3.- CONNEXIO DELSCOMPARTIMENTSII, 11 1 IVA A ESCALA DE
LABORATORI

3.1.- Connexio preliminar delscompartimentsll, 111 i 1Vaaescala delaboratori

En aquest apartat es planteja la connexid preliminar dels compartiments II, III i IVa del
bucle MELISSA a escala de laboratori. Inicialment s'estudia aquesta connexio utilitzant
només acid aceétic com a font de carboni del segon compartiment. Estudis previs
demostren que Nitrosomonas europaea i Nitrobacter winogradskyi poden créixer en el
medi resultant d’haver fet créixer Rhodospirillum rubrum i que Spirulina platensis pot
créixer en el medi resultant d’haver fet créixer N. europaea i N. winogradskyi (Mergeay
et al., 1990). Ara bé, aquests estudis s'han fet en petits erlenmeyers i en discontinu. El
seglient pas constitueix en estudiar si, a llarg termini i en continu, s’observen efectes
nocius o toxics en connectar aquests tres compartiments.

3.1.1.- Equips i procediment experimental

El muntatge experimental consisteix en posar a punt tres bioreactors, un per cada
compartiment, 1 els equips de separacié necessaris per interconnectar-los. En aquest
apartat es dona una descripcio detallada de cada compartiment i dels diferents passos
requerits per la seva connexio. A la figura 3.1 es presenta un esquema d’aquest
muntatge.

» Compartiment I

Pel cultiu de R. rubrum es disposa d’un bioreactor de tanc agitat de 3 litres de volum
total, 2.4 L volum util (APPLIKON). L’agitacié6 que assegura una mescla perfecta ¢s
mecanica i consta de dues pales Rushton disposades en un eix central (APPLIKON ADI
101).
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Figura 3.1.- Esquema del muntatge experimental per estudiar la connexi6 dels compartiments II, I1I i [Va
a escala de laboratori

El pH optim i la temperatura optima de creixement d’aquest microorganisme son 6.8 i
30°C, respectivament. Per tal d’assegurar que el reactor es trobi sempre en aquestes
condicions es fa servir un controlador autonom de pH (METTLER TOLEDO PH2100)
que regula el pH mitjangant I’addicié d’acid (HCl 0.5M) o de base (NaOH 0.5M). La
sonda de pH es calibra abans d’autoclavar el reactor seguint un protocol estandard. Un
bany (FRIGITERM, SELECTA) que fa circular aigua a través de la camisa externa del
reactor, permet mantenir la temperatura de treball desitjada de manera constant i
independent del grau d'il-luminacio.

R. rubrum treballa fotosintéticament quan no té€ oxigen com a acceptor d’electrons, és a
dir, quan es troba en condicions anaerobies. Aquestes condicions s’assoleixen
bombollejant He al reactor. L’abséncia d’oxigen es segueix mesurant 1’oxigen dissolt
amb un analitzador d’oxigen (INGOLD O, amplifier Type 170% O,). Abans de
comengar els experiments es calibra la sonda d’oxigen en condicions operacionals fent
servir un protocol estandard.

La il-luminacié del bioreactor s’aconsegueix disposant radialment un conjunt de 15
bombetes haldogenes (SYLVANIA Halogen —Professional de luxe-, 12V, 20W, ¢50mm)
distribuides en 10 columnes que contenen 1 o 2 bombetes alternativament. L’energia
electrica necessaria la donen dues fonts d’alimentacié de 35V-18A. La intensitat de la
llum que il-lumina el bioreactor es modifica variant el voltatge subministrat a les
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bombetes. El calibratge de la intensitat de la llum (W/m?) al centre del reactor, en funci6
del voltatge subministrat a les bombetes, s’especifica a continuacio:

La determinacié de la disponibilitat de la llum és de gran importancia en el
funcionament dels fotobioreactors, aquesta es determina coneixent la intensitat de llum
a la superficie del reactor.

Mitjancant un sensor que mesura la intensitat de llum a 1’eix central del reactor,
integrant la llum que arriba a la seva superficie esférica, pot determinar-se la intensitat
de llum a la superficie del reactor. La conversio de la intensitat de llum mesurada pel
sensor a intensitat de llum que arriba a la superficie del reactor pot fer-se mitjangant
I’equaci6 3.1

__Eb-rb
7-Rb

Fr

(3.1)

On:  Frés el flux de llum a la superficie del bioreactor
EDb és la intensitat de llum mesurada pel sensor
rb és el radi del sensor (30mm).

Rb és el radi del bioreactor (64mm)

La llum és mesurada pel sensor en unitats de [Jmols/m’s>. Per tal de poder aplicar el
model de transferéncia de llum desenvolupat per aquest compartiment (Albiol et al.,
1997, Cornet i Albiol, 2000) és necessari convertir aquestes mesures a W/m’. El
coeficient de conversio usat, calculat per Cornet integrant 1’espectre de la bombeta en el
rang d’emissio de 350-950 nm (rang d’absorcié de R. rubrum), és de 0.425.

Els valors d’Eb son obtinguts per a diferents voltatges subministrats a les bombetes i a
diferents posicions verticals al llarg de 1’eix central del reactor. Aquestes mesures es
duen a terme amb el reactor buit i fent circular aigua a través de la camisa externa del
reactor. Calculant la mitjana de les mesures obtingudes per cada voltatge subministrat
s'obté la relacid: intensitat mitjana de llum incident al reactor/voltatge subministrat.
Aquesta relacid es presenta a la figura 3.2.
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Figura 3.2.- Intensitat de llum mitjana que arriba al segon compartiment en subministrar diferents
voltatges a les bombetes
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A la figura 3.3 es presenta una fotografia del muntatge d’aquest bioreactor.

Figura 3.3.- Fotografia del muntatge del compartiment II

= Connexio entre els compartiments I1 1 I1I

Tenint en compte que el segon compartiment és un bioreactor de tanc agitat i que, per
tant, la sortida conté cel-lules en suspensio, cal afegir una etapa de separacio que elimini
les cel-lules del medi 1 que permeti I’entrada d’aquest al tercer compartiment. En el
disseny final, les cél-lules separades en aquesta unitat s’han de recuperar i sotmetre als
tractaments necessaris per a emprar-les com a aliment. Aquesta separacid s’aconsegueix
mitjang¢ant un procés de centrifugacio. Els volums diaris a centrifugar son massa petits
per poder usar una centrifuga en continu, per tant, s’utilitza una centrifuga en discontinu
a 10000 rpm, 4°c durant 20 min (beckman j2-21 m/e). Tenint en compte que el procés
de centrifugaci6 és en discontinu, es necessiten dos tancs pulmo, un a la sortida del
segon compartiment i 1’altre a I’entrada del tercer. Aquests tancs permeten
emmagatzemar el liquid efluent del segon compartiment per la seva posterior
centrifugacio i1 emmagatzemar el medi, ja lliure de cel-lules, que posteriorment
s’alimenta al tercer compartiment. Aquest procés de centrifugacio es fa diariament ja
que s’ha vist que la qualitat de la biomassa empitjora de manera significativa quan
s’emmagatzema a temperatura ambient durant un periode més llarg (Morist, 2000).

Per assegurar I’entrada de medi esteril i lliure de cel-lules, el medi s’esterilitza un cop
centrifugat fent-lo passar per dues etapes de filtracid. Cada etapa de filtracié consta d’un
filtre de liquid de 0.22um (MILLIPORE OPTICAP™ 47),

* Compartiment 11

Es disposa d’una columna empacada per dur a terme el procés de nitrificacid i
desnitrificacio per mitja de ’activitat de N. europaea i N. winogradskyi. S’ha escollit
aquest tipus de reactor degut a les baixes velocitats de creixement d’ambdos
microorganismes, que aconsellen tenir la massa cel-lular immobilitzada per tal de poder
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dur a terme els processos de nitrificacido de manera rapida i eficient, com ja s’ha descrit
previament (Pérez, 1997 i 2001). El volum de liquid de la columna és de 0.475L 1 el
suport utilitzat, boletes de poliestiré, s’anomena comercialment Biostyr.

El pH optim per N. europaea i N. winogradskyi es troba a 8.2. Per controlar el pH en el
reactor es fa servir un controlador autonom de pH (CRISON pH/mV 252) que regula
el pH mitjancant 1’addicié d’acid (CO,) o de base (Na,CO; 40g/L). La sonda de pH es
calibra abans de comencar [’esterilitzacié quimica del reactor seguint un protocol
estandard. La temperatura del reactor es regula a 30°C, temperatura Optima de
creixement d’aquests microorganismes, mitjancant un bany (TECTRON BIO,
SELECTA) que fa circular aigua a la temperatura desitjada a través de la camisa externa
del reactor.

N. europaea i N. winogradskyi sén microorganismes aerobis que consumeixen CO;
com a font principal de carboni. L’entrada d’oxigen i CO, s’aconsegueix airejant el
reactor a través d’un difusor metal-lic. El cabal d’aireacié emprat és 75 mL/min. Per
assegurar una bona mescla entre 1’entrada i la recirculacié es disposa d’agitacio
magnetica (30 rpm). El cabal de recirculaci6 és de 8.3 mL/min.

Tenint en compte que la llum inhibeix el creixement dels microorganismes emprats, es
cobreix la columna amb paper d’alumini. A la figura 3.4 es presenta una fotografia del
muntatge d’aquest bioreactor.

Figura 3.4.- Fotografia del muntatge del compartiment I1I
= Connexio entre els compartiments Il 1 [Va
La connexid entre aquests dos compartiments es fa de manera directa afegint dues

etapes de filtracio (filtres de liquid MILLIPORE OPTICAP™ 4”) per tal d’climinar les
cel-lules lliures a la sortida del tercer compartiment. En aquest cas no es requereix cap
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etapa de centrifugaci6 ja que la utilitzaci6 d’un reactor amb cel-lules immobilitzades
redueix molt la quantitat de cel-lules lliures a la sortida d’aquest. Un dels filtres es posa
a la sortida del tercer compartiment i 1’altre a I’entrada del quart. D’aquesta manera es
tenen ambdos compartiments aillats, permetent la desconnexid en cas de que sigui
necessaria.

= Compartiment [Va

Pel cultiu de S platensis es disposa d’un reactor tipus “air-lift” de 3 L de volum total,
2.75-2.5 L de volum util, amb un cilindre de vidre intern que separa les seccions “riser”
i “downcomer”. L’entrada de la fase gasosa al “riser” provoca una diferéncia de
densitats al medi del “riser” respecte al del “downcomer”, mesclant el liquid del reactor.
El pH optim i la temperatura optima de creixement d’aquest microorganisme séon 9.5 i
36.5°C, respectivament. Per tal d’assegurar que el reactor es trobi sempre en aquestes
condicions es fa servir un controlador autonom de pH (METTLER TOLEDO PH2100)
que regula el pH mitjancant I’addicié d’acid (HCl 0.5M) o de base (NaOH 0.75M). La
sonda de pH es calibra abans d’autoclavar el reactor seguint un protocol estandard. Un
bany (HAAKE GH), que fa circular aigua a la temperatura desitjada a través de la
camisa externa del reactor, manté el cultiu a 36.5°C.

S platensis és un cianobacteri fotosintétic, un dels productes del metabolisme del qual
¢s O,. Per tant, un dels valors importants a monitoritzar és la preséncia d’oxigen en el
reactor. L oxigen dissolt es mesura amb un analitzador d’oxigen (INGOLD O, amplifier
Type 170% O,). Abans de comengar els experiments es calibra la sonda d’oxigen, en
condicions operacionals, fent servir un protocol estandard.

La il-luminacié del bioreactor s’aconsegueix disposant radialment un conjunt de 25
bombetes halogenes (SYLVANIA Halogen —Professional de luxe-, 12V, 20W, ¢50mm)
distribuides en 5 columnes que contenen 5 bombetes cadascuna. L’energia electrica
necessaria la dona una font d’alimentacido de 15V-40A. La intensitat de la llum que
il'lumina el bioreactor es modifica variant el voltatge subministrat a les bombetes. El
calibratge de la intensitat de la llum (W/m?) al centre del reactor, en funci6 del voltatge
subministrat a les bombetes, es fa pel mateix procediment descrit anteriorment pel
segon compartiment. En aquest cas, de I'equacio 3.1 , Rb, el radi del fotobioreactor €s
de 60 o 40 mm, depenent de la part de la columna on es mesuri i el factor de conversio,
calculat per Cornet i col-laboradors (Cornet et al., 1992 a i b) integrant 1’espectre
d’emissié de la bombeta en el rang d’emissié de 350-750 nm (rang d’absorcié de S
platensis), és de 0.291. A la figura 3.5 es presenta la relacio: intensitat mitjana de llum
incident al reactor/voltatge subministrat.

A la figura 3.6 es presenta una fotografia del muntatge d’aquest bioreactor.

3.1.2.- Elaboraci6 del medi de cultiu

Per realitzar la connexi6 entre els tres compartiments es requereix un medi que
contingui tots els elements necessaris per fer créixer R. rubrum, N. europaea, N.
winogradskyi i S. platensis. El medi utilitzat és una combinacié dels medis usats per fer
créixer aquests microorganismes per separat en cadascun dels compartiments, medis
que es presenten a I’annex corresponent a materials i metodes.
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Figura 3.5.- Intensitat de llum mitjana que arriba al quart compartiment en subministrar diferents
voltatges a les bombetes

Figura 3.6.- Fotografia del muntatge del compartiment [Va

El medi emprat per fer créixer R. rubrum és un medi basat en la mescla de sals basals de
Segers & Verstrate descrita per Suhaimi i col-laboradors (Suhaimi et al., 1987), que
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conté acid acétic com a font de carboni, biotina com a Unica vitamina i on s ha
disminuit la concentracié de fosfats als seguents nivells. KH,PO, 0.49 g/L i K;HPO,
0.52 g/L. El medi emprat per fer créixer N. europaea i N. winogradskyi esta basat en un
medi adaptat a creixement de N. europaea (Wijffels, 1994) i un medi adaptat a
creixement de N. winogradskyi (Hendrikus et al., 1992; Wijffels et al., 1994). Aquest
medi esta descrit per Pérez (1997). El medi usat pel cultiu de S. platensis és la barreja de
sals basal s descrita per Zarrouk (1966).

Per tal de definir el medi de cultiu es tenen en compte els segiients factors:

1.- Laquantitat d’acid acetic inicial ha de ser Unicament la suficient per fer de font de
carboni en el segon compartiment, ja que inicialment es vol operar en condicions ideals;
és a dir, shan d'esgotar en aguest compartiment tots els acids volatils que entren al
bucle. Com a primera aproximacio es fixa una concentracio inicial d’acid aceticd'1 g
C/L. Agquesta concentraciO ja s ha provat en anteriors experiments a una velocitat de
dilucio de 0.034 h™ (Albiol, 1994), velocitat superior a la que es vol treballar
inicialment, si es té en compte que & compartiment Il té un volum de treball de 2400
mL i que el temps de residéncia del compartiment I11, d’un volum de liquid de 475 mL,
esvol fixar a aproximadament 12 h (Pérez, 1997 i 2001).

2.- Laquantitat d’amoni d’ entrada ha de ser la suficient per ser emprada com afont font
de nitrogen de R. rubrum i I’excedent, un cop convertit a nitrat per N. europaea i N.
winogradskyi, com afont de nitrogen de S. platensis. En estudis previs redlitzats amb un
reactor identic al que S'usa en la connexié com a compartiment 111, s'han aconseguit
degradar 300 ppm de N-NH4" en un temps de residéncia de 12 hores (Pérez et al., 1997
ai b). Tenint en compte aquests resultats, es fixa que la concentraciéo d’amoni a la
sortida del segon compartiment sigui entre 300-400 ppm de N-NH4". Si, com és de
desitjar, tot I'acid acetic que entra al segon compartiment passa a formar part de la
biomassa, es pot avaluar €l nitrogen que es consumeix en aquest compartiment,
aproximadament 170 ppm de N-NH,". Per tant, la quantitat d’ amoni inicial ha de ser
aproximadament de 570 N-NH;ppm (es fixen 580 ppm N-NH;" com a primera
aproximacio).

3.- El tampo6 de carbonat/bicarbonat que s afegeix en € medi proposat per Zarrouk
(1966) com a font de carboni per S platensis no s hi ha d'incloure, ja que la font de
carboni del quart compartiment durant aquesta connexio és el CO, que es bombollgja
dins del reactor.

4.- El nitrogen que arriba en forma d’amoni a compartiment I11 ho fa en forma de nitrat
al quart compartiment i, per tant, no s han d’ afegir nitrats per aguest compartiment.

5.- Per evitar problemes en les cel-lules R. rubrum, N. europaea i N. winogradskyi
deguts a la forca ionica provocada per la presencia excessiva de sals en €l medi inicial
es decideix no incloure el NaCl, present al medi Zarrouk (1966) proposat pel cultiu de
S. platensis, en el medi de la connexié.

61



6.- Es prefereix que els micronutrients estiguin en excés i no en defecte, per tant, es
sumen totes les quantitats de micronutrients que es fan servir en cada medi per separat i
s afegeixen en el medi de la connexié.

El medi resultant es presentaalataula 3.1.

Medi connexio
Components g/L
CH3COONa 3.428

EDTA-Na2 H,O 0.100
MnCl,-2 H,O 0.008
FeSO,-7 H,O 0.033

KH,PO, 0.400
NaHCOs 0.250
CaCl»-2 H,0 0.091
(NH4)>SO, 2.728
CuS0O,45H,0O 4.0E-6
Na,HPO, 0.489
ZnS0;4-7 H,O 4.3E-6
(NH4)sM 070,7-4 H,0 0.177
K>S0, 0.550
Dissoluci6 mL/L
Elements traca 1.00
Biotina 1.00
A5 1.00
B6 1.00

Taula 3.1.- Composicio del medi usat durant el's experiments de connexio

Els elements traca, la biotina, i les solucions A5 i B6 es preparen segons la composicio
gue espresentaalestaules 3.2, 3.3,3.4i 3.5:

A5
Components g/L
H3BO3 2.860
MnCl,-4 H,O 1.810
ZnS04-7 H,0 0.222
CuS0O4-5 H,0O 0.079
MoOs 0.015

Taula 3.2.- Composici6 de lasolucio A5

B6
Components | g/L
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NH,V O3 0.023
KCr(S0,)2-12 H,O 0.096
NiSO,4-7 H,O 0.048
(N03)2C0-6 H,O 0.049
NapWQO,-2 H,O 0.018
Ti(SO4)+TiOSO, 0.048

Taula 3.3.- Composicié de la solucié B6

Elementstraca
Components g/L
NiSO4-6 H,O 0.005
MnCl,-4 H,O 0.005
FeSO,-7 H,0 0.005
ZnS0,4-7 H,0O 0.001
CoCl,-2 H,O 5e-4
CuS0O4-5 H,0O 5e-5

H3BOs3 0.001
NaM 00,2 H,0O 5e-4

Taula 3.4.- Composicio de lasolucié d' elements traga

Biotina
Component g/L
Biotina 0.015

Taula 3.5.- Composicid de la solucié de biotina

3.1.3.- Posada en marxai resultats de la connexid en condicions fixes

Abans de procedir ala seva connexio es posa en marxa cada bioreactor per separat.

El compartiment Il s esterilitza per calor, s'inoculai s opera en discontinu, amb e medi
de connexio presentat a lataula 3.1, fins a assolir una concentracié de cél -lules elevada.
Posteriorment s'inicia el funcionament en continu d’ aguest compartiment.

L’ arrancada del compartiment 111 esfatal i com descriu Pérez (Pérez, 1997 i 2001). Esa
dir, s esterilitza quimicament degut a que el suport Biostyr no permet I’ esterilitzacio per
calor, sinocula i es deixa operant en discontinu durant aproximadament 2 setmanes.
Posteriorment S'inicia un continu a una velocitat de dilucié molt baixa, que es va
augmentant a mesura que creix la quantitat de cél -lules present al bioreactor, aixi com la
capacitat de conversio de I’amoni a nitrat. La posada en marxa d’ aquest compartiment
es faamb el medi descrit per Pérez (1997), que es presenta a |’ apartat A.2.2 d' aquesta
memoria.

El quart compartiment s esterilitza per calor, sinocula i s opera en discontinu fins a
assolir una concentracio de cél-lules elevada. En aguest moment, es comenca |’ operacio
en continu fent servir el medi descrit per Zarrouk (1966), que es presenta a |’ apartat
A.2.3 d’aguesta memoria.
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Un cop assolit I’ estat estacionari del segon compartiment funcionant en continu amb €l
medi global de la connexio, es connecta manualment la sortida d’ aguest compartiment
amb |’ entrada del tercer. El medi de cultiu sortint del segon compartiment es centrifuga
(10000 rpm, 4°C i 20 min) i es filtra abans de ser introduit en el seglient. Quan €l tercer
compartiment ha assolit |’ estat estacionari, la seva sortida es connecta directament a
quart compartiment. Aquesta connexio es fa, com ja s’ ha explicat anteriorment, através
de dues etapes de filtracio. Un cop aquest compartiment assoleix € nou estat
estacionari, es pot considerar que la connexi6 dels tres compartiments s ha dut a terme
de manera satisfactoria

Les condicions d’ operacié dels tres reactors durant la connexio, és a dir, els cabals
d entrada, queden fixats, basicament, pel comportament del tercer compartiment. En ser
el més petit de totsi en haver fixat el seu temps de residencia a 12 hores, condicié amb
la qual s havia vist que aquest reactor podia operar sense cap problema (Pérez, 1997 i
2001), queda fixada tant la velocitat de dilucié d aquest compartiment com la dels
altres. Aquestes condicions es resumeixen alataula 3.6.

Compartiment I1 | Compartiment |11 | Compartiment IVa
T(°C) 30 30 36.5
pH 6.8 8.2 9.5
Viiguid (L) 2.4 0.475 2.75
Llum (W/nr) 135 0 (fotoinhibit) 94.37
0 (dies) 2.3 12.05 2290
D (h?) 0.0181 0.083 0.018 ")
Q. (L/dia) 1.04 0.94 1.19¢)

Taula 3.6.- Resum de les condicions d’ operacio dels tres compartiments.
) Per calcular aguests valors s hatingut en compte | addicié de base diariaal reactor, aproximadament
250 mL/dia

Cal fer constar quetal i com es pot observar alataula 3.6 i en els experiments posteriors
el cabal dentrada del compartiment Il ha estat sempre superior a la resta dels
compartiments, cosa que pot semblar estranya S es té en compte que es tracta
d experiments en connexié. Aquest fet es deu a diversos motius:

- El volum de liquid del segon compartiment es molt superior a del tercer. Resultant
complicat poder observar els canvis produits en un compartiment en modificar les
condicions d’ ambdos compartiments a la vegada sense que: 0 bé el segon compartiment
tingui un temps de residencia molt gran, o bé, que & compartiment 111 estrobi treballant
aunes velocitats de dilucio el evadissimes.

- Durant el procés de centrifugacio es perd part del volum

- El procés de centrifugacié sha d efectuar diariament, tal i com sha explicat
anteriorment. Aixi doncs, per tal de que cap compartiment es quedés sense aiment i ala
vegada poder passar algun cap de setmana lliure, el cabal del compartiment 11 havia de
ser superior a delaresta.




- S es vol observar com afecta un canvi en les condicions d operacié d'un
compartiment sobre un altre i es canvien les condicions d operacié d ambdos
compartiments a la vegada resulta dificil saber a quin d’ambdds canvis son deguts els
resultats obtinguts.

Les evolucions dels compartiments [1, 111 i Va, durant aguest experiment de connexio,
es presenten alesfigures 3.7, 3.81 3.9.
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Figura 3.7.- Evolucio del compartiment Il quan opera amb les condicions presentades ala taula 3.6
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Figura 3.9.- Evolucié del compartiment 1Va quan opera amb les condicions presentades alataula 3.6

Tant ales figures 3.7, 3.8 1 3.9 com a la resta de les grafiques d' aquesta memoria; les
linies discontinues que marquen la tendencia dels punts experimentals son
exclusivament, sempre que no es digui €l contrari, unaguiavisual.
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En un principi es volia operar a condicions ideals, és a dir, de manera que tot I’acid
acétic es consumis en el segon compartiment i de manera que tot I’amoni que entrés a
tercer compartiment fos convertit a nitrat. Com es despren de les figures 3.7 i 3.8,
aquests objectius s han aconseguit, ja que, a la sortida del segon compartiment, la
preséncia d’'acetic no és detectable i tot I’amoni que entra a tercer compartiment és
convertit anitrat.

El fet de que no hi hagi presencia d’ acetic ala sortida del segon compartiment fa pensar
gue aguest reactor funciona sota condicions de limitacié de carboni 0 com a minim en
colimitacié amb lallum.

La concentracié d’amoni a la sortida del segon compartiment és, aproximadament, de
410 ppm de N-NH,4", com es pot veure ala figura 3.7. Aquest valor és € que ja s havia
predit en dissenyar el medi quan es tenia en compte €l nitrogen consumit per R. rubrum.
Ara bé, la concentracio de nitrat a la sortida del tercer compartiment només és de 370
ppm de N-NO3’, com es pot veure a la figura 3.8. Aixo significa que, des de la sortida
del segon compatiment a la sortida del tercer, el balang de nitrogen desquadra per 40
ppm de N. Per intentar veure perqué € balan¢ de nitrogen no queda tancat es mesura la
concentraci6 de nitrogen en acabar € procés de centrifugacio i el's processos de filtracio
presents entre la sortida del segon compartiment i I’ entrada del tercer. S observa que a
final d’ aquests processos la concentracio d’amoni en forma de N-ppm és de 370, és a
dir, que durant aquests processos de separacio de la biomassa es perden les 40 N-ppm.
Una possible explicacio d' aquest fet és que existeixi certa precipitacio de sals d amoni
les quals s eliminen en el's processos de separacio.

Els balangos de carboni i de nitrogen del compartiment |1 es presenten a les taules 3.7 i
3.8, respectivament. Les concentracions d’ entrada d’ acetic i d’amoni es mesuren en €l
medi inicial donant el's segiients valors: 580 ppm N-NH4" i 2.60 g/L d acid acétic. Per
realitzar aquests balancos s assumeixen diferents suposits, es menysprea € % de
cendres del pes sec, fet que es duu a terme durant tot aquest treball, i es considera la
segient estequiometria (Favier-Teodorescu, 1999):

Acid acétic + 0.4115 NH; + 0.0299 HiPO, + 0.0066 H,SO, — 1.8550
CH1.600400.3621N0.2218S0.0036P0.0161 + 0.1450 CO» + 1.1843 H,0

Entrada (gC/L) Sortida
(9C/L)
Acid acétic 1.04 0
CO, 0 0.08 calculat
Cel-lules 0 0.83
Total 1.04 0.91

Taula 3.7.- Balang de carboni del segon compartiment

Entrada (N-ppm) | Sortida (N-ppm)
Amoni 580 410
Cédl-lules 0 214
Total 580 624

Taula 3.8.- Balang de nitrogen del segon compartiment
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De lataula 3.8 es despren que e balang de nitrogen es pot considerar tancat, Si es tenen
en compte els possibles errors experimentals, ja que es recupera tot € nitrogen que
entra. D’ altra banda, tal i com es pot veure alataula 3.7, e balang de carboni no queda
tancat del tot, recuperant-se un 88% del carboni que entra, resultat que coincideix amb
experiments anteriors (Albiol, 1994). Existeixen diversos motius que podrien explicar
aquesta situacio, per exemple podria haver-hi hagut una acumulacié de PHB
(polihidroxidbutirat), la qual hagués modificat la composicié cel-lular i/o un excés en la
produccio de CO..

La conversié d’amoni a nitrat aconseguida a tercer compartiment, com pot observar-se
alafigura 3.8, és d aproximadament un 100% tal i com s havia previst.

A lafigura 3.9, corresponent al quart compartiment, s’ observa una certa dispersio en les
mesures de pes sec al’igual que en la concentracié final de nitrat. Pel que faal pes sec,
es té una concentracio de 2 g/L de S platensis que després disminueix a 1.5 g/L per,
posteriorment, tornar a augmentar fins a 2 g/L. Aquest descens va ser provocat per una
falta d'entrada de CO,, font de carboni en el quart compartiment, degut a una obstruccié
del filtre d'entrada. Un cop recuperat € subministrament de CO, habitual, € reactor
assoleix la concentraci6 de biomassa anterior. Els balancos de C en aquest
compartiment no poden realitzar-se ja que no es mesura l'entrada de CO,. Només es
controla que agquest estigui en excés, excepte durant I'obstruccié del filtre, per tal de que
no sigui el factor limitant de creixement.

A lasortida del quart compartiment encara existeix una concentracio de nitrat important
(110 N-ppm), es pot dir, per tant, que € nitrat no és limitant en aquestes condicions de
cultiuu. S considerem que la composici6 de S platensis és de
CH1 65000.531N0.17050.007P0.006 (Cornet et al., 19923.), e balanc; de nitrogen en aquest
compartiment és el de lataula 3.9.

Entrada (N-ppm) | Sortida (N-ppm)
Nitrat 370 110
Cél-lules 0 200
Total 370 310

Taula 3.9.- Balang de nitrogen del quart compartiment

Com es despren de la taula 3.9, €ls balancos de nitrogen en agquest compartiment no
gueden tancats, fet que pot deure's a certa precipitacio de sals observada a la sortida del
tercer compartiment.

Per veure si aguest compartiment es troba limitat o inhibit per algun dels oligoelements
més importants, s han analitzat les concentracions d’ aquests al medi d’entrada i s han
comparat amb les concentracions presents en diferents medis o aiglies on hi creix
Soirulina sp., tal i com es pot veure a lataula 3.10 (Fox, 1996). Com es pot observar, la
composicio del medi entrant en el quart compartiment, pel que fa as oligoelements
estudiats, és semblant a la de les aiglies on hi creix habituament S platensis. Un dels
factors limitants del creixement de S. platensis és larelacio en que es troben en el medi
els elements K i Na. Si larelacio K'/Na" és > 5, el creixement de S platensis es veu
inhibit, tot i tenir concentracions elevades de Na (i.e.18 g/L) (Richmond, 1986). Com es
pot veure alataula 3.9, larelacid d aquests elements a I’ entrada del compartiment 1Va
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és molt inferior a 5, no existint, per tant, cap possibilitat d’inhibicié deguda a aquest
factor.

Tenint en compte la quantitat d’ aguests oligoelements presents habitualment en S.
platensis (Fox, 1996; taula 3.11) i coneixent la produccié de cél-lules obtinguda en €l
quart compartiment, es pot avaluar la quantitat requerida d’ oligoelements per la
producci6 de S platensis aconseguida. Comparant la quantitat d oligoelements
requerida amb la quantitat disponible en el medi d’ entrada, es pot observar que tots els
micronutrients estudiats es troben en excés (taula 3.11). Sembla doncs, per tant, que
aquests elements no sdn limitants en aquestes condicions de cultiul.

mg/L Ca Mg Na K Mn Fe Zn
(M;dc;éara )| 65 | 80 | 16700 | - i 0.44 ]
Camarga | 167 | g5 ] 420 ] 0.17 ;
(Franca)
Rombou
(et 16 07 | 3174 | 1447 ; ; ;
Rudolph
(Kenia) 100 - 805 19 - - ;
Aranguadi
(Etiopia) 12 ; 1628 | 317 ; ; -
Medide | > 6 | 1079 | 5437 | 67305 | - 201 -
Zarrouk
Medi
260 | 538 | 2350 | 335 | 333 | 613 | 012
entrada

Taula 3.10.- Concentraci6 d’ algun dels oligoelements més importants en reserves naturals aqiiiferes on
hi creix Spirulina platensis, e medi proposat per Zarrouk i € medi d’ entrada del compartiment 1Va

o/kg biomassa seca | mgrequeritd/dia (*) | mg subministrats/dia
K 13.6 27.2 316.24
Ca 5.35 10.7 24.54
Na 4.10 8.2 2218.40
Mg 3.0 6.0 50.79
Fe 0.86 1.72 5.79
Mn 0.03 0.6 3.11
Zn 0.02 0.04 0.11

Taula 3.11.- Quantitats requerides d’ algun dels oligoelements principals per kg de biomassa secai
guantitats d’ aquests elements subministrades a quart compartiment. (*) La produccié de biomassa del
quart compartiment és d' aproximadament 2 g/diai els mg requerits de cada element estan calculats
estequiomeétricament en funcié de la columna 1

Per tant, es pot concloure dient que el cultiu es va veure limitat per laintensitat de llum
incident.

Aixi doncs, fent servir el medi elaborat per la connexio dels compartiments 11, 111 1Va,
aquests tres compartiments han estat interconnectats i, després d’ esperar més de 5 temps
de residéncia (aproximadament 21 dies) en estat estacionari, no s'ha observat cap
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disfuncio important i no s'ha detectat cap efecte toxic 0 nociu en cap dels tres
compartiments.

Es pot afirmar, per tant, que els compartiments 11, Il i [Va han estat interconnectats
sati sfactoriament.

Un cop assolida aquesta connexio preliminar, cal avaluar com afecta la variacié d' un
dels parametres d’ un dels compartiments en el comportament global. Cal estudiar, per
tant, e comportament dinamic de la connexié després defectuar diferents
pertorbacions.

Dos dels factors més importants a estudiar son |’ efecte de I’ entrada d’ acids volatils a
tercer compartiment i I’estudi de I’entrada de nitrits i amoni al compartiment IVa
Aquests factors son, basicament, el resultat directe de la variacié de la mgjoria de
parametres dels compartiments Il i 111 que més poden afectar el comportament global
del bucle MELISSA.

3.2.- Efected’una entrada d’ acid acetic en el compartiment I11

En aquest apartat es plantgja I’ estudi de com pot afectar |’ entrada d’ acids volatils al
compartiment 111 en e funcionament global de la connexid. Aguesta entrada d’ acids
volatils al tercer compartiment es pot deure a diferents pertorbacions del funcionament
del segon compartiment. Aquestes es descriuen a continuacié:

1.-Una disminucio en la intensitat de llum que arriba a segon compartiment podria fer
que aquest passés a estar limitat per la llum i que, per tant, € bioreactor deixés de
treballar idealment, és a dir, que no es convertissin tots els acids volatils a biomassa.
D’ aguesta manera arribarien acids volatils a tercer compartiment.

2.-Un augment en la velocitat de dilucié podria fer, al’igua que al’escenari anterior,
gue €l reactor passeés a estar limitat per laintensitat de llum incident i aixo produiria una
arribada d’ acids volétils al tercer compartiment.

3.-Un mal funcionament del segon compartiment faria que aquest no dugués a terme la
seva funcié correctament. Si aix0 passés, en € segon compartiment no es consumirien
tots els acids volatilsi, per tant, aguests arribarien també, a tercer compartiment.

4.- Un increment de les concentracions d'acids grassos volatils a |'entrada del
compartiment |1 degut a un canvi de funcionament del compartiment I.

3.2.1.- Efecte d’ una entrada d’ acid acétic en el compartiment 111

Per dur a terme aguest experiment s utilitza, per separat, el compartiment 111 que es
presenta a la secci6 3.1.1., i s afegeixen diferents concentracions d'acid acétic a medi
entrant del compartiment I11, medi que es presenta a |I’annex d’ aguesta memoria. Aixi
doncs, abans de comprovar com afecta una sortida d’ acid acétic del compartiment 11 ala
connexi6 dels compartiments 11, 111 i IVa s estudia, Unicament, I’ entrada d’ acid acetic a
compartiment 111.

Les condicions d’ operacié del compartiment I11 durant aquest experiment es descriuen a
lataula 3.12.
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L’ evolucio de I’ efecte de la presencia d’ acid acétic a I’ entrada del compartiment 111 es
presentaalesfigures 3.10i 3.11.
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Figura 3.10.- Evolucio6 de la concentracié d’ acid acétic al’ entradai sortida del compartiment 111.
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Figura 3.11.- Evolucio de les concentracions d’ amoni, nitrit, i nitrat ala sortidadel compartiment 111. La
concentracié d’ amoni entrant és de 300 N-ppm
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Compartiment 111
T (°C) 30
pH 8.2
Virquid (L) 0.475
Q. (L/dia) 0.8
[ acid acetic] 0-20 mM

Taula 3.12.- Condicions d' operaci6 del compartiment |11 durant aquest experiment
A lesfigures 3.10i 3.11 s observen quatre fets importants:

1.- L' acid acétic és completament consumit al tercer compartiment, és a dir, no hi ha
presénciad’ acid acetic ala sortida d’ aquest compartiment.

2.- En relacio a la conversié d’amoni a nitrat, €l comportament d aquest reactor és
completament normal fins a arribar a una concentracié d entrada d’ acid acétic de 15
mM. Es adir, durant aquest periode tot I’ amoni es converteix a nitrat i no s observa cap
diferéncia de comportament respecte de quan en aquest reactor no hi arriba acetic.

3.- Quan I’entrada d’ acid acetic ésde 151 20 mM, hi ha una diferencia entre I’ entrada i
la sortida de nitrogen d’ aproximadament 40-60 N-ppm, és a dir, es consumeixen de 40 a
60 N-ppm en aguest compartiment.

4.- Quan s atura |’ entrada d’ acid acetic després d’ haver estat afegint acid acétic a una
concentracié de 20 mM a reactor, aguest torna a recuperar el seu comportament
normal, és adir, el balan¢ de nitrogen torna a complir-se i no s observa consum de font
de nitrogen.

El fet de que part de lafont de nitrogen i tot I’ acetic siguin consumits al compartiment
[l durant les condicions mixotrofiques d operacié es deu, segurament, a un major
creixement cel-lular en e reactor.

Aquest creixement cel-lular pot ésser causat 0 bé per un increment de la concentracié
cel-lular de N. europaea i N. winogradskyi o bé per una situacié de no axenicitat del co-
cultiu.

L’ axenicitat del reactor, perd, es segueix periodicament mirant mostres pel microscopi i
no s han detectat microorganismes estranys a la sortida d’ aquest compartiment. Tot i
aixo, ca dir que els contaminants podrien restar immobilitzats. | tenint en compte que
les cél-lules de Nitrobacter sp. no presenten una morfologia uniforme i que aguesta
varia quan agquests microorganismes creixen en acid acetic (Bock, 1976) la possibilitat
de detectar contaminants per observacio microscopica queda restringida.

Al llarg de tot I’ experiment han entrat 0.17 mols d’ acetic (10.32 g) a reactor. Suposant
gue tot aquest acetic passi a formar part d’un microorganisme, el rendiment Yy;s del
qua sigui de 0.36 g biomassa/lg substrat, dada bibliografica mitjana del rendiment
biomassa/substrat de diferents bacteris, usant acetic com a substrat (Abbott i Clamen,
1973); s haurien format 3.72 g de biomassa. Aix0 significaria que s hauria produit una
mitjanade 0.17 g de biomassa diaria, ésadir, 0.21 g/L.
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La majoria d’ aguesta biomassa, 2.42 g, s hauria format durant el periode en quée les
concentracions d’acétic d’entrada son 15 i 20 mM. Si aguesta biomassa tingués una
composicio tipica de CH175No 20043 (Blanch i Clark, 1996), aix0 suposaria un consum
de N de 0.026 g/L, és a dir, 26 N-ppm. Amb aquesta consideracio el balan¢c de N
quedaria més tancat.

Tenint en compte les caracteristiques del tercer compartiment que fan que, en tractar-se
d una columna empacada on N. europaea i N. winogradskyi s adhereixen a suport, no
hi hagi gairebé microorganismes lliures a la sortida, si € microorganisme que consumis
I’acétic fos un contaminant que no sadheris a suport de la columna, aguesta
concentracié diaria de biomassa seria prou significativa per haver-la detectat
mi croscopi cament.

Si els responsables del consum de I’ acid acetic fossin N. europaea i N. winogradskyi,
voldria dir que s haurien produit 4.82 g nous de biomassa, essent e rendiment el
suposat. Aquest increment de biomassa sembla molt significatiu si ens atenem a les
segiients dades: a cap d’un any i mig de funcionament d’ una columna exactament igual
a la usada es tenia una quantitat de biomassa de 44 g/L it (Pérez, 2001), aix0 suposaria
una produccié de biomassa de 0.70 g/mes, essent el volum de llit de 0.286 L. Aquesta
producci6 seria només una vuitena part de la obtinguda en aquest experiment; ara bé,
S ha de tenir en compte que en aquest cas perd ens trobem en condicions mixotrofiques
de cultiu.

A continuacié fa un recull bibliografic de la capacitat de Nitrosomonas sp. i Nitrobacter
sp. de créixer mixo o heterotroficament i d'incorporar AGV en els seus components
cel-lulars:

Microorganismes oxidants d’amoni (Nitrosomonas sp.)

Aquests microorganismes son basicament autotrofs tot i que poden assimilar, amb
certes limitacions, alguns acids grassos volatils en un creixement mixotrofic. No s ha
descrit mai un creixement heterotrof d’ aguests microorganismes (Bock et al. 1991).

Creixement autotrofic: Aquests microorganismes utilitzen CO, com a font principa de
carboni a través del cicle de Calvin. Els cofactors reduits necessaris per dur a terme
I"assimilacio del CO, através del Cicle de Calvin son aportats a través de |’ oxidacio de
I”amoni.

Aquests mecanismes resulten, doncs, suficients per alimentar la totalitat de les rutes
metaboliques centrals i sintetitzar totes les molécules necessaries pel creixement
d aquests microorganismes. ADN, ARN, aminoacids, carbohidrats, lipids.

Creixement mixotrofic: Totes les especies de Nitrosomonas estudiades fins el moment
son capaces, amb limitacions, de metabolitzar compostos organics, basicament acetic
(Bock et al. 1991).

Les rutes del flux metabolic central només s han estudiat en detall en pogues soques
(Bock et al. 1991). D’ aquests estudis se'n desprén que la distribucié de **C de piruvat i
acetat a aminoacids cel -lulars queda restringida a la familia del piruvat i glutamat i ala
de la leucina i glutamat respectivament, concloent, per tant, que aquests
microorganismes presenten un Cicle dels acids tricarboxilics incomplet. Aquest fet
també es despren dels resultats obtinguts en estudis redlitzats en N. europaea i
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Nitrosolobus multiformis on s observa una mancanca de I’enzim o—oxoglutarat
deshidrogenasa en ambdds microorganismes (Hooper, 1989; Watson et al., 1986).

Ara bé, tot i que aguests microorganismes tenen la possibilitat d'incorporar font de
carboni organic ho fan en quantitats molt petites si es compara amb la font de carboni
principa CO..

Larestriccio de Nitrosomonas sp. de créixer en condicions mixotrofiques pot ser deguda
alalimitacio de la capacitat de fixacio de CO, através del Cicle de Calvin provocada
per unarepressio de I’ enzim RubiscCo en preséncia de materia organica. Cal ressenyar,
també, la mancanca que tenen aguests microorganismes dels enzims malic i PEP
sintasa. Aquests enzims donen la possibilitat ala cel-lula d’ aimentar la part superior de
la glicolisi (glucosa 6P a fosfoenol piruvat) a través de la part inferior (piruvat i
compostos intermedis del TCA).

En estudis realitzats per Clark i Schmidt (1966) amb Nitrosomonas creixent amb piruvat
2-C' es veu com tot i que Nitrosomonas només assimila un 1% del carboni marcat un
95% del restant es troba en forma de carbonats en el medi. Aquests resultats semblen
indicar que Nitrosomonas és capag d oxidar les espéecies organiques a COs.

Creixement heterotrofic: Aquests microorganismes no poden créixer heterotroficament.
Les causes en son, segurament, una repressio completa de la capacitat de fixar CO; a
través del Cicle de Calvini/o un aport insuficient de cofactors reduits (no hi ha oxidacio
de NH3 i I'oxidacié de la matéria organica no és suficient per produir els cofactors
reduits requerits). Es a dir, Unicament part dels metabolits requerits poden ser
sintetitzats impedint aixi el creixement dels microorganismes.

Microorganismes oxidants de nitrit (Nitrobacter sp.)

Aquests microorganismes son basicament autotrofs i usen CO, com a principal font de
carboni. Tots aquests microorganismes poden créixer també mixotroficament (Bock,
1976; Steinmdiller i Bock, 1976; Smith i Hoare, 1977; Matin, 1978; Krimmel i Harms,
1982; Martiny i Koops 1982 i Bock et al., 1986) i algunes soques de Nitrobacter ho fa
heterotroficament. (Bock et al.1991).

Creixement autotrofic: Aquests microorganismes utilitzen CO, com a font principa de
carboni a través del cicle de Calvin. Els cofactors reduits necessaris per dur a terme
I"assimilacio del CO, através del Cicle de Calvin son aportats a través de I’ oxidacio del
nitrit. El nitrogen necessari pel creixement I’ obtenen principalment de I’amoni i sind del
nitrit.

Creixement mixotrofic: Aquests microorganismes poden créixer mixotroficament quan
el nitrit és la seva Unica font d’ energiai el CO, junt amb compostos organics en son la
font de carboni.

Aquests microorgansimes presenten tots els enzims del TCA i usen aguesta via per
metabolitzar |’ acetat sintetitzant molts dels constituents cel-lulars sense que es denoti
cap restriccio significativa.

La velocitat de creixement d aguests microorganismes augmenta en condicions de
creixement mixotrofic (Watson et al., 1986).

S havist que larelacié de N-cel -lular/N-oxidat augmenta en un 11% quan Nb. agilis es
fa créixer mixotroficament sobre un substrat amb presencia d extracte de llevat
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(Steinmuller 1 Bock, 1976). Aquest microorganisme quan creix en condicions
mixotrofiques pot arribar aincorporar entre un 33-39% de carboni cel-lular provenint de
I”acetat (Smith i Hoare, 1968).

S ha observat, també, un increment en la quantitat d’ acid acetic que aquests organismes
incorporen a la seva massa cel-lular quan I’ operaci6 es realitza en continu enlloc de en
batch (Matin, 1978).

L’acumulacié de PHB en condicions mixotrofiques de creixement és una altra
caracteristica d’aguests microorganismes. N. agilis quan creix amb acetat i nitrit
acumula aquest polimer de reserva. L’ acumulaci6 de PHB pot arribar a ser un 90% de la
massa cel -lular de Nitrobacter (Bock et al., 1988).

Creixement heterotrofic: Algunes sogues d aquesta espécie de microorganismes poden
créixer heterotroficament, per exemple N. winogradskyi (Bock, 1976) tot i que el seu
creixement és, en general, més lent que en condicions litoautotrofiques.

En aquestes condicions de creixement la capacitat de fixar CO, a través del cicle de
Calvin-Benson es conserva. Les cél-lules poden créixer a poder metabolitzar tots els
compostos i metabolits requerits. Ara bé, s'ha observat certa repressio en els enzims
NADH oxidasa, fosfoenol piruvat carboxilasa i RubiscCo (ribulosa bifosfat carboxilasa
oxigenasa) quan aguests microorganismes creixen en condicions heterotrofiques i
presencia d amoni o nitrat com afont de nitrogen.

Aquestes dades semblen no descartar un creixement important i una utilitzacié de
|” acetat per part de, sobretot, N. winogradskyi ( 33-39% carboni cel-lular provenint de

I"acetat i finsaun 90% en pes d acumulacié de PHB) aixi com una utilitzacié parcia de
I’ acetat (components cel-lulars) i una possible oxidacié d’ aquest a CO; (fins a un 95%
del Carboni organic inicial) per part de N. europaea. Tot i aix0, ca fer experiments
futurs per acabar d’elucidar |’ estequiometria i cinétiques de creixement d’un co-cultiu
de N. europaea i N. winogradskyi en condicions mixotrofiques. presencia d’acids
volétils, CO,, amoni, nitrit i nitrat en el cultiu.

3.2.2.- efecte d'un consum incomplet d’ acid acétic en e compartiment |1 ala connexi6
dels tres comparti ments

Havent demostrat que el compartiment 111 no es veu afectat per la presencia de petites
quantitats d’ acid acétic, cal estudiar |’ efecte de la sortida d’ acid acétic del compartiment
Il alaconnexi6 global dels compartimentsil, 111§ IVa

Es duen a terme diferents experiments variant tant la velocitat de dilucié com la
intensitat de [lum incident a segon compartiment, per tal de que el consum d’ acid acétic
entrant sigui incomplet.

A lataula 3.13 es mostren les condicions d’ operaci6 utilitzades en el primer experiment.

COMPARTIMENT || COMP. | COMP.
L [ Jm[iv]v 11 IVa

Viquia (L) 2.4 0.475 2.5
Llium(Wn) | 136 | 92 | 59 | 34 | 181 0 20
D' [008]008] 008|008 008]| 007 0.017

Q(L/dia) | 48 | 48 | 48 | 48 | 48 | 08" 1.00
((diesy | 052|052]052]052]|052| 059 2.5
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[Co(gC/L) ]05 |05 [05 |05 [05 |

Taula 3.13.- condicions d’ operaci6 dels compartiments I1, 111 i iva durant aquest experiment.
) aguest cabal és superior al del tercer compartiment degut al’ addicié de base pel control de ph
) els motius de la diferéncia que s observa entre els cabals del segon i tercer compartiment s expliquen
I" apartat 3.1 d’ aquest document

A lesfigures 3.12, 3.13i 3.14 s observal’ evolucié dels compartiments 11, 11 i IVa quan
operen en connexid amb les condicions presentades alataula 3.13.

1.5 r 800

L4 I I v VA

1.3 r 700
g l.2i L
\O/ l.li A a A r 600 g
w104 A A, A-—-A-RTTTY) i
gogi L VYOV S aaa 500 &
'g e oo © t é
-§ 0.8 i_--!‘_.- _____ ..____"._i_._.-_._'__.__.__-_.- _____ \.\ ;400 =
— 0.7 } ° [ ] . \.\ i %
L) B \\\ L cU
3 % . ~300 S
~ 0.5 { N r =
8 41 © Pessec(gl)ust(dey ~e | 3
8 ]| A Sortidaamoni (N-ppm) vs. t (dies) - 200

037 | & Acic(glL)vs. t (dies i

0.2 g_@/@ - 100

0.17 P i

0.0+~ OO+ 0

0 5 10 15 20 25 30
temps (dies)

Figura 3.12.- evoluci6 del compartiment |1 quan opera amb les condicions presentades alataula 3.13
[, I1, 11, 1V 1 V: condicions d’ operaci6 assajades
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Sortida nitrit, nitrat i amoni (N-ppm)

Figura 3.13.- Evolucio del compartiment iii quan operaamb les condicions presentades alataula 3.13.
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Figura 3.14.- evolucié del compartiment iva quan opera amb les condicions presentades alataula 3.13
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Un cop observat e comportament de la connexié quan la velocitat de dilucié del
compartiment |1 és de d=0.08 h*, aguesta s'incrementa a D=0.12 h™*. Les condicions
d operacié d’ aguest nou experiment es troben alataula 3.14.

COI\I/I PART|I M El\ll;I' 1 COMP. Il | COMP. IVA
Viiquid (L) 2.4 0.475 2.5
Llum (W/M?) 260 260 0 20
D (h'l) 0.08 0.12 0.07 0.017
Q. (L/dia) 4.8 6.9 0.8 .00
1 (dies) 0.52 0.35 0.59 25
Co (9CIL) 05 05
Taula 3.14.- condicions d’ operacié dels compartiments |1, 111 i 1Va durant aguest experiment

) aquest cabal és superior al del tercer compartiment degut a |’ addicié de base pel control de ph
) els motius de la diferéncia que s observa entre els cabals del segon i tercer compartiment s expliquen
I’ apartat 3.1 d’ aquest document

A lesfigures 3.15, 3.16 i 3.17 es presenta |’ evoluci6 de la connexio dels compartiments
ii, 111 i iva durant aquest experiment.

- 800
14 | Il i
- 700
S 12 G PN O S PR—— 4
2 - 600
=R C— e N ] : g
g 4 A 50 2
'g [ é
£ 08 i IS
T & - -0 e g eeg 400 g
— I i
o 06 o OD (700nm) vs. t (d) - 300 2
g A Amoni (N-ppm) vs. t (d) . 3
0.4 ® Pessec(glL) vs.t(d) - 200
8 & Acdticvs.t (d) :
02 - 100
00 T T T T T T T T T N T T T N T T T \é 0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

temps (dies)

Figura 3.15.- evolucié del compartiment ii quan opera amb les condicions presentades alataula 3.14
I1, 111: condicions d’ operaci6 assajades
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Figura 3.16.- evoluci6 del compartiment iii quan opera amb les condicions presentades alataula 3.14
Laliniadivisoriarepresentael canvi de condicions del compartiment ii
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Figura 3.17.- evolucié del compartiment iva quan opera amb les condicions presentades alataula 3.14
Laliniadivisoriarepresentael canvi de condicions del compartiment |1

Ta i com s observa alafigura 3.15, el compartiment ii opera a una velocitat de dilucié
de d=0.12 h™ sense que es trobi acid acétic ala sortida. Arabé, amb aquesta velocitat de
dilucié i usant una concentracié inicial de carboni de 0.5 gc/l (veure taula 3.14), es
comenca a observar una adhesio de cél -lules ala paret. Aquest fet, tal i com es presenta
més endavant en aquesta seccio, és senya de que lafont de carboni comenca a trobar-se
en exces. Per tant, tenint en compte que la llum subministrada al segon compartiment
durant aquest experiment és la maxima permesa pel muntatge experimental, es decideix
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disminuir la concentraci6 inicial de carboni per tal poder efectuar salts de llum en €
segon compartiment a una velocitat de dilucié de d=0.12 h. A la taula 3.15 es
presenten les condicions d operacié usades en els compartiments ii, iii i iva durant
aquest tercer experiment.

COMPARTIMENT II COMP. |COMP.

L v ] v v |vi 1l IVa

Viiquid (L) 2.4 0475 | 25

Llum (W/n) [260 [224] 192 |138] 92 | 58 [14.7] © 20

D (h}) 0.12 |0.12] 0.12 [0.12]0.12]0.12]0.12] 0.07 |0.017

QL (mL/h) 69 [69] 69 [69[69]/69]69]| 0877 |100

1 (dies) 0.35 [0.35| 0.35 [0.35/0.35/0.35/0.35| 059 | 25
Co (gCIL) 04 |04] 04 [04][04]04]04

Taula 3.15.- condicions d’ operacié dels compartiments 11, 111 i 1Va durant aguest experiment
) aquest cabal és superior al del tercer compartiment degut a |’ addicié de base pel control de ph
) els motius de la diferéncia que s observa entre els cabals del segon i tercer compartiment s expliquen a
I’ apartat 3.1 d’ aquest document

A les figures 3.18, 3.19 i 3.20 es presenta I’evolucié dels compartiments I1, Il i 1Va
durant aquest experiment de connexio.

- 800
1.4 I
| I Il v \VJ \Yi| VIL [ 700
I 12 ,
S A A AA_gaaA 600
% 1.0 = AT AAR . A i 1_‘1_,_5_** . €
; I A IIIIIAIIIAAATIIINNIIII; ot S
8 S5 b e i, rs00 2
@ " o z
£ 08 . A
S e o S __ 8000 /o 400 &
@ 1 o’ . . el / i =
3 06 - o Twl0® i g
3 o b - 300 3
g e Pessec(gl) Vs t (diey o/ ® i 3
0.4 A A . g 4 L 200
§ moni (N-ppm) vs. t (dies) PN r
] O DO (700nm) vs. t (dies) OO Q@\ i
0.2 - o Acdtic (g/L) vs. t (dies) o 7 8‘0 - 100
] oA i
0.0 PGB O IO GO OO 0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
temps (dies)

Figura 3.18.- evolucié del compartiment ii quan opera amb les condicions presentades alataula 3.15
L, 11, 11, 1V, V, VI i VII: condicions d’ operaci 6 assgjades
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Figura 3.19.- Evoluci6 del compartiment |11 quan operaamb les condicions presentades ala taula 3.15
Leslinies divisories representen els canvis de condicions d' operaci6 del compartiment |1
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Figura 3.20.- Evolucié del compartiment 1VVa quan opera amb les condicions presentades alataula 3.15
Leslinies divisories representen els canvis de condicions d' operacié del compartiment |1

Quan es disminueix la llum disponible del cultiu 0 quan s'incrementa la velocitat de
dilucio del compartiment 11, figures 3.12, 3.15 i 3.18, sarriba a un punt on la
concentracié de carboni ja no és limitant, el que limita és la concentracié de Ilum
incident a cultiu. En aguests casos, I’ acid acetic es troba en excés, essent present a la
sortida d’ aquest compartiment i entrant, per tant, al compartiment I11.
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Tal i com s'ha descrit a I’apartat 3.2.1 i es presenta a les figures 3.13, 3.16 i 3.19 €
compartiment iii no es veu aterat per la presencia d'acid acetic. En aquest
compartiment tot |I’amoni entrant és convertit a nitrat no trobant-se a la sortida ni amoni
ni nitrit. A la sortida d’ agquest compartiment no s hi troba acid acetic, és adir, tot I’ acid
acetic que entra en aquest compartiment és consumit. Aquest mateix fet ha estat motiu
dediscussi6 al’ apartat 3.2.1.

De les figures 3.13, 3.16 i 3.19 se'n despren que el balang de nitrogen no queda tancat
en aquest compartiment. Entre I’ entrada d’ amoni, sortida d’amoni del compartiment ii,
figures 3.11, 3.15i 3.18, i la sortida de nitrat hi ha una diferéncia d’ unes 50-100 n-ppm
en tots tres experiments.

Aquesta diferéncia és explicada basicament per un mal funcionament de la sonda de ph
d agquest compartiment, que feia que e ph fés sempre superior a desitjat, causant una
pérdua de nitrogen en forma d'amoniac gas. Degut a la dificultat/impossibilitat
d efectuar un canvi de la sonda de ph enmig dels experiments aquesta no es va canviar
finsla sevafinalitzacio.

El compartiment iva presenta un comportament completament estable durant els tres
experiments, veure les figures 3.14, 3.17 i 3.20. Durant aguests experiments no entren ni
amoni ni nitrit en aguest compartiment. Aixi doncs, és un compartiment que es troba
treballant en condicions optimes de funcionament pel bucle MELISSA.

A lesfigures 3.12, 3.15i 3.18 es presenta |’ evoluci6 del compartiment |1 durant aquests
tres experiments. A aguestes figures s’ observa un comportament normal del reactor tant
durant els increments de la velocitat de diluci6 com en els salts disminuint la llum
incident a cultiu fins que I’ acid acétic passa a trobar-se en excés al cultiu. Quan I’ acid
acetic limita e cultiu, aguest és completament consumit a compartiment 11, mantenint-
se la biomassa en solucié d’aquest compartiment constant. Quan |’ acid acetic es troba
en exces, ésadir, lallumincident limita el cultiu, aleshores s' observa una adheréncia de
les céllules a les superficies solides del reactor i una disminuci6 de la biomassa present
en solucig, fent-se impossible assolir un estat estacionari. Fins i tot, mantenint unes
mateixes condicions d’ operacio, cada cop hi hamés acid acetic present al cultiu i menys
biomassa en suspensio, tal i com es pot observar alafigura 3.21. Aquest adheriment de
les cél -lules a superficies solides ve provocat per un canvi morfologic de les cél -lules de
R. rubrum. Aquestes, tal i com s observa a les figures 3.22 i 3.23, quan tenen un excés
d acid acetic a cultiu acumulen granuls intracel -lulars, perdent la seva capacitat de
moviment, adherint-se aixi ales superficies solides, i mostrant problemes per efectuar el
procés de divisio cel-lular.
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Figura 3.21.- adheriment de les cél-lules de R. rubrum ales superficies solides del compartiment ii quan
€l cultiu té un excés d acid acétic

fh

Figura 3.22.- morfologia de les cél lules de R. rubrum quan I’ &cid acétic limita el cultiu

A)

B)
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Figures3.23 ai b.- Morfologia de les cél -lules de R. rubrum quan I’ acid acetic esta en excés en € cultiu

R. rubrum pot acumular dos polimers de reserva diferents: glicogen i polihidroxibutirat
(PHB). La seva sintesi depén basicament de la font de carboni que R. rubrum assimila.
Les principals fonts de carboni que causen una acumulacié de glicogen son: piruvat,
malat, succinat i lactat. En canvi, les principals fonts de carboni que causen una
acumulacié de polihidroxibutirat son els acids acétic i butiric (merrick, 1978). Tenint
en compte que la Unica font de carboni usada en aquests experiments és |’ acid acetic és
de suposar que els granulsintracel -lulars observats son de PHB.

S’ haanalitzat la composicié macromolecular de les cél-lules de R. rubrum per cada estat
estacionari assolit en aquests experiments per tal de veure €s efectes de la variacio de
les condicions operacionals a la composicié de la biomassa. Les diferents andlisis
efectuades en cada estat estacionari consisteixen en la determinacié de la quantitat de
carbohidrats, proteines, lipids, DNA, RNA, PHB, glicogen i composicié elemental de
les cél-lules de R. rubrum.

L es condicions operacionals de les mostres analitzades es resumeixen alataula 3.16.

N [Fe(W/m®) [D(h)) | Comaa(@C/L) | Pessec(g/L)
Experiment |

1 136 0.08 0.50 0.79

2 92 0.08 0.50 0.79

3 59 0.08 0.50 0.76

4 34 0.08 0.50 Adherides

5 18 0.08 0.50 Adherides
Experiment 11

6 260 0.08 0.50 0.75

7 260 0.12 0.50 0.71
Experiment 11

8 260 0.12 0.40 0.71

9 224 0.12 0.40 0.71

10 192 0.12 0.40 0.75

11 138 0.12 0.40 0.75

12 92 0.12 0.40 Adherides

13 58 0.12 0.40 Adherides




Taula 3.16.- Resum de |les condicions de cada estat estacionari andlitzat

La determinacié de la quantitat de carbohidrats, proteines, DNA, RNA, PHB i glicogen
present ales cél-lules de R. rubrum s'ha dut aterme tal i com es presenta a als apartats
A.3.8, A.3.9, A.3.10 i A.3.11 respectivament de |I’annex materials i métodes d aquest
document. Cada mostra s ha analitzat tres vegades i la mitjana dels resultats, aixi com la
sevadispersio, es presenten alestaules 3.17, 3.18, 3.19, 3.20, 3.21i 3.22.

NO Carbohidrats | Desviacio
(% de pessec) | estandard
Experimnet |
1 11.01 2.86
2 11.05 1.15
3 11.47 2.56
4 11.87 1.64
5 11.66 1.98
Experiment 11
6 12.27 2.24
7 10.54 1.43
Experiment 111
8 9.57 1.56
9 10.69 3.03
10 10.03 2.19
11 10.98 0.81
12 9.31 1.38
13 9.90 1.70

Taula 3.17.- Resultats de la determinaci6 de carbohidrats ales cél-lules de R. rubrum pels diferents estats
estacionaris recollits alataula 3.16

NO Proteines Desviacio
(% de pessec) | estandard
Experiment |
1 63.65 6.28
2 63.18 4.74
3 55.32 512
4 53.38 7.15
5 48.14 10.33
Experiment 11
6 64.17 2.98
7 63.49 8.72
Experiment 11
8 64.22 6.36
9 57.90 16.18
10 58.54 13.26
11 63.89 10.54
12 54.69 9.73
13 51.72 4.37
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Taula 3.18.- Resultats de la determinacié de proteines ales cél -lules de R. rubrum pels diferents estats
estacionarisrecollitsalataula 3.16

" DNA Desviacio
(% de pessec) | estandard
Experiment |
1 3.73 1.38
2 531 0.63
3 3.99 1.09
4 1.72 1.08
5 2.90 0.32
Experiment 11
6 2.29 1.03
7 3.15 0.32
Experiment 11
8 1.48 1.67
9 2.48 0.13
10 2.33 0.62
11 1.17 0.06
12 0.66 0.05
13 2.26 0.99

Taula 3.19.- Resultats de la determinacio de DNA ales cél-lules de R. rubrum pels diferents estats
estacionaris recollits alataula 3.16

NO RNA Desviacio
(% de pessec) | estandard
Experiment |
1 10.56 8.47
3 2.09 10.47
4 1.86 0.75
5 1.55 0.07
Experiment 11
6 2.06 0.09
7 1.09 0.08
Experiment 11
8 4.10 0.08
9 3.20 1.30
10 5.75 0.43
11 2.97 0.17
13 6.25 0.06

Taula 3.20.- Resultats de la determinacio de RNA ales cél -lules de R. rubrum pels diferents estats
estacionarisrecollitsalataula 3.16
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NO PHB Desviacio
(% de pessec) | estandard
Experiment |
1 6.47 1.18
2 6.53 1.37
3 19.91 2.87
4 12.36 217
5 32.45 0.96
Experiment 11
6 7.55 0.96
I 12.81 2.71
Experiment 11
8 12.00 1.72
9 20.90 1.63
10 31.45 2.69
11 13.93 1.55

Taula 3.21.- Resultats de la determinacié de PHB ales cel-lules de R. rubrum pels diferents estats
estacionaris recollits alataula 3.16

NO Glicogen Desviacio
(% de pessec) | estandard
Experiment |
1 2.59 0.25
2 2.89 0.32
3 2.48 0.85
4 2.90 0.63
5 2.19 1.91
Experiment 11
6 2.60 0.20
7 1.29 0.18
Experiment 11
8 1.98 0.39
9 2.15 0.29
10 2.51 0.42
11 2.18 0.67
12 2.56 0.30
13 2.61 0.62

Taula 3.22.- Resultats de la determinacio de glicogen ales cél -lules de R. rubrum pels diferents estats
estacionarisrecollitsalataula 3.16

La determinacié de lipids s'ha dut a terme tal i com es presenta a |’ apartat A.3.6 de
I’annex materials i metodes. S'ha determinat, per triplicat, la concentracié d acid
palmitic, palmitoleic i vaccinic de cada mostra, acids grassos principals i majoritaris en
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la composicié cel -lular de R. rubrum. La mitjana de la concentracio d’ aquests lipids per
cada mostra, aixi com la seva dispersio, es presenta alataula 3.23.

Acid Des Acid Des Acid Des, | Yot | %

N° | palmitic " | palmitoleic "| vaccinic " | lipids | pes

(mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)| sec
Experiment |

1 9 3.9 12.9 43| 276 | 42 | 495 | 495

2 9.6 0.3 14.5 00| 306 | 01 | 547 | 547

3 104 | 11 15.5 11| 304 | 17 | 563 | 5.63

4 13 1.7 16.9 15| 365 | 21 | 664 | 6.64

5 131 | 43 16.3 41| 355 | 45 | 649 | 649
Experiment |1

6 102 | 16 11.6 05| 305 | 07 | 523 | 523

7 101 | 1.3 12.7 16| 277 | 17 | 505 | 5.05

Experiment 11
8 9.4 1.2 134 16| 261 16 | 489 | 4.89
9 10.1 0.7 14.5 01| 295 01 | 541 | 541
10 8.5 4.2 12.4 43| 256 49 | 46,5 | 4.65
11 104 1.6 13.7 17| 336 16 | 57.7 | 5.77
12 136 | 3.7 16.9 30| 39.2 36 | 69.7 | 6.97
13 10.7 0.8 13.8 09| 313 10 | 55.8 | 558

Taula 3.23.- Resultats de la determinaci6 de lipids ales cél -lules de R. rubrum pels diferents estats
estacionarisrecollitsalataula 3.16

La composicio elemental s'ha determinat tal i com es descriu a I’apartat A.3.13 de
I’annex materials i métodes d’ aguest document. La mitjana dels triplicats analitzats per
cada mostra de la concentracié en percentatge de C, N, H i S, aixi com la seva dispersio,
es presenta alataula 3.24.
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Ne cw | 2= Nw [P Hw | OS] sw | 02
Experiment |
1 4746 | 0.11 11.20 0.03 7.28 0.13 0.41 0.01
2 47.47 0.09 11.05 0.10 7.16 0.16 0.39 0.0
3 48.62 0.05 10.35 0.19 7.27 0.07 0.43 0.04
4 50.73 | 0.12 10.86 0.02 7.73 0.12 0.37 0.01
5 50.00 | 0.01 9.42 0.01 7.12 0.03 0.32 0.01
Experiment |1
6 4750 | 0.04 11.43 0.07 6.95 0.16 0.41 0.04
7 47.01 0.06 11.90 0.06 7.04 0.01 0.40 0.01
Experiment |11
8 4720 | 0.28 11.20 0.04 6.91 0.13 0.36 0.03
9 48.00 | 0.22 11.05 0.13 7.04 0.20 0.41 0.02
10 47.61 0.01 10.64 0.0 7.00 0.06 0.38 0.01
11 49.38 | 0.12 10.92 0.02 7.23 0.11 0.38 0.01
12 4953 | 0.20 10.16 0.06 7.33 0.09 0.34 0.02
13 49.13 | 0.16 9.32 0.03 7.09 0.09 0.31 0.02

Taula 3.24.- Resultats de la composici6 elemental
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Taula 3.25.- Resultats de la suma dels compostos macromol eculars analitzats. (*) No s ha pogut

determinar algun compost macromolecular d’ aguesta mostra
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A lataula 3.25 tots els resultats per cada mostra de biomassa, exceptuant el del glicogen
gue es troba inclos com a carbohidrat, s'han sumat per tal de veure s la seva suma
congtitueix €l 100% de la composicié cel-lular. Tal i com S observa en aguesta
taula, la suma de tots els compostos macromoleculars s aproxima forca al 100 % de la
massa cel-lular. La diferéncia entre aquests resultats i €l 100% tedric és segurament
deguda a que no s han mesurat els elements minerals que composen la biomassa.
D’ dtrabanda, ladispersié de les andlisis, fatambeé dificil arribar al 100% teoric.

Si sanalitzen els resultats presentats a la taula 3.25, s observen algunes tendencies
interessants quan es comparen les composicions macromoleculars amb les condicions
de creixement, especialment en funcié de la llum incident al cultiu. La concentracié de
carboni entrant sembla no tenir una gran influéncia en la composicio cel-lular. Aquesta
ha estat modificada per tal de poder tenir estats de limitacié o excés de font de carboni
en funcio de cada cas. Les tendencies observades, i que es descriuen a continuacio, son
iguals per les diferents velocitats de dilucid. L’ evolucié macromolecular en funcié de la
llum incident es presenta ales figures 3.24 i 3.25 per una velocitat de dilucié de 0.08h™,
velocitat de dilucié ala qual aquestes tendencies s observen més clarament.
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Figura 3.24.- Contingut de carbohidrats, lipids, acids nucleicsi glicogen en front de lallum incident al
cultiu pel grup d experiments amb una velocitat de diluci6 de 0.08 h
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Figura 3.25.- Contingut de proteinesi PHB en front de lallumincident al cultiu pel grup d experiments
amb una velocitat de diluci6 de 0.08 h™

Per una banda, alesfigures 3.24 1 3.25 es pot observar que el contingut de carbohidrats,
lipids, DNA, glicogen i PHB decreix de manera significativa quan creix la [lum
incident. D’ altra banda, s observa que el contingut de proteinesi RNA és superior quan
lallumincident al cultiu augmenta.

Aquest comportament pot explicar-se tenint en compte el fet de que quan la [lum
disponible globa és mgjor, larelacié Ilum en funcid de la quantitat de carboni és també
atai les cél-lules molt possiblement readapten la seva composicio (augmentant la seva
capacitat enzimatica), per preparar-se per tal de créixer amb una velocitat especifica de
creixement major. Conseqientment, si les cel-lules preveuen incrementar la seva
composicio proteica, augmenta també el contingut en RNA.

Quan la quantitat de llum incident disminueix i es fa suficientment petita per passar a
limitar el cultiu, lafont de carboni comenca a trobar-se en excési s acumulen polimers
intracel -lulars, basicament PHB, com a font de reserva de carboni i d’ energia. A les
condicions ambientals estudiades, el PHB s acumula de manera major a glicogen, fet
que ja s esperava degut a la font de carboni que s utilitza i també per la manca de CO;
en el cultiu. Aquests resultats concorden amb els observats per Albiol (Albiol, 1994) on
al disminuir |’ acéetic disponible, disminuia la biomassa a I’ estat estacionari i baixava €l
contingut en PHB

Aixi doncs, la produccié de PHB és funcio de la [lum disponible en el cultiu i la
quantitat de carboni lliure en aguest.

Tenint en compte els resultats obtinguts en aquests experiments, cal destacar diferents
factorsrellevants.

El tercer compartiment no s ha vist aterat per la presencia en petites quantitats d acid
acétic en € cultiu, i la connexié dels tres compartiments s ha dut a terme de manera
satisfactoria.
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Ara bé, quan la llum ha estat € factor limitant en e compartiment |1, han sorgit
problemes per tal de que €l reactor pogués treballar en continu, en concret associats a
canvi morfologic deles cel-lulesi ala seva adhesio ales superficies del reactor.

Quan les cdl-lules no son capaces de consumir tot el carboni present al cultiu, tendeixen
a acumular-lo en forma de PHB en granuls intracel -lulars, canviant la seva morfologia,
tenint dificultats per moure's i per dividir-se i disminuint o fins i tot aturant € seu
creixement.

Per tal de poder mantenir un cultiu de R. rubrum en continu cal, doncs, restablir unes
condicions de cultiu on el carboni no es trobi en excés un cop s observa que les cél -lules
estan canviant la seva morfologia, sing, els problemes d’ adherencia de les cel-lules ala
superficie del reactor i la seva dificultat de divisio i creixement només es poden
solucionar deixant el cultiu en discontinu i esperant a que les cél-lules consumeixin tot
I’ excés de carboni i tot el carboni intracel -lular de reserva que han acumulat.

Aquests resultats semblen indicar que hi ha un marge optim de condicions d’ operacio,
dellumincident al cultiu i concentracié de carboni, per tal de treballar en mode continu
amb cultius de R. rubrum.

Els polihidroxialcanoats (PHA’s) son polimers d’hidroxialcanoats que S acumulen
intracel -lularment com a reserva d’ energia o de font de carboni quan € microorganisme
es troba sota condicions de limitacio d’ algun factor nutricional com, per exemple, N, P,
S i O (Durner, et al., 2001). Recentment, I'estudi de la produccié de
polihidroxialcanoats s ha accel erat en tractar-se de poliesters hidrof obics biodegradabl es
gue poden ser utilitzats com a substituts de molts plastics (Durner et al., 2001; Lee et
al., 1999, Williams et al., 1999).

Arabé, tot i que bibliograficament s han trobat moltes referencies de R. rubrum com a
microorganisme acumulador de PHB, no s ha descrit mai anteriorment la dificultat que
aguest microorganisme presenta per moure's i per seguir € seu procés de divisio
cellular a I’'acumular aquest polihidroxialcanoat (Merrick, 1978; Merrick et al., 1999;
Lenz, et al., 1988). Tenint en compte els resultats obtinguts i la bibliografia consultada
podria dir-se que R. rubrum només presenta aquestes dificultats quan el factor limitant
en €l cultiu que provoca |’ acumulaci6 de PHB éslamancad energia.

Aixi doncs, sembla que, en disminuir la llum incident a cultiu, s'augmenta el carboni
en solucio i s'inicia un mecanisme d acumulacié de font de carboni intracel -lular en
forma de PHB. L’acumulacié de PHB només requereix NADH que pot obtenir-se de
I’ oxidacié de I'acétic. La manca o dificultat de moviment i de divisio observada pot
atribuir-se a la manca denergia existent, que es tradueix en nivells baixos de
disponibilitat d ATP. Aquesta disponibilitat baixa d’ ATP implicatambé el no poder fer
glicogen de |’ acid acetic ni fixar COs.

Aquest fet cal perd estudiar-lo amb més deteniment i per atres fonts de carboni en
treballs futurs. Del treball fet fins aqui es poden acotar les condicions necessaries a
nivell macroscopic per a assegurar un bon funcionament del compartiment I, pero no es
poden acabar d’ establir amb detall quins sn els mecanismes intracel -lulars implicats en
els canvis morfol 0gics observats.
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3.3.- Efected’una entrada d’amoni i nitrit en el compartiment [Va

Continuant amb I'estudi de I'efecte de possibles pertorbacions a funcionament del
bucle es proposa a continuacié analitzar com es veu afectat e funcionament del
compartiment 1VVa quan hi ha una desviacié del funcionament optim del compartiment
l11. Es adir, quan tot I’amoni no és convertit a nitrat i, consegiientment entren amoni i
nitrit en el compartiment IVa. Les possibles i més comuns desviacions que provocarien
un funcionament no optim del compartiment 11, serien produides pel canvi de la
velocitat de dilucié o bé una disminucié de la concentracié d’oxigen disponible en
aquest compartiment.

3.3.1.- Efecte d'un canvi en lavelocitat de dilucié de la connexid dels compartiments |1
i IVa

En aguest apartat, per tal d'avaluar I'efecte d'una entrada d amoni i nitrit en el
compartiment iva, es fa un canvi en la velocitat de dilucié de la connexié dels
compartiments 11 i IVA.

Per dur a terme aquest experiment s usa el muntatge experimental explicat a |’ apartat
3.1, on només es tenen connectats els compartiments |11 i 1Va que son els necessaris per
a fer aguest experiment. El medi usat per aguesta connexio és doncs, diferent a
plantgjat al’ apartat 3.1.

Per poder connectar ambdds compartiments es fa servir un medi basat en els medis
necessaris pel creixement de N. europaea (Wijffels, 1994), N. winogradskyi (Hendrikus
et al., 1992; Wijffels, 1994; Pérez, 1997) i S. platensis (Zarrouk, 1966). Aquest medi,
basat en la combinacié de medis anteriors, es detallaalataula 3.26.

M edi connexio
Component g/L
EDTA-Na2 H,O 0.08
FeSO,4-7 H,O 0.01
KH-PO,4 0.68
NaHCOs3 0.80
MgSO,-7 H,O 0.20
CaCl,-2 H,O 0.04
(NH,4)>S0O, 1.32
NaHPO, 0.71
(N H4)6|V| 070,7-4 H,0O 0.18
Dissoluci6 mL/L medi
A5 1.00
B6 1.00

Taula 3.26.- Composicio del medi de connexié dels compartiments |11 i 1Va (les composicionsdA5 i B6
espresenten alestaules 3.2 3.3)

Les condicions d’ operacié usades en ambdds compartiments per dur a terme aguest
experiment es presenten alataula 3.27.

%4



Condicions| Condicions||
Compartiment | Compartiment | Compartiment | Compartiment

i IVa i IVa
T(°C) 30 36.5 30 36.5
pH 8.2 9.5 8.2 9.5
Viiquid (L) 0.475 25 0.475 2.5
Llum (W/nv) 0 11 0 11
0 (dies) 0.79 4.13 0.41 2.17

D (h)) 0.053 0.01 0.1011 0.0192
Q. (L/dia) 0.6 0.6 1.2 1.2

Taula 3.27.- Condicions d’ operacio dels compartiments 111 i [Vadurant aquest experiment

Les evolucions dels compartiments I11 i IVaal llarg d’ aguest experiment de connexié es
presenten alesfigures 3.26 i 3.27.
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Figura 3.26.- Evoluci6 del compartiment |11 operant amb les condicions presentades ala taula 3.27

Tal i com es veu a la figura 3.26, quan saugmenta la velocitat de dilucio el
compartiment |11 no és capag de convertir tot I’amoni a nitrat i, per tant, entren amoni i
nitrit en e compartiment IVa. Aquesta situacio és Unicament transitoria i €l
compartiment 111 es recupera a cap de 72 h, quan sha adaptat € biofilm del
compartiment |1l a les noves condicions, per tal de poder degradar la nova carrega
d amoni.

Dades prévies indiquen que, tot i que el nitrat és la principal font de nitrogen que
sutilitza pel creixement de S. platensis, I'amoni i € nitrit també poden ser usats
(Ciferri, 1983; Richmond, 1986; Becker, 1994) De fet, sha observat que quan S
platensis disposa d'amoni i nitrat en el cultiu consumeix primer I'amoni (Guerrero i
Lara, 1987). Arabé, quan S platensis creix en nitrat €l seu creixement no es veu inhibit
significativament pel nitrat fins que la concentracio de nitrat no és de 16800 N-ppm
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(Ciferri, 1983). En canvi, quan creix usant amoni com a font de nitrogen el seu
creixement es veu inhibit quan la concentracié d'amoni supera les 100 N-ppm
(Richmond, 1986). El nitrit també pot ser assimilat per S. platensis tot i que n'és toxic a
certes concentracions (Becker, 1994). La concentracié limit de toxicitat del nitrit no
queda clarament definida a la bibliografia. En un cultiu fent servir nitrit i nitrat
simultaniament com a font de nitrogen, es va observar que €l nitrit comencava a ser
toxic a partir de 18 N-ppm (Soyer, 1992). En canvi, en un altre estudi, la velocitat de
creixement de S. platensis va ser estudiada per diferents fonts de nitrogen obtenint
resultats semblants quan sutilitzaven 28 N-ppm de nitrat o nitrit (Filali i Dubertret,
1996).
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Figura 3.27.- Evolucio del compartiment 1V a operant amb les condicions presentades ala taula 3.27

A la figura 3.27 sobserva una disminucié de la concentraci6 de biomassa del
compartiment 1Va en dur a terme l'augment en la velocitat de dilucio. Aquesta
disminucio es deu Unicament a canvi de les condicions d’ operacio.

Si sapreciés certa toxicitat deguda al nitrit, la concentracio de biomassa hauria de
recuperar-se quan disminueix la presencia de nitrit en aquest compartiment, cosa que no
succeeix. Aixi doncs, no sobserva cap efecte toxic degut a la preséncia temporal de
concentracions de nitrit de 50 N-ppm en e compartiment IVa.

Un consum preferent damoni quan hi ha amoni, nitrat i nitrit en e medi de cultiu
S observa també a la figura 3.27. Tot i que a I'entrada d'aquest compartiment hi ha un
pic damoni similar a de nitrit, veure figura 3.26, no sobserva presencia d'amoni a la
sortida. Aixi doncs, tenint en compte aquest fet i que augmenta el consum de nitrat quan
disminueix la preséncia d'amoni a l'entrada del cultiu, veure figures 3.26 i 3.27, es pot
afirmar que I'amoni és consumit en aquest compartiment. Cal remarcar, pero, gue part
de I'amoni entrant en el quart compartiment és rentat per la fase gas en forma d’ amoniac
gasos degut al'elevat pH del cultiu.

Aixi doncs, en aguest experiment ha quedat demostrada la preferencia del consum
d'amoni per S. platensis quan disposa d'amoni i nitrat com afonts de nitrogen.
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S ha observat que concentracions de nitrit superiors a les suposades toxiques a la
literatura (Soyer, 1992, Filiali i Dubertret, 1996) no han resultat toxiques pel creixement
de S platensis en e compartiment IVa. Per tal de veure si € nitrit és parcialment
consumit en aquest compartiment, sha comparat la corba tedrica de rentat de nitrit amb
les concentracions experimentals de nitrit trobades en el reactor, tal i com es pot veure a
lafigura 3.28.

Per calcular la corba tedrica de rentat de nitrit, Sha considerat que la concentracio de
nitrit en e corrent d'entrada pot ser menyspreada comparant amb la concentracié de
nitrit existent en aquell moment en el reactor. Fent aquesta assumpcio i considerant que
el reactor “air-lift” presenta mescla perfecta, la corba de rentat de nitrit pot calcular-se
tal i com es descriu al'equacio 3.2.

INO; [=C, exp ' (32)
on:  [NO;] éslaconcentraci6 de nitrit (N-ppm)
to és el tempsinicia (h)
t és el temps (h)
1 és el temps de residencia (h)
Co éslaconcentracié inicia de nitrit (N-ppm)

Substituint a I'equaci6 3.2 les condicions d'operacio del compartiment 1Va, presentades
alataula3.27, sobté|'equaci6 3.3.

[nitrit]=29839.85exp %! (3.3)

on € nitrit sexpressaen N-ppm i el temps en hores.
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Figura 3.28.- Evolucio del les concentracions experimentals de nitrit al'entradai sortida del
compartiment IVai corbatedrica de rentat del nitrit

Tal i com es desprén de la figura 3.28., la corba tedrica de rentat de nitrit concorda
perfectament amb la concentracio experimental de nitrit en el quart compartiment. Aixi
doncs, es pot afirmar que € nitrit no és consumit en aguest compartiment i que és
completament rentat. Aquest fet sha de tenir en consideracio ja que € medi sortint
d'aguest compartiment ha ser utilitzat en altres compartiments com, per exemple, en €
compartiment de plantes superiors, IVb, o en € de la tripulacid, compartiments on
aquest nitrit si que pot resultar toxic.

3.3.2.- Efecte d'una disminuci6 de la concentracié d oxigen del compartiment |11 sobre
la connexi6 dels compartiments 11, I11i IVA

Finament, una Ultima pertorbaci6 que es plantgja estudiar en aquesta serie
d’ experiments efectuats en el bucle anivell de laboratori és|’ efecte d’ una disminucio de
la concentracio d oxigen a compartiment 111. La redundancia d’ aquesta prova ve del fet
que conéixer |’aport necessari d oxigen per tal que e compartiment Il operi en
condicions optimes de funcionament és vital per la correcte operacio del bucle.

Per dur a terme aquest experiment sutilitza el mateix muntatge experimental que a
I'aparat 3.1. En aguest cas, es tenen els compartiments 11, 111 i IVa interconnectats i es
disminueix la concentracié d'oxigen del tercer compartiment, disminuint e cabal
daireacio, per tal de veure com en queda afectat i com afecten aquests canvis al
compartiment IVa.

Les condicions d'operacié dels compartiments I1, 11 i VA durant aguest experiment es
presenten alataula 3.28.

98



Compartiment Compartiment 111 Compartiment
I L1 [ IVa
V jiquia (L) 2.4 0.475 2.5
Llum (W/nt) 260 0 0 0 20
D (h} 0.04 0.07 0.07 0.07 0.017
Q. (L/dia) 2.3 08™ | 08" | 08" 1.00
t (dies) 1.04 0.59 0.59 0.59 2.5
Q aire (mL/min) 0 ~20 ~10 75 1200
Taula 3.28.- Condicions d'operacié dels compartiments 11, 111 i IVVa durant aguest experiment.

) aquest cabal és superior al del tercer compartiment degut a |’ addicié de base pel control de ph
) els motius de la diferéncia que s observa entre els cabals del segon i tercer compartiment s expliquen a
I’ apartat 3.1 d’ aquest document

L'evolucié dels compartiments I, 111 i IVa durant aquest experiment de connexié es
presentaalesfigures 3.29, 3.30i 3.31.
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Figura 3.29.- Evolucié del compartiment |1 operant amb les condicions presentades a lataula 3.28
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Figura 3.31.- Evoluci6 del compartiment |Va operant amb les condicions presentades ala taula 3.28
Lalinies divisoriesindiquen un canvi de condicions del compartiment 111

El compartiment |1 presenta una situacio completament estable, veure la figura 3.29. Fet
que és d'esperar S es té en compte que presenta les mateixes condicions durant tot
I'experiment, veure lataula 3.28.

Ta i com sobserva a la figura 3.30, quan es disminueix la concentracié d'oxigen i
aquest passa a limitar en € compartiment 111, no tot I'amoni pot ser convertit a nitrat,
trobant amoni i nitrit a la sortida d'aquest compartiment, condicions d'operacio 1. Es a
dir, hi haamoni i nitrit al'entrada del compartiment IVa.
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Igual que s'ha descrit a I'apartat 3.3.1, de la figura 3.31 es desprén la preferencia de S.
platensis per consumir amoni com a font de nitrogen quan té amoni, nitrat i nitrit en el
medi de cultiu. S'observa un pic d'amoni entrant al compartiment [Va superior al pic de
nitrit i, en canvi, gairebé no hi ha amoni a la sortida d'aquest compartiment. Només
trobem amoni a la sortida quan aquest es troba en excés i la biomassa no el necessita.
Cal dir, també¢, que part de 'amoni és rentat en fase gasosa degut a l'elevat pH del cultiu.
A la figura 3.32, es presenta la corba teorica de rentat del nitrit en el compartiment iva
per les condicions d'operaci6 III, veure la taula 3.28. Durant les condicions d'operacid
11, a l'augmentar l'aport d'oxigen, el compartiment III recupera el seu funcionament
optim 1 tot 'amoni és degradat a nitrat fent que no entri més nitrit en el compartiment
iva, podent aixi, representar la corba de rentat de nitrit teorica del comnpartiment iva.
Aquesta corba s'ha obtingut substituint les condicions d'operacié d'aquest experiment,
que es troben a la taula 3.28, a l'equaci6 3.2.
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Figura 3.32.- concentraci6 experimental de nitrit en el compartiment iva i corba teorica de rentat del
nitrit. Les linies divisories indiquen els canvis de condicions del compartiment II1

Per tant, es pot afirmar que el nitrit no és consumit en el compartiment [Va i que és
completament rentat del reactor, veure la figura 3.32.

3.4.- Connexio a escala de laboratori dels compartiments II, III i IVa usant una
barreja d'acid acetic, propionic i butiric com a font de carboni del compartiment
II

Un cop s'ha demostrat la viabilitat de connectar en fase liquida i a escala de laboratori
els compartiments II, III i IVa, quan s'usa acid acetic com a font de carboni del segon
compartiment, cal aproximar-se més al funcionament real del bucle MELISSA, on
l'aliment del segon compartiment ¢s la sortida del primer.

A la sortida del primer compartiment hi ha una barreja dels segiients acids grassos
volatils: acétic, propionic, butiric, isobutiric, valéric i isovaléric.
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Aixi doncs, en aquest apartat es planteja ’estudi de la viabilitat de funcionament de la
connexio d'aquests tres compartiments quan el medi d'entrada dels segon compartiment
conté una barreja d'acid acétic, propionic i butiric, acids grassos volatils majoritaris a la
sortida del primer compartiment (Hermans i Demey, 1998).

Tant el muntatge experimental usat per dur a terme aquest experiment com el medi de
connexio son els presentats a l'apartat 3.1, amb I'inica diferéncia que ara la font de
carboni del segon compartiment enlloc de ser exclusivament acid acétic €s, com ja s'ha
dit, una barreja dels tres acids volatils.

3.4.1.- Establiment de les condicions d'operaci6 del compartiment 11

Per un funcionament optim del bucle MELISSA, tots els acids volatils presents en el
segon compartiment han de ser consumits en aquest. Aixi doncs, per dur a terme la
connexio en condicions Optimes de funcionament cal establir inicialment les condicions
d'operacié del compartiment II.

Per realitzar aquest estudi, s'ha afegit al medi de connexié diferents concentracions
d'acids acetic, propionic i butiric i s'ha estudiat el comportament del compartiment II
treballant a diverses condicions d'operacio, les quals es descriuen a la taula 3.29.

Com a concentraci6 inicial de treball d'AGV s'ha decidit treballar amb 0.5 gC/L en el
medi d'entrada, ja que en experiments preliminars, veure I’apartat 3.2, s'ha observat que
R. rubrum pot consumir amb diferents intensitats de llum subministrades al cultiu 0.5g
C/L en forma d'acid acétic, a velocitats de diluci6 forga elevades (D=0.08h™). Per tal de
simular les condicions reals d'operacié del bucle MELISSA, la proporcid entre els tres
AGYV utilitzats s'estableix semblant a la que s’obté del primer compartiment (Hermans i
Demey, 1998).

Compartiment IT
1 | o | m | v | Vv
V tiquid (L) 24

Q. (L/dia) 0.850 | BATCH 0.5 0.850 1.225

1 (dies) 2.82 BATCH 4.80 2.82 1.96
D (h} 0.0148 | BATCH | 0.0087 0.0148 0.0212
Acétic (g/L) 0.625 | BATCH | 0.625 0.313 0.313
Butiric (g/L) 0.469 | BATCH | 0.469 0.235 0.235
Propionic (g/L) | 0.156 | BATCH | 0.156 0.081 0.081

Llum (W/n7) 250 250 250 250 250

Taula 3.29.- Condicions experimentals provades en el compartiment 11

L'evolucié del compartiment II al llarg d'aquest experiment es presenta a la figura 3.33.
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Figura 3.33.- Evolucio del compartiment II quan opera amb les condicions presentades a la taula 3.29

Tal 1 com es despren de la figura 3.33, quan el reactor opera amb les condicions I es
renta. Per aquest motiu es deixa en discontinu fins que tots els acids grassos volatils son
consumits augmentant conseqiientment la concentracié de biomassa, condicions II. Es
torna, posteriorment, a re-emprendre el cultiu en continu, condicions III, amb una
velocitat de dilucié inferior. Quan s'usen aquestes condicions d'operacid, el
compartiment II opera de manera Optima pel funcionament del bucle MELISSA, és a
dir, tots els AGV entrants son consumits en aquest compartiment. Tot i aix0, usant
aquestes condicions d'operacio la velocitat de dilucid és molt baixa. Si es considera que
cal esperar 5 temps de residéncia per assolir un estat estacionari, aixd suposa esperar 25
dies. Per tal de poder augmentar la velocitat de dilucid, i tenint en compte que l'energia
subiministrada no pot augmentar-se per motius operacionals, es disminueix la
concentracid6 d’AGV en el medi d'entrada, condicions IV. Quan s'usen aquestes
condicions d'operacid, el reactor es troba en condicions Optimes de funcionament. Un
cop assolit I'estat estacionari, la velocitat de diluci6 s'augmenta, condicions V, per tal de
veure en quin rang de velocitats de dilucié el compartiment II opera en condicions
optimes.

Els balangos de carboni durant els estats estacionaris presentats en les condicions
d'operacio III 1 IV s’indiquen a la taula 3.30. Les equacions estequiomeétriques usades
per dur a terme aquests balangos sén les que es presenten a continuacid, (Favier-
Teodorescu et al., 1999):

- Acéetic + 0.4115 NH; + 0.0299 HsPOs + 0.0066 H,SO, — 1.8550
CHi 600400.3621N0.221850.0036Po.0161 T 0.1450 CO, + 1.1843 H,O
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- Propionic + 0.7201 NH; + 0.0523 H3PO4 + 0.0116 H,SO4 + 0.2462 CO, — 3.2462

CH, 600400.3621N0.221850.0036P0.0161 + 1.5726 H,O

- Butiric + 1.0287 NH; + 0.0748 H3;PO4 + 0.0165 H,SO4 + 0.6374 CO, — 4.6374

CH,.600400.3621N0.221850.0036P0.0161 + 1.9609 H,O

Balang¢ de carboni
11 v
Entrada (gC/L) | Sortida (gC/L) E(gtéf‘f)a Sortida (gC/L)

Acetic 0.250 - 0.125 -

Butiric 0.254 - 0.127 -

Propionic 0.080 - 0.040 -
CO; 0.046 0.02 0.023 0.01
cel- lules 0 0.55 0 0.34
TOTAL 0.63 0.57 0.32 0.35

Taula 3.30.- Balangos de carboni del compartiment II. Condicions III i I'V.

Tal i com es veu a la taula 3.30, els balangos de carboni es poden considerar tancats. Si
s'accepta un 10% d'error experimental, el carboni d'entrada coincideix amb el de sortida
en ambdues condicions d'operacio.

D'aquest experiment se'n desprén que utilitzant un mateix aport energetic que en
experiments anteriors amb acétic, la velocitat maxima de creixement de R. rubrum és
molt inferior a la que s'obté quan la font de carboni d'aquest compartiment és
exclusivament acid acétic. Aixi doncs, per unes mateixes condicions d'operacid, quan
s'augmenta el nombre d'AGV, i la llargada de la cadena de carbonis d'aquests en el medi
d'entrada, la velocitat maxima de creixement de R. rubrum disminueix. Fet també
observat per Cornet i Albiol (2000).

Un cop fixades les condicions amb les quals el segon compartiment opera de manera
optima pel funcionament del bucle MELISSA, ja es pot procedir amb la connexi6 dels
compartiments II, III i IVa a escala de laboratori.

3.4.2.- Resultats de la connexié dels compartiments II, III i IVa usant acid acétic,
propionic i butiric com a font de carboni del compartiment 11

Les condicions d'operacié usades per dur a terme la connexio a escala de laboratori dels
compartiments II, III i IVa quan s'usa una barreja d'acid acétic, propionic i butiric com a
font de carboni del segon compartiment es presenten a la taula 3.31. D'entrada no es vol
tenir AGV a la sortida del compartiment II, és a dir, es vol que aquest operi en
condicions optimes de funcionament.
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Compartiment Compartiment |11 Compartiment 1 Va
Il I | 1o | m I [ o [ m
V jiquia (L) 2.4 0.475 2.25
Llum (W/n?) 250 0 0 0 20 20 20

D (h™h 0.015 0.031 | 0.031 | 0.053 | 0.0074 | 0.0074 | 0.0120
Q. (L/dia) 0.875 035710357 ] 06" | 047 | 049 | 0.65"

t (dies) 2.74 1.36 1.36 0.79 5.63 5.63 3.46
Connexio III-IVa | 3 comp | 3 comp | IlI-IVa | 3 comp | 3 comp

Taula 3.31.- Condicions d'operaci6 de la connexié al llarg d'aquest experiment
) aquest cabal és superior al del tercer compartiment degut a ’addici6 de base pel control de pH
" Els motius de la diferéncia que s’observa entre els cabals del segon i tercer compartiment s’expliquen
a ’apartat 3.1 d’aquest document

Tal i com es veu a la taula 3.31, el compartiment Il opera sempre amb les mateixes
condicions. Es vol que aquest compartiment treballi en condicions oOptimes de
funcionament pel bucle MELISSA. Inicialment, durant les condicions I, els
compartiments III i IVa estan interconnectats perd no estan connectats amb el segon
compartiment. La connexi6 entre els tres compartiments comenga amb les condicions
d'operacio II. La velocitat de dilucié dels compartiments III i IVa en les condicions
d'operacio II és forga baixa, requerint molt de temps perque el compartiment [Va arribi
a un estat estacionari. Aixi doncs, aquesta velocitat de dilucié s'augmenta, condicions
d'operacio III. El fet de que el compartiment [Va presenti un cabal d'entrada superior al
del compartiment III es deu a l'entrada de base necessaria per regular-ne el pH. No es
vol que aquest compartiment estigui limitat per la font de carboni, CO,, 1, per tant,
aquesta ¢s introduida en excés, requerint una entrada de base per tal d'ajustar el pH del
cultiu al valor desitjat.

L'evolucié dels compartiments II, III i IVa al llarg d'aquest experiment es presenta a les
figures 3.34, 3.3513.36.
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Figura 3.34.- Evolucio del compartiment II quan opera amb les condicions presentades a la taula 3.31
La linia divisoria indica I’inici de la connexio d’aquest compartiment amb els compartiments 1111 I[Va

Tal i com es veu a la figura 3.34, el compartiment II esta operant en condicions Optimes
de funcionament pel bucle MELISSA, ¢és a dir, tots els AGV que entren en aquest
compartiment hi sén consumits.

Els balangos de carboni i de nitrogen d'aquest compartiment es presenten a les taules
3.32 i 3.33. Per dur a terme aquests balancos s'han utilitzat les estequiometries
presentades a l'apartat 3.4.1. Si s'admet un 10% d'error experimental, es pot concloure
que es compleixen els balangos de matéria per al nitrogen i carboni.

Balang de carboni
E(gtéf‘f)a Sortida (gC/L)
Acétic 0.125 -
Butiric 0.127 -
Propionic 0.040 -
co,” 0.023 0.01
Cel.lules 0 0.32
TOTAL 0.32 0.33

Taula 3.32.- Balang de carboni del segon compartiment
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) El CO, no s’ha mesurat, s’ha calculat en funcio de les estequiometries de degradacio dels diferents
acids volatils per part de R. rubrum

Balang de nitrogen

Entrada (N-ppm) | Sortida (N-ppm)
Amoni 600 530
Cél.lules 0 81
TOTAL 600 611

Taula 3.33.- Balang de nitrogen del segon compartiment
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Figura 3.35.- Evoluci6 del compartiment III quan opera amb les condicions presentades a la taula 3.31
L, I, ITI: Condicions d’operacid assajades

En les condicions d’operacié I i II tot I'amoni entrant en el compartiment III , en les
condicions d’operacio I 300 N-ppm i en les II 530 N-ppm, és convertit a nitrat, tal i com
s’indica a la figura 3.35. En canvi, quan la velocitat de dilucié augmenta, condicions
d’operacio III, es presenta un estat transitori on es troben amoni i nitrits a la sortida
d’aquest compartiment. Tant la concentracié d’amoni com la de nitrit disminueixen amb
el temps a mesura que es va formant més biofilm i s’adapta I’existent a les noves
condicions d’operacid, augmentant aixi la capacitat de degradacio de la columna.
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Figura 3.36.-Evoluci6 del compartiment IVa quan opera amb les condicions descrites a la taula 3.31
I, I1, III: Condicions d’operacio6 assajades

En D’evolucié del quart compartiment, figura 3.36, no s’observen canvis de la
concentracié de biomassa en passar de les condicions d’operacio I a II. Aixi doncs, no
es té constancia de la preseéncia de cap efecte toxic o nociu degut a la connexi6 d’aquest
compartiment amb els compartiments II i III. La concentracié de biomassa disminueix
quan es passa a operar amb les condicions d’operacio II1. Aquesta disminucié és deguda
a I’augment de la velocitat de dilucié que suposa aquest canvi de condicions.

Aixi doncs, la connexi6 a escala de laboratori dels compartiments II, III i IVa s’ha dut a
terme de manera satisfactoria usant una barreja d’acid acétic, propionic i butiric com a
font de carboni del segon compartiment.

3.4.3.- Analisis elementals de mostres de medi i biomassa

Al llarg d’aquest experiment s’han anat traient mostres de biomassa i medi de cada
compartiment, exceptuant mostres de biomassa del compartiment iii que, en ser un llit
fix, no poden ser extretes sense pertorbar les seves condicions d’axenicitat, per tal de fer
un seguiment extens de la concentracié de diferents elements. Es poden fer aixi
balancos elementals i1 avaluar les necessitats reals que es tenen de cada un d'aquests
elements per dur a terme la connexi6 sense que cap d'ells sigui limitant.

Aixi doncs, s'han analitzat 11 elements diferents (na, k, mg, ca, b, p, mn, fe, ni, cu i zn)
de diverses mostres de medis d'entrada, sortida i de biomassa de cada compartiment.
Aquestes analisis es presenten a la taula 3.34.

Tal i com es veu en aquesta taula, hi ha una gran concordancia entre els resultats de les
diferents mostres de medi o biomassa d'un mateix compartiment. Les diferéncies
observades es poden atribuir a la complexitat del procediment experimental perque
aquest sigui reproduible: el medi de sortida del compartiment II s'ha de centrifugar i
filtrar, el del compartiment III s'ha de filtrar i1 el del iva s'ha de filtrar dues vegades
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abans de poder-los analitzar. Aixi doncs, si s'ha produit certa precipitacid, aquests
elements son eliminats durant aquests processos de separaci6. La biomassa s'ha de
rentar 1 liofil-litzar. Qualsevol diferéncia en el procediment de rentat o una
inhomogeneitat de la mostra comporta conseqiientment una variacio en el resultat de les
analisis. Cal tenir en compte, també, que el medi d'entrada no és sempre exactament el
mateix. El medi es prepara en ampolles de 201 essent la quantitat de cada component
afegida no exactament la mateixa i I’enras amb aigua no gaire precis al fer-se a ull.
Tenint en compte aquests factors, cal dir que la composicié tedrica del medi d'entrada i
I'experimental estan en molta concordancia, exceptuant el Zn i el Na, com es pot veure a
la taula 3.34. La concentracié de Zn experimental és superior a la teodrica. Dues
explicacions per aquest fet serien la possible addicié de Zn com a impuresa d'algun altre
compost i/0 alguna possible interferéncia d'algun element del medi que afecti a 1'analisi
del Zn. La concentracié experimental de na és també molt superior a la teorica; aquest
fet s'explica per 1'addici6 de naoh usada per I'ajust del pH del medi d'entrada.

A la taula 3.34 s'observa un increment en les concentracions de Na i B del medi
d'entrada del compartiment II al medi de sortida del compartiment [Va. L'augment de la
concentracié de Na ¢és deguda, possiblement, a l'addicié de naoh que s'utilitza per
regular el pH dels cultius dels compartiments I i IVa. En canvi, l'augment en la
concentracié de B només pot ser explicada si hi ha algun tipus d'interferéncia d'algun
altre element en l'analisi del B o si es despréen B de les ampolles d'acid o base dels
bioreactors, que facin augmentar-ne la concentracio.

A la taula 3.35 es presenta un balang elemental per cada compartiment. Tal i com es pot
veure, els diferents balangos no coincideixen. La diferéncia de concentracions de cada
element entre 1'entrada i sortida de cada compartiment és superior a la quantitat de cada
element requerida per produir la biomassa present en el compartiment (0.6g/1 R.
rubrum, i 0.4 g/l S platensis, veure les figures 3.34 i 3.36). Aixo pot ser degut a
diversos factors, a l'eliminacié de certa concentracio de cada element durant les etapes
de separacid a causa de certa precipitacio i també a l'efecte de dilucid causat per
l'addicio6 d'acid o base pel control del pH del cultiu.

D’aquestes taules se’n despreén la necessitat real, dels micronutrients estudiats, que
tenen aquests microorganismes per créixer. A partir d’aquestes dades es pot predir
algun excés o mancanca d’aquests elements en el medi real de connexié del bucle
melissa. Cal destacar també la pérdua observada d’aquests micronutrients que pot
atribuir-se, tal i com s’ha comentat anteriorment, als processos de separaci6 intermedis
entre els diferents reactors.
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Na [ K | Mg |Ca| B P |Mn | Fe [Ni [Cu| Zn
m”;ﬁﬂ ppm | 314 | 378 [1133[253| 07 [1752| 36 | 52 (=03 [=0.1]| 031
"“’E_"E" ppm | 394 | 372 | 856 [242| 09 | 976 | 33 | 56 [=03 |=«01| 028

i e
oril. | PPM -y 3 7T L1 | -02 | 7T | 0.3 | -0.4 | <=0.3 | =0.1 0.03
*Ef;;{:f ppm | 187 | 317 | 365 [ 113|002 | 1384 | 006 | 075 0 (002|002
-‘"&“ﬁ" ppmm | 394 | 372 | 856 |242| 09 | 976 | 33 | 56 (<03 |=01| 028
I “‘;’}3" ppm | 1511 | 353 | 795 (230 13 | 891 | 31 | 47 [=03|=01| 030
é"HTEI ppm |-1117| 19 | 61 | L2 | -84 | 85 | 0.2 | 0.9 [=0.3 [=0.1|-282
ﬁ"'g’j‘;f ppen | 1511 | 353 | 795 |230( 1.3 | 891 | 31 | 47 (=03 [=0.1 | 0.30
. “"C’E‘j: ppm | 2355 | 297 | 558 | 154 29 | 738 | 21 | 17 |=03|=01]| 029
a 1ﬁ_ ppm | 044 | 56 | 237 | 76 | -16 | 153 1 3 |=0.3(=0.1| 0.01
Egif’;”qj” ppm | 434 | 583 | 112 (039|006 | 387 | 001 (025 0 |00l 007

Taula 3.35.- Balangos elementals de cada compartiment
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LS00 FE0 T o= FO0=| 70| 8T [F0 | 6T |07 | &0 |70 &7 |87 | 0T &0 | #1012 | £ g6% | EET | B0EE [ CELART
L00 | S0 T 0= O 70| LT [E0 | B8 |07 | TOL |F0| £F |E7 | 99T | £ | &0 | £ OIE | #E7 | TE5E I
o] e T o= EFO=|F0 | LF [f0 | TE |#67 | Tk |F0| £T |TF|0WEE| FT | F68 | £ £5f | &9 | TIST [wuefmur| grofa
LS00 | 0E0 T o= TO0=| 70| S [FO| 0E | 0T | 986 |FO| 9T |ET| &S8O0 | Tda | F CRE | BT | ARRT [ i
L00| &2°0 T'o= 0= 70 | &% [E0) TE [O0F | 96L |70 T Jerfros) e | o6l | & IE | EF | E0FT I ikl
CEO| R0 T o= E0=| F0 | 9% [E0 | FF |0¥T | %46 |T0| 60 | #0 )| TR TC | 53 | &5 LLf | I Fof | TuEimu i
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L I OT=] & |E6OE |50 [ 00T | OFC | THS6T |57 | S°ET | 65 | Q08T | Fof | TEOS | 05 | Poif | OF 108 £ PTG
Lo TR (ED | SGT)F0 | Dk | & [ 408 | S0 | T'Th | O0F | B8GTE | 77| 87 | 05 | FILT) &7 | TOOL | £AF | EFT9 | EF el [ k4
L A 0 OT=| E | 480 [ F0 [ O0F | Gk | BT |TT | &I | & | TR6T| 87 | Le0b | OFE | 00T | 87 | E6LT I
GUA GRSV ETL|TE | PR | T8 | PID [ FE | 66E | D6 | ESL6 | L4 | LST |IO0T| EL6 | AAC | DT |FCAD | 20SFL | S96T | EPR0T | el (oo
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Taula 3.34.- analisis elementals dels medis d'entrada i sortida i de la biomassa de cada compartiment
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3.5.- Objectius assolits i conclusions

En aquest capitol s’ha demostrat la viabilitat de la connexi6 en fase liquida a escala de
laboratori dels compartiments II, III i IVa del bucle MELISSA:

Els compartiments II, III 1 IVa han funcionat interconnectats en estat estacionari durant
més de 5 temps de residéncia sense observar cap efecte toxic o nociu usant o bé acid
acctic o bé una barreja d’acids acétic, propionic i1 butiric com a font de carboni del
segon compartiment. Veient:

En augmentar la cadena de carbonis dels acids grassos volatils que s’usen com aliment
del segon compartiment, amb un mateix aport d’energia luminica, disminueix la
velocitat maxima de creixement de R. rubrum.

El medi dissenyat per dur a terme aquesta connexi6 ha funcionat eficientment havent
arribat tots els micronutrients necessaris al quart compartiment. Cal destacar, pero, que
tot i que cap dels elements limita en les condicions de cultiu, part dels elements presents
en el medi es perden en els processos de filtracio i centrifugacid existents entre els
diferents compartiments. S’han determinat també les necessitats reals d’aquests
micronutrients per formar la biomassa.

S’ha estudiat 1’efecte que produeix un excés d’acid acetic en el segon compartiment, un
dels possibles estats transitoris més freqiients del comportament global de la connexio,
concloent que:

Un excés d’acid acetic en el segon compartiment, provocat per una manca d’energia
luminica incident al cultiu o un augment en la velocitat de diluci6 al reactor, comporta
que:

Sembla que, en disminuir la llum incident al cultiu o augmentar la velocitat de dilucio,
augmenta el carboni en solucio i s’inicia un mecanisme d’acumulacié de font de carboni
intracel-lular, en forma de PHB, per part de R. rubrum provocant una manca o dificultat
de moviment i de divisidé cel-lular. Aquest fet pot atribuir-se a la manca d’energia
suficient existent, que es tradueix en nivells baixos de disponibilitat d’ATP.

La preséncia d’acid acetic en el tercer compartiment no altera el funcionament normal
de la columna.

S’ha avaluat I’efecte que produeix una conversié no total d’amoni a nitrat en el tercer
compartiment, produit o bé per un increment de la velocitat de dilucié o per una
disminuci6 de I’oxigen disponible en aquest compartiment, concloent que:

Una entrada d’amoni nitrit i nitrat en el compartiment [Va causa:

L’amoni és la font de nitrogen usada de manera preferencial per part de S platensis.
Entrades momentanies de nitrit, en concentracions superiors a les descrites com a
toxiques a la bibliografia, en el quart compartiment no representen cap disfuncié en el
seu comportament.

S platensistot i ser capag d’usar nitrit com a font de nitrogen no 1’utilitza quan té altres
fonts de nitrogen com sén I’amoni i el nitrat.
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