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Resumen

La investigacion planteada evalué la posibilidad de valorizar corrientes diluidas
de metano (CH4) en mas de un producto de alto valor anadido de manera
simultanea como son la ectoina, polihidroxialcanoatos (PHAs) vy
exopolisacaridos (EPSs). Para ello se operaron 2 reactores de columna de
burbujeo, uno inoculado con Methylomicrobium alcaliphilum 20 Z (R1), y otro
con un consorcio metanétrofo halotolerante (R2). Se evalud el efecto de dos
concentraciones de magnesio: 0.2 g Mg2+ L1 (condicion 1) y 0.02 g Mg2+ L1
(condicion 2) para comprobar como este nutriente especifico afectaba a la
produccion de ectoina, PHAs y EPSs, asi como a la degradacion de CHa. Los
resultados mostraron que la presencia de Mg2* fue determinante en la
produccion de los tres compuestos. Las altas concentraciones de Mg2+
favorecieron la produccion de ectoina, con valores en la condicion 1 de 94.5 +
18.2y 73.2 + 6.3 mg ectoina g biomasa-l en M. alcaliphilum 20Z y el consorcio
metanétrofo, respectivamente, siendo casi el doble que en la condicion 2. La
produccion de EPSs también se vio favorecida por las altas concentraciones de
Mg2+, con valores en la condicion 1 de 2150 + 357 y 2300 + 608 mg EPSs L1
en M. alcaliphilum 20Z y el consorcio metanétrofo, respectivamente, el doble
de concentracion que en la condicion 2. Un resultado opuesto se obtuvo para
la acumulacion de PHAs en el consorcio metanétrofo, cuya acumulacion se vio
favorecida por las bajas concentraciones de Mg2+* de la condicion 2,
obteniéndose 1.4 + 0.3 mg PHB g biomasa con 0.2 g Mg2* L'1 comparado con
2.1 £ 0.3 mg PHB g biomasa™ con 0.02 g Mg2* L1, La eliminacion de CHa4 no se
vio afectada por la concentracion de Mg2*. Estos resultados respaldan la
viabilidad técnica de una nueva generacion de biorrefinerias de GEl basadas en
metanétrofos extremofilos capaces de generar valor a partir de la mitigacion
del metano.

PALABRAS CLAVE: Tratamiento de CH4, ectoina, PHAs, EPSs, metanétrofos.
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Abstract

This study assessed an innovative strategy for the valorization of dilute
methane (CHs) emissions based on the bioconversion of CH4 into high added
value products such as ectoine, polyhydroxyalkanoates (PHAs) and
exopolysaccharides (EPSs) simultaneously and in continuous. The operation
was conducted in two bubble column reactors inoculated with
Methylomicrobium alcaliphilum 20Z and with a consortium of halotolerant
methanotrophs. Two different magnesium concentrations, 0.2 g Mg2+ L1
(condition 1) and 0.02 g Mg2+ L1 (condition 2), were tested. Cells exhibited a
constant intra-cellular ectoine concentration under condition 1 of 94.5 + 18.2
and 73.2 + 6.3 mg ectoine g biomass? in M. alcaliphilum 20Z and the
methanotrophic consortia reactor, respectively, ectoine detected being twice
higher than under condition 2. The same effect of Mg2* was observed in EPSs
detection, since the EPSs values obtained in condition 1 (2150 + 357 and
2300 + 608 mg EPSs L1 in M. alcaliphilum 20Z and the methanotrophic
consortium reactor, respectively) were 2 times higher than in condition 2.
However, the opposite response was detected when studying PHAs, where
lower Mg2+ concentrations promoted higher PHAs values in the methanotrophic
consortium reactor (1.4 + 0.3 mg PHB g biomass™® at 0.2 g Mg2* L-1 compared
to 2.1 + 0.3 mg PHB g biomass?® at 0.02 g Mg2* L1). No effect of Mg2*
concentrations was detected. These results support the technical viability of a
new generation of GHG biorefineries based on extremophile methanotrophs
capable of creating value out of methane mitigation.

KEY WORDS: CH4 treatment, ectoine, PHAs, EPSs, methanotrophs.
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El metano (CHs) es un gas producido en la naturaleza a partir de la digestion
anaerobia de la materia organica como accion dltima de los microorganismos
metandgenos [1], siendo a su vez el segundo gas mas importante de efecto
invernadero (GEI) dado su potencial de calentamiento global (25 veces superior
al del CO2) y su ratio de emision respecto del total de GElI emitidos a la
atmosfera (el metano constituye actualmente el 19% de las emisiones de GEI
(Figura 1)). Ademas, este gas aumenta su concentracion en la atmésfera de un
0.2 a un 1% anual debido a causas antropogénicas [2] [3] [4].

19%n

Didoxido de |Oxidos Clorofluor- Metano
carbono nitrosos carbonos

Figura 1: Porcentaje de emision de gases de efecto invernadero en la actualidad [4].

El CHs ha alcanzado recientemente concentraciones atmosféricas un 150%
superiores a las de la era preindustrial debido principalmente a actividades
humanas (Figura 2) [5], representando estas emisiones antropogénicas
actualmente el 60% del total de emisiones de CHa4 (Figura 3) [6].
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Figura 2: Cambios observados en las concentraciones atmosféricas de gases de efecto invernadero.
Concentraciones atmosféricas de didxido de carbono (CO,, verde), metano (CH,4, naranja) y 6xido nitroso
(N0, rojo) [7].

Las emisiones de metano de Estados Unidos
por Sector Inventario de 2014

Emisiones equivalentes a millones de toneladas métricas de didxido de carbono

I Agricultura 237.65 (32.2%)
I Energia 328.30 (44.5%)
Ml Procesos Industriales 0.16 (0.0%)

[ Uso de la tierra, cambio de uso de
la tierra y silvicultura 7.35 (1.0%)

[Residuos 164.72 (22.3%)
Total 738.18

Figura 3: Emisiones de CH, equivalentes a millones de toneladas de CO, en 2014 [6].

Dentro de las fuentes antropogénicas de metano, las principales se deben a
zonas de extraccion y transporte de gas natural (33%), la fermentacion entérica
(granjas de rumiantes) (22%), gestion de residuos (20%), minas de carbon
(9%), gestion de estiércol (8%) [1] [5] [8] y otros (6%) (Figura 4).
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Otros
Gestionde  goy,
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Figura 4: Principales fuentes humanas de CH,[6].

Debido a los crecientes danos que genera el CHa, tanto ambientales (por ser un
GEl) como a la salud humana (provocando asfixia en altas concentraciones por
desplazamiento del oxigeno atmosférico [9]) y a la economia (danos derivados
de los dos anteriores), se han establecido diferentes medidas politicas y
sociales para combatir las emisiones de GEIl. En este contexto, los miembros
de las Naciones Unidas se han comprometido a reducir las emisiones de los
GEl y a evitar la llegada de éstos a la atmosfera con el objetivo de mantener la
temperatura media global 2°C por encima de los niveles pre-industriales [10].
Por otro lado, la Union Europea, siguiendo la tendencia del conjunto de
medidas adoptadas en 2012 y segln el Gltimo informe publicado en octubre de
2014 “Tendencias y Proyecciones”, se ha propuesto alcanzar en 2020 niveles
de GEls por debajo del 21% de los niveles de 1990. Si las medidas adicionales
previstas por los Estados miembros (adopcion de la Directiva sobre eficiencia
energética, cumplimiento de los objetivos en emisiones de flotas de coches y
caravanas, y un nuevo reglamento sobre gases fluorados) se aplicasen
completamente, la reduccion global de GEls podria alcanzar en 2020 hasta el
24% en comparacion con 1990 [11]. También se han desarrollado estrategias
a nivel nacional y de comunidades autdbnomas. Como estrategia de prevencion
del cambio climatico y sus efectos, Espana ha adoptado diferentes medidas de
actuacion en contribucion al desarrollo sostenible y energia limpia
desarrollando la Estrategia Espanola de Cambio Climatico y Energia Limpia
(EECCEL) 2007-2012-2020, la cual forma parte de la Estrategia Espanola de
Desarrollo Sostenible (EEDS) [12]. En el caso de Castilla y Ledn se han definido
una serie de actuaciones de lucha contra el cambio climatico en la llamada
Estrategia Regional contra el Cambio Climatico en Castilla y Leon 2009-2012-
2020 [13].

Ademas de ser un gas de efecto invernadero, el CHs es un combustible
utilizado en su forma licuada en hogares y vehiculos, siendo también utilizado
para la produccion de energia calorifica o eléctrica (el calor generado en su
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combustion es utilizado para generar vapor, el cual puede ser utilizado como
fuente de calor o para la produccion de electricidad) [5]. Sin embargo, para
producir energia a partir del CHs se requieren concentraciones de este gas
iguales o superiores al 20% en la emision, encontrandose mas del 56% del
total de emisiones antropogénicas de este gas notablemente por debajo de
esta concentracion (poseen concentraciones inferiores a un 5% en CHag,
constituyendo las denominadas emisiones diluidas) [2]. Dentro de este 56% de
emisiones antropogénicas diluidas, los vertederos emiten CHs en
concentraciones entre un O y un 20%, las minas de carb6n ventiladas entre un
0.1 y un 1%, los tanques de almacenamiento de estiércol liquido cubiertos
entre un O y un 3%, etc [8]. Estas emisiones, que no pueden ser utilizadas
como fuente de energia, se presentan como un problema a solventar en cuanto
a lo que la prevencion del aumento del efecto invernadero se refiere.

Capitulo 1. Introduccidn

Para ello, se han desarrollado diferentes métodos fisico/quimicos y biologicos
de tratamiento de CHa. En lo que a los métodos fisico-quimicos se refiere, los
mas destacados son la incineracion y la adsorcion en carbén activo [14]. Los
problemas presentados por ambos tratamientos (necesidad de utilizaciéon de
combustibles auxiliares y generacion de particulas nocivas para el medio
ambiente en el caso de la incineracion [15], y aumento de la huella de carbono
por el uso de energia de manera intensiva en el caso de la adsorcion en carbon
activo, ademas del alto coste de este método debido a la baja afinidad del
carbon activo por el CH4 [10]) han hecho necesaria la blsqueda de nuevas
alternativas mas econdmicas y respetuosas con el medio ambiente,
fundamentalmente el tratamiento biol6gico, basado en el tratamiento del CHa
mediante la accion de microorganismos especializados.

Algunos métodos de tratamiento biolégico como biofiltros, biolavadores,
biofiltros percoladores y sistemas de difusion de lodos activos, ya han sido
probados eficazmente en el tratamiento de compuestos organicos volatiles y
malos olores [14] [16], demostrando ser mas eficientes y econOmicamente
mas viables que los métodos fisico/quimicos para tratar estas emisiones [16]
[17]. Sin embargo, la baja solubilidad del metano en agua [18] (lo cual conlleva
una baja transferencia del CH4 de la fase gaseosa a los microorganismos), y la
falta de conocimiento actual sobre la microbiologia subyacente a la oxidacion
del CH4 con microorganismos, suponen una gran limitacion al desarrollo de
este tipo de tecnologias para el tratamiento del CHa.

Los organismos capaces de usar el CHs como Unica fuente de carbono y
energia, en presencia de oxigeno, toman el nombre de metanotrofos aerobios y
constituyen un subgrupo de bacterias dentro de los organismos metilotrofos
(bacterias aerobias cuya fuente de carbono y energia son aquellos compuestos
organicos de un atomo de carbono mas reducidos que el acido férmico, como
el CHs4, metanol, metilaminas, halometanos, etc) [1] [5]. De manera general, los
metanotrofos se ven altamente influenciados por las condiciones del medio en
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el que se encuentran, tanto por los nutrientes presentes (ya sean
macronutrientes como elementos traza o su suministro), como por la
temperatura o el pH del medio. Las condiciones 6ptimas para el crecimiento y
metabolismo de la mayor parte de los metanétrofos son: humedad en el lecho
del 20 a 35%, temperaturas entre 25 y 35°C, pH entre 7 y 7.65 (habiéndose
encontrado también metanoétrofos en ambientes alcalinos con pHs de ~9 vy
otros en medios acidos con pHs muy por debajo de 7), una concentracion de
amonio entre 12 y 61 uM, y una concentracion de cobre menor de 4.3 uM [1].

Capitulo 1. Introduccion

Dentro de los metanédtrofos se diferencian tres grandes grupos en funcion de
sus caracteristicas taxondmicas: metanotrofos de tipo | (y-proteobacteria), cuya
ruta metabdlica de asimilacion del formaldehido es la via ribulosa monofosfato
(RuUMP), tipo Il (a-proteobacteria), los cuales siguen la ruta de la serina en la
asimilacion del formaldehido, y tipo X, que también siguen la ruta RUuMP en la
asimilacion del formaldehido, ademas de poseer la enzima ribulosa 1,5-
bifosfato carboxilasa y crecer a temperaturas mayores que los tipo | y Il [1] [5]
[10]. A los metanotrofos tipo | pertenecen el grupo Gammaproteobacteria,
grupo al que pertenecen los géneros Methylomonas, Methylobacter,
Methylomicrobium 'y Methylococcus. Al tipo |l pertenece el grupo
Alphaproteobacteria, con los géneros Methylosinus y Methylocystis.
Finalmente, al tipo X pertenece principalmente el género Methylococcus [10].
La presencia de metanétrofos del tipo | viene favorecida por una baja
concentracion de CHa y alta concentracion de oxigeno, mientras que los de tipo
Il se ven favorecidos por una alta concentracion de CH4 y baja concentracion de
oxigeno [5].

La capacidad de poder utilizar el CH4a como fuente de carbono y energia les
viene dada a los metanétrofos por la presencia de unas enzimas denominadas
metano monooxigenasas (MMOs), las cuales son las responsables de la
oxidacion del CHa a metanol, compuesto mas ampliamente utilizado por
microorganismos como fuente de carbono y energia. Existen dos tipos de estas
enzimas:

e Metano monooxigenasas solubles (sMMO), presentes en el citoplasma.
Estas utilizan el NADH + H* como donador de electrones, poseen un
sitio catalitico para el hierro, se ven reguladas por la presencia de cobre
(Cu2*) y son inhibidas a altas concentraciones de éste. Las sMMO han
sido detectadas en metanotrofos de tipo Il y tipo X [1] [5] [10].

e Metano monooxigenasas particuladas o unidas a membranas (pMMO),
presentes en la membrana intracelular. Este otro tipo de MMOs
necesitan tanto hierro como cobre para ser cataliticamente activas. La
alta presencia de Cu2* las favorece, siendo capaces de expresarse en
cualquier tipo de metanétrofo que crezca en presencia de éste
compuesto con una concentracion mayor a 0.8 uM [1] [5] [10] [19] [20].
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Siguiendo la ruta metabdlica de los metanoétrofos, representada en la Figura 5,
el siguiente paso seria la bioconversion del metanol a formaldehido por medio
de la enzima metanol deshidrogenasa [1] [10], seguido de la transformacion de
éste a acido formico mediante la accion de las enzimas formaldehido
deshidrogenasas o a biomasa a través de las rutas RUMP en los metanotrofos
tipo |y X o de las rutas de la serina en los tipo Il [10].

Capitulo 1. Introduccidn

CH,
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Figura 5: Rutas de oxidacién del CH4 en metanétrofos tipo | y Il. Las lineas continuas representan un flujo
unidireccional en la ruta, mientras que las lineas discontinuas representan rutas alternativas. sMMO,
metano monooxigenasa soluble; pMMO, metano monooxigenasa particulada; MDH, metanol
deshidrogenasa; FDH, formiato deshidrogenasa; FALDH, formaldehido deshidrogenasa; cyt red/ox
citocromo reducido / oxidado; STHM, serina hidroximetiltransferasa: HEPS, sintasa hexulosa-6-fosfato
[10].

Otras de las caracteristicas a destacar de los metanétrofos es su habilidad
para catalizar un gran nimero de biotransformaciones de gran interés en el
ambito de la biorremediacion, ademas de poder sintetizar bajo determinadas

condiciones algunos productos de alto valor comercial [1], como por ejemplo:

e Single-Cell Protein: proteina utilizada tanto para alimentacion animal
como humana).
e Biopolimeros:
o Polimeros de almacenamiento interno (PHA
(polinhidroxialcanoatos)) tales como los PHB (polihidroxibutiratos)
y PHV (polihidroxivaleratos). Estos son polimeros de
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almacenamiento bacteriano los cuales son investigados como
posibles sustitutos de los plasticos derivados del petroleo.

o Polisacaridos extracelulares o exopolisacaridos (EPS): poseen
propiedades coloidales y adhesivas, ademas de los efectos que
tienen sobre la reologia de los liquidos, que los hacen
interesantes para industrias como la farmacéutica, textil y del
petroleo.

e Lipidos para la produccion de biodiesel o como suplementos para la
salud humana (reduccion del colesterol).

e Vitamina B12.

e Productos metabdlicos solubles como metanol, formaldehido y acidos
organicos.

e Oxido de propileno por catalisis de la célula entera (la amplia gama de
sustratos para las MMO permite a estas enzimas degradar los
contaminantes del suelo, asi como generar productos, tales como 1-y 2-
alcoholes de los C1-C8 n-alcanos, 1,2-epoxidos de los alquenos
terminales y etanol / etanal del éter dietilico).

e Osmoprotectores internos como las ectoinas, utilizados en la industria
cosmética [5].

El presente estudio se centra en la obtenciéon de PHAs, EPSs y ectoina, por lo
gue se hablara mas extenso de estos compuestos, comenzando por la ectoina,
pues es el que tiene mayor valor en el mercado con un precio de 1300 $-kgt
[2].

La ectoina (acido (S)-2-metil-3,4,5,6-tetrahidropirimidino-4-carboxilico) (Figura
6) es un compuesto osmo-protector intracelular cuya estructura es la de un
acido imino ciclico sintetizado por bacterias haléfilas o halo tolerantes para
evitar la deshidratacion ante la concentracion salina del medio exterior [5] [21],
permitiendo a las bacterias (ya sea por sintetizarlo o por adsorberlo del medio)
sobrevivir en un medio con 6smosis cambiante [22].

@) OH
Hfm.,
NH
/)\
N~ CH,

Figura 6: estructura quimica de la ectoina [23].

Sus principales usos son como estabilizador de enzimas, acidos nucleicos y
complejos de ADN-proteinas, ademas de ser utilizado en la industria cosmética
como protector ante los danos que la radiacion UV produce en el ADN de las
células de la piel [5] [21]. Los usos que hasta ahora se han descubierto para
este compuesto se recogen a continuacion:
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e Proteccion de macromoléculas:

©)
©)

o O O O

Termoestabilidad de cianopicina sintetasa

Proteccion de enzimas contra el calentamiento, congelacion y
secado

Termoestabilidad de fitasa (90 ° C)

Proteccion de los anticuerpos contra la degradacion proteolitica
Reduccion efectiva de la temperatura de fusion del ADN
Estabilizacion del complejo LRP y H-NS en la regulacion de la
transcripcion

Proteccion de LDH contra el calor, urea y congelacion-
descongelacion

Proteccion de la membrana celular contra el agente tensioactivo
Optimizacién de las condiciones de cristalizacion de proteinas
para la cristalografia de rayos X

e Usos terapéuticos potenciales:

o

Proteccion contra la inflamacion pulmonar inducida por
neutrofilica nanoparticula

Proteccion intestino delgado de isquemia fria y posterior
calentamiento en lesion por reperfusion in vitro

Proteccion de las células neuronales de la toxicidad inducida por
poliglutamina en la enfermedad de Machado-Joseph

La inhibicion de la agregacion y la neurotoxicidad de beta-
amiloide del Alzheimer

La inhibicion de la formacion de amiloide insulina

Proteccion contra la protedlisis de zimogenos

Inhibir la agregacion y la neurotoxicidad del péptido prion 106-
206

e Proteccion celular:

O

o O

O O O O

Promover el efecto sobre la fermentacion del etanol por
Zymomonas mobilis

Implicado en la desintoxicacion de fenol en Halomonas
Preservacion de la actividad respiratoria en Escherichia coli (in
Vivo)

Osmoprotecction de bacterias de acido lactico

Induccion de la termotolerancia en E. coli

Estabilizacion de E. coli durante el secado y almacenamiento
Tolerancia a la sal en plantas de tabaco transformadas con
ectoina

Tolerancia a la sal en las células de las plantas de tabaco
transformadas con ectoina

De manera industrial la ectoina se produce por medio de las bacterias
Halomonas elongata y Brevibacterium epidermis a través de un proceso
denominado “biomilking” (Figura 7), consistente en fermentaciones sucesivas
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basadas en choques osméticos que promueven la sintesis de ectoina y su
expulsion al medio [23] [24].

Capitulo 1. Introduccidn

Medio de crecimiento B. BIOPROCESO "DOWNSTREAM"

alta salinidad Agua desionizada

Cromatografia
Acidificacién y  de intercambio
precipitacion de cationico
proteinas

Evaporacién/
Cristalizacién

T

L

PRODUCTO

Hd

Ectoinas

Control del biorreactor
asistido por ordenador

Mdédulo de filtracién cruzada
para la retencién celular

Medio Detector
gastado

A. BIORPOCESO "UPSTREAM"

Figura 7: Diagrama general de la produccidn biolégica de ectoina a nivel industrial [23].

Hasta hace poco se conocia un Unico metanétrofo capaz de producir ectoina:
Methylomicrobium alcaliphilum 20 Z, metandétrofo aislado por primera vez en
los lagos de sosa de Tuva en Asia Central por el equipo de Trotsenko en 1997
[25] [26]. Un estudio mas reciente llevado a cabo en el departamento de
Ingenieria Quimica y Tecnologia del Medio Ambiente de la Universidad de
Valladolid consiguié enriquecer metanétrofos de distintas fuentes capaces de
producir ectoina ante un medio salino [27].

Por otro lado, los PHAs (polihidroxialcanoatos (Figura 8)) son poliésteres de
varios hidroxialcanoatos sintetizados por un gran nimero de bacterias (al
menos 75 tipos diferentes). Estos polimeros son acumulados intracelularmente
bajo condiciones de estrés (limitacion de nutrientes), actuando como reservas
de carbono y energia. Algunas bacterias pueden acumular mas de un 90% en
masa seca de ese polimero. Su principal uso en la industria, tal y como se ha
mencionado antes, es como sustituto de los plasticos derivados del petroleo.
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Figura 8: estructura de los polihidroxialcanoatos (PHAs) [28].

Las bacterias productoras de PHAs se dividen en dos grupos: el primer grupo
requiere de la limitacion de un nutriente esencial, como nitrogeno, fosforo,
magnesio o azufre, para la acumulacion de PHAs [28] [29]. A este grupo
pertenecen bacterias como Alcaligenes eutrophus, Protomonas extorquens y
Protomonas oleovorans. El segundo grupo de bacterias, el cual incluye a
Alcaligenes latus, una cepa mutante de Azotobacter vinelandii, y Escherichia
coli recombinante, puede acumular PHAs durante su crecimiento sin necesidad
de limitacion de nutrientes. Los principales miembros de la familia de los PHAs
son los PHB (poli(3-hidroxibutirato)) y PHV (poli(3-hidroxivalerato)) [28].

En la industria los PHAs son producidos mediante la fermentacion de
carbohidratos (glucosa, fructosa, sacarosa), alcoholes (metanol, glicerol),
alcanos (del hexano al dodecano) y acidos organicos (del butirato en adelante).
Ademas, los PHAs pueden ser producidos a partir de una gran variedad de
fuentes, como recursos renovables (sacarosa, almidén, celulosa,
triacilglicéridos), fuentes fésiles (CHa, aceite mineral, lignito, carbon duro),
subproductos (melaza, suero, glicerol), quimicos (acido propiénico, acido 4-
hidroxibutirico) y didéxido de carbono. Para aislar y purificar los PHAs las células
son concentradas, desecadas y extraidas con disolvente a alta temperatura.
Los residuos celulares son separados del disolvente con PHAs disueltos por
medio de procesos de separacion sélido-liquido. Los PHAs son precipitados a
continuacion con la adicion de un compuesto no solvente, lavados con
disolvente (cuando se requiere altas purezas) y secados en condiciones de
vacio y temperaturas moderadas [28].

Por Gltimo, los EPSs (exopolisacaridos) son polisacaridos localizados en la
superficie externa de la célula, los cuales permiten a las células formar
agregados, unidos a una superficie 0 no, y de esta forma optimizar el uso de los
nutrientes disponibles y mejorar su supervivencia ante diversos peligros
externos y ante la desecacion. Se puede apreciar a simple vista la presencia de
estos polimeros por formacion de colonias mucosas en medio soélido, o por
aumento de la viscosidad en medio liquido. En cuanto a su composicion
quimica, “los EPSs estan compuestos principalmente por carbohidratos,
formando homo o heteropolimeros, que ademas pueden contener diversos
sustituyentes organicos e inorganicos” [30].

Comercialmente estos compuestos se utilizan principalmente en la industria
alimentaria, industria farmacéutica y medicina, industria cosmética, como
fuente de L-fucosa, industria del petréleo y de pinturas, en la agricultura y en la
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adsorcion de metales pesados [30]. Algunos EPSs, y su aplicacion en la
industria, se muestran en la Tabla 1.

Capitulo 1. Introduccion

PROPIEDADES APLICACION POLIMERO
Naturaleza antigénica Agentes antitumorales,
que origina respuesta antivirales, B-D-glucanos
de anticuerpos inmunomoduladores
La misma de la heparina EPS de Escherichia coli
Anticoagulantes P K5
: EPS de Escherichia coli
Sustratos de enzimas
Naturaleza K5
polisacaridica Preparacion de Curdlano, pululano,
oligosacaridos escleroglucano
Establllza_mtes de Helados, aderezos de Xantano
emulsiones ensaladas
Formadqre_s de fibras Membranas acusticas Celulosa bacteriana
elasticas
Cubiertas protetoras de
Formadores de alimentos y de formas Pululano, celulosa
. o bacteriana
peliculas farmaceuticas
Agentes floculantes Extcraccion de minerales Varios
Estabilizantes de Cerveza, extintores de
. . Xantano
espumas incendios
Tecnologla’c_elular y Gelano
enzimatica
Agentes gelificantes | Pasteleria, pos_tres lacteos, Curlano, gelano
gelatina
Recuperacion de petrdleo Curlano, xantano
. Cosmeticos y productos Acido hialurénico
Agentes hidratantes farmacéuticos
Alimentos congelados,
Inhibidores de la pastillas y jarabes Xantano
formacion de cristales azucarados
Formulacion de pesticidas y Xantano
Agentes suspensores sprays
Tintas de impresoras, tintes
. . Xantano
. . textiles, pinturas
Agentes viscosizantes
Mermeladas, salsas y
jarabes

Tabla 1: Aplicaciones de los exopolisacaridos microbianos [30].

Los microorganismos que poseen la capacidad de producir estos polisacaridos
son de diferente naturaleza. Hasta ahora se conoce que ciertos
microorganismos como las bacterias del acido lactico (Leuconostoc
mesenteroides o Lactobacillus brevi), cepas de Pseudomonas aeruginosa y
Xanthomonas campestris y algunos organismos eucariotas, como algas o
levaduras, son capaces de producir EPS [31].
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De manera industrial los EPSs se obtienen mediante fermentadores aireados
agitados mecanicamente para proporcionar la turbulencia necesaria tanto para
obtener un correcto mezclado como para la formacion de pequenas burbujas
de aire, las cuales mejoran la transferencia del oxigeno al agua. La obtencion
de los EPSs puede realizarse de diversos modos a escala industrial utilizando
tecnologias muy parecidas a las utilizadas en la obtencion de otros polimeros
solubles en agua como las gomas de algas o de plantas. Primero, las células se
retiran por diversos métodos, ya sean fisicos, como la filtracion o la
centrifugacion, quimicos o enzimaticos para ser degradadas. Tras esto el
producto es precipitado mediante isopropanol, etanol, metanol o acetona (el
solvente empleado se recupera mediante destilacion para rentabilizar el
proceso). El producto ya precipitado se separa por técnicas de separacion
sélido-liquido, se deshidrata mecanicamente y se seca. Normalmente el
producto seco se muele y se empaqueta en recipientes con baja permeabilidad
al agua. Las fuentes de carbono y nitrégeno, su concentracion en el medio, la
temperatura, el pH, o la limitacion de ciertos nutrientes influyen en la
produccion de los EPSs [30].

Capitulo 1. Introduccidn

Hasta ahora se conoce muy poco de la sintesis de sustancias de alto valor por
metanétrofos, sin embargo, la bioconversion de las emisiones de CHs a
productos de alto valor industrial es posiblemente la solucion definitiva para
terminar con los efectos adversos de las emisiones diluidas de CH4 en el medio
ambiente y la produccion de sustancias biodegradables y ambientalmente
respetuosas.

A pesar de que se ha conseguido producir ectoina, PHAs y EPSs con
metanotrofos, estos estudios aln son muy pioneros y no se han probado su
viabilidad en biorreactores operando en continuo. Ademas, cabe destacar que
nunca se ha probado una produccidon conjunta de estas tres sustancias de alto
valor en reactores para el tratamiento de CHa4

Por eso esta investigacion se ha enfocado en la produccion de ectoina, PHAs y
EPSs en reactores biologicos a partir de Methylomicrobium alcaliphilum 20Z,
asi como a partir de un consorcio metanétrofo enriquecido en los laboratorios
del Grupo de Tecnologia ambiental de la Universidad de Valladolid. De esta
manera, se llevara a cabo por primera vez una evaluacion sistematica de la
viabilidad técnica y econdémica de una nueva generacion de biorreactores
basados en la bioconversion de CHs a varias sustancias de alto valor
econdmico, como son la ectoina, los PHAs y los EPSs,

14



ESCUELA DE INGENIERIAS
INDUSTRIALES

Capitulo 2. Objetivos

2. Objetivos

15



ESCUELA DE INGENIERIAS
INDUSTRIALES

Capitulo 2. Objetivos

16



ESCUELA DE INGENIERIAS
INDUSTRIALES

Los principales objetivos del presente trabajo fueron:

Capitulo 2. Objetivos

o El estudio de la obtencién en continuo de varios productos de alto valor
anadido (ectoina, PHAs y EPSs) a partir de CHa4 (segundo gas de efecto
invernadero) en continuo y de manera simultanea mediante
metanotrofos alcaldfilos.

o Lainfluencia de la concentracion de Mg2* en la produccion en continuo
de estos productos.
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Reactivos quimicos y medio mineral salino

El medio mineral salino (MMS) utilizado en ambas condiciones es una
modificacion del medio de Brunner preparado acorde con Kaluyzhnaya y col.
(2008) con un pH final de 9. El MgS04 - 7H20 fue anadido al MMS en
diferentes concentraciones seglin cada condiciéon (0.2 g L't 6 0.02 g L1).
Todos los quimicos y reactivos fueron adquiridos de Panreac (Barcelona,
Espana) con una pureza superior al 99.0%. EL CH4 fue adquirido de Abello-
Linde, S.A. (Barcelona, Espana) con una pureza superior al 99.5%.

Descripcion detallada del medio salino (g L2):

NaCl 60 g

MgSO04 - 7H20 Variable segln la condicion
CaCl2-2 H20 0.02g

KNO3 728

Solucién micronutrientes 10 ml

Agua destilada tipo Il Enrasar a 1000 ml

Solucién de micronutrientes (g L1):

EDTA 5.00¢g
CuCl2 - 5H20 0.10g
FeS04- 7H20 2.00¢g
ZnS04- 7H20 0.10¢g
NiCl2 - 6H20 0.02¢g
CoClz2- 6H20 0.20g
Na2MoO4 0.03¢g
MnCl2 - 4H20 0.03 ¢
H3BOs3 0.03¢g
Agua destilada tipo I 1000.00 ml

Sales para la regulacion del pH. Estas son afiadidas a 1 L del medio estéril a
temperatura ambiente.

NaHCOs (1M) 50.0 ml
Na2CO3 (1M) 5.0 ml
Buffer fosfato 20.0 ml
Buffer fosfato:

KH2PO4 78
NazHPO4 - 12H20 15¢
Agua destilada tipo 500 ml
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Todo el material y el medio se esterilizan en autoclave (121°C, 1.18 atm, 21
min). Las sales se esterilizan por separado para evitar precipitacion. El pH se
ajusta finalmente a 9 para obtener un medio alcalino.

Inéculos utilizados
Se usaron dos tipos de inéculos:

e R1: Una cepa pura de M. alcaliphilum 20 Z, comprada en DSMZ
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH)
(Leibniz-Institut) para uso académico. Se trata de un organismo
metandtrofo de tipo |, haléfilo, alcalino tolerante, capaz de sintetizar
ectoina en presencia de NaCl [26] [2]. Fue comprado como un cultivo
liquido concentrado estéril que se conservo en tubos Eppendorf de 1
ml con un 30% de glicerol a -80°C. Para la preparacion de los inéculos
se usaron 2 botellas de 1200 ml estériles cerradas con septum de
butilo estancos para gases y tapones de rosca. MMS sin sales fue
anadido hasta un volumen de 200 mly un 2.5 % (v/v) de la cepa pura
fue anadido a cada botella. Parte del aire del espacio de cabezas de
cada botella de crecimiento de inéculo fue reemplazado por CHs
(aproximadamente 8% v/v). El crecimiento se realiz6 en una
incubadora orbital a 25°C y 200 rpm.

e R2: Consorcio de bacterias aislado del enriquecimiento a un 6% de
NaCl de metanodtrofos halotolerantes de in6culos procedentes de:

o Lodos activos aerobios de la planta de desnitrificacion-
nitrificacion de tratamiento de aguas residuales “El Mazo”
(Cantabria, Espana).

o Estiércol fresco de vaca (Cantabria, Espana).

Este enriquecimiento se analizd por analisis metagendmico,
conformandose principalmente por los 6rdenes: Xhantomonadales
(62.5 %), Caulobacterales (12.5 %), Rhodobacterales (6.6 %),
Sphingobacteriales (2.5 %), Rhizobiales (2.5 %), Tiotrichales (2.5 %),
Rhodotermales (0.8 %), Methylococcales (1.7 %) y bacterias no
clasificadas (8.4 %).

Para la preparacion de los in6culos se usaron 2 botellas de 1200 ml estériles
cerradas con septum de butilo estancos para gases y tapones de rosca. MMS
con un 6% de sales fue anadido hasta un volumen de 200 mly un 2.5 % (v/V)
del consorcio fue anadido a cada botella. Parte del aire del espacio de
cabezas de cada botella de crecimiento de indculo fue reemplazado por CHa
(aproximadamente 8% v/v). El crecimiento se realizd en una incubadora a
25°Cy 200 rpm.
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Experimento en reactores de columna de burbujeo con diferentes
condiciones de concentracion de magnesio

Inoculacion
Cada reactor fue inoculado con un 20% (v/v) de cada in6culo mencionado en
el apartado anterior.

Sistema experimental y operacion

Tal y como puede observarse en la Figura 9, se operaron dos reactores en
continuo de columna de burbujeo de 2.0 L (Afora S.A., Espana). Ambos
reactores fueron alimentados con una corriente gaseosa con un 4% de CHs
(concentracion tipica encontrada en vertederos, minas de carbon, tanques de
almacenamiento de estiércol y explotaciones de ganado vacuno y por debajo
del limite de explosividad [18]). Esta corriente de alimentacion se obtuvo
mediante la mezcla de una corriente de CHs puro procedente de bombona
controlada por medio de un controlador de flujo masico (Aalborg, EE.UU.) con
una corriente de aire en la camara de mezcla mostrada en la Figura 9. Los
flujos en ambos reactores se fijaron por medio de los rotdmetros mostrados
en la Figura 9 en 66.7 mL min1 corregidos con la presion, resultando en 47
mL min1 para el reactor R2 y 50 mL min't para el reactor R1. Este flujo y este
volumen de reactor dieron como resultado un tiempo de residencia del gas de
aproximadamente 30 min. La agitacion en los reactores se consiguiod
mediante el fino burbujeo de la corriente gaseosa de alimentacion, la cual fue
introducida por medio de 3 difusores porosos de acero inoxidable de 2 ym
unidos entre si situados en el fondo de cada reactor. A pesar de esta
agitacion, para evitar la acumulacion de biomasa precipitada en el fondo de
los reactores se realizd una agitacion manual a través del tubo toma-muestras
de liquido diaria. La temperatura se mantuvo a 25°C durante todo el
experimento mediante la climatizacion de la sala en la que se encontraban
los reactores. El intercambio de liquido en ambos reactores se realizd de
manera manual a través de la extraccion diaria de 100 mL de caldo de cultivo
por medio de una jeringa de plastico de 100 mL a través del tubo toma-
muestras y la introduccion del mismo volumen de MMS fresco del mismo
modo. Cada 2 dias este volumen de caldo de cultivo extraido de los reactores
fue utilizado para la realizacion de los distintos analisis llevados a cabo en
este experimento. La velocidad de dilucion con la que se trabajé en este
experimento fue por tanto de 0.05 d-1.

Se operaron los reactores con dos condiciones diferentes: con y sin limitacion
de magnesio:

e Condicion 1: sin limitacion de magnesio: MgS04 - 7TH20 = 0.2 g L1
e Condicion 2: con limitacion de magnesio: MgS0O4 - 7H20 = 0.02 g L1
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Figura 9: Reactores de columna de burbujeo utilizados durante la experimentacion.

Analisis realizados

Monitorizacion de las concentraciones de CO2 y CH4 en la alimentacion y la
salida

Las concentraciones de CO2, CHs y O2, tanto en la corriente de entrada al
reactor como en la de salida, se determinaron en un cromatografo de gases
Bruker 430 GC-TCD (Palo Alto, EE.UU.) equipado con columnas CP-Molsieve
5A (15 m x 0,53 um x 15 ym) y CP-PoraBOND Q (25 m x 0,53 um x 10 ym).
Las temperaturas del horno, inyector y del detector se mantuvieron a 45°C,
150°C y 200°C, respectivamente. Se utilizé helio como gas portador a 13,7
mL min. [2]

Estos datos fueron utilizados en el experimento para estudiar la capacidad de
eliminacion de CH4 (CE, g h' m-3), la eficiencia de eliminacion de CHa (EE, %) y
la produccion total de CO2> (PT CO2, g h't m3), parametros cominmente
utilizados en reactores en continuo. La manera de determinar estos
parametros es la representada en las siguientes formulas:

24



=i

ESCUELA DE INGENIERIAS

INDUSTRIALES

Capitulo 3.Materiales y métodos

([CH,]. — [CH,]S) - Q Ecuacién 1
CE =

74
EE = [CH,], — [CH,] 100 Ecuacién 2

[CH4]e
co,|l.—|CcOo . Ecuacion 3

o7 co, = 1021~ [€0,10) -0
vV
Siendo:

e [CH4] = concentracion de metano (e = a la entrada; s = a la
salida) en g m3

e Q =flujo de gas a tratar en m3 h1

e V =volumen del reactor en m3

e [CO2] = concentracion de dioxido de carbono (e = a la entrada; s
= a la salida) en g m3

Los SST se midieron de acuerdo a los métodos estandar [32] [2].

La medida del pH se realizdé por medio de una sonda de pH calibrada.

La concentracion de TOC y TN se midi6 en un analizador TOC-VCSH
(Shimadzu, Tokio, Japdén) acoplado a un modulo de deteccion de
quimioluminiscencia TN (TNM-1, Shimadzu, Japén).

Para la determinacion de la ectoina intracelular, se procedié a la rotura
celular, tanto fisica, como quimicamente, y a la solubilizacion de la ectoina en
el medio de extraccion. Para ello, 2 ml del caldo de cultivo se centrifugaron en
tubos Eppendorf de 2 ml a 10000 rpm y 4°C durante 10 minutos, tras lo cual
se desechd el sobrenadante y se anadieron 25 + 5 mg de perlas de zirconio
/silice de 0.1 mm de diametro (BioSpec, Espana) y 1.5 ml de etanol al 70%.
Tras esto, las células bacterianas fueron desintegradas en un Mini-
BeadBeater-16 (BioSpec, Espana) durante 1 min, dejando la suspension toda
la noche a temperatura ambiente. La suspension se centrifugd a 10000 rpm y
4°C durante 10 minutos. Posteriormente fue filtrada con filtros de 0.22 ym
(Filter-lab, Barcelona) en viales de HPLC. La concentraciéon de ectoina se
determind por HPLC-UV en un HPLC 717 plus con muestreo automatico
(Waters, Bellefonte, EE.UU.) acoplado con un Dual UV A absorbancia detector
(Waters, Bellefonte, detector EE.UU.) a 210 nm utilizando un AQ LC-18 +
columna C Supelcosil (Waters, Bellefonte, EEUU) y un C18 AQ + pre-columna
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(Waters, Bellefonte, EEUU). Como fase movil se utilizd un tampdn de fosfato
consistente en 0.1824 g de KoHPO4 - 3H20 y 2.15 g de Na2HPO4 - 12H20 en 1
L de agua destilada tipo Il, a 25°C y un caudal de 1 mL minl La
cuantificacion de ectoina se llevé a cabo realizando una curva patréon con
distintas concentraciones conocidas de ectoina pura (comprada en sigma,
Aldrich, USA) y las areas detectadas por el HPLC, ademas se determinaron
los limites de deteccion y cuantificacion considerando aceptables valores de
ratio de senal y ruido de 2:1y 10:1 respectivamente (el limite de deteccion es
la menor concentracion de sustancia a analizar que es capaz de detectar el
equipo, mientras que el limite de cuantificaciébn es la minima concentracion
de sustancia a analizar para la cual el equipo da un resultado fiable teniendo
en cuenta el ruido). La concentracion de ectoina intracelular especifica (mg
ectoina g biomasa) se calcul6 utilizando la concentracion de SST (g L1) del
caldo de cultivo correspondiente.

Para la determinacion de la ectoina extracelular se filtraron 1.5 mL del caldo
de cultivo con filtros de 0.22 um (Filter-lab, Barcelona) en viales de HPLC. El
equipo utilizado para analizar la ectoina es el mismo que el utilizado para el
analisis de la ectoina intracelular [2].

El analisis de los PHAs especificos, PHB y PHV, implicé la centrifugacion de 2
mL de caldo de cultivo a 9000 rpm durante 10 min y el procesamiento del
pellet de biomasa de acuerdo con Zlniga et al. (2011). A continuacion, se
extrajo el PHB-PHV durante 4 h a 100°C utilizando 2 mL de cloroformo y se
cuantificod (utilizando patrones externos) mediante GC-Masas en un sistema
CG 161 7820A MSD 5977E (Agilent Technologies, Santa Clara, EE.UU.) con
columna de capilaridad de cera (30 m x 250 ym x 0,25 um). Las
temperaturas del detector e inyector se fijaron a 250°C, con una relacion de
separacion de 1:10. La temperatura del horno se mantuvo inicialmente a 40
°C durante 5 min, se aumenté a 10°C min? hasta 200°C y se mantuvo
durante 5 min. El contenido celular de PHBV se normaliz6 como %PHBV = (g
PHBV / g SST). La proporcion PHV-molar del copolimero PHBV se estimd en
base a la concentracion de cada homopolimero y la relacion peso/M de la
norma del siguiente modo: % PHV = (g PHBV / g TSS) (PHV / PHBV) x 100 x
(12/14) [33].

Método de Zuniga et al. (2011) [29]:

Centrifugar 3 mL de muestra en 2 tubos eppendorf (1.5 mL c¢/u) a 10000 rpm
durante 10 min, retirar el sobrenadante y adicionar 0.5 mL de propanol acido
al 20% a cada tubo, vaciar el contenido en un tubo HATCH con rosca, el
volumen final de propanol acido es de 1 mL de propanol acido por tubo.
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Adicionar al tubo 2 mL de cloroformo, sellarlos con cinta teflén, poner a 100°C
durante 4 h en el digestor HATCH. Enfriar a temperatura ambiente y adicionar
1 mL de agua desionizada y agitar vigorosamente durante 1 min. Dejar
reposar y esperar a que se formen las dos fases, tomar la fase organica
(inferior) con una pipeta pasteur filtrar y llevar a un vial de GC-Masas para
posteriormente analizar la muestra.

Para la determinacion de la produccion total de EPSs en el medio de cultivo
se utilizaron diversos métodos buscando el mas adecuado. Primero se probd
su determinacion en tubos falcon. Para ello se centrifugaron 20 mL de
biomasa en tubos falcon a 10000 rpm y 4°C durante 10 min. Tras esto se
tomaron 5 mL del sobrenadante y se llevaron a otro tubo falcon previamente
desecado a 56°C y pesado. Ademas de los 5 ml de sobrenadante se
anadieron 3 volimenes (15 mL) de etanol al 90% (v/v), dejando precipitar los
EPSs durante al menos 24 horas. Pasadas las 24 horas se centrifugaron los
tubos falcon a 10000 rpm y 4°C durante 10 minutos. Al comprobar que se
perdia bastante cantidad de EPSs se pas6 a centrifugar durante 20 minutos.
Una vez centrifugado se deseché el sobrenadante con ayuda de una pipeta
para evitar que los EPSs se vieran arrastrados obteniendo unos resultados
erréneos. Los falcon con los EPSs se dejaron secar durante al menos 24
horas en una estufa a 56°C, tras lo cual se pesaron en una balanza analitica,
obteniendo el resultado como diferencia entre las pesadas del falcon
desecado y el falcon con EPSs, considerando el volumen de muestra tomado
para evaluar la concentracion. Este método de anélisis resultd dar muchos
problemas, por lo que se procedid a comenzar a realizar el analisis de manera
similar pero en tubos eppendorf de 2 mL, de tal modo que se centrifugaron 2
ml de biomasa, tomando 0.5 mL de sobrenadante e introduciéndolos en un
tubo eppendorf previamente desecado a 56°C y pesado. Se anadieron
nuevamente 3 volimenes de etanol (1.5 mL) al 90% (v/v) dejando precipitar
los EPSs durante al menos 24 horas. Tras esto se centrifugaron los eppendorf
a 10000 rpm y 4°C durante 20 minutos y se deseché el sobrenadante con
una pipeta. Posteriormente se dejo secar la muestra durante al menos 24
horas en una estufa a 56°C, procediendo a pesar la muestra en el eppendorf
y obteniendo la concentracion de EPSs por diferencia de pesada en balanza
analitica y considerando el volumen de muestra utilizado. Todas las muestras
tras ser pesadas fueron congeladas a -20°C.

Para evitar perder los datos de concentracion de EPSs durante el tiempo de
experimentacion en los que se realizé la medida en tubos falcon se procedio a
resuspender los EPSs en 1 mL de agua destilada tipo Il, trasvasarlos a tubos
eppendorf de 2 mL y anadir 1 mL de etanol al 90% (v/v) para volver a
precipitarlos y proceder segln lo descrito anteriormente en tubos eppendorf.
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A mayores se realizd un nuevo analisis de EPSs en tubos eppendorf de esos
dias utilizando como muestra para el analisis la muestra guardada a -20°C del
filtrado para analisis de TOC-TN, tomando de estas muestras los 0.5 mL para
proceder segln lo descrito anteriormente en tubos eppendorf.

La manera de analizar los EPS estuvo basada en Aisha Waheed Qurashi &
Anjum Nasim Sabri (2012) [34].
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4. 1 Experimento en reactores de columna de burbujeo con

diferentes condiciones de concentracién de magnesio

El objetivo de esta investigacion era observar la eliminacion de CHs4 unida a la
produccion de ectoina, tanto intra-celular como extra-celular, PHAs y EPSs de
manera simultanea y continua, en dos reactores de columna de burbujeo, con
0.2 g L't de MgS04 - 7H20 (condicién 1)y 0.02 g L'1 de MgS04 - 7H20 (condicion
2), e inoculados con M. alcaliphilum 20Z y un consorcio de bacterias
metanaotrofas.

Capitulo 4.Resultados y discusion

4.1.1 Produccion de ectoina intra-celular

Durante la condicion de operacion con 0.2 g Mg2* L1 (condiciébn 1) la
produccion de ectoina en estado estacionario se muestra en la Figura 10. Los
valores medios de ectoina intracelular mostraron diferencias significativas
entre ambos reactores, siendo en R1 de 94.5 + 18.2 mg ectoina g biomasa,
mientras que en R2 se detectd una produccion media de ectoina de 73.2 + 6.3
mg ectoina g biomasal.

La produccion de ectoina intracelular media durante la operacion de ambos
reactores con una concentracion de Mg2+ de 0.02 g L1 (condicion 2) se
muestra en la Figura 10. En este caso, se detecté una produccion de ectoina
intracelular de 53.02 + 13.7 mg ectoina g biomasa! en R1, mientras que R2
alcanzo valores de 55.9 + 11.2 mg ectoina g biomasa1, no observandose una
diferencia significativa entre ambas producciones.

De acuerdo a los resultados obtenidos, M. alcaliphilum 20Z produce mayores
concentraciones de ectoina que el consorcio cuando si trabaja sin limitacion de
magnesio. Ademas, los valores de ectoina intracelular obtenidos en la
condicion 2 fueron menores que en la condicion 1, independientemente del
cultivo utilizado, probablemente debido al importante papel del magnesio en la
ruta metabdlica de la produccion de ectoina [35]. Es de destacar que los
valores de ectoina intracelular obtenidos en este estudio en ambos reactores
fueron superiores en todos los casos a los obtenidos en estudios previos
llevados en continuo en tanques agitados de mezcla perfecta inoculados con
Methylomicrobium alcaliphilum 20Z [36] (Figura 11), donde los valores de
ectoina alcanzados fueron de 37.4 + 3.8 mg de ectoina g biomasal
(empleando 4% de CHa4, 25°C, 6% de NaCl, 50 uM de Cu2* y una agitacion de
300 rpm). Esta diferencia posiblemente se deba al estrés mecanico causado
por la agitacion mecanica en los tanques de mezcla perfecta en comparacion
con los reactores de columna por burbujeo usados en este estudio, que
parecen mas apropiados para el crecimiento de Methylomicrobium alcaliphilum
20Z.
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Figura 11: Comparacién en la produccién de ectoina intracelular (mg g biomasa™) por M. alcaliphilum 20 Z
entre las condiciones M 1 y ™ 2 en reactores de columna de burbujeo y [ 1 en reactor de tanque agitado a
300 rpm, 6% NaCl y 25 uM de cu® [36].

4.1.2 Produccion de ectoina extra-celular

En el presente estudio no se detectd la presencia de ectoina extracelular en
ninguna de las condiciones para ninguno de los inéculos, al contrario de lo
sucedido en los experimentos llevados a cabo con anterioridad en el
departamento de Ingenieria Quimica y Tecnologia del Medio Ambiente de la
Universidad de Valladolid, en los que se obtuvieron valores de concentracion de
ectoina extracelular maximos (con una cepa pura de M. alcaliphilum 20 Z) de
16.02 mg L1 en el experimento llevado a cabo por Rodriguez et. al con un 6%
de NaCl en reactores de tanque agitado a 300 rom y 25 uM de Cu?* [27], y de
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12.9 + 0.7 mg L1 en las mismas condiciones por Cantera et. al [36]. Esto es
debido a que el medio de cultivo utilizado en este experimento no poseia una
alta concentracion de cobre, metal que induce una excrecion de este
compuesto osmoprotector [2].

4.1.3 Produccion de PHAs

Durante la primera condicion de operacion (0.2 g L't Mg2*), la concentracion de
PHB media que se alcanz6 en R1 fue de 1.30 + 0.2 mg PHB L1 (1.08 + 0.3 mg
PHB g biomasal), mientras que en el reactor consorcio las concentraciones
encontradas fueron estadisticamente superiores, siendo 2.02 + 0.3 mg PHB L1
(1.44 + 0.3 mg PHB g biomasa). En condiciones limitantes de magnesio (0.02
g L1 Mg2*), la concentracion de PHB media que se obtuvo en R1 fue 1.04 + 0.4
mg PHB L1 (0.62 + 0.1 mg PHB g biomasa), mientras que R2 alcanzé una
concentracion 2 veces mayor (2.56 + 0.5 mg PHB L1 (2.1 + 0.3 mg PHB g
biomasal)) (Figura 12). Independientemente de la concentracion de magnesio
utilizada, el consorcio produjo altas concentraciones de PHB en comparacion
con las producidas por M. alcaliphilum 20Z. Una mayor produccion de PHB en
el consorcio era de esperar teniendo en cuenta que se trata de una poblacion
mixta. Ademas, menores concentraciones de magnesio fomentaron la
produccion de mas PHB, ya que se tratan de formaciones biopoliméricas que
aparecen cuando hay escasez de algln nutriente esencial en el medio [29].

En el caso de los PHVs, no se detectaron estos compuestos teniendo en cuenta
los limites de deteccion del GC-masas.

La bacteria por excelencia utilizada en la industria para la produccion de PHBs
ha sido Alcaligenes eutrophus ya que es capaz de producir un 50 % en masa
de PHBs de alto peso molecular. Otras bacterias como Bhurkoldenia (150 mg
PHB g biomasal), Azotobacter vinelandii (34.9 mg PHB g biomasal) y
Pseudomonas sp. (32 mg PHB g biomasa) estan tomando también una gran
importancia en el mercado de los bioplasticos por sus altas producciones de
PHBs de calidad [37]. En el caso de los metandétrofos, son los metanétrofos tipo
Il por excelencia los productores de PHBs, como es el caso de Methylosinus
trichosporium con producciones de hasta un 40% g g1 y Methylocystis sp. con
51% g g1 bajo condiciones de limitacion de nitrogeno [38].

A pesar de que los valores obtenidos en este estudio son menores que los
hallados en estudios con otros metanétrofos, es importante destacar de esta
investigacion que por primera vez se ha mostrado producciéon de PHBs con
metanotrofos no considerados de tipo Il.

33




=i

ESCUELA DE INGENIERIAS

INDUSTRIALES

Capitulo 4.Resultados y discusion

w
o

N
w

=
o
|

-
A .

M. alcaliphilum 20Z Consorcio metanétrofo

L
(9]
|

PHB {mg g biomasa™)
—

Figura 12: Comparacion en la produccion de PHB en mg g biomasa-1 entre la Micondicion 1y la v"condicion
2.

4.1.4 Produccion de EPSs

La produccion de exopolisacaridos que se observd en estado estacionario
durante las dos condiciones de estudio se muestra en la Figura 13. La
concentracion media obtenida durante la primera condiciéon de operacion (0.2
g Mg2t 1) en R1 fue 1550 = 757 mg L1, mientras que en R2 las
concentraciones en las mismas condiciones ascendieron a 2300 + 608 mg L1,
Los valores obtenidos de concentraciones en la operacion con 0.02 g L1 de
magnesio en condiciones estacionarias fueron de 1320 + 657 mg L1 por R1 Yy,
1000 + 637 mg Lt por R2.

Como se muestra en la Figura 13, durante la segunda condicion de operacion
(0.02 g L't Mg2*) en la que se suministr6 menos magnesio, las concentraciones
alcanzadas en R2 fueron menores que las obtenidas durante la primera
condicion (0.2 g L't Mg2*), de modo que su produccion se ve afectada por la
presencia de magnesio en el medio. Estos resultados pueden atribuirse a que
el Mg*2 interviene en procesos bioquimicos en las rutas de la produccion y
excrecion de polisacaridos [39]. Investigaciones realizadas por Hernandez y col.
(2015), hallaron concentraciones de EPS de 5.2 + 2.5 mg L-1 [40], mientras
que Kilic y col. (2008) obtuvieron producciones de 863.3 mg L1 para
Pseudomonas aeruginosa (pH=7, 96 horas de incubacién, 50 mg Cr6+ L1,
20°C), 444.6 mg L1 para Micrococcus sp. (pH=7, 72 horas de incubacién, 100
mg Cré+ L1, 20°C) y 430.5 mgL* para Ochrobactrum sp (pH=8, 48 horas de
incubacion, 150 mg Cré+ L1, 30°C) [41]. Los valores obtenidos en esta
investigacion son muy elevados respecto al resto de investigaciones. Teniendo
en cuenta la alta concentracion salina utilizada, el limite de deteccion del
método de analisis fue de 600 mg EPS L1 Por lo tanto, los resultados
obtenidos en este estudio nos sirven para confirmar la produccién de EPSs en
ambos reactores y para dilucidar la importancia del magnesio en su
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produccion, pero no nos permite hacer un estudio cuantitativo y comparativo
estadisticamente relevante.
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Figura 13: Comparacion en la produccion de EPSs (mg g biomasa'l) entre las condiciones W1 y " 2.

4.1.5 Parametros operacionales

La capacidad de eliminacion de R1 fue de 16.01 + 3.23 g CH4 h't m=3 durante
el estado estacionario trabajando con 0.2 g L2 de magnesio, mientras que la de
R2 fue de 16.97 + 1.41 g CHa h't m3 en las mismas condiciones (Figura 14).
Por otro lado, referida a la misma condicion de operacion anterior, la
produccion total de CO2 de R1 fue de 37.15 + 4.55 g CO2 h1 m3y en el caso
de R2 alcanzo6 valores de 33.68 + 3.53 g CO2 h't m=3 (Figura 15)

En la segunda condicién (0.02 g L'1 Mg2+*) se obtuvieron CE de 18.57 + 2.99 g
CHzs h't m3y 15.15 + 1.46 g CHs h't m3 en R1 y R2 respectivamente (Figura
14), mientras que la PT CO> fue de 27.22 + 491y 23.38 + 2.87 g CO2 h1 m3
en ambos reactores (Figura 15).
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Figura 15: Comparacion en la PT CO, (g CO, h? m’3) entre las condiciones m 1 y™ 2.

De acuerdo a los resultados obtenidos, el magnesio no tuvo un papel
determinante en las capacidades de eliminacion del metano en ninguna de las
comunidades metanotroficas estudiadas. A pesar de que se esperaba una
mayor eliminacion en R2 al aumentar la biodiversidad en los reactores,
conllevando un aumento en la capacidad de la poblacion de absorber
perturbaciones, los resultados obtenidos mostraron que no hubo diferencias
significativas entre ambos reactores. Por otro lado, aunque la produccion de
CO2 fue mas alta en M. alcaliphilum 20Z, esto seguramente se deba a que la
asimilacion de carbono en el consorcio fue mas focalizada hacia la produccion
de metabolitos secundarios (como PHAs y EPSs) y biomasa. En otros estudios
realizados con M. alcaliphilum 20 Z los valores de CE alcanzados fueron mucho
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menores que en esta investigacion (5.0 + 1.0 g CH4 h'1 m3 (6 % NaCl, reactor
de tanque agitado inoculado con M. alcaliphilum 20 Z, con agitacion 600 rpm y
0.05 uM Cu?*)). Estos resultados se deben seguramente al tipo de reactor
utilizado y las altas tasas de agitacion mecanica implementadas en estudios
anteriores [36]. Es importante destacar que las producciones de CO> halladas
en estos estudios anteriores son mayores que las que cabria esperar
estequiométricamente con tales eliminaciones de metano, lo que demuestra
que el metabolismo de M. alcaliphilum 20Z deriva una gran cantidad de
carbono a la produccion de CO2 [18].

Capitulo 4.Resultados y discusion

La Figura 16 representa la eficiencia de eliminacion de cada biorreactor en
cada condicion de operacion. Durante la operacion con una concentracion de
0.2 g L1 de magnesio, la EE media en R1 fue de 26.08 + 5.16 % en estado
estacionario, siendo de 26.95 + 2.09 % en R2 en las mismas condiciones
operacionales. Respecto a la segunda condicion (0.02 gL't de magnesio), el
valor alcanzado de EE en R1 fue 31.22 + 4.22 %, mientras que en R2 llegaron
a tomarse valores medios en estado estacionario de 26.20 + 1.70 %.
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Figura 16: Comparacion en la EE (%) entre las condiciones m1 y 2.

Al igual que en la CE, los valores de EE no mostraron diferencias significativas
trabajando a diferentes concentraciones de magnesio.

La eficiencia de eliminacion obtenida para ambos reactores, al igual que su
capacidad de eliminacion, no fue muy alta en comparacion al 57 + 1 %
conseguido en reactores similares inoculados con metanétrofos [18]. Sin
embargo, estos organismos son capaces de rentabilizar el proceso de
degradacion de metano al producir altas concentraciones de sustancias de alto
valor anadido.
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De los resultados obtenidos en el presente estudio se pueden obtener las
siguientes conclusiones:

Capitulo 5.Conclusiones

e Resulta posible la obtencion de manera simultanea de ectoina, PHAs y
EPSs a partir de CH4 mediante el uso de metanédtrofos.

e La mayor produccion de ectoina intracelular en estado estacionario se
obtuvo con una concentracion de magnesio de 0.2 g L1 con un valor
medio de 98.68 + 25.79 mg ectoina g biomasa, obteniéndose ademas
una mayor produccion media que investigaciones anteriores. [27].

e Se observé que la disminucion de concentracion de magnesio en el
medio de cultivo afecta negativamente a la produccion de ectoina
intracelular, ya que este nutriente tiene presencia en la ruta metabdlica
de dicho subproducto.

e La mayor concentracion de PHB-V en estado estacionario se alcanzd en
el reactor del consorcio. Ademas, la falta de magnesio foment6 la
produccion de PHB-V.

e Por primera vez se demostré produccion de PHBs con metanétrofos no
considerados de tipo Il.

e La produccion de EPSs se ve favorecida a altas concentraciones de
magnesio en el medio y fue detectada en mayores concentraciones en
el reactor consorcio.

e La capacidad de eliminacion, la eficiencia de eliminacion y la produccion
de CO2 no se vieron influenciadas por la concentracion de magnesio en
el medio en ninguna de las comunidades de microorganismos usadas.
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Anexo |. Rectas de calibrado

Recta de calibracion del CHa:
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Figura 17: Recta de calibracion de la concentracién de CH, respecto al area proporcionada por el GC-TCD.

Recta de calibracion del CO2:
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Figura 18: Recta de calibracion de la concentracion de CO, respecto al area proporcionada por el GC-TCD.
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Recta de calibracion de la ectoina:
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Figura 19: Recta de calibracion de la concentracién de ectoina en mg Lt respecto al area del HPLC.

Cromatogramas de HPLC para la deteccion de ectoina:

* Ectoine
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Figura 20: Cromatogramas de HPLC a) Estandar de ectoina a 100 mg L™ en MMS b) extracto de etanol de
Methylomicrobium alcaliphilum 20Z cultivado con un 3% de NaCl, 0.05 pM de Cu2+, 4% de CH,4, a 252C en
MMS.
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Recta de calibracion de los PHB:
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Figura 21: Recta de calibracion de la concentracidn tedrica de PHB respecto a la fraccion de PHB en acido
benzoico.

Recta de calibracion de los PHV:
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Figura 22: Recta de calibracién de la concentracion teérica de PHV respecto a la fraccion de PHV en acido
benzoico.
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Anexo Il. Tablas de datos

Tabla de datos medios de ectoina en la condicion 1:

Tabla 2: Datos medios obtenidos de ectoina intracelular durante la condicion 1 para ambos inéculos.

CONDICION 1 M. alcaliphilum 20 Z Consorcio

SST Ect mg [ SST (g Ect mg

Dias (gL™)| EctmgL™ | gSST* | L") | EctmgL® | gSST*
1 0,83 69,66 83,93 1,28 80,59 62,96
5 1,42 127,66 89,90 | 2,08 154,41 74,23
7 1,36 | 121,75 | 89,52 | 1,9 124,96 | 65,77
8 1,28 135,14 105,58 | 1,7 119,73 70,43
10 0,815 132,07 162,05 | 1,075 122,17 113,64
12 0,895| 127,42 142,37 | 1,115 122,93 110,25
13 1,615| 100,52 62,24 | 1,375 98,15 71,38
15 1,16 120,45 103,84 | 1,48 98,95 66,86
17 0,92 116,89 127,05 1,5 92,35 61,57
19 1,28 112,93 88,23 1,22 98,64 80,85
21 1,22 | 116,95 | 61,55 | 1,4 106,76 | 82,12
22 1,9 102,33 82,52 1,3 100,95 77,65
24 1,24 | 111,52 | 89,94 | 1,26 90,11 71,51
26 1,3 120,60 92,77 1,34 94,13 70,25
28 1,14 125,88 110,42 | 1,16 89,27 76,96

Tabla de datos medios de ectoina en la condicion 2:

Tabla 3: Datos medios obtenidos de ectoina intracelular durante la condicién 2 para ambos indculos.

CONDICION 2 M. alcaliphilum 20 Z Consorcio
SST (g Ectmg [ SST (g Ect mg
Dias L") | EctmgL" | gSST* [ L") | EctmglL™® | gSST*
1 1,76 132,25 75,14 1,32 89,71 67,96
3 1,34 77,22 57,63 | 1,22 76,71 62,88
5 1,52 79,90 52,57 1,04 57,47 55,26
6 0,96 68,50 71,35 1,06 49,60 46,79
9 1,84 71,96 39,11 1,08 48,77 45,16
12 1,89 55,43 29,33 1,38 50,77 36,79
13 1,88 100,46 53,44 1,23 53,42 43,43
15 2,15 73,06 33,98 1,2 57,19 47,66
17 1,86 86,31 46,40 1,09 64,48 59,16
19 1,3 88,49 68,07 1,02 72,45 71,03
20 1,48 80,59 54,45 1,02 69,89 68,52
22 1,45 79,36 54,73 0,99 65,95 66,62
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Tabla de datos medios de PHAs en la condicion 1:

Tabla 4: Datos medios obtenidos de PHAs durante la condicion 1 para ambos inéculos.

Anexos

CONDICION 1 M. alcaliphilum 20 Z Consorcio
Dia PHB (mgL™) | PHV (mgL™) | mgPHB gSST* | mg PHV g SST* [ PHB (mgL™) | PHV (mg L") | mg PHB g SST* | mg PHV g SST™
1 1,65 0,10 1,99 0,12 3,40 0,06 2,66 0,04
5 1,20 0,00 0,85 0,00 3,77 0,00 1,81 0,00
7 0,98 0,03 0,72 0,02 2,44 0,12 1,28 0,06
10 1,37 0,04 1,68 0,05 2,37 0,10 2,20 0,10
12 1,23 0,00 1,38 0,00 1,81 0,00 1,62 0,00
15 1,13 0,08 0,97 0,07 1,89 0,00 1,27 0,00
17 1,26 0,18 1,37 0,20 1,74 0,05 1,16 0,03
19 1,26 0,18 0,99 0,14 1,80 0,08 1,48 0,06
24 1,38 0,08 1,11 0,06 2,27 0,19 1,80 0,15
26 1,11 0,10 0,86 0,08 1,60 0,19 1,19 0,14
28 1,58 0,10 1,39 0,09 2,05 0,14 1,77 0,12

Vil
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Tabla de datos medios de PHAs en la condicion 2:

Tabla 5: Datos medios obtenidos de PHAs durante la condicion 2 para ambos inéculos.

Anexos

CONDICION 2 M. alcaliphilum 20 Z Consorcio
Dia PHB (mgL™) | PHV (mgL™) | mgPHB gSST* | mg PHV g SST* [ PHB (mgL™) | PHV (mg L") | mg PHB g SST* | mg PHV g SST™
1 2,79 1,88 1,58 1,07 3,98 1,33 3,02 1,01
3 2,04 1,34 1,52 1,00 2,97 1,40 2,43 1,15
5 1,08 1,50 0,71 0,99 2,21 1,25 2,13 1,21
8 1,06 1,88 0,58 1,02 2,85 1,06 2,64 0,98
13 1,23 1,93 0,57 0,90 3,32 1,69 2,76 1,41
15 0,46 2,10 0,25 1,13 3,06 2,00 2,81 1,84
17 1,92 1,40 1,48 1,07 2,83 2,41 2,78 2,37
19 1,30 1,25 0,88 0,85 2,82 2,41 2,76 2,37
20 0,70 1,70 0,48 1,17 2,32 1,47 2,34 1,48
22 0,78 1,06 0,28 0,38 2,64 1,01 2,02 0,77
24 0,80 1,54 0,26 0,50 1,74 1,43 1,29 1,06

Vil
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Tabla de datos medios de EPSs en la condicion 1:

Tabla 6: Datos medios obtenidos de EPSs durante la condicion 1 para ambos inéculos.

CONDICION 1 M. alcaliphilum 20 Z Consorcio

Dias EPS (mg L") | EPS (mggSSTY)| EPS (mgL™) | EPS (mggSSTY)
5 7000 4929,58 33200 15961,54
8 6800 5312,50 19400 11411,76

10 7000 8588,96 7400 6883,72

12 4400 4916,20 4600 4125,56

22 2200 1157,89 3600 2769,23

24 2200 1774,19 3400 2698,41

26 2600 2000,00 2200 1641,79

28 1600 1403,51 2400 2068,97

Tabla de datos medios de EPSs en la condicion 2:

Tabla 7: Datos medios obtenidos de EPSs durante la condicion 2 para ambos in6culos.

CONDICION 2 M. alcaliphilum 20 Z Consorcio
Dias EPS (mgL™) | EPS (mg g SSTY) | EPS (mgL™) | EPS (mg g SST™Y)
1 1200 681,82 800 606,06
3 600 447,76 1000 819,67
5 1200 789,47 1200 1153,85
6 2000 2083,33 1200 1132,08
8 1600 869,57 800 740,74
13 3100 2583,33 3400 2833,33
15 2200 2018,35 2500 2293,58
17 700 686,27 600 588,24
19 1200 1176,47 800 784,31
20 1700 1717,17 2700 2727,27
22 700 534,35 2000 1526,72
24 1300 962,96 1200 888,89
26 900 616,44 800 547,95




