua, didxido de carbono 6 metano. De esta forma,
simplemente cambiando la fuente de carbono y la cepa bacteriana usada en el
proceso fermentativo, es posible producir biopolimeros (homo y copolimeros) con
propiedades que abarcan desde los plasticos rigidos y quebradizos hasta los

elastomeros (Poirier et al., 1995).
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1.6.2 Biosintesis de PHA

Numerosas bacterias tienen la capacidad de sintetizar PHAs como material
de reserva y fuente de poder reductor. A pesar de conseguir un biopolimero
parecido y almacenable, las rutas metabdlicas implicadas se diferencian tanto en
base al tipo de bacteria como por el sustrato empleado. Existen tres grandes rutas

metabdlicas, con diferente grado de interconexion:

- la sintesis directa desde los azucares
- la sintesis a partir de la B-oxidacion (degradacidn) de acidos grasos y

- la sintesis desde la biosintesis de novo de los acidos grasos

Las 3 rutas coinciden en crear un intermediario metabdlico (3-hidroxiacil-
CoA), sustrato que sera incorporado gracias a una PhaC (polimerasa) en un

biopolimero, almacenado gracias a una serie de proteinas con diferentes funciones.

1.6.2.1 Sintesis desde los azlcares.

Es una ruta metabdlica de aprovechamiento energético de los azlcares, que
en lugar de introducir el piruvato en el ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA),
desvia la ruta hacia la formacién del Acetil-CoA. A continuacién la ruta utiliza 3
enzimas en secuencia: PhaA (B ketotiolasa), una enzima que provoca la
condensacion de una molécula de Acetil-CoA en una de acetoacetil-CoA, PhaB
(hidrolasa 6 acetoacetilCoA reductasa-NADPH dependiente), una enzima que
provoca, mediante la perdida de una molécula de agua, la incorporacién de un
radical -OH y la formacidon de un intermediario: (R)-3-hidroxiacilCoA, y finalmente

una PhaC (polimerasa) que une en cadenas los (R)-3-hidroxiacilCoA sintetizados.
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Figura 1.11 Ruta metabdlica de biosintesis de PHB a partir de la glucosa (Figura tomada de
Galindo et al 2007)

1.6.2.2 Sintesis a partir de la B-oxidacion de acidos grasos.

Desde la fuente de C en forma de acidos grasos, y mediante una B-oxidacién
utilizando cuatro enzimas (acilCoA transferasa, acil-CoA deshidrogenasa-FADH
dependiente, enoil-CoA hidratasa y epimerasa), el microorganismo sintetiza el
sustrato clave:(R)-3-hidroxiacilCoA.

Las enzimas que actlan en secuencia son: acil-CoA ligasa (tioquinasa u
acilCoA transferasa), que genera la formacién de una molécula de acil-CoA, que
posteriormente sera reducida por la acil-CoA deshidrogenasa-FADH dependiente
mediante la pérdida de una molécula de agua, a trans-2-enoil-CoA, para dejar
actuar la enoil-CoA hidratasa que genera el intermediario (S)-3-hidroxiacilCoA,
que gracias a una epimerasa cambia de conformacién, sintetizandose (R)-3-

hidroxiacilCoA.
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Figura 1.12. Ruta metabdlica de biosintesis de PHB a partir de los acidos grasos (B-oxidacion) (Figura
tomada de Tsuge et al., 2002)

1.6.2.3 Sintesis desde la biosintesis de novo de los acidos grasos.

Representa un desvio desde la ruta de sintesis de los acidos grasos, hacia la
obtencién del mondmero necesario para la polimerizacion en PHAs; el comienzo de
la ruta involucra el acetilCoA, que gracias a la AcetilCoA carboxilasa (13) se
convierte en Malonil-Coa, el cual gracias a la ACP-maloniltransferasa (14)
obtiene la adicidon al grupo ACP convirtiéndose en Malonil-ACP, siendo asi
transformado en 3-ketoacil-ACP por la 3-cetoacil-ACP sintasa-dependiente de
NADPH (15), y gracias a una final reduccion por la 3-cetoacil-ACP reductasa
(16) se genera el (R)-3-hidroxiacil-ACP, liberandose el grupo ACP, gracias a la
accion de la 3-hidroxiacil-ACP-CoA transacilasa (19) generando (R)-3-

hidroxiacilCoA y permitiendo la polimerizacion en PHAs.

Makny-Coh

Malonyl-ACP

Acy-ACP

3-Ketoscy-ACP  Enoyl-ACP
(R)-3- hydraxyacy-ACP
10

1
-3h -Cod
% (Rr3ydroxyacy-CoA

Figura 1.13 Ruta metabdlica de biosintesis de PHB a partir de la sintesis de acidos grasos (Figura
tomada de Luengo et al., 2003)

La siguiente figura muestra la conexidn entre las tres rutas metabdlicas:
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Figura 1.14. Interconexion entre las rutas de la

sintesis de PHB (Figura tomada de Aldor et al., 2003)

1.6.3 Interconexion entre la biosintesis de PHAs y la sintesis de alginato.

Las bacterias pertenecientes al género Azotobacter, se caracterizan también

por conseguir sintetizar un derivado

exopolisacaridico complejo, que se llama

alginato, que le proporciona una defensa frente a la variacién en las condiciones

ambientales, al

documentada (Yan et al., 2000; Segu

objeto de proteger el

enzima nitrogenasa.
ra et al., 2003)

Ha sido bien

la interconexion entre la

biosintesis de alginato, y la biosintesis de PHAs, y en estas publicaciones se ha

demostrado como esas dos rutas metabdlicas se excluyen mutuamente segun el

siguiente esquema:
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Figura 1.15 Ruta metabdlica entera de la sintesis de PHB y de alginato y su correlacion (Figura tomada
de Galindo et al., 2007)

Bajo un exceso de C, presencia de nitrégeno y reduccién de la tensidon de O,,
el microrganismo se encuentra en condiciones favorables para almacenar PHAs, ya
que existiria una alta concentracion de sustrato UGtil para su metabolismo
heterétrofo, sin necesidad de fijar el nitrogeno ni de proteger a la nitrogenasa
frente a unas condiciones aerobicas. Por lo tanto, la mayoria de su gasto energético
se dirigiria a la polimerizacion de PHAs.

En las condiciones opuestas (alta tensiéon de O, y falta de nitrégeno) la
nitrogenasa se activaria para conseguir metabolizar de manera organica ese
elemento, en forma de aminoacidos y al hacerlo debera protegerla, dotandose de
una capa de exopolisacarido (a base de alginato), tan espesa cuanto mas alta sea

la tensidon de O, presente en su entorno.

1.6.4 Regulacién del almacenamiento de PHAs en el granulo.

La sintesis de PHAs esta regulada por un sistema constituido por numerosas
proteinas entre las que podemos citar las fasinas (PhaP1) y los activadores
diméricos de transcripcion PhaR. (Potter et al., 2002).

Estos Ultimos agentes son codificados sélo bajo condiciones de biosintesis de

PHAs, para que actlen sobre el promotor del gen phaP que codifica para PhaP

34



1.Introduccion

(fasina). A la vez que el granulo de PHAs se va agrandando, contribuyen a crear
una barrera hidrofébica (monocapa fosfolipidica) respeto al entorno citoplasmatico
en el cual se estd formando el granulo. La siguiente figura esquematiza la

regulacion de la acumulacién de PHAs en el granulo.
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Figura 1.16 Fases del almacenamiento de granulos de PHB y su regulacion génica. (Figura tomada de
Potter et al.,2005).
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En la sintesis de esta barrera participan también una depolimerasa y otras
proteinas en espera de identificacion. Es importante subrayar que el proceso es un
proceso dinamico, que refleja la funcion llevada a cabo por los granulos de PHAs
como material de reserva. (Steinbichel et al., 2001) reportaron como el mismo
activador de transcripcién (PhaR) en el momento de llenado del granulo, actia
como terminador de la transcripcion del mismo gen phaP, codificador de las fasinas,
involucradas en el mantenimiento del granulo, y por lo tanto sin funcién, una vez

que el granulo de PHAs, se haya formado.

1.6.5 Produccion de PHAs desde diferentes sustratos

La mayoria de los estudios publicados sobre la produccién de plasticos
biodegradables y en concreto de PHAs (Poirier et al., 1995; Lee, 1996; Gross et al.,
2002), coinciden en sefialar que uno de los principales inconvenientes a los que se
enfrenta el desarrollo comercial de estos productos, es su elevado coste de
produccion lo que hace que se presenten en desventaja frente a los plasticos
convencionales derivados del petréleo. En la mayoria de los estudios publicados
sobre la produccién de PHAs, la fuente de carbono elegida para el crecimiento de
los microorganismos responsables de la producciéon del polimero es glucosa,
sacarosa Yy ciertos acidos organicos de cadena corta. Se trata de sustratos caros,
especialmente en el caso de que se quieran obtener copolimeros.

Al objeto de modificar esta realidad, numerosos investigadores han dirigido

sus estudios hacia varias estrategias:

1) seleccion de nuevas cepas bacterianas con capacidad para sintetizar
PHAs,

2) optimizaciéon de los procesos de fermentacion y separacion de los
bioplasticos y

3) el uso de sustratos mas baratos.

Aunqgue existen bacterias capaces de producir PHA usando fuentes de
carbono baratas, el contenido en PHA y la productividad son menores que cuando
se usan sustratos purificados. Por esta razén, la posibilidad de emplear fuentes de
carbono disponibles a coste cero sin sacrificar demasiado la productividad del
proceso, ha abierto horizontes muy prometedores en la industria de los
bioplasticos, y en este sentido, los sustratos mas prometedores son los que
proceden del sector agricola 6 los fangos de las plantas de tratamiento de aguas
residuales tanto urbanas como industriales. En general deben caracterizarse por un

exceso en contenido de materia organica y el rendimiento suele mejorarse si se
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realiza una digestion anaerdbica como pre-tratamiento al objeto de obtener
diversos acidos organicos que seran utilizados como precursores de copolimeros.
Por lo tanto los ejemplos de sustratos van desde fangos activos utilizados bajo una
alternancia de condiciones anaerdbicas/aerdbicas (Liu et al., 2000), pasando por
residuos generados en el refinamiento del aceite de palmera previa digestion
anaerobica de los productos (Hassan et al., 1996 ), aceites vegetales de diferente
naturaleza, con la inclusion eventual de acidos grasos volatiles como precursores de
un mayor grado de polimerizacién (Thakor et al., 2005), alcanos y CH; (muy
interesante en éste Ultimo caso si procede de la fermentacidn de otros sustratos)
(Wendlandt et al., 2001; Steinbiichel et al., 2003; Helm et al., 2008), aguas
residuales procedentes de plantas de produccién de almidon (Yu et al., 2001),
aguas residuales generadas en la industria papelera (Bengtsson et al., 2008) hasta
hidrolizados de biomasa forestal (Keenan et al.,2006) y residuos agricolas con alto

contenido en xilosa (Tsuge et al., 2002).

1.6.6 Uso de los subproductos generados en el proceso de obtencion del
aceite de oliva (alpechin y alpeorujo) como sustratos para la sintesis
de PHAs.

Los subproductos generados en el proceso de obtencion del aceite de oliva,
presentan caracteristicas idoneas para ser considerados sustratos en la sintesis de
biopolimeros mediante metabolismo bacteriano: una elevada concentracion de
materia organica y el elevado contenido en carbohidratos hidrosolubles (Dionisi et
al., 2005), susceptibles de ser sometidos a metabolismo acidogénico generando
acidos organicos volatiles (VFAs) usados por la misma bacteria productora de PHAs,
como precursores eventuales en el proceso de biopolimerizacién (Beccari et al.,
1996).

Hasta hoy, son muy escasas las investigaciones (Martinez-Toledo et al.,
1995; Pozo et al., 2002; Dionisi et al., 2005) sobre la producciéon bacteriana de
PHAs a partir de subproductos tales como el alpechin y el alpeorujo, y ninguno
hasta la fecha, segin nuestro conocimiento, a escala de planta piloto.

Debido a la complejidad y heterogeneidad de los subproductos en cuestion,
resulta bastante dificil estandarizar el proceso de obtencién de bioplasticos. En este
sentido, el alpechin presenta una concentracién en polifenoles mas alta que la que
tiene el alperorujo, siendo por lo tanto mayor el caracter inhibidor del metabolismo
bacteriano que exhibe. Por otra parte su contenido en materia organica es menor,
asi como la cantidad de solidos totales. Por su parte el alpeorujo presenta mayores

concentraciones de materia organica, menores cantidades de polifenoles y mayores
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cantidades de azlcares hidrosolubles (susceptibles de ser sustrato para el

crecimiento bacteriano) y en contrapartida mayores cantidades de sélidos totales.

1.6.7 Produccion de PHAs utilizando biorreactores.

Para la obtencion de PHAs mediante la optimizacion de los parametros de
produccion, se hace necesario un proceso de escalado, que traduzca los resultados
obtenidos en experimentos a escala de laboratorio (tipicamente mediante cultivos
en batch) y de una manera paulatina, hasta experimentos utilizando plantas piloto,
plantas piloto a escala industrial e incluso a un proceso industrial. Un paso clave
para conseguir este objetivo es la utilizacidon de biorreactores mediante la aplicacién

de distintas estrategias tales como:

a) Utilizaciéon de una poblacion mixta con capacidad para acumular
PHAs

(Serafim et al., 2008) pusieron de manifiesto en sus experimentos, los dos
factores clave a considerar en la optimizacion del proceso de produccién de PHAs

cuando se trabaja con una poblacion microbiana mixta:

1) seleccion de la capacidad acumuladora de PHAs por medio de la variacion
de los factores quimicos-fisicos involucrados en el proceso y
2) el incremento de la capacidad acumuladora por célula.

Esta afirmacion llevaria a considerar un sistema con alternancia de
condiciones aerdbicas/anaerdbicas 6 un sistema en el que se adicione el sustrato en

condiciones aerdbicas 6 un sistema que actle en tres fases:

1) produccién de sustrato

2) seleccion de la poblacion mixta con capacidad acumuladora mediante la
adicién de nuevo sustrato y

3) produccion de PHAs bajo condiciones optimas por parte de la poblacion
seleccionada.

b) Utilizacion de un indoculo selectivo con capacidad para acumular
PHAs
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Otra estrategia es la utilizacién de una poblacion microbiana seleccionada
(inéculo selectivo) con probada capacidad para acumular PHAs; a pesar que
algunos factores puedan ser similares al caso anterior, hay diferencias en la
eleccion del tipo de biorreactor. La principal diferencia es la posibilidad de evitar el
segundo paso del esquema anterior, y por lo tanto conseguir la optimizacidon de la
produccion mediante dos fases: 1) produccion de sustrato y 2) maxima produccion
de PHAs.

El biorreactor mas comun por su funcionalidad a escala de laboratorio, es el
batch reactor (cuba sencilla dotada de un agitador mecéanico y sensores para el
control del oxigeno disuelto, la temperatura, el pH...) el cudl puede disponer de
diversas bombas peristalticas para la adiccion de sustratos, sustancias correctoras
de pH, sustancias antiespumantes........ , 60 para el enriqguecimiento del inéculo (en
cuyo caso se pasaria a definir como fed-batch reactor). Debido al metabolismo
tipico de los microorganismos productores de PHAs (crecimiento y acumulacion en
fase estacionaria), el procedimiento que mejor se adapta es aquél que recoge la
variacion conjunta de la composicion y del flujo del sustrato. Eso se obtiene
mediante biorreactores en secuencia (sequencing-batch reactor, SBR), y tal y como
(Serafim et al., 2004) evidencian en sus trabajos, es gracias a la variacién de los
parametros en el curso del ensayo, en lugar de tener diferentes biorreactores en
secuencia. (Johnson et al., 2009) compararon los dos ejemplos de biorreactores
(SBR y fed-batch reactor) para la produccion de PHAs, y concluyeron que la
maxima eficiencia se obtiene cuando ambos se pusieron en secuencia, uno respeto
al otro. La eficacia de un biorreactor sobre todo en términos de control de
parametros, permite poder variar de manera aislada (Lee et al., 2006) u evidenciar
su efecto controlandolos de manera combinada (Din et al., 2006). Un estricto
control de los pardmetros y la evolucion de todo el proceso, permite una
modelizacién a partir de los datos reales de manera tal que se pueda sugerir el
comportamiento del proceso a mayor escala, y dar asi respaldo a un analisis de los

costes reales del proceso.

1.6.8 Produccién de PHAs por parte de cepas de Azotobacter sp

Para la eleccion de cepas de capacidad acumuladora de PHAs son factores
determinantes: la ubiquitariedad, la facilidad de cultivo, las reducidas exigencias
metabolicas y los rapidos tiempos de crecimientos de la susodichas cepas.

Una eficaz poblacidon, en tal sentido es representada por las cepas del género
Azotobacter sp. Esas son cepas fijadoras de nitrogeno de vida libre, mesdfilas, y

ubiquitaria en suelos (Aquilanti et al., 2004), sus exigéncias metabolicas son
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reducidas, en el sentido de no necesitar de micronutrientes esenciales de dificil
busqueda. La capacidad de acumulacion de PHAs es documentada (Pozo et al.,
2002, Quagliano et al., 1997) y especialmente en condiciones de limitacion de
oxigeno (Quagliano et al., 1997), como via de proteccion de su caracteristica
enzima (nitrogenasa) que necesita de una proteccidon respiratoria y se encuentra
aventajada en condicioens de microaerofilia, en cuanto permite a la bacteria de
emplear menos energia para el proceso metabolico de fijacion de nitrégeno,
permitiendo el desvio energético hacia la produccion y acumulacion de PHAs. Por lo
tanto la candidatura de esas cepas para una estratégia de utilizo de indculo
selectivo para la producciéon de PHAs resulta recomendable y de eficaz puesta en
marcha; ademas esas misma cepas han demostrado ya una elevada capacidad
acumuladora de PHAs (Gonzalez-Lopez et al., 1996) asi como una abilidad en la
heteropolimerizacion a partir de sustratos a base de alpechin (Pozo et al., 2002);
asi que el empleo de ese indculo selectivo representa la natural prosecucion
investigadora de el utilizo de esas cepas para el mismo fin en sustratos

agroalimentares analogos a los de las precedentes investigaciones.

1.6.9 Produccion de PHAs en bioreactores mediante cepas de Azotobacter
sp
A pesar de la probada eficacia (en términos de produccidon) que conlleva el

uso de indculos selectivos para la sintesis de PHAs, muy pocas investigaciones se
han llevado a cabo utilizando como indculos selectivos, cepas del género
Azotobacter.

La mayoria de los estudios se han centrado en la optimizacion de los
parametros de produccion de PHAs utilizando biorreactores con poblacion residente
mixta (Serafim et al., 20082®; Dionisi et al., 2007). (Quagliano et al., 1997)
estudiaron la variacion de parametros tales como la relacion C/N y la aeracion
sobre la produccién de PHAs por parte de un inoculo selectivo de Azotobacter sp.
Evidenciando como es la limitada tensién de 6xigeno la mayor responsable para la
acumulacuidén de PHAs, ante factores como la limitacion de nitrogeno y la mayor
carga organica.

Por lo tanto un proceso que partiendo desde ensayos de laboratorio y se
vaya escalando para volumenes mayores mediante indculo selectivo de Azotobacter
sp crecido sobre aguas residuales procedientes de la industria olivarera representa
una posible estrategia para la produccion optimizada de PHAs a partir de la

valorizacion de un residuo.
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Tal y como hemos referido anteriormente, uno de los principales
inconvenientes a los que se enfrenta el desarrollo comercial de los bioplasticos es
su elevado coste de produccion, lo que hace que se presenten en desventaja frente
a los plasticos convencionales derivados del petrdleo. La posibilidad de emplear
fuentes de carbono disponibles a coste cero, ha abierto horizontes muy
prometedores en la industria de los bioplasticos, y en este sentido, uno de los
sustratos mas satisfactorios son los que proceden del sector agricola.

En este contexto, y como objetivo principal de esta investigacion, se
pretende optimizar la capacidad de produccion de polihidroxialcanoatos (PHAs) por
parte de cepas bacterianas usando como sustrato, residuos generados en el
proceso de obtencion del aceite de oliva, considerando este bioproceso como
posible tratamiento ecosostenible.

Para alcanzar este objetivo general, se han planteado los siguientes
objetivos especificos:

1. Evaluar el crecimiento de distintas cepas bacterianas y su
capacidad de produccion de PHAs en medios quimicamente
definidos adicionados o no de acidos grasos volatiles.

2. Evaluar el crecimiento de las cepas seleccionadas y su produccion
de PHAs en medios de alpeorujo fresco y en medios de alpeorujo
digerido anaerobicamente, asi como valorar el efecto de Ila
presencia de micronutrientes.

3. Identificar mediante técnicas analiticas los bioplasticos producidos.
Y por ultimo,

4, Estudiar la produccién de polihidroxialcanoatos en biorreactores vy

desarrollar estrategias para su escalado a planta piloto.

Estos objetivos han sido desarrollados en el ambito del proyecto de
investigacion titulado: “Production of polyhydroxyalkanoates from olive oil mills
wastewater: POLYVER” (COOP-CT-2006-032967), proyecto europeo incluido en

el VI Programa Marco de Investigacion y Desarrollo Tecnoldgico.
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3.1 Microorganismos

Considerando la naturaleza y complejidad del residuo agricola utilizado en
esta Tesis Doctoral como sustrato para el crecimiento y produccion de bioplasticos
por parte de diversas cepas bacterianas, se planted al inicio del mismo, utilizar
como posibles microorganismos productores de bioplasticos, una coleccién de cepas
bacterianas (16 en total) aisladas de varios subproductos generados en el proceso
de obtencidn del aceite de oliva: alpechin, alpeorujo y agua de lavado de aceitunas,
y por tanto adaptadas a las especiales caracteristicas quimicas que exhiben estos
residuos. Esta coleccion de cepas, es producto de previas investigaciones que el
grupo de investigacion “Microbiologia Ambiental”, al cudl pertenecen los directores

de esta Tesis doctoral, ha realizado en diversos proyectos.
La nomenclatura de las cepas bacterianas fue la siguiente:

¢ Cepas aisladas de medios adicionados de alpechin (10%): a, b, crem, ¢, d,
e, moc, m, syt

e C(Cepas aisladas de medios adicionados de alpeorujo (10%): x, y, z y alf

e Cepas aisladas de muestras de agua de lavado de aceitunas: Ochrobactrum

intermedium cepa WWO01 y Pseudomonas putida, cepa WWQ02.

3.2 Seleccion de microorganismos con capacidad para
almacenar polihidroxialcanoatos (PHAs).

Los estudios se iniciaron recuperando los li¢filos de las 16 cepas bacterianas
anteriormente citadas almacenados hasta ese momento en cdmara frigorifica (4°C)
utilizando para ello 2 ml de medio TSB (Tripticasa Soja Broth, Difco®). Los viales
con el medio liquido se mantuvieron en agitacién 3 h a 28°C, para posteriormente
realizar siembras de alicuotas (0.1 ml) en placas de medio TSA. Tras la incubacién
(72h, 28°C) se valord la viabilidad de las cepas liofilizadas, asi como su pureza
mediante siembras sucesivas en placas de medio TSA y finalmente se sembraron

en tubos (agar inclinado) del mismo medio para su conservacion.

Junto con estas cepas bacterianas también se recuperaron varios liofilos de
bacterias fijadoras de nitrogeno en vida libre pertenecientes a la familia

Pseudomonadaceae y con probada capacidad para almacenar bioplasticos como

material de reserva: Azotobacter chroococcum H23 (CECT4435) (Martinez-Toledo

et al.,1995), cepa aislada de raices de maiz, Azotobacter vinelandii UWD (Page et
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al., 1989), cepa hiperproductora de PHB y Azotobacter vinelandii ATCC 12837. El
medio para recuperar los liofilos y testar su viabilidad y pureza, fue en este caso un

medio quimicamente definido, exento de nitrégeno: medio Burk liquido.

3.3 Aplicacion de técnicas microscopicas para la deteccion de
granulos intracelulares de polihidroxialcanoatos (PHAs)

La deteccion de granulos intracelulares de PHAs se realizd mediante el uso
de técnicas microscopicas: microscopia de contraste de fase y microscopia de
epifluorescencia usando para ello 2 colorantes lipofilicos: Negro Sudan y Azul Nilo
II.

3.3.1 Tincion con Negro Sudan

Es un tipo de tincion que colorea los lipidos intracelulares, lo que permitio
distinguir a priori entre cepas positivas y negativas en cuanto a la capacidad para
almacenar estas sustancias. Posteriormente en aquellas cepas positivas se realizo
una tincion con Azul Nilo, especifica para los granulos intracelulares de PHB.

Para realizar la tincion de lipidos intracelulares, 0,3 g de Negro Sudan II
(Sigma-Aldrich®) se disolvieron en 75 ml de etanol al 95% y enrasados a 100 ml
con agua desionizada. Con esta solucién se cubrieron durante 15 minutos las
extensiones de los cultivos previamente fijadas. El colorante excedente se secd con
papel de filtro. Después, las extensiones se decoloraron con xileno durante 20
segundos, se secaron y se tifieron con safranina (soluciéon acuosa al 10 %) durante
1 minuto. Los hipotéticos granulos de PHB se colorean de gris-negro y la célula

vegetativa de rosado.

3.3.2 Tinciéon Azul Nilo II.

Es un tipo de tincion que requiere la vision mediante microscopia de
epifluorescencia; el colorante especifico (azul Nilo) se une con gran afinidad a los
granulos de PHB, sobre todo bajo su forma oxidada: rojo Nilo. Este hecho ocurre
en presencia de agua o de una solucion débilmente acida; bajo esta forma, el
colorante es soluble en los lipidos intracelulares a la temperatura de fijacion de las
células. Para llevar a cabo la tincion, se prepard una solucién de azul Nilo al 1% en

agua destilada y se filtr6 usando un filtro de 0,2 um (Millipore®); las células se
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fijaron a 55° C y se tifieron; una vez tenidas, se elimind el exceso de colorante y se
procedié a la adicién de una solucion de acido acético al 8% durante 1 minuto; se
deja actuar adicionandole con posterioridad un protector de fluorescencia
CITIFLUOR/Glycerol/Phosphate-buffered saline (PBS) (Sigma® , conservandose a
40C., La observacion se llevé a cabo en un microscopio Zeiss Axioplan equipado
con un sistema de epifluorescencia bajo emision de luz azul (460 nm - especifico
para conseguir la emision en naranja) mediante los filtros: BP 546, FT 580,LP 590.
Las imagenes fueron registradas con una camara digital Canon Power Shot S40.
Los controles negativos fueron tratados de la misma forma (resultados no

mostrados).

3.4 Extraccion de polihidroxialcanoatos (PHAs)

El método de extraccion vy purificacion de los PHAs sintetizados vy
almacenados intracelularmente es fundamental en la efectividad y en el coste de
cualquier proceso de obtencién de bioplasticos. La concentracion de PHAs en la
biomasa celular tras el proceso puede ser bastante elevada, hasta del 80% en peso
seco, bajo condiciones adecuadas (Brandl et al., 1990). El proceso de extraccién y
recuperacion de los PHA requiere eliminar de forma selectiva la masa celular que no
es PHA. Técnicamente esto presenta dificultades, debido a que ambas materias,
son sélidas y estan intimamente ligadas.

En este trabajo de investigacion hemos utilizado dos metodologias diferentes
para extraer el biopldstico acumulado en las células bacterianas. Una ha sido la
extraccion mediante cloroformo y la otra metodologia ha estado fundamentada en la

solubilizacion de la masa celular que no es PHA (NPCM, Non PHAs Cell Mass).

3.4.1 Extraccion de PHA usando un disolvente organico clorado:
cloroformo

Este método, muy Uutil, rapido y eficaz a nivel de laboratorio, permite el
calculo de la cantidad de biopolimero producido por la biomasa bacteriana. La
adicidén de cloroformo sobre la biomasa liofilizada, a temperatura préxima al punto
de ebullicion, es esencial para permitir la disolucion organica del biopolimero

acumulado intracelularmente. El método consta de las siguientes fases:

v Liofilizacidn de la biomasa

v Adicion de cloroformo (solubilizacién de PHAs intracelular)
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Sonicacién
Centrifugacion para separar las fracciones
Recogida del sobrenadante

Secado

AN N N

Pesada y caracterizacidon del residuo obtenido

3.4.2 Extraccion de PHA mediante solubilizacion de NPCM (Non PHAs Cell
Mass) utilizando un tratamiento térmico en medio acido.

Este método modificado del descrito por (Yu and Chen 2006), el cual utiliza
distintas combinaciones de pH y temperatura, puede ser considerado como un
método ideal y mas respetuoso con el medio ambiente si la produccion de
bioplastico se realiza a una escala superior a la escala de laboratorio. La digestion
acida tiene la funcion de disolver todos los fragmentos proteicos y los
constituyentes NPCM, protegiendo a los PHAs, favoreciendo por lo contrario su
cristalizacion y por lo tanto dando proteccion frente al sucesivo pase de digestion
alcalina.; la Ultima etapa (decoloracién mediante lejia) permite una mayor
purificacion del producto.

Las etapas del método se enumeran a continuacion:

v Liofilizacién de la biomasa

v Digestién acida (H,S0,4 0,1M) 30 min a 120°C

v" Adicién de NaOH (5M) para alcanzar un valor de pH: 10,0

v Centrifugacion

v' Lavado

v Centrifugacion

v Adicion de NaClO 5% (producto comercial) sobre el pellet (2 horas) para
decolorar

v' Lavado con agua destilada

v' Secado

v' Pesada y caracterizacién del residuo obtenido.

3.5 Determinacion de la estructura de los biopolimeros
extraidos mediante resonancia magnética nuclear (RMN)

Al objeto de comprobar la naturaleza de los productos obtenidos tras la fase
anterior, se realizaron analisis mediante Resonancia Magnética Nuclear (RMN) en

los servicios de RNM del Centro de Instrumentacion Cientifica de la Universidad de
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Granada. Los espectros de RMN de los productos asi obtenidos se registraron
mediante espectrometro Bruker AM-300 con modalidad de transformacion pulse-
Fourier, a las frecuencias de 250 MHz(H1) y 62,9 MHz (C3) en tubos de 5 mm de
didmetro interior. Las muestras se disolvieron en cloroformo deuterado con
tetrametilsilano (TMS) como referencia interna, respecto a la cual se tabularon los
corrimientos quimicos 6 ppm. En las Figuras 3.2. y 3.3. se muestran los
cromatogramas obtenidos para los productos puros polihidroxibutirato (PHB) vy
poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerianato) [P(3HB-co-3HV)], homo y

heteropolimero respectivamente, suministrados por Sigma Aldrich®

Figura 3.2. Cromatograma obtenido mediante RMN del producto puro PHB
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Figura 3.3. Cromatograma obtenido mediante RMN del producto puro poli (HB-co-HV)

3.6 Biorreactores anaerobicos a escala de laboratorio.

Tal y como hemos descrito en el capitulo de Introduccidn, el alpeorujo es un
residuo bastante complejo en cuya composicién predominan polimeros de alto peso
molecular y de dificil biodegradacion.

La digestion anaerdbica de un residuo es un proceso complejo que se inicia
con una fase hidrolitica en donde se produce la hidrdlisis 6 ruptura de compuestos
de alto peso molecular en otros mas sencillos e hipotéticamente mas susceptibles
de biodegradacion. A esta fase le sigue una fase acidogénica en donde los
microorganismos acidogénicos generan alcohol, CO, , H, y acidos grasos volatiles
(VFAs) tales como el acido acético, butirico, iso-butirico, 6 acido pentanoico
considerados como precursores en la sintesis de copolimeros tales como el acido
hidroxibutirico-co-hidroxivalérico, (HB-co-HV), bioplasticos con caracteristicas
termoplasticas muy interesantes. Estos compuestos son sustratos para la
microbiota metanogénica productora de metano en la Ultima fase de un proceso
anaerdbico.

Al objeto de conseguir una digestion anaerdbica parcial del alpeorujo, con la
que se obtendrian compuestos quimicos menos complejos que los originales, asi
como VFAs susceptibles de actuar como precursores de bioplasticos de naturaleza
copolimérica, se disefiaron y construyeron biorreactores a nivel de laboratorio. En
la Figura 3.4. se muestra un esquema y la fotografia del sistema utilizado. El

biorreactor fue sellado herméticamente con un tapdén de silicona, en el cudl se
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perforaron agujeros en los que se ensamblaron tres tubos de vidrio: 2 verticales
(uno para mantener la presion y el otro para toma de muestras) y un tubo en U,
lleno de agua para garantizar la anaerobiosis durante el proceso. La ausencia de
aire en el sistema se garantizé mediante burbujeo de He durante 15 minutos.

Los biorreactores con el medio de alpeorujo en su interior se introdujeron en
camaras de incubacion en las que la temperatura estuvo controlada y mantenida a

350C durante todo el tiempo que duraron los experimentos.

FRIGOTERMOSTATO A 35 °c

JERINGA
TOMAMUESTRAS

™ -

I~

ccccccc

Ea

== \d

AGITADOR MAGNETICO

Figura 3.4. Esquema y fotografia de los sistemas utilizados
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3.7 BIORREACTOR (Biostat®- plus)

El biorreactor utilizado en los ensayos de optimizacion de la sintesis y
acumulacién de bioplasticos por parte de las cepas bacterianas seleccionadas,
constd de una cuba de cristal de volumen de trabajo aproximadamente de 2L de
volumen total, sellada de manera hermética por tres tornillos, y dotada de una
serie de sensores conectados a una unidad central (CPU) estando controlado todo el
sistema por ordenador, con dos software al objeto de monitorizar la evolucion de
los parametros y poder modificarlos, asi como para la grabacion de datos y
elaboracion de graficas.

En el sistema se pueden determinar los siguientes elementos:

= “dedo frio” para el enfriamiento del biorreactor que actla de manera
antagonica a la camisa calefactora.

= Camisa calefactora (para la calefaccion)

= SensordeT

= Sensor de presencia de espuma para el cotrol antifoaming

= Oximetro (para la medida de O, disuelto)

= Medidor de pH

= Sistema de muestreo a triple cierre para el mantenimiento de la esterilidad
del medio

* Trampa de gases (también para un eventual muestreo)

= Rotor

» Salida estéril de aire para el burbujeo en el medio

= Sistema de tamponamiento acido/base

= Sistema de adiccién de sustrato
Esos ultimos componentes en particular funcionan por medio de bombas

peristalticas. En la figura 3.5. se muestra un detalle del reactor con diversos

sensores.
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Figura 3.5. Fotografia del reactor Biostat®- plus con diversos sensores

3.8 Biorreactor a escala de planta piloto

Este biorreactor utilizado en el escalado del proceso a escala semi-técnica
consté de una cuba plexiglas y dotada de camisa de agua para la calefaccion con
volumen de trabajo de 30L. Al igual que el biorreactor a escala de laboratorio, éste
se dotd de una serie de sensores conectados a una unidad central para el control y
modificacion de parametros. Entre los elementos se incluyeron:

= Camisa calefactora d eagua (para la calefaccion) circulante en la doble capa
que envuelve el bioreactor

= SensordeT

= Sensor de presencia de espuma para el cotrol antifoaming

= Oximetro (para la medida de O, disuelto)

= Medidor de pH

* Trampa de gases (también para eventual mostreo)

= Rotor

= Salida de aire para el burbujeo en el medio

* Sistema de tamponamiento acido/base

= Sistema de adiccion de sustrato
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Figura 3.6. Fotografia del reactor de 30 L de capacidad con diversos sensores

3.9 Caracterizacion quimica de las muestras de alpeorujo

Las muestras de alpeorujo tanto frescas como digeridas en los biorreactores
anaerodbicos construidos para este fin, asi como los efluentes obtenidos tras la fase
aerdbica de acumulacién de PHAs, fueron sometidas a andlisis quimico. A

continuacion se describen los parametros analizados y metodologia aplicada.

3.9.1 Demanda quimica de oxigeno (DQO).

Es una medida indirecta de la materia organica total que presenta una
muestra, debido al hecho que el fuerte oxidante (K,Cr,0;) en presencia de un
exceso de solucién acida (H,S0,4), y con AgSO,4 como catalizador, es capaz de oxidar
por lo menos el 95% de la materia organica presente; esta medida se expresa
mediante la cantidad de oxigeno consumido (mg/L) en tal oxidacién.

El método empleado es el método del flujo cerrado, que resulta mas rapido,
reproducible y menos contaminante; Los reactivos utilizados se describen a
continuacion:

> Solucion digestora: K,Cr,0, (0,0521M), se obtuvo disolviendo
12,25g K,Cr,05 en una solucién de 40g of HgSO, disueltos en 167 ml
de H,SO, (98%) y enrasando hasta 1L con agua destilada.
Solucion acida: obtenida por disolucion de 6,6 g AgSO,4 en 1L de
H,SO0,.
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Metodologia: En tubos de vidrio vacios y limpios se afadieron 2 ml de la
solucion digestora, 3 ml de la muestra a analizar y 4 ml de la solucion &cida.
Posteriormente los tubos se agitaron cuidadosamente y se dispusieron en un bloque
térmico a 150° C durante un tiempo de 2 horas y 30 minutos. Transcurrido este
tiempo, las muestras se sacaron del bloque térmico, se enfriaron a T2 ambiente y
se procedid a la lectura de la absorbancia en un espectrofotémetro Hitachi® U2000
usando una longitud de onda A= 600 nm, longitud de onda 6ptima para la lectura
de la presencia de los iones Cr reducidos por la reaccién de oxido-reduccion debida
a la oxidacion de la materia organica presente. Las lecturas fueron transformadas a
valores de mg O, /L mediante su comparacion con la curva patron.

Preparacién de la curva patréon: Se prepard una solucién 41 mM de

monopotasio f-talato anhidro (8,503 g en 1L de agua desionizada) para formular 5
patrones con valores de DQO entre 20 y 900 mg/L, los cuales se trataron como
muestras utilizando los mismos reactivos, tubos, volumenes y procedimiento antes

descritos.

3.9.2 Demanda biolégica de oxigeno en 5 dias: DBOs.

Es una medida indirecta de la cantidad de materia organica que puede ser
degradada por microorganismos, es decir la cantidad de materia organica
susceptible de degradacidn bioldgica: materia organica biodegradable.

Metodologia: El método utilizado para determinar este parametro tanto en
muestras frescas de alpeorujo como digeridas anaerdbicamente, ha sido una
modificacion del método manométrico, utilizando para ello distintos volimenes de
muestra que fueron introducidos en botellas opacas tapadas con tapones de
lectura directa Oxitop®. Para evitar la interferencia del CO,, en cada botella se
adicionaron varias lentejas de NaOH (Panreac®). Estas botellas se colocaron sobre
agitadores magnéticos y dentro de armarios frigostatos a T2: 20 °C durante 5 dias.
Transcurridos los 5 dias de incubaron se registraron las medidas las cuales fueron

trasformadas a valores de mg O,/L.

3.9.3 Azucares solubles totales.

El objetivo de esta analitica fue determinar la cantidad de azlcares solubles
totales (en forma de glucosa) que contenia el alpeorujo y disponibles (como fuente
de carbono) para la microbiota con capacidad para almacenar polihidroxialcanoatos
en su citoplasma. El método utilizado fue el método de la antrona (Witham et al.,
1971), basado en la determinacién colorimétrica de los compuestos que se generan

por oxidacién de los carbohidratos totales reducidos y no reducidos, en presencia
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de H,S0O,4. Para ello, se prepard una solucion digestora acida disolviendo 2 g de
antrona en 1 L de H,S0O, (98%).

Metodologia: Volumenes de 1 ml de muestras de alpeorujo fresco vy
digerido anaerdébicamente se mezclaron con 2 ml de soluciéon digestora acida y la
mezcla asi preparada se coloco en un bafo con agua (100°C) durante 30 minutos.
Transcurrido dicho tiempo las muestras se enfriaron a T2 ambiente y la absorbancia
se midi6 en un espectrofotémetro Hitachi® U2000 a una A=525 nm. Los datos de
absorbancia fueron transformados a mg/L, mediante una curva patron construida
con concentraciones crecientes (20, 40, 80 y 160 mg/L) de una solucion madre de

glucosa (1 g/L).

3.9.4 Determinacion de acidos grasos volatiles (VFAs) mediante
cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS)

Las propiedades y calidad de los polihidroxialcanoatos estan fuertemente
influenciadas por la composicion monomeérica de los mismos, la cudl en definitiva,
depende de la mezcla de acidos grasos volatiles (VFAs) usados como fuente de
carbono. La bibliografia consultada recoge numerosos estudios dénde se pone de
manifiesto la produccion de PHB (polihidroxibutirato), un homopolimero, cuando el
acido acético es utilizado como Unica fuente de carbono, asi como la producciéon de
heteropolimeros (tales como el acido 3 hidroxibutirico-co-3 hidroxivalérico) cuando
el acido propidnico y acético estan presentes en los medios de cultivo (Haywood et
al., 1989; Page et al., 1992, 1997).

Al objeto de conocer qué acidos grasos volatiles eran generados en los
biorreactores anaerodbicos disefiados y en qué momento la produccién de los
mismos fue maxima, se realizd un analisis cromatografico de las muestras de
alpeorujo tratadas bajo condiciones de anaerobiosis siguiendo la metodologia que a
continuacion se describe.

El principio consiste en obtener con la maxima pureza posible, los diferentes
acidos organicos volatiles que se hayan generado en el proceso anaerdbico de
hidrolisis, evitando interferencias con los componentes pigmentados del alpeorujo

digerido.

Metodologia:

v Dilucién de las muestras de alpeorujo con 3 voliumenes de agua destilada.

v' Sonicacion durante 30 minutos.
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v Acidificacion con HCl a pH: 2.0.

v Adicion de polivinil pirrolidona (PVP) para reducir la interferencia de los
polifenoles

v Adicion de una solucién de acetona (agua:acetona 1:2) para disolver los
componentes lipofilicos del alpeorujo para poder asi recoger los VFAs en el
sobrenadante

v' Centrifugacidn y recogida del sobrenadante.

v' Preconcentracion de las muestras y extraccidn de analitos mediante
columnas ENV+ (Isolute® SPE), columnas de extraccién de amplio espectro
para solutos anidnicos, previo acondicionamiento de las mismas con
metanol.

v" Analisis de las muestras mediante cromatografia gaseosa-espectrometria de
masas (GC-MS), utilizando para ello un cromatografo Hewlett Packard (HP
6890 Series GC System/HP 5973 Mass Selective Detector)

3.10 Ensayo de ecotoxicidad: ensayo MICROTOX®.

El sistema Microtox® es un bioensayo que examina la toxicidad aguda de
muestras medioambientales y compuestos puros basandose en la reduccion de la
bioluminiscencia natural de la bacteria marina Vibrio fischeri en presencia de
agentes contaminantes. La toxicidad se expresa como la concentraciéon de agente

que produce la reduccién del 50% de la luminiscencia inicial (ECSO) (Onorati F. et

al., 2004). La reaccion de bioluminiscencia bacteriana esta ligada al sistema de
transporte de electrones en la respiracion celular y es indicativa del estado
metabdlico de la célula, de modo que una disminucién de la bioluminiscencia indica
la disminucién de la respiracion celular. Los contaminantes fisicos, quimicos y
bioldgicos afectan a la respiracién celular alterando el porcentaje de sintesis de
proteinas y lipidos y modificando por tanto el nivel de emisién de luminiscencia
(Garcia, 2004).

Para la realizacion del estudio de ecotoxicidad se han empleado muestras
tanto frescas como digeridas anaerobicamente del residuo alpeorujo diluido al 60%,
asi como muestras procedentes de la fase aerdbica de produccion y acumulacion
de PHAs por parte de las cepas bacterianas, siendo la metodologia aplicada para

dichos anélisis la que se expone a continuacion.

Preparacién del sustrato
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* Filtracion previa de los eventuales solidos en suspension mediante filtro de
PTFE 0.22 pm (Millipore Millex® GN)

= Ajuste de la salinidad (NaCl al 2% y NaCl al 20%). La razén principal de la
utilizacion de estas disoluciones salinas es garantizar el adecuado equilibrio
osmoético de la bacteria, asegurandose asi que la disminucion de la emisidon
de luz de la bacteria se debe exclusivamente al efecto de los contaminantes

= Ajuste de pH (pH neutro 6,0-8,0)

» Ajuste de la temperatura. Es muy importante mantener estable la
temperatura, porque puede afectar sensiblemente la emision de
bioluminiscencia. (Ribo et al., 1990).

= Diluciones de la muestra inicial con NaCl al 2%.

Preparacién del microorganismo

Los microorganismos son suministrados como liéfilos y antes de su uso

deben ser aclimatados en la solucién reconstituyente manteniéndolos a 15°C.

e Resuspension de la bacteria, con NaCl 2% e incubacién de la suspension.

e Medida de la luminiscencia mediante lumindmetro

Para determinar el tiempo de incubacion, debe evaluarse la atenuacidon de la
biolumiscencia en la muestra considerada como control (suspension de Vibrio
fischeri en una muestra de solucion salina al 2%). Una vez determinado el tiempo
de reaccion, es necesario calcular f;, esto es, la relacion entre luminiscencia inicial

y luminiscencia al final del tiempo de contacto: t= x minutos

~

L (t= y min)
kO

Ju =

~

Usando este factor de correccion, se puede obtener I, de cada muestra, que
vendra asi corregido con el valor del control.

De una forma sencilla, se pondra en contacto el sustrato del cual se quiere
determinar el efecto toxico, con la suspension bacteriana, detectandose la pérdida
de bioluminiscencia, a un tiempo determinado H; (% de inhibicion de la actividad
bioluminisciente) y expresandose la toxicidad aguda de la muestra segun la

formula:

as
I

QXIOO
/

cr
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Donde I es la intensidad de luminiscencia inicial y I la final al tiempo de contacto
con la muestra (ej.: 30 minutos).

Finalmente puedo calcular el efecto dosis/respuesta por la cual a una
determinada concentracion de contaminante obtendré la concentracion efectiva 50,
ECsp :

H

t

r B ———
100 H,

t

Donde [ es la relacién entre el % de inhibicion después del tiempo de exposicién y
la diferencia porcentual por la cual se consigue esa inhibicién a una determinada
concentracion de sustancia inhibidora. Para una reduccién de la bioluminiscencia del

50%, el valor de I'; sera 1.
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4.1 Caraterizacion de las muestras de alpeorujo.

Las caracteristicas fisico-quimicas de este subproducto se ven influenciadas
por multitud de factores ambientales, climaticos (régimen de lluvias, periodos de
sequia) y edafoldgicos (contenido en materia organica del suelo, minerales del
suelo). En la Tabla 4.1.se muestran los valores de los parametros analizados en
este estudio: demanda quimica de oxigeno (DQO), demanda biolégica de oxigeno
en 5 dias (DBOs), pH, contenido en agua y carbohidratos hidrosolubles (expresados
como glucosa), asi como los valores resenados en la literatura cientifica revisada,
para otros parametros como serian: P, N, K, polifenoles, proteinas, lignina vy
lipidos.

Tabla 4.1. Principales parametros quimicos-fisicos del alpeorujo

DQO (mg*L™ 0,) 175000
DBOs(mg*L™ 0,) 8000 Carbohidratos(%) | 9.0-19.0
Agua (%) 74 N total (%) 10-18
- is K (g/kg) 6.0-29.0
Polifenoles (%) 0.5-2.5
P(g/kg) 0.3-1.5 Proteinas (%) 6.0-7.0
Lipidos(%) 8.0-18.0 Lignina (%) 20-47

Los parametros que cabe destacar son el elevado valor de DQO (medida
indirecta de la cantidad de materia organica total), el reducido valor relativo de
DBOs, lo que indicaria “a priori”, la baja biodegradabilidad de este subproducto; el
porcentaje de carbohidratos, lo que indicaria que es una buena fuente carbonatada,
el relativo bajo porcentaje de polifenoles sobre todo si se compara con el alpechin,
y por ultimo el elevado contenido de lignina, 1dgico por otra parte si consideramos

el origen del alpeorujo.
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4.2 Seleccion de las cepas productoras de PHAs

En esta seccion de nuestra investigacion se procedié a seleccionar diferentes
cepas con capacidad para almacenar granulos de polihidroxialcanoatos (PHAs) en
su citoplasma, cepas bacterianas aisladas desde muestras de alpechin y de agua de
lavado de las aceitunas. En nuestro estudio también se incluyeron 3 cepas
bacterianas pertenecientes a la familia Pseudomonadaceae, cuya capacidad para
almacenar PHAs a partir de medios adicionados de alpechin fue puesta de
manifiesto por diversos miembros del grupo de investigacion (Martinez-Toledo et
al., 1995 Gonzalez-Lopez et al., 1996, Pozo et al., 2002)

4.2.1 Tincion Negro Sudan y Rojo-Nilo

Para evaluar la capacidad para almacenar polihidroxialcanoatos por parte de
las cepas bacterianas, se procedidé a realizar la tincion Negro-Sudan a las cepas
aisladas en el transcurso de nuestra investigacion, siendo sélo 4 cepas bacterianas:
cepa B, cepa M, Ochrobactrum intermedium cepa WWO01 y Pseudomonas putida
cepa WWO02 las que mostraron contener granulos refringentes negro-grisaceos en
su citoplasma (Figura 4.1). Las tres cepas bacterianas pertenecientes a la familia
Pseudomonadaceae, esto es, Azotobacter chroococcum H23 (CECT4435) (Martinez-
Toledo et al., 1985), cepa aislada de raices de maiz, Azotobacter vinelandii UWD
(Page et al., 1989), cepa hiperproductora de PHB y Azotobacter vinelandii (ATCC
12837) consideradas como control, también mostraron granulos gris-negro
refringentes en su citoplasma tras esta tincion Negro-Sudan. (Figura 4.2) vy
granulos fluorescentes cuando fueron sometidas a tincion de Rojo-Nilo y
observaciéon mediante microscopia de epifluorescencia (Figura 4.2) utilizando un
microscopio Zeiss Axioplan equipado con un sistema de epifluorescencia bajo
irradiacion de luz azul (460 nm - especifico para conseguir la emisién en naranja)
mediante los filtros: BP 546,FT 580,LP 590. Las imagenes fueron registradas con

una camara digital Canon Power Shot S40.
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Ochrobactrum intermedium

Cepa M

Figura 4.1. Fotografias al microscopio éptico de las diferentes cepas positivas (Tincion Negro-Sudan)

Azotobacter vinelandii UWD

Figura 4.2. Fotografias al microscopio éptico y de epifluorecencia.

4.3 Crecimiento de las cepas bacterianas en medios

quimicamente definidos.

Una vez seleccionadas las cepas bacterianas con mayor capacidad para

almacenar polihidroxialcanoatos (como granulos en su citoplasma) puesta de

manifiesto mediante microscopia Optica y de epifluorescencia, se procedié a evaluar

su crecimiento en medios quimicamente definidos.

El medio elegido para evaluar el crecimiento, fue el medio Burk s (Page et

al.,, 1992), medio que garantizé la reproducibilidad de los ensayos en cuanto
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permitid variar su composicion (en cuanto al N y P) segun las exigencias
metabdlicas.

Inicialmente, las cepas fijadoras de nitrdgeno se inocularon en medio Burk'’s
sin fuente de N, contrariamente a las condiciones en las cuales se hicieron crecer
las otras cepas estudiadas (cepa B, M, O. intermedium y P. putida), es decir en
medio Burk’s con fuente de N: NH4Cl al 0,12%.

Los resultados de crecimiento de todas las cepas pueden considerarse como
optimo bajo las condiciones de cultivo dptimos, sobre todo el alcanzado por la cepa
B y por las cepas de Azotobacter: A. chroococcum H23 y A. vinelandii UWD (Figura
4.3).
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L 0,4 0,4

. A 0,2 /

0,1 / 0,1 /

densidad dptica

densidad optica
o
n

0 . . : : : : 0 T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 84 0 12 24 36 48 60 72 84
tiempo de incubacion (horas) tiempo de incubacién (horas)
O. intermedium WW01 P. putida WWO02
1,2 25 T
/E/\§ 2 x/_\‘}/t
E 0,8 8 /I
3 g
2 2 1
é 0,4 8
05
0 T —# T T T T 0
0 12 24 36 48 60 72 84 0 12 24 36 48 60 72 84
Tiempo de incubacion (Horas) Tiempo de incubacién (Horas)
Cepa B Cepa M
25 2,5
2 ————* 2
215 215 /
° °
[} ©
3 1 3 1
c c
@ 3
a / =} /
0,5 0,5 /
0 T T T T T T 0 —— T T T T
0 12 24 36 48 60 72 84 0 12 24 36 48 60 72 84
Tiempo de incubacion (horas) tiempo de incubacion (horas)
Azotobacter chroococcum H23 Azotobacter vinelandii UWD

Figura 4.3 Curvas de crecimientos de las diferentes cepas positivas en medio quimicamente definido
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4.4 Produccion de PHAs en medios quimicamente definidos

Las cantidades (g/L) de PHAs sintetizadas por parte de las cepas objeto de
nuestro estudio, se muestran en las Figuras 4.4-4.8; la produccién de PHAs por
parte de las cepas B y M fue indetectable. Las Unicas cepas bacterianas capaces de
producir cantidades apreciables de PHAs fueron las cepas pertenecientes a la
familia Pseudomonadeceae, alcanzandose producciones maximas, en términos
porcentuales, de 53, 25 y 16% por parte de A. vinelandii UWD, A. chroococcum
H23 y A. vinelandii 12387, respectivamente. En términos absolutos, bajo nuestras
condiciones de cultivo (medios sin la adicion de N) la maxima produccion fue de

0,56 g/L, alcanzada por parte de A. chrococcum H23.

0,25
0,2
0,15
>
0,1
0,05
0 ,
24 48 72
horas
O PHA (g/I) m biomasa (g/l)

Figura 4.4. Ochrobactrum intermedium, cepa WWO01. Produccién de PHAs en medio Burk’s
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g/L
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Figura 4.5. Pseudomonas putida, cepa WWO02. Produccion de PHAs en medio Burk’s
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Figura 4.6. Azotobacter vinelandii UWD. Produccién de PHAs en medio Burk’s
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Figura 4.7. Azotobacter vinelandii ATCC 12837. Produccion de PHAs en medio Burk s
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Figura 4.8. Azotobacter chroococcum H23. Produccidén de PHAs en medio Burk’s

4.5 Produccion de PHAs por parte de cepas de Azotobacter sp
en medios quimicamente definidos adicionado de fuente
de nitrégeno.

Considerando que la adicidn de una fuente de N determinara un mejor y
eficiente empleo de la energia metabdlica por parte de las cepas de Azotobacter sp,
se realizd otro ensayo en el cual se afiadid a los medios de cultivo, una fuente
nitrogenada facilmente asimilable por parte de las células: NH4Cl al 0,12%. Los
resultados demostraron que ya sea en términos de produccidon porcentual 6 en
términos de valor absoluto, la produccion de PHAs incrementd significativamente
alcanzando un valor maximo de 2,3 g/L de PHAs por parte de la cepa A. vinelandii
UWD (67% del peso seco de la biomasa) tras 72h de incubacion, correspondiendo

estos valores a un incremento de la produccion entorno al 300% (Figuras 4.9-4.11)
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24h 48h 72h

horas
o PHAs (g/l) m biomasa (g/1)

Figura 4.9. Azotobacter vinelandii UWD. Produccién de bioplastico en medio Burk’s adicionado de N
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Figura 4.10. Azotobacter vinelandii ATCC 12837. Produccion de bioplastico en medio Burk’s adicionado
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Figura 4.11. Azotobacter chroococcum H23. Produccion de bioplastico en medio de Burk’s adicionado
de N

4.6 Crecimiento de cepas de Azotobacter sp en presencia de
diferentes acidos grasos volatiles de cadena corta (VFAs)

Al objeto de evaluar el crecimiento de las diferentes cepas de Azotobacter
utilizadas en esta investigaciéon (A. chroococcum H23, A. vinelandii UWD, A.
vinelandii ACTT 12837), en medios adicionados de acidos grasos de cadena corta
(VFAs), se inocularon estas cepas en medios de cultivo adicionados de crecientes
concentraciones de VFAs hasta una concentracion (X= 4,8 g/L) que corresponderia
a la concentracién de &acidos grasos volatiles de cadena corta esperada en un
proceso de produccién de VFAs mediante digestién anaerodbica del residuo alpeorujo
(Koutrouli et al., 2009).

Los VFAs adicionados fueron acido acético (A), acido propionico (P) y acido
butirico (B), correspondiendo las concentraciones ensayadas a X/4, X/2, 3/4X y X.

Las diferentes cepas mostraron diferente adaptacién pero Azotobacter
vinelandii UWD y Azotobacter chroococcum H23 fueron las cepas bacterianas que
mostraron el mejor crecimiento (como densidad O6ptica, DO) ante la maxima

concentracion de VFAs ensayada. (Figuras 4.12-4.14)
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Figura 4.12. Curvas de crecimiento de Azotobacter vinelandii UWD con diferentes concentraciones de
VFAs . (X = 4,8 g/L)

1

0,8

0,6 -

0.4 =

0,2
0= =L — %
0 24 48 72

horas
A+P+B X —e— A+P+B 3/4X —m— A+P+B X/2 A+P+B X/4

Densidad éptica (640 nm)

Figura 4.13. Curvas de crecimiento de Azotobacter vinelandii 12387 con diferentes concentraciones de
VFAs (X=4,8 g/L)

75



2 /§/\§
1,5 T

b

Densidad éptica (640 nm)
'__
'__

0,5
0 r‘//—"——"—"

horas

—o— A+P+B X —m— A+P+B 3/4X A+P+B X/2 A+P+B X/4

Figura 4.14. Curvas de crecimiento de Azotobacter chroococcum H23 con diferentes concentraciones
de VFAs (X=4,8 g/L)

4.7 Crecimiento y produccion de PHAs en medio
quimicamente definido (simulaciéon de alpeorujo)

Segun la bibliografia consultada, los dos azucares hidrosolubles mas
representativos en la composicion del alpeorujo son glucosa y manitol, por lo que
se disefid y realizd un ensayo en el que se intentd reproducir la composicion
quimica de un hipotético residuo de alpeorujo sometido a digestién anaerdbica. En
éste existirian VFAs (producto de la acidogénesis) y determinadas cantidades de
azucares hidrosolubles. Este sustrato seria la base para ensayar la produccion de
PHAs mediante las diferentes cepas. Posteriormente se estudié también el efecto de
la limitacion de oxigeno sobre el crecimiento y la produccion de PHAs por parte de
estos microorganismos.

Las Figuras 4.15-4.16 muestran el crecimiento de las cepas bacterianas ante
distintas condiciones nutricionales y de oxigenacion, mientras que la produccién de
PHAs se muestra en las Figuras 4.17-4.18.

Las condiciones que mas favorecieron el crecimiento de las cepas fueron las
condiciones en las cuales la cantidad total de glucosa y manitol estaba alrededor del
2%, mientras que una leve limitacion del oxigeno incrementd rapidamente el
crecimiento principalmente en el caso de la cepa Azotobacter vinelandii UWD. La
produccion de PHAs se vid incrementada en términos absolutos en el caso de
Azotobacter vinelandii 12387 (2,0 g/L) cuando la cepa fue inoculada en un medio
de cultivo con una concentracion de glucosa+manitol del 1%, correspondiendo
también a esta condicién nutricional los mayores valores de acumulacién porcentual

por ambas cepas. Las diferencias entre oxigenacion fuerte y leve se refiere
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respetivamente, a una cantidad de 200 y de 500 ml de medio de cultivo, siendo por
lo tanto el espacio de cabeza presente en el matraz, el Unico responsable del aporte

de oxigeno al medio, a paridad de agitacion.
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Figura 4.15. Curvas de crecimiento de Azotobacter vinelandii UWD en medios adicionados de VFAs al

0,5% vy diferentes concentraciones de glucosa+manitol
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Figura 4.16. Curvas de crecimiento de Azotobacter vinelandii 13827

UWD en medios adicionados de VFAs al 0,5% y diferentes concentraciones de glucosa+manitol
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Figura 4.17 Produccién de PHAs por Azotobacter vinelandii UWD en medios adicionados de VFAs al

0,5% vy diferentes concentraciones de glucosa+manitol
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Figura4.18. Azotobacter vinelandii 13827 en medios adicionados de VFAs al 0,5% vy diferentes

concentraciones de glucosa+manitol
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4.8 Crecimiento y produccion de PHAs por cepas bacterianas
del género Azotobacter en medios de alpeorujo fresco
diluido.

4.8.1 Curvas de crecimiento de las cepas bacterianas en muestras de
alpeorujo fresco y diluido.

Las muestras diluidas (20, 40 y 60% v/v) y centrifugadas de alpeorujo
fresco usadas como medio para el crecimiento bacteriano, fueron esterilizadas por
filtracion utilizando para ello filtros de celulosa (tamafio de poro 0.42 ym), previa
inoculacion con las cepas seleccionadas. Las muestras inoculadas (matraces
Erlenmeyer de 250 ml de capacidad con 50 ml de alpeorujo diluido y estéril por
filtracion) fueron mantenidas en agitacién y temperatura controlada (100 rpm y
280C, respectivamente) durante 72 h. A las 0, 24, 48 y 72h de incubacién se
procedi6 a determinar el recuento de microorganismos cultivables (como Log
UFC/ml) mediante la técnica de recuento en placa utilizando para las siembras de
las alicuotas elegidas, placas de medio Burk sélido.

En las siguientes figuras se muestran las curvas de crecimiento de las cepas
bacterianas incubadas en medios de alpechin fresco diluido y estéril. Las tres cepas
mostraron un buen crecimiento en las tres diferentes concentraciones de alpeorujo

fresco ensayadas, no existiendo diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 4.19. Curvas de crecimiento de Azotobacter vinelandii UWD en alpeorujo fresco a diferentes

concentraciones.
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Figura 4.20. Curvas de crecimiento de Azotobacter chroococcum H23 en alpeorujo fresco a

diferentes concentraciones.

4.8.2 Produccion bacteriana de bioplastico en medios de alpeorujo fresco

y diluido.

En las siguientes figuras se muestra la produccion de bioplastico (en g/L),

asi como el porcentaje (%) referido a biomasa, obtenido tras 72h de incubacion de

la cepa Azotobacter vinelandii UWD inoculada en muestras de alpeorujo fresco y

diluido al 20%, 40% y 60% mantenidas bajo agitacion y temperatura controlada.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

porcentaje

0,0675

O PHAs (g/l) mbiomasa (g/l)

Figura 4.21. Produccién
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Figura 4.22. Produccidn de PHAs por Azotobacter vinelandii UWD en alpeorujo fresco al 40%
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Figura 4.23. Produccion de PHAs por Azotobacter vinelandii UWD en alpeorujo fresco al 60%

Como se observa, las producciones fueron relativamente bajas cuando se
comparan con las producciones obtenidas en medios quimicamente definidos
suplementados con nitrégeno (Figuras 4.9 y 4.11). Es importante poner de
manifiesto que a pesar de los valores de crecimiento reflejados en las curvas
anteriores, el alpeorujo es un subproducto bastante complejo en cuanto a su
composicién, predominantemente macromoléculas recalcitrantes, y déonde se han
caracterizado hasta ocho fracciones fendlicas de alto poder antioxidante vy
antimicrobiano (De Marco et al., 2006). Por lo tanto, y especialmente a raiz de los
escasos resultados de produccion de bioplastico obtenido a partir de muestras de
alpeorujo fresco, nos planteamos, después de la revision de la bibliografia existente
(Dionisi et al., 2005; Fezzani et al., 2008; Rincon et al., 2008), realizar un pre-

tratamiento anaerobico a las muestras de alpeorujo antes de la fase aerdbica de
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sintesis y acumulaciéon de PHAs. Es por ello por lo que se disefiaron y se
construyeron reactores anaerdbicos a nivel de laboratorio con una doble finalidad:
la produccién de acidos organicos volatiles de cadena corta (VFAs) y la hidrélisis de

macromoléculas.

4.9 Crecimiento y produccion de PHAs por cepas bacterianas
del género Azotobacter en medios de alpeorujo diluido y
digerido anaerobicamente.

La digestién anaerdbica del alpeorujo se realizé6 usando biorreactores a
escala de laboratorio y descritos previamente en el apartado de Material y Métodos.
El objetivo de su utilizacion fue conseguir una éptima produccion de VFAs y al
mismo tiempo conseguir una hidrdélisis macromolecular de la fraccion polifendlica
presente, sin afectar a la fraccion carbohidratica hidrosoluble (principalmente
glucosa y manitol). Todo esto se consiguid ensayando diversos tiempos de
retencién hidraulica.

Los resultados obtenidos determinaron que el 6ptimo tiempo de retencién
hidraulica se situaba entre 24 y 30 horas de funcionamiento. En este tiempo se
analizaron los sustratos mantenidos en anaerobiosis y se determind la maxima y
variada produccidén de VFAs, asi como la evolucidon de azucares hidrosolubles tal y
como se muestra en las Figuras 4.24-4.25. Obtenidos estos resultados se disefié un
ensayo preliminar en el cual, con un tiempo de retencion hidraulica de 27 horas, se
obtuvo un volumen de alperoujo digerido que esterilizado por filtracion, fuera el
sustrato de crecimiento y acumulacion de PHAs de un indculo selectivo de

Azotobacter vinelandii UWD (como primer productor de PHAs elegido).
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Figura 4.24. Cromatograma (GC-MS) de una muestra de alpeorujo digerido anaerobicamente durante

27h (A: acido acético; B: acido butirico; V: acido valérico)
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Figura 4.25. Evolucion del contenido total de VFAs (0) y porcentaje

hidrosolubles durante el ensayo (').
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4.9.1 Resultados preliminares sobre crecimiento bacteriano en muestras
de alpeorujo diluido y digerido anaerébicamente.

Las muestras diluidas de alpeorujo (20%, p/v) y sometidas a condiciones de
anaerobiosis durante 27 h, fueron inoculadas con la cepa Azotobacter vinelandii
UWD y mantenidas en aerobiosis (100 rpm, 28°C) durante 72h, al objeto de
evaluar la capacidad de almacenamiento de bioplastico por parte de la cepa en un
sustrato tan especial. Previo a dicho ensayo, se evalud el crecimiento de la cepa en
medios de alpeorujo diluido y digerido anaerobicamente para confirmar la ausencia
de sustancias téxicas en estos medios, que podrian limitar & incluso inhibir el
crecimiento y por lo tanto la produccion de bioplastico.

En la siguiente figura se muestra la evolucion del crecimiento de Azotobacter
vinelandii UWD en medios de alpeorujo diluido y digerido anaerdbicamente
adicionado de la sal A 6 de las tres sales (A, B y C) del medio de Burk. El recuento
de microorganismos (expresado como Log UFC/mI) en ningdn momento decling,
sino todo lo contrario, incrementé en 4 unidades logaritmicas tras 72 h de
incubacion, confirmando que el alpeorujo digerido anaerdbicamente se mostraba

como un excelente medio para el crecimiento de la cepa bacteriana.
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Figura 4.26. Crecimiento de la cepa Azotobacter vinelandii UWD en muestras de alpeorujo diluido (20%
p/v) digerido anaerébicamente con las tres sales de medio Burk’s (ABC) y con una sal (A) del medio
Burk'’s
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4.9.2 Produccion del bioplastico utilizando como sustrato alpeorujo diluido
en proporcion creciente (20-60% w/v) y digerido anaerébicamente

Tras este primer ensayo, se evalud la produccion de bioplastico por parte de
las 3 cepas objeto de nuestro estudio en medio de alpeorujo digerido
anaerobicamente y diluido a distintas concentraciones.

En las siguientes figuras se muestra la produccién de bioplastico obtenido
en este medio por las cepas tras 72h de incubacidon en condiciones aerobicas
utilizando para ello incubadores con temperatura y agitacion controlada (28°C y
150 rpm). Tal y como se desprenden de los datos mostrados en la primera figura,
la cantidad de bioplastico sintetizado por Azotobacter vinelandii UWD es
aproximadamente 9 veces mayor (0.06 g/L versus 0.54 g/L) que la obtenida por la
misma cepa crecida en muestras de alpeorujo diluido al 20% pero fresco. Por lo
contrario las cantidades de PHAs producidas por A. chroococcum H23 y A. vinelandii
12387 en estas mismas condiciones fueron muy bajas, practicamente inapreciables

en el caso de A. vinelandii 12387 (datos no mostrados).
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Figura 4.27. Produccion de PHAs por Azotobacter vinelandii UWD en alpeorujo diluido al 20% y digerido

anaerdbicamente
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Figura 4.28. Produccion de PHAs por Azotobacter chroococcum H23 en alpeorujo diluido al 20% y

digerido anaerdbicamente

A medida que las concentraciones del medio de alpeorujo digerido se
incrementaron (40 y 60%), las producciones de PHAs por parte de las cepas

bacterianas variaron, como se desprende de las siguientes Figuras.
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Figura 4.29. Produccion de PHAs por Azotobacter vinelandii UWD en alpeorujo diluido al 40% y digerido

anaerdbicamente
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Figura 4.30. Produccion de PHAs por Azotobacter vinelandii 12387 en alpeorujo diluido al 40% vy

digerido anaerdbicamente
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Figura 4.31. Produccion de PHAs por Azotobacter vinelandii UWD en alpeorujo diluido al 60% y digerido

anaerdbicamente
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Figura 4.32. Produccion de PHAs por Azotobacter vinelandii 12387 en alpeorujo diluido al 60% y
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Figura 4.33. Produccién de PHAs por Azotobacter chroococcum H23 en alpeorujo diluido al 60% y

digerido anaerdbicamente

4.10 Produccion de PHAs en alpeorujo diluido y digerido
anaerobicamente en presencia de micronutrientes

De manera paralela al estudio del incremento de las cantidades de sustrato
sobre la produccién de PHAs por parte de las cepas bacterianas, se procedié al
estudio del efecto de la adicion de micronutrientes (principalmente fuente de S para
el centro activo de la tiolasa) (Rehm et al., 2003) al medio de cultivo, sobre la
produccion de bioplastico.

Las producciones de PHAs por parte de las cepas en cada uno de los ensayos

se muestran en las figuras siguientes.
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Figura 4.34. Produccion de PHAs por Azotobacter vinelandii UWD en alpeorujo diluido al 40% digerido

anaerdbicamente con adiccién de micronutrientes
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Figura 4.35. Produccion de PHAs por Azotobacter vinelandii 12387 en alpeorujo diluido al 40% digerido

anaerdbicamente con adiccién de micronutrientes

porcentaje

100%
90%
80%
70%

60%

50%
40%

30%

20%
10%
0%

g/l

o PHB g/l mbiomasa g/l

Figura 4.36. Produccion de PHAs por Azotobacter chroococcum H23 en alpeorujo diluido al 40%
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Figura 4.37. Produccion de PHAs por Azotobacter vinelandii UWD en alpeorujo diluido al 60% digerido

anaerdbicamente con adiccion de micronutrientes
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Figura 4.38. Produccion de PHAs por Azoftobacter vinelandii 12387 en alpeorujo diluido al 60%

digerido anaerdbicamente con adiccion de micronutrientes
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Figura 4.39. Produccion de PHAs por Azotobacter chroococcum H23 en alpeorujo diluido al 60%

digerido anaerdbicamente con adiccién de micronutrientes

Tal y como se deduce de las anteriores figuras, es evidente el incremento de
la produccion de PHAs cuando los medios de cultivo se suplementaron con
micronutrientes. El incremento fue del 220, 450 y 900 %, respectivamente cuando
las cepas fueron Azotobacter vinelandii UWD, Azotobacter vinelandii 12387 vy
Azotobacter chroococcum utilizando en todos los casos medios de alperoujo
digerido anaerobicamente al 40%.

El valor maximo (1,063 g/L) de produccion de PHAs se alcanzd cuando la
cepa utilizada fue A. vinelandii UWD en muestras de alpeorujo digerido al 60% tras
72 horas de incubacion, lo que supuso un incremento de produccién del 300%, y un
porcentaje del 33% respeto al peso seco de la biomasa. Ademas cabe destacar que
aunque la produccion de PHAs por A. chroococcum H23 en alpeorujo digerido al
60% con adicciones de micronutrientes fuera de 0,555 g/L, su porcentaje respeto al
peso seco de la biomasa fue del 48%, siendo éste el maximo valor porcentual

obtenido.

4.11 Produccion de PHAs por parte de las cepas de
Azotobacter en muestras de alpeorujo digerido
anaerobicamente usando biorreactores

En base a los resultados obtenidos en los ensayos en batch, se plantearon
nuevos ensayos utilizando para ello un biorreactor a escala de laboratorio. El

objetivo principal de estos ensayos fue optimizar los resultados obtenidos vy
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replicarlos a mayor escala, bien como etapa necesaria para un mayor escalado, 6
como elemento necesario para poder modificar los parametros involucrados en la
acumulacién de PHAs.

Los resultados obtenidos usando como sustrato alpeorujo digerido
anaerobicamente, esterilizado por filtracion (Figura 4.40) e inoculado con un cultivo
de Azotobacter chroococcum H23 (Figura 4.41), se muestran a continuacion.

Las estrategias llevadas a cabo en los distintos ensayos estuvieron dirigidas
por una parte al estudio del efecto del incremento del nimero de revoluciones por
minuto (RPM) sobre la produccion de PHAs y en contrapartida el efecto del
incremento del volumen de trabajo sobre la oxigenacion y en definitiva sobre el
incremento en la produccién de PHAs. Por Ultimo, se intentd aplicar la estrategia
famine and feast en la cual y mediante la opcidon de feed-batch se renovara el
sustrato después de haber mantenido condiciones de estrés metabdlico, al objeto
de seleccionar una subpoblacién con supuesta mayor capacidad acumuladora en

respuesta al déficit nutricional.

'

Figura 4.40. Esterilizacion por filtracion del sustrato de alpeorujo digerido anaerobicamente
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Figura 4.41. Biorreactor con indculo selectivo de Azotobacter chroococcum H23 en alpeorujo diluido al
60% digerido anaerébicamente (300RPM)

4.11.1Efecto de la aireacion (como incremento de las revoluciones por
minuto, RPM) sobre la produccién de PHAs usando como sustrato
alpeorujo digerido anaerobicamente y diluido al 60%

Tal y como se ha comentado anteriormente, el primer factor que se
considerd fue la variacion en la aireacion (como incremento de las RPM) para
garantizar una éptima difusidon del oxigeno. Los primeros ensayos se realizaron con
una agitacion de 300 RPM y un volumen de trabajo de 2L. El valor absoluto de la
produccion de PHAs por parte de la cepa A. chroococcum H23 bajo estas

condiciones de cultivo correspondi6 a 1,32 g/L (Figura 4.42).
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Figura 4.42. Producciéon de PHAs en biorreactor por Azotobacter chroococcum H23 en

alpeorujo diluido al 60% digerido anaerdobicamente (aireacion: 300RPM)

En un segundo ensayo, se incrementé la aireacién (500 RPM) y se disminuyo
el volumen de trabajo hasta 1,5 L.

condiciones (Figura 4.43), fue la mitad de la produccidon obtenida en el ensayo

anterior (300 RPM vy 2 L).
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Figura 4.43. Produccion de PHAs en biorreactor por Azotobacter chroococcum H23 en alpeorujo diluido
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La cantidad de PHAs producida por la cepa A. chroococcum H23 con 500

RPM y 2L de volumen total fue despreciable (datos no mostrados).

La siguiente figura muestra la evolucién de los parametros pH y oxigenacién
obtenidos en el ensayo de produccion de PHAs por parte de A. chroococcum H23,
sobre muestras de alpeorujo digeridas anaerobicamente y diluidas al 60%
sometidas a una agitacion de 300 RPM, siendo el volumen total de trabajo de 2L.
Los datos reportados hacen referencia a las Ultimas 48 horas de ensayo.

Las curvas mostradas muestran graficamente lo ocurrido en el interior del
biorreactor debido al metabolismo de la cepa en crecimiento; se observa Ia
disminucién de la difusion del oxigeno debido al incremento de la biomasa en
crecimiento y al mismo tiempo se observa una ligera alcalinizacion del medio que
es paralela a la curva del oxigeno; ese Ultimo parametro vuelve a bajar ligeramente

en la fase final del ensayo corespondiendo a la fase estacionaria de la biomasa.
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Figura 4.44. Ultimas 48 horas de las curvas de los diferentes parametros en biorreactor con alpeorujo al 60% digerido anaerobicamente (300 RPM y 2L de volumen
de trabajo) inoculado con Azotobacter chroococcum
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4.11.2Efecto de la estrategia de “famine and feast” en la produccion de
PHAs usando como sustrato alpeorujo digerido anaerobicamente y
diluido al 60%

Al objeto de incrementar la produccion de PHAs por parte de A. chroococcum
H23 en muestras de alpeorujo digerido anaerobicamente y diluido al 60% vy
mantenidas en condiciones de aireaciéon correspondientes a 300 RPM y volumen
total de trabajo de 2L, se evalud la estrategia denominada famine and feast en la
que se alternaron distintas condiciones: fase de exceso de fuente de carbono, como
sustrato fresco (feast) (Figura 4.45) seguida de una fase de limitacién nutricional
(famine) en la que la biomasa se mantuvo en un medio con una concentracién del
10% de la concentracion inicial de sustrato durante 12 horas, tras la cual seguiria
una nueva adicidn de sustrato fresco (alpeorujo digerido anaerobicamente y diluido
al 60%) (Figura 4.46).
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Figura 4.45. Produccion de PHAs en biorreactor por Azotobacter chroococcum H23 en alpeorujo diluido
al 60% digerido anaerdbicamente. 300RPM y 2L de volumen total (I fase: feast)
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Figura 4.46. Produccion de PHAs en biorreactor por Azotobacter chroococcum H23 en alpeorujo diluido
al 60% digerido anaerdbicamente. 300RPM y 2L volumen total (II fase: feast after famine)

La produccion de PHAs se duplico en la segunda fase del ensayo, esto es,
bajo unas condiciones de adiccién de sustrato fresco a una biomasa desarrollada y
adaptada a un medio de alpeorujo digerido al 60%.

En la siguiente figura se muestran las producciones de PHAs obtenidas en el
biorreactor Biostat® Plus por parte de la cepa A. chroococcum H23 inoculada en
medios de alpeorujo diluido al 60% bajo distintas condiciones de agitacion,
volumen y condiciones nutricionales. Como se observa, la mayor produccién fue
obtenida cuando la cepa se mantuvo en medios de alpeorujo (2L) con una agitacion
de 300 RPM.
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Figura 4.47. Produccidn de PHAs en biorreactor por Azotobacter chroococcum H23 en alpeorujo diluido
al 60% digerido anaerdbicamente (diferentes condiciones)
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4.12 Produccion de PHAs en planta piloto. Estrategias de
escalado

En el desarrollo de la presente investigacion, el doctorando realizdé una
estancia de 3 meses de duracién en el Laboratorio de Investigacién Industrial-
LABOR srl bajo la supervision del Prof A. Chianese, catedratico del Departamento
de Ingenieria Quimica Materiales y Medio Ambiente de la Universidad de Roma-La
Sapienza en el que se iniciaron los experimentos para el escalado del proceso a una
planta piloto con reactor de 30 L de capacidad y cuyos resultados se exponen a
continuacion.

Hay que resaltar el hecho de que en Italia, el sistema de extraccion del
aceite de oliva sigue siendo en su mayoria, un proceso de tres fases con adicion de
agua y generacidén de un residuo liquido conocido como alpechin 6 OOMWW (olive
oil mill wastewater), por lo que los estudios sobre las estrategias de escalado

fueron llevadas a cabo con este residuo.

4.12.1Adaptacion de las cepas al sustrato en el proceso de escalado

El primer paso en el proceso de escalado consistié en obtener un indculo
adaptado a las condiciones especiales del residuo. Este hecho se alcanzé
sustituyendo el medio quimicamente definido (medio Burk’s) por medios
adicionados con alpechin fresco. Los experimentos fueron desarrollados utilizando
la cepa bacteriana A. chroococcum H23 cuyo crecimiento y produccion de PHAs en
medios de alpechin ya fue probada por diversos autores (Martinez-Toledo et al.,
1995, Gonzalez-Lépez et al., 1996, Pozo et al., 2002).

La figura 4.48 muestra el crecimiento de la cepa elegida en medio Burk y en
medio adicionado de alpechin al 60% sin esterilizar, en reactores de 2,5 L de
volumen total. Las sucesivas adaptaciones a un incremento creciente de sustrato
fresco de alpechin al 60% se vieron reflejadas por crecientes valores de biomasa,
hasta alcanzar una produccion de indculo en cantidad satisfactoria para poderlo

utilizar en la fase sucesiva de escalado.
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Figura 4.48 Adaptacion de Azotobacter chroococcum H23 en alpechin fresco 60% v/v sin esterilizar
(PREINOCULO)

La siguiente etapa consistié en inocular y monitorizar el crecimiento de la
cepa en planta piloto; primera en un volumen inicial de 10 L, seguida de un
volumen final de 30 L mediante la adicidn feed-batch. Las siguientes figuras
muestran el crecimiento de la cepa (Log UFC/mL) tanto en el reactor de 10 L como
en el de 30 L de capacidad.
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Figura 4.49 Crecimiento (Log UFC/mL) de Azotobacter chroococcum H23 en alpechin fresco 60% v/v
sin esterilizar (PLANTA PILOTO 10L)
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Figura 4.50 Crecimiento (Log UFC/mL) de Azotobacter chroococcum H23 en alpechin fresco 60% v/v
sin esterilizar (PLANTA PILOTO 30L)

En la siguiente Figura se muestran las curvas de crecimiento de la cepa A.
chroococcum H23 en el proceso del inicio del escalado.
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Figura 4.51. Crecimiento (Log UFC/mL) de Azotobacter chroococcum H23 en alpechin fresco 60% v/v
sin esterilizar (de 2,5 hasta 30L)

Como se observa en la Figura 4.51 los maximos valores de biomasa se

obtuvieron en la fase inicial de crecimiento del indculo en un volumen de trabajo de
2,5L.
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Los recuentos en placa (medio Burk sdlido) realizados (Figura 4.52)
evidenciaron que durante esta primera fase (volumen de trabajo de 2,5L), el
indculo utilizado se mantuvo con un cierto grado de pureza al menos durante las
primeras 72h de incubacién. Tras esta fase, el inéculo fue transferido a mayores
voliumenes (10 y 30L) observandose la presencia de otras poblaciones microbianas
en mayor proporcion (Figura 4.53)

Figura 4.52. Receuentos de Azotobacter chroococcum H23 en alpechin fresco 60% v/v -
poblacién sencilla (2,5 L)

Figura 4.53. Recuentos de Azotobacter chroococcum H23 en alpechin fresco 60% v/v —
poblacién contaminada (30L)
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4.12.20ptimizacion del sustrato para la produccion de PHAs en planta
piloto

La siguiente figura muestra la produccién de PHAs por parte de la cepa A.
chroococcum H23 en el proceso de escalado. El sustrato utilizado para la
produccion de PHAs fue alpechin al 60% v/v, y la cantidad producida s por parte de
la cepa llegdé a alcanzar un valor de 0,613 g/L en un volumen de trabajo de 30L,

maximo volumen permitido para la planta piloto disefiada y construida.
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Figura 4.54. Produccién de PHAs por Azotobacter sp en medios de alpechin sin esterilizar al 60%,
durante el proceso de escalado hasta planta piloto
Considerando las bajas producciones obtenidas con estas condiciones de
cultivo, se planted usar como sustrato para la produccion de PHAs, alpechin diluido
al 30%. El crecimiento de la cepa (Log UFC/mL) en este nuevo medio se muestra
en la Figura 4.55. La produccion de PHAs por parte de la cepa creciendo en el
biorreactor de 30 L tras 72 horas en ese sustrato de incubacion fue ligeramente

mayor (0,650 g/L) que la obtenida en medios de alpechin diluido al 60%.
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Figura 4.55. Curvas de crecimiento de Azotobacter chroococcum H23 en alpechin fresco 60% v/v y
alpechin fresco 30% (30L)

4.13 Caracterizacion de los diferentes biopolimeros obtenidos.

Los diferentes biopolimeros se caracterizaron a través de Resonancia
Magnética Nuclear, (*H-NMR) y demostraron ser PHB (poli-B-hidroxibutirato) en
todos los ensayos realizados, tanto a nivel de laboratorio (batch y biorreactor)
como a nivel de planta piloto. Las Figuras 4.56-4.59 muestran los espectros
obtenidos tanto del producto puro suministrado por Sigma® como de las muestras
de bioplastico sintetizadas por las cepas bacterianas objeto de nuestro estudio.

Las menores concentraciones de VFAs respecto a los azlcares hidrosolubles
presentes en las muestras de alpeorujo digerido, consideradas como sustratos para
la sintesis de PHAs, no garantizaron la incorporacion en el proceso de

polimerizacion de los precursores necesarios para la sintesis de heteropolimeros.
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Figura 4.56. Espectro de RMN del biopolimero (PHB grado: producto comercial)

Fitdnive directory:

sample directory:
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Figura 4.57. Espectro de RMN del biopolimero (PHB) obtenido en alpeorujo digerido 60% por
Azotobacter vinelandii UWD.
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Figura 4.58. Espectro de RMN del biopolimero (PHB) obtenido en alpeorujo digerido 60% por
Azotobacter vinelandii 12387.
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Figura 4.59. Espectro de RMN del biopolimero (PHB) obtenido en alpeorujo digerido 60% por

Azotobacter chroococcum H23.
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4.14 Bioensayo de toxicidad (MICROTOX®)

El sistema Microtox® es un bioensayo que examina la toxicidad aguda de
muestras basandose en la reduccion de la bioluminiscencia natural de la bacteria
marina Vibrio fischeri en presencia de agentes contaminantes. La toxicidad se
expresa como la concentracidon de agente que produce la reduccion del 50% de la
luminiscencia inicial (ECso) (Onorati et al., 2004).

La Tabla 4.2 resume los resultados obtenidos tras la aplicacion de este
bioensayo a muestras de alpeorujo sometidas a distintos tratamientos. Al objeto de
comparar los resultados, se incluyeron en las determinaciones, muestras de
alpeorujo fresco y digerido anaerobicamente sin inocular con las cepas bacterianas
productoras de PHAs.

En el caso del analisis de muestras de alpeorujo fresco, la inoculacion de
éstas con la cepa A. vinelandii UWD, mostré una patente reduccidn en las unidades
de toxicidad, pasando éstas de 110,1 a 25,86 (75% de reduccién).

Similares valores de reduccion en las unidades de toxicidad fueron
registrados en los ensayos en batch en los que la cepa bacteriana (Azotobacter
vinelandii UWD) crecié en medios de alpeorujo digerido al 60% durante 72h, siendo
las producciones de PHAs en estas condiciones las maximas registradas (Figura
4.37).

Los datos de toxicidad (como EC50) obtenidos de las muestras de alpeorujo
digerido anaerobicamente, inoculadas con A. chroococcum H23 y dispuestas en
biorreactores bajo distintas condiciones (RPM y volumen total de trabajo), no
permitieron determinar con exactitud el efecto de la aireacion y concentracién de
sustrato sobre la toxicidad de las muestras. La cepa mas acumuladora de PHAs es

por lo tanto la responsable de la mayor reduccidn de toxicidad en el résiduo.

S —— EC50 Unidades de
(%) Toxicidad

Alpeorujo fresco 60% sin inocular 0,91 110,1
Alp fresco 60% (A. chroococcum H23) 1,67 59,74
Alp fresco 60% (A. vinelandii UWD) 3,86 25,86
Alpeorujo dig 60% 300 RPM 2L ( Biorreactor) 1,19 83,65
Alp dig 60% 500 RPM 1,5L (72 h) 1,97 50,76
Alp dig 60% 500 RPM 1,5L (96 h) 2,34 42,73
Alp dig 60% 500 RPM 1,8L (72 h) 2,49 40,15
Alp dig 60% 500 RPM 1,8L (96 h) 1,49 66,69
Alp dig 60% 500 RPM 1,8L (Famine and Feast) 1,11 89,88
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Alpeorujo digerido 60% ( Batch) 1,01 99

Alp digerido 60% (A. vinelandii UND 72 h) 3,58 27,86
Alp digerido 60% (A. vinelandii UND 96 h) 3,31 30,19
Alp digerido 60% (A. vinelandii 12387 72 h) 1,02 98,17
Alp digerido 60% (A. vinelandii 12387 96 h) 2,20 45,42

Tabla 4.2. Resultados del ensayo Microtox (ECso y unidades de toxicidad) aplicado a distintas
muestras de alpeorujo objeto de esta investigacion.
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The two phase olive oil mills wastewaters (TPOMW) represents a compound
of concern, limited especially in a three-monthly period in the year (october-
december). The importance of the pollution come from its volume values (5 million
of Tonns yearly). Many possibilities of treatment have raised in the last years,
especially to prevent a habitual practise: the soil discharge.

The easier way of treatment is keeping the waste in controlled ponds, for
sun-driven photo-oxidation. This should be avoided, principally for bad smelling
effects.

Two viable systems useful as treatments, actually, are: to burn into a
cogeneration plant or utilize it for generating compost. Both of them are limited in
their effects. The combustion is hardly to maintain and need very high
temperatures for eliminate the high humidity content; The composting is slowly
obtained and contributing to increase the greenhouse emissions, especially for the
maturation process (Sanchez-Monedero et al., 2010); in addition these great
volumes need wide facilities for let maturating the substrate. A different solution for
obtaining a efficient treatment of the TPOMW is therefore needed. This solution
could be suggested by a green chemistry approach.

An oriented green chemistry that find viable solutions, needs in particular, to
base its success, in taking advantage of zero cost substrates. This is strictly related
to pass between eco-sustainable steps along the total process. In this framework
the needing of using waste substrate as a resource is decisive and treating it eco-
efficiently, in order to achieve a bio-product of interest as an added value, is
determinant.

Our substrate of study is very complex, especially in its composition, that
make it a hardly biodegradable substance.

The wide phytotoxicity of the TPOMW is due to the polyphenolic fraction
(Wang et al., 2002), especially for the reduction of the roots extension. So a way to
treat this waste necessarily passes between a step that could mineralize, or at least
hydrolyse this more recalcitrant fraction. A key factor of the bioprocess is the fact
that such treated substrate should be employed as the starting source for obtain
the bio-product of interest; in our case: biopolymers (in form of
polyhydroxyalkanoates). These biopolymers had raised interest since they could
represent an alternative to thermoplastics. Especially their first strategic value is
inside their way of production. In facts they are produced with a fermentation
strategy, with a bacterial population, and not compete with land use, as the

bioplastics crops do.
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Two main factors are important when sustainable and comptetitive PHAs
production is considered, and they are: efficient separation technology (Huang et
al., 2008) and organic and integrated scheme of biorefinery approach for evaluating
every added value of the global biotechnological process. The first one is a merely
technical factor, but determinant; the second is an organic and LCA driven
approach that could really make the difference between considering sustainable or
unsustainable a bioprocess (Harding et al., 2007); the result coming from this
difference would be, therefore, the potential of selling it into the market. The
market is obviously the main guideline for an efficient PHAs achievement. Its
potential was in terms of 1 million of tonn/year for the 2010. Even if the gross
production of this biopolymers were due to crops driven biopolymers. This last
sector has entered very quickly in a vicious circle, where a major production of a
sustainable bio-product lead to an intrinsic paradoxic unsustainability of this
product for the market extension, similar to the case explained by (Ericsson et al
.,2006) for biomass as bioenergetic crop potential in the European Community. The
main negative issues that an agricultural sector that use part of its land potential in
biomass derived biotechnological no-food bio-products could generate, even if with
a food-first approach, are mainly two: loss of biodiversity proportional to the healty
of the crops for different purposes than food (de Wit et al., 2010) and the unfairy
situation that lead to commercialization of GHG emissions and crop bio-products
with social disequilibrium. (de Wit et al., 2010). All these factors are excluded in a
PHAs production from wastewater substrates and contribute greatly to improve the
effective sustainability of this bioplastics model production.

In a LCA complete study (Harding et al., 2007) this is particularly
underlined; in facts the PHB biopolymer is effecively competitive against the two
main thermoplastics polymer (polyethylene and polypropylene); this is specially the
case because of the consideration of all the factor that are included in an effective
sustainable production.

Even more complete is the study of (Dangelico et al., 2010) where all the
economic sector it is weighted as much as possible for its really green aspect;
whom also where already established in the guideline for the research priorities,
inside the European Community, already fifteen years ago by (Mangan et al.,
1995).

As regards energy requirements the PHB production is seen at least twenty
percent value of the PE and PP production needings (Harding et al., 2007). This is
again halved if raw materials substrate is utilized (Harding et al., 2007) and in

particular if it is a benefit from a zero cost substrate.
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Furthermore when referring to market a factor that should be considered is
the substitution potential of existing thermoplastics polymer. A complete study
made by (Chanprateep et al., 2010) reveals that, the PHB production is cost
competitive, (with little improvement) already now. Its substitution potential vary
from already available bio-medic devices to agricultural mulching. Moreover if it is
considered that already a ten percent of electronic devices have substituted its
components with bioplastics and plastics bags/package it is already substitutable
with bioplastics polymers, it is easy to have a rapid glance to the bioplastcis
effectiveness. In parallel with the innovation sector it is also highlighted its
automotive and specialized polymers potential, in the nearly future (Pietrini et al.,
2007).

For all this reasons it is evident a choice that it is related with a PHAs
production from a wastewater substrate, which is the focus of our study. More
strictly, our target substrate it is particularly chosen for the suitability in a
Mediterranean reality, where also the high drought and the wastewater treatment
needing combine to create the exigence of a eco-friendly solution to this
environmental concern. So given this substrate, our efforts were oriented in an
optimizing bioprocess that could be at the same time, suitable and efficient. This
starts from the choice of the best strategy for treats and valorise the resource.

Two main strategies of PHAs accumulating strains selection exist, i.e. search
of PHAs accumulating potential strains and use different wastes as a zero cost
substrate for known PHAs accumulating strains. We start our research work
choosing a mixing of both strategies. In fact we try to find new possible strains
adapted to the two-phase olive mill wastewater (TPOMW) with a PHAs potential, but
also we choose three strains with documented PHAs storage ability (Yan et al.,
2000, Pettinari et al., 2003), belonging to the Pseudomonadaceae family. The last
strategy direct us to an orientation in using these strains as a selective inocula, for
their verified adaptation to the substrate of concern (Juarez et al., 2008).

The first preliminary results with chemically defined media confirm this trend
of great PHA production. This was especially the case when a N source was
employed. This element was very determinant, as it is hypothised for their
influence in the energetic switch, for the biosynthesis of cellular material by the
strains. This energy potential when utilized in aerobic condition for the N fixing
metabolism, is merely employed for the respirative protection of their characteristic
anaerobically working enzyme: the nitrogenase. This process involves also the
biosynthesis of alginate as a surplus protection mechanism, as well documented by
(Page et al., 2001, Segura et al., 2003). The two metabolic pathways, i.e.:

biosynthesis of alginate and biosynthesis of PHAs are, in fact, inversely correlated,
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and maybe there also will be a negative feedback between them, with a cascade
signalling mechanism of regulation (Galindo et al., 2007).

The first evidence was documented in our study as the ability of the strains
of Azotobacter sp to increase until 300 % their PHAs production in the case of
adding N source at the medium, in particular with Azotobacter vinelandii UWD,
maybe because it is a hyper-accumulating microorganism, selected specifically for
this purpose by (Page et al.,1992).

The fact that high PHAs content could be achieved if glucose is chosen as C
source is widely known (Khanna et al., 2005; Chanprateep et al., 2010). The
difficult aspect is obtaining such biopolymers from renewable and complexes
resources.

In our experimental setting a obliged passage was the verified adaptation of
the selected strains to the different VFAs. In facts these compounds, in addition to
could be present in the wastewater; are also important for a possible influence in
the polymerization metabolism; in facts they are responsible for a better quality
biopolymer achievement. (Albuquerque et al., 2010b).

Our result of such adaptation metabolism is verified for all the three strains
and in particular, for two of them, to the relative maximum obtainable in such
substrate (Koutrouli et al., 2009), this was already verified for these strains. (Cho
et al., 2001; Pozo et al., 2002). So it is not surprising that they could metabolize
such moelcules as the only source of C.

The very issue of the study was, instead, the ability of PHAs production in an
optimized way, from a TPOMW (two phases olive mill wastewater, alpeorujo)
substrate. For this reason, we proceed with two steps: firstly, using a chemically
defined media with VFAs plus hydrosoluble carbohydrate source, representative of
the TPOMW carbohydrate fraction (i.e. glucose and mannitol) (Dionisi et al., 2005)
as a simulated media for the adaptation of the strain at the real waste and
secondly, using a fresh TPOMW as a possible raw substrate for selected inocula
addition.

In fact the composition of the substrate, even if affected by a high
complexity, presents some characteristics that give it properties that aid its
biodegradability, first of all for its hydrosoluble sugars content and minor grade of
polyphenolic presence. (McNamara et al., 2008; Rouvalis et al., 2010)

Our results in that sense, showed that Azotobacter vinelandii UWD and
Azotobacter chroococcum H23 were very able to grow in a pool of a mixed VFAs
presence and in particular, their ability was reflected with the relative maximum of
the VFAs source, maybe this fact could be explicable with an adapted mechanism.

In fact the VFAs metabolism is documented (Pozo et al., 2002) also in terms of the
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possible use of these molecules as precursors of a varied PHA biosynthesis, but it is
also documented (Patil et al., 2010) the preference for carbohydrate substrate
metabolism, when a source of C, of such type was present predominantly in the
media. It seems that when glucose and mannitol was present in abundance in the
media, the strains will prefer them for the growth. The PHAs production in such
media shows similar results as with chemically defined media employing glucose as
C source, circumscribing the positive results through the target substrate, even if in
a simulated way.

The adaptation at a fresh and diluted TPOMW medium was also positive but
the PHAs production was scarce, probably for the excessive presence of the
polyphenolic content in the substrate. For that reason, a preliminary contact with
the waste of concern as growth substrate, give us the positive impression that the
strains will metabolize it well, as was already proved (Juarez et al., 2008). The
hypothesis that an efficient biodegradation would have represented a direct solution
for using the substrate in raw form, would have reduced greatly the costs, but in
order to find a compromise between the optimization and the internal costs at the
bioprocess, we preferred a preliminary step of an anaerobic digestion.

To prevent this possible negative results at major scale and for optimizing
the bioprocess we set up a method for an easy and efficient anaerobic digestion of
the substrate. This feature become determinant and convert it into the very key
factor of the biotechnological process. This process guarantee, with an optimized
HRT, an efficient macromolecular hydrolysis and at the same time a VFAs
production, of a variety of volatile fatty acids, maybe useful for the aerobic
selective inoculated use of the substrate. The optimized HRT was similar to other
results (Koutrouli et al., 2009) and represent a compromise between an efficient
VFAs production preventing the natural prosecution of the community therein to
produce methane.

The PHAs production of the strains was markedly evident when it was
employed such anaerobically digested substrate, the first reason of that is because
the hydrosoluble sugars content of the TPOMW, was more abundant than in the
OMW and the polyphenols fraction was reduced; so both of these factor when it was
applied an anaerobic digestion concur for a better substrate achievement for the
bioprocess of interest. In fact an optimized acidogenic condition, lead to a reduction
of the polyphenolic fraction, more easily than with a OMW substrate where is more
abundant that fraction; at the same time a higher content of hydrosoluble sugar it
will not be affected by an anaerobic digestion, as much as it would be affected in
the case of OMW (Koutrouli et al., 2009). In fact the hydrosoluble sugars fraction

remain in such quantity to support the life of the strains, in the subsequent step of
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the bioprocess. It was the use of such achieved substrate as a selective media for a
adapted and selected inocula able to grow in aerobic conditions.

The guide line of use an anaerobic digested media of TPOMW into aerobic
condition make us move into a first option: increase the concentration of the
substrate. The results show an evident direct correlation between the abundance of
the substrate and the PHAs production. Different is the case for Azotobacter
vinelandii UWD that shows a greater production at 20% than with more abundant
concentrations of TPOMW. It reflects its PHAs hyper-accumulating potential,
independently of the conditions, this behaviour was a direct consequence of the
deficiency of an enzyme that is present into the respiratory chain (Page et al.,
1992), this detail lead it to naturally switch its metabolism through the PHAs
storage as a direct consequence of what we says before.

The poor PHAs production by the two other strains of Azotobacter was
dependant of the fact that the presence of only a diluted and anaerobic digested
TPOMW media was too poor to guarantee a PHAs production, in fact the positive
result that we found as growth curve with a less implemented media, (i.e. a basic
media make by only anaerobic digested TPOMW) make us fall in error in the
consideration that such substrate will lead to both positive results as PHAs
production and as growth curve. The applied intent of this study also support this
preference, in terms of reduction of costs, so no addition of different element to the
digested substrate was conducted, at least in the preliminary phase. Such scarce
results of PHAs production oblige ourselves in find other possible factors for an
effective optimization of the process.

The new key factor was an apparently little improvement of the media, that
cause a dramatic rise in terms of PHAs production. It is referred here to the
implementation of the medium with microelements (especially metals, such: Fe,
Mo) and also a source of sulphur. All this features contribute to a more efficient
PHAs production. This characteristics were related with the fact that the thiolase
enzyme of the PHAs byosinthesis pathway was dependent by microelement
presence, as involved into the active centre of the complex as proved by (Rehm et
al.,2003) and (Grage et al., 2009) or by the fact that siderophore activity, useful
for the uptake of micronutrients was dependent by the presence of iron as
documented by (Cornish et al., 2000) and (Kraepiel et al., 2009). Furthermore a
very few studies (Fenske et al., 2005) have hypotized a great importance of the Mo
uptake by Azotobacter sp for its general metabolism, but the characterization of
the inclusion of such ionic elements is very well known only for the nitrogenase
(Einsle et al., 2002).
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The above depicted simplified method and an optimized extraction make us
consider all the process as suitable for the necessary steps, in the process of the
scale-up.

In fact this second aspect of the process (i.e.: the extraction method) is not
only crucial for the efficient recovery of the biopolymer but also for the overall
general logics of the biotechnological protocol; in fact an eco-sustainable and
economic consideration of every aspect must be the guide for every step, in a
potential application intent that counts on well-thought life cycle assessment (LCA).
At a lab scale we find that the quick method for the extraction was the protocol
relied on chloroform extraction, but with the ecological method, already described
in M&M section the global yield decrease about a 40%, so every result discussed
here include this Damocles’ sword within.

A first set of experiments in the natural prosecution of a batch scale (i.e.
bioreactor scale) confirms the aforementioned positive results, especially in the first
of them; this success was attributable to the fact that a lack of antifoaming lead to
an reduced interchange headspace with the media, and the relatively reduced RPM,
contribute also to this lack of dissolved oxygen in the bioreactor. Both the features
cause improvement in the PHAs production. This better result was also confirmed
by the sequent experiments where was chosen a higher feeding-batch with a
contemporary increasing in the RPM rate. The production decrease and maybe it
was imputable to the higher fractionating rate of the air bubbles in the media
(D'Annibale et al., 2006), this fact did not permit the strains to remain into reduced
aerated condition (microaerofilic); this do not allow them to store a sufficient
quantity of biopolymer, because of the necessity to protect the nitrogenase with the
increased conditions of dissolved oxygen, especially in the stationary phase.

An efficient strategy to prevent this inhibitory condition was to put the
biomass into a famine and feast condition where the worst factor was a prolonged
starvation, (Albuquerque et al., 2010a); this strategy was prized by a duplication of
the PHAs production possibly directly dependent for the condition of feed-batch;
even if this good result was achieved it was not as good as was the production in
the first case, where a reduced diffusion of oxygen was guaranteed. This strictly
dependence between optimized PHAs production and limited oxygenation was
already reported by other authors (Gonzalez-Lopez et al., 1996; Page et al., 2001).

The bioreactor scale presents intrinsic difficulties, like for example, the
operational conditions that add dynamic variables to the bioprocess, in primis the
foam formation and dissolved oxygen measurement (strictly dependent to the
stirring conditions). All these factors could be obviously the best advantages of such

experimental setting but in our case, sometimes they convert themselves in a
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disadvantage; especially for the needing to keep the right working volume and
prevent the mass transfer for the impossibility of adding an antifoaming, useful for
it (matter of costs). In facts we chose to adopt a cheaper physical purge system to
prevent this problem.

Even more difficult were the conditions at pilot plant scale; this was basically
for a feature: the different substrate in use. The higher polyphenolic content and
the lower hydrosoluble sugars content concur to prejudice the good results
achieved at laboratory scale.

In fact both of these elements that were responsible for the success of the

lab scale results, where present at this scale at the contrary. So the anaerobic
digestion process was inapplicable to this substrate, especially as preliminary step
for our strains. In this case, in fact, was opportune to skip the anaerobic digestion
step, mainly to prevent the total consume of hydrosoluble sugars. The chosen
substrate for the aerobic inocula represents the compromise between reduce
polyphenolic inibihitory effect and the sufficient sugars presence. In facts we debate
if an increasing concentration of the waste could be sufficient to give the positive
conditions for the accumulating process, with few inhibitory effects; or if, for the
contrary, a halved concentration would be better for making the most of positive
conditions with an acceptable reduced inhibitory effect. The results tend to this
second option. Moreover, as we experimented, a careful control of the parameters
in the media is essential to prevent contamination, especially for the eucaryotic
population; (Fountoulakis et al., 2002) this is particularly evident when it is
increased the aeration rate. (D'Annibale et al., 2006).
The colture composition is not of secondary importance, especially in a pilot plant
scale. In fact in such conditions two kind of possibilities could be chosen: a mixed
inocula population of global PHAs accumulating potential (Albuquerque et al.,
2010a) or a highly selected inocula, with a strictly unique strain composition of
proven ability of PHAs (Povolo et al., 2010) production. We chose the last option
because of taking advantage of the fact, that a unique inocula have only a
metabolic requirement, instead a more complex and mixed inocula could pass
different and contrasting phases that could prejudice the optimization of the PHAs
production. (Chua et al., 2003).

With the accurate setting of the scale-up steps and with a positive
adaptation of the strains to the media, we reach a good results at pilot plant scale,
but with the last step the not-accumulating population become almost the half, in
terms of PHAs yield. This was an expected result, complicated by the fact of not

using the same substrate of origin, in the process.
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Even if with these added problems, the PHAs production could be considered
satisfactory, particularly for the directly proportional increase along the scale-up
process and shows the good potential of the use of this selected inocula as
biotechnological tool of the PHAs production in the field of fermentation technology.
A factor of not secondary importance was the added value of a possible PHAs
production as also a waste treatment; this was confirmed with a specie-specific
correlation between best PHAs producer strain and not reduced bioluminescence
into Microtox® assay. In fact it could be speculated that with a subsequent
filtration, after the fermentation step of PHAs production it could be easily treated a
fourth of the total waste, reducing the costs in the overall treatment requirements.
This result is slightly better that what obtained by (Rouvalis et al., 2010) in terms
of toxicity units, even if on other target organisms. This is inclusive better if we
consider that such substrate are two-fold concentrated than the substrates
considered in that study.

Definitely all these results, viewed in an applied research consideration sum
points in choosing a PHAs driven bacterial fermentation biotechnology; a technology
that could overpass the prickly issues inside the actual crops-driven bioplastics

market, particularly in terms of land use.
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Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, asi como la revisidon

bibliografica llevada a cabo, podemos poner de manifiesto las siguientes

conclusiones:
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Las tres cepas bacterianas incluidas en el género Azotobacter y objeto de
nuestra  investigacion  (Azotobacter vinelandii UWD, Azotobacter
chroococcum H23 y Azotobacter vinelandii ACCT 12387) han mostrado
capacidad para sintetizar polihidroxialcanoatos (PHASs) en medios
quimicamente definidos, con composicion similar al alpeorujo en cuanto a

fuente carbonada y acidos grasos volatiles de cadena corta.

Independientemente de la concentracidon de alpeorujo y de la existencia o no
de micronutrientes en los medios de sintesis de PHAs, la digestidon
anaerobica del residuo alpeorujo se mostré como una eficiente estrategia
para la sintesis de bioplastico.

De las cepas bacterianas utilizadas, A. chroococcum H23 ha revelado un
importante potencial de sintesis y acumulacion de PHAs en medios
adicionados de alpeorujo.

En todos los ensayos, el polihidroxialcanoato sintetizado fue poli-B-
hidroxibutirato (PHB), no evidenciandose heteropolimerizacion ante la
presencia de acidos grasos volatiles de cadena corta.

La produccion de PHAs por parte de la cepa A. chroococcum H23 usando
biorreactores a escala de laboratorio se incremento al reducir la aireacion y
al incrementar las adiciones de sustrato a una poblacion desarrollada y
adaptada a un medio de alpeorujo.

La sintesis aerdbica de PHAs por parte de bacterias fijadoras de nitrégeno en
vida libre usando medios adicionados de alpeorujo digerido anaerobicamente
se ha revelado como un proceso de detoxificacion del residuo, por lo abre
nuevas posibilidades a la valorizacion de residuos agricolas con importantes

cargas contaminantes.
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