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RESUMEN

El metano (CH4), emitido tipicamente a bajas concentraciones por la industria,
es considerado el segundo gas de efecto invernadero en importancia. Las
biotecnologias constituyen una alternativa eco-eficiente para su eliminacion,
pero el desconocimiento sobre su robustez ante fluctuaciones y fallos de
operacién a escala real limita su aplicacién. En este sentido, la rapida
capacidad de respuesta de las bacterias metanotréficas es clave. Se evallo la
robustez de tres biorreactores frente a condiciones de alimentacién-hambruna
para la eliminacion de CHa4 en emisiones diluidas (= 4 % v/v) (R1 previamente
operado en continuo, R2 y R3 ya operados en alimentaciéon-hambruna). El
andlisis del gen pmoA (metano-monooxigenasa) y de parametros
macroscopicos (eliminacion de CHs4, produccion de CO2...) mostré una
recuperacion de la actividad metanotréfica (domindada por Methylocystis)
extremadamente rapida (0.5 - 1.5 horas) tras cinco dias de hambruna,
independientemente del historial previo de operaciéon de los biorreactores,
confirmando asi la robustez de esta biotecnologia.

Palabras clave
Gas de efecto invernadero, reactor de tanque agitado, pmoA, ciclos hambruna-
alimentacioén, robustez.

ABSTRACT

Methane (CHas), typically emitted at low concentrations by industry, is
considered the second most important greenhouse gas. Biotechnologies
constitute an eco-efficient alternative for CHs treatment, but the lack of
knowledge on their robustness towards fluctuations and operational failures at
industrial facilities limit their application. In this context, the rapid response of
methanotrophic bacteria is a key factor. In this work, the robustness of three
bioreactors for the abatement of CHs in diluted emissions (= 4 % v/v) was
evaluated under feast-famine conditions (R1 previously operated in a
continuous mode, R2 and R3 previously operated under feast-famine regime).
Results from the analysis of the pmoA gene (methane-monooxigenase) and
macroscopic parameters (CHs elimination capacity, CO2 production...) showed
an extremely fast recovery of the methanotrophic activity (dominated by
Methylocystis) (0.5 - 1.5 hours), regardless of the previous operation history of
the reactors, thus supporting the robustness of this biotechnology.

Keywords:
Greenhouse gas, stirred tank reactor, pmoA, feast-famine, robustness.
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1. INTRODUCCION

Los gases de efecto invernadero (GEls), entre los que figuran el didéxido de
carbono (CO>), el metano (CHa4), el éxido nitroso (N20), los gases fluorados (F-
gases) y el ozono (03), son un conjunto de compuestos quimicos presentes en
la atmésfera, de origen natural y/o antropogénico, que retienen parte de la
radiacion infrarroja que la Tierra emite tras haber sido calentada por el Sol,
provocando asi su calentamiento. El efecto invernadero, es, por tanto, un
fendmeno natural que permite mantener la temperatura de la Tierra en valores
aptos para la vida. Sin embargo, su efecto beneficioso puede verse alterado
por la actividad humana, responsable del incremento en la concentracion de
GEls en la atmésfera, que provoca el calentamiento progresivo de la superficie
terrestre, lo que se conoce como “calentamiento global”. Con diferencia, el
principal GEI emitido a causa de la actividad humana es el CO2. Este gas
representa aproximadamente un 80 % de las emisiones totales de GEls. Le
siguen, en orden de importancia, el CHa (= 10 %), N20 (= 5 %) y los F-gases (= 2
%) (EEA, 2017; EPA, 2016) (Fig. 1).

HFCs, PFCs, SF. and NF. Subtotal
2.8%

Figura 1. Emisiones de gases de efecto invernadero en Estados Unidos en 2015 (porcentajes basados
en millones de toneladas métricas de CO2 equivalente (EPA, 2016).

Las emisiones antropogénicas de gases de efecto invernadero han ido
aumentando desde la era pre-industrial hasta la actualidad, impulsadas en
gran medida por el crecimiento econémico y en menor medida, por el
crecimiento demogréfico (Fig. 2). Durante el periodo que abarca los afos 1970
y 2010, los mayores incrementos absolutos se observaron entre 2000y 2010,
a pesar del aumento en la implantacion de politicas de mitigacion del cambio
climatico. En 2010, las emisiones de GEls de origen antropogénico alcanzaron
las 49 + 4.5 GtCO2-eq / ano (Fig. 3).
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Figura 2. Concentraciones atmosféricas globales de GEls (COz (verde), CHa (naranja) y N20 (rojo))
determinadas a partir de los datos de ntcleos de hielo y de mediciones atmosféricas directas (IPCC,

2014).
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Figura 3. Emisiones antropogénicas anuales de los gases de efecto invernadero (CO2 procedente de la
combustion de combustibles fésiles y procesos industriales (amarillo), CO2 procedente del sector
forestal y otros usos del suelo (rojo), CHa (azul celeste), N2O (azul), F-gases (azul oscuro)) incluidos en el
Protocolo de Kioto (IPCC, 2014).

Como consecuencia del aumento en la concentracion de GEls en la atmésfera,
la temperatura media del planeta ha aumentado. EI promedio global
combinado de los datos de temperatura de la superficie terrestre y ocednica
muestra un calentamiento de 0.85 °C [0.65 °C - 1.06 °C] durante el periodo
correspondiente a los afios 1880 - 2012 (Fig. 4). En los océanos, el
calentamiento es mayor cerca de la superficie; en los primeros 75 metros el
agua se calenté en 0.11 °C[0.09 °C - 0.13 °C] por década durante el periodo
de 1971 -2010 (IPCC, 2014).

El aumento en la concentracion atmosférica de GEls (principalmente CO2, CHa
y N2O) parece ademas estar relacionado con cambios en la salinidad y el pH de
los océanos. Asi, es altamente probable que las regiones con elevada salinidad,
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donde domina la evaporacion, se hayan vuelto mas salinas, mientras que en
las regiones donde predomina la precipitacion, se haya perdido contenido en
sales a lo largo de los Ultimos cincuenta anos. La acidificacién de los océanos
a consecuencia de la absorcion del CO2 presente en exceso en la atmdsfera se
ha constatado por la disminucién en el pH de 0.1, lo que corresponde a un
aumento del 26% de la acidez, medida como concentracién de iones de
hidrogeno. Esta acidificacion repercute a su vez en la fauna marina y los
ecosistemas (IPCC, 2014).
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Figura 4. Anomalia de la temperatura media global combinada de la superficie terrestre y los océanos
(IPCC, 2014).

Por otro lado, el aumento en la concentraciéon de GEls ha generado un impacto
sobre el nivel del mar. Entre 1992 y 2011, las capas de hielo de Groenlandia 'y
La Antartida Occidental han perdido masa. Los glaciares han seguido
reduciéndose casi en todo el mundo; las temperaturas del permafrost han
aumentado en la mayoria de las regiones desde comienzo de los afios ochenta
en respuesta al aumento de temperatura de la superficie y a la variacién de la
masa de nieve. Entre 1901y 2010, el nivel medio del mar subié 0.19 m [0.17
m a 0.21 m] (IPCC, 2014) (Fig. 5).
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Figura 5. Cambio promedio global del nivel del mar correspondiente al periodo 1986-2005 (IPCC,
2014).
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A parte del calentamiento global y el deshielo, otra consecuencia importante es
el smog, un tipo de contaminacién atmosférica que se genera debido a las
emisiones de GEls procedentes de la actividad humana y mediante reacciones
fotoquimicas de estas emisiones. El smog contiene 6xidos de nitrégeno,
compuestos organicos volatiles (COVs) y Os, entre otros compuestos, que
provocan un claro impacto negativo sobre la salud humana y los ecosistemas
(IPCC, 2014) (Fig. 6). Concretamente, el O3 troposférico se genera mediante
reacciones fotoquimicas con otros gases resultantes de la actividad humana
(6xidos de nitrégeno, COVs,...) (IPCC, 2014). Esto ha provocado el aumento en
las concentraciones mundiales de Oz a nivel de suelo, lo que reduce la
esperanza de vida de la poblacién y el rendimiento de los cultivos bajo
exposicién a largo plazo. Se estima que el Oz antropogénico esta asociado a
0.7 + 0.3 millones de muertes por causas respiratorias cada ano en todo el
mundo (Anenberg et al., 2010). Por otro lado, la produccion mundial de maiz,
soja y trigo se ha reducido entre un 2 y un 15% debido a esta exposicion al O3
antropogénico (Avnery et al., 2013).

e -

-l

Figura 6. Smog generado a consecuencia de las emisiones antropogénicas de GEls en la ciudad de
Beijing (China).

el i

Ante este escenario mundial, 195 paises adoptaron en diciembre de 2015, el
primer acuerdo vinculante para reducir las emisiones de GEls con el fin de
mantener el aumento de la temperatura media mundial por debajo de los 2 °C
(“Acuerdo de Paris”, alcanzado durante la Conferencia de Paris sobre el Clima
(COP21)). A nivel europeo, el objetivo es disminuir en un 20 % las emisiones de
GEls para el ano 2020 y en un 40 % para el ano 2030 (“Climate Action,” n.d.)
De hecho, la Unién Europea estd actualmente evaluando la posibilidad de
modificar el objetivo para 2020 a un 30 %, puesto que, a pesar de que en el
ano 2015 se constaté el primer aumento en la emision de GEls desde el afio
2010, desde 1990 a 2015 las emisiones de GEls se han reducido en un 22.1
%, al tiempo que la economia de la Unién Europea creci6é un 50 % durante este
periodo (Fig. 7). Esto demuestra, que el crecimiento econémico a largo plazo es

10
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compatible con la reduccion de GEls y que por, tanto, deben mantenerse y
renovarse las medidas politicas encaminadas a reducir progresivamente las
emisiones.

7000

5654
6000

5000 W
w
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3000

Mt CO, equivalents

2000

1000

Figura 7. Emisiones de GEls en la Union Europea-28 e Islandia desde 1990 a 2015 (EEA, 2017).

CO2 y CH4 constituyen los principales GEls emitidos a consecuencia de la
actividad humana. Ambos representan el 92 % del total de las emisiones (EEA,
2017; EPA, 2017). ElI CO2 antropogénico procede principalmente de la
utilizacion de combustibles fésiles, la produccion industrial y la deforestacion.
Las emisiones mundiales de CO2 procedentes de la combustion de
combustibles fosiles y de los procesos industriales contribuyen alrededor del
78 % de las emisiones totales de GEls (IPCC, 2014). En los Estados Unidos, en
2015, el 93.3 % de las emisiones de CO> se originaron por el uso de
combustibles fésiles, siendo el sector transportes y el sector energético los que
mas contribuyeron en la generacion de estas emisiones (32 % y 35 % del total,
respectivamente) (Fig. 8) (EPA, 2017). De forma similar, en la Unién Europea el
sector transportes contribuy6 un 24 % al total de las emisiones de CO2 en 2015
(Fig. 9) (EEA, 2017).

2,500
Relative Contribution by Fuel Type

2,000 1,901
W Petroleum 1,736
g W Coal

& 1,500 M Natural Gas

S ¥ Geothermal

o

% 1,000

805
00 320
246

U.S. Territories Commercial Residential Industrial Transportation Electricity Generation

Figura 8. Fuentes de emisiones de CO2 procedentes del uso de combustibles fosiles por sector y tipo de
combustible en Estados Unidos (2015) (EPA, 2017).
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Figura 9. Fuentes de emisiones de CO2 por sector en la Union Europea (2015) (EEA, 2017).

A diferencia del CO2, que puede permanecer en la atmésfera durante varios
siglos, el CHa, considerado el segundo GEI antropogénico en importancia (EEA,
2017; EPA, 2017; IPCC, 2014), presenta una vida media atmosférica
relativamente mas corta (= 12 afos) (Tabla 1) (EPA, 2016; IPCC, 2014). Sin
embargo, su Potencial de Calentamiento Global (PCG) es 83 veces mayor que
el del CO2 en un horizonte a 20 anos (Tabla 1) (IPCC, 2014). Los responsables
politicos generalmente ignoran el PCG del CH4 a 20 afos (duracién aproximada
de su efecto sobre el planeta), sino que, por una mera cuestion de convencion,
utilizan el PCG del CHsy del resto de GEls a 100 aios en la elaboracion de los
inventarios de emisiones de la nacion (Tabla 2). Esto contribuye a subestimar
los efectos perjudiciales del CHa sobre la Tierra (subestima su PCG) (Daniel et
al., 2012; Ocko et al., 2017). De hecho, investigadores del Fondo para la
Defensa del Medio Ambiente (“Environmental Defense Fund,” n.d.), han
propuesto que ambas escalas temporales (20 y 100 anos) sean publicadas
como un par inseparable para cada GEI, de modo que pueda hacerse un
analisis mas realista de las politicas climaticas (Ocko et al., 2017). Por tanto,
los esfuerzos para limitar las emisiones de CHa4 (y de otros GEls de corta
duracién en la atmésfera) deben ser parte del esfuerzo global para lograr
alcanzar el objetivo de mantener el calentamiento global de la superficie
terrestre por debajo de los 2 °C.

12
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Tabla 1. Ejemplo de valores de PCG utilizando diferentes escalas temporales (IPCC, 2014).

GWP
Lifetime (yr) Cumulative forcing | Cumulative forcing
over 20 years over 100 years

Co, b 1 1

CH, 124 84 28

N,0 121.0 264 265

CF, 50,000.0 4880 6630
HFC-152a 1.5 506 138

Notes:
b No single lifetime can be given for CO,. {WGI Box 6.1, 6.1.1, 8.7}

Tabla 2. Potenciales de Calentamiento Global (PCG) calculados para un horizonte temporal de 100 anos
utilizados por la Agencia para la Proteccion del Medio Ambiente de los Estados Unidos (EPA) en el
Inventario de Emisiones de Efecto Invernadero 1990-2015 (EPA, 2017).

Gas WPG
CO2 1
CHg@ 25

@E| PCG del CHa incluye los efectos directos y los indirectos debidos a la produccién de ozono y vapor de agua
troposféricos. El efecto indirecto debido a la produccion de CO2 no esta incluido. Fuente: IPCC, 2007.

Durante los Ultimos 250 afos, la concentracion de CHs4 en la atmoésfera
aumentd en un 150 % (IPCC, 2014). Las emisiones antropogénicas de CHa
constituyen entre un 50 % y un 65 % de las emisiones totales de este GEI (OMM,
2015), y proceden principalmente de la ganaderia (fermentacion entérica,
estiércol), la quema de combustibles fésiles, las actividades agricolas, los
vertederos, sistemas de gas natural, produccién de combustibles fosiles, y la
quema de biomasa, tratamiento de aguas residuales y ciertos procesos
industriales (EPA, 2017). En la Unién Europea, en el aino 2015, las emisiones
de este GEI constituyeron un 11 % de las emisiones totales de CHas, siendo las
principales fuentes de generacion la fermentacion entérica y los residuos
anaerobios (Fig. 10) (EEA, 2017). En este mismo ano, las emisiones
antropogénicas de CHa en los Estados Unidos, constituyeron un 10 %, siendo
las principales fuentes de generacion de este gas la fermentacién entérica, los
sistemas de gas natural y los vertederos (EPA, 2017).

13
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Figura 10. Fuentes de emisiones de CH4 en la Union Europea (2015) (EEA, 2017).

La mayor parte de estas emisiones de CHs son emisiones puntuales en
explotaciones agropecuarias, sistemas de gas natural (emisiones durante el
almacenaje y distribucion, emisiones fugitivas...), pilas de compost, vertederos,
sistemas de extraccion de aire en el sector minero, etc. (EEA, 2017; EPA, 2017).
De hecho, centrales eléctricas, industrias manufactureras, explotaciones de
ganado, vertederos, minas de carb6n subterraneas, plantas de tratamiento de
aguas residuales y de residuos sélidos urbanos, se construyen en la actualidad
con sistemas de ventilacion forzada (extraccion) para la descarga de estas
emisiones. Esto implica que la eliminacion del gas contaminante podria
llevarse a cabo in situ mediante las tecnologias adecuadas. En este contexto,
la Organizaciébn Meteorolégica Mundial (OMM) (“World Meteorogical
Organization,” n.d.), sefialé que una reduccién drastica de las emisiones de CH4
podria constituir una alternativa de bajo coste para reducir el cambio climatico
mientras la mitigacion de CO2 a escala mundial no se alcanza de manera
satisfactoria (OMM, 2011).

Por otro lado, a pesar de que parte del CHs liberado a la atmosfera por la
actividad humana puede ser recuperado en forma de energia limpia
(combustible en turbinas de gas, generadores de vapor, calefaccion, vehiculos
de transporte...), la mayor parte de estas emisiones antropogénicas de CHa (55
%) presentan concentraciones por debajo del 3 % (v/v), y por tanto, su uso como
fuente de energia limpia se ve limitado (Avalos Ramirez et al., 2012; Nikiema
et al., 2007). Es por tanto necesario el desarrollo de tecnologias eficientes, de

14
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bajo coste, y con baja huella ambiental para la eliminacion de estas emisiones
de CH4 diluidas.

Las tecnologias fisico-quimicas, como la combustién de CH4 en antorchas (Fig.
11), la oxidacién catalitica o las tecnologias de pre-concentracién del gas como
la adsorcion o la absorcion, se han venido utilizando de manera tradicional para
la eliminacion de CHas, sin embargo, estas tecnologias no son efectivas o
econémicamente viables para el tratamiento de las emisiones diluidas de CH4
tipicamente generadas por las actividades de tratamiento de residuos, mineria
del carb6én o cria de ganado (Scheutz et al., 2009). Por ejemplo, en vertederos,
como norma general, una vez que el contenido en CHs del gas generado
disminuye por debajo del 30 % v/v, su uso como fuente de energia en motores
de combustion se ve limitado, y por debajo de un 20 % v/v las modificaciones
en las antorchas estandar para la combustion de estas emisiones diluidas
dejan de ser efectivas.

Figura 11. Antorcha de quemado de biogas en el vertedero.

La Tabla 3 muestra las tecnologias disponibles para el tratamiento de
emisiones diluidas de CHa procedentes de vertederos (tecnologias de mayor
disponibilidad en el mercado) y sus limitaciones en cuanto a contenido minimo
de CH4 (%) y caudal de gas (m3 h1). Ademas de las limitaciones relacionadas
con la imposibilidad del tratamiento de corriente diluidas de CHas, las
tecnologias fisico-quimicas presentan otras limitaciones como la generacién de
CO2 y otras sustancias toxicas resultantes de la combustion de CHa en
antorchas, o los elevados costes de inversion y mantenimiento de las
tecnologias de adsorcién/absorcion, que requieren de varias etapas de
tratamiento y eliminacién para conseguir un elevado grado de purificacion del
gas contaminante.

15




ESCUELA DE INGENIERIAS
INDUSTRIALES

Tabla 3. Identificacion de las tecnologias mayormente disponibles en el mercado para la eliminacion de
gases de vertedero con bajo poder calorifico (bajas concentraciones de CHa).

Technology Methane Content (%) Gas Flow Rate (m3/hr)

Readily Available And Meet EPA Temperature And Retention Requirements.

Conventional HT Flare 30-50+ 50-2500+

Modified HT Flares =20 - 50+ E0-2,500+
Low-CV Flare 10-15-25+ A0 - 100+
Intermittent Flaring =20 - 50+ 50 - 100+

Readily Available And Do Not Meet EPA Temperature And Retention Requirements.

Operation Of HT Flares Below 1,000°C »20-50+ 50-2,500+
Supported Combustion Flares 0-15 50-2,500
Open Flares =20 10- 2,500+

Active and Passive Venting 0-100 0 - any

Emerging Technologies

Non-Catalytic Thermal Cxidation 04-27 500 - 50,000 (at 0.3 - 0.8%)
In-Situ Oxidation 0-50 0 - 140 m¥ha/hr
Biofiltration 0-20 0-500

Como alternativa emergente al tratamiento fisico-quimico, el tratamiento
bioldgico o las biotecnologias, si permiten el tratamiento de corrientes diluidas
de CHa (Tabla 3). Las biotecnologias hacen uso de microorganismos (bacterias
u hongos) para degradar los gases contaminantes, y existen pruebas empiricas
suficientes que las sitian como una alternativa econémica y sostenible frente
a los procesos fisicoquimicos para la eliminacion de GEls (Lépez et al., 2013).
De forma global, las biotecnologias presentan costes de operacion (Fig. 12) e
impactos medioambientales significativamente menores que los métodos
fisico-quimicos (Alfonsin et al., 2015; Estrada et al., 2012). Estos Ultimos se
caracterizan de forma general por su elevado consumo de energia, y de
materiales y reactivos, asi como por la generacién de residuos peligrosos tras
el tratamiento. El uso de las biotecnologias para el tratamiento de emisiones
diluidas de CHa4 no sélo permite la eliminacién del gas contaminante, sino que
ademas permite su valorizacion en forma de productos de valor afadido
(proteinas, biopolimeros, metanol, acidos organicos, ectoina, etc.), que pueden
ser usados en diferentes procesos industriales de produccion (Strong et al.,
2015).
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Figura 12. Costes de operacion para cuatro tecnologias comunmente utilizadas para el tratamiento de
olores y COVs. El tamanio de las gréaficas es proporcional a los costes de operacion totales anuales de
cada tecnologia en un escenario de referencia comdn (BTF=1.2 € (m3h)1, BF=2.0 € (m3 h)1, CS=3.6 €
(m3h)1, AC=7.2 € (m3 h)1). Analisis realizado para una emision odorifera de 50.000 m3h-1 (Estrada et
al, 2012).

Las biotecnologias se presentan por tanto como una alternativa sostenible,
econdmica y eficiente para el tratamiento y valorizacion de emisiones diluidas
de GEls, y contribuyen por tanto a impulsar el desarrollo de una economia
sostenible y circular que se sitlia entre las prioridades de la Unién Europea
dentro del programa de investigacion e innovaciéon Horizonte 2020
(“ESHORIZONTE2020,” n.d.). Es por tanto necesario impulsar el desarrollo de
estas biotecnologias, mediante la superacién de sus limitaciones para que su
instauracion en el mercado permita aprovechar las ventajas citadas.

Entre las limitaciones mas relevantes para el desarrollo e implementacion de
las biotecnologias para el tratamiento de emisiones diluidas de CHs4 se
encuentran:

1. La limitada velocidad de transferencia del CH4 (Fga, mol m=3s-1) al
medio de cultivo como resultado de su baja solubilidad en agua (Ley de
Henry, Hcva = 30, a 25 °C) (Ecuacion 1) (Kiag/a representa el coeficiente
volumétrico global de transferencia de CH4 (s™1), y [CHalc y [CH4la las
concentraciones de CHs (mol m=3) en la fase gas y acuosa,
respectivamente). Esta limitaciéon del proceso por transporte del
sustrato gaseoso, que implica el uso de biorreactores de gran volumen
(Estrada et al., 2014), se veria incrementada en procesos que emplean
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aire (la fuente de 02 mas econdémica) como fuente de aceptor de
electrones, debido a la dilucién por N». Esta dilucién conllevaria una
reduccién en el gradiente de concentraciones interfase-fase global que
gobierna el transporte de metano al medio de cultivo (Lopez et al.,
2013).

F. . =K.a

CH, |.
cia — ey Qi[CHJ (1)

CH4

A

El conocimiento limitado a cerca de la habilidad de estos sistemas para
responder frente a fluctuaciones o fallos operacionales que tipicamente
tienen lugar en las instalaciones a nivel industrial (Kraakman, 2003). La
comprension acerca de cOmo estos sistemas pueden responder ante
fallos operacionales o fluctuaciones (robustez) no sélo implica la
evaluacién de dichos sistemas a nivel macrobiolégico, sino también a
nivel microbiolégico. Existe un conocimiento limitado sobre los aspectos
microbiolégicos de estos sistemas dedicados al tratamiento de
corrientes de CHs diluidas (Lépez et al., 2013) que limita su
implementacion a escala industrial.

La acumulacién de biomasa en biorreactores empacados (Devinny and
Ramesh, 2005) que afecta en Gltimo término a las eficiencias de
eliminacion de CHa.

Varios tipos de biorreactores como los biofiltros, biofiltros percoladores,
biorreactores de tipo air-lift, tanques agitados y biolavadores han sido utilizados
para el tratamiento del CHa4 presente en emisiones de aire (Fig. 13) (Lopez et
al.,, 2013). Entre estas tecnologias, la mas cercana al mercado es la
biofiltracién. Un biofiltro consiste en una columna con un soporte organico,
donde se hace circular el gas contaminante y un medio de cultivo liquido a
contracorriente, lo que permite el crecimiento de los microorganismos (que
depuran el gas contaminante) sobre el soporte en forma de biopelicula. La
biofiltracién y el resto de biotecnologias mencionadas constituyen tecnologias
emergentes que pueden convertirse en una opcion de futuro y, por tanto, su
desarrollo es de especial relevancia.
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Figura 13. Tipos de biorreactores para la eliminacion de CH4 que se han reportado en la literatura. a)
biofiltro, b) filtro percolador, ¢) tanque agitado, d) biorreactor de tipo air-lift (Lopez et al., 2013).

En cuanto a las limitaciones de transferencia de CHa tipicamente encontradas
en estos sistemas (biofiltros, biofiltros percoladores, biolavadores...), en los
Gltimos afos se ha llevado a cabo de una actividad de investigacién intensa
que ha permitido generar avances a este respecto. Asi, por ejemplo, se ha
investigado el potencial de mejora de transferencia de CH4 en biorreactores de
dos fases basados en la adicion de una fase no acuosa (polimeros solidos o
solvente liquido) con una elevada afinidad por el CHa, observandose un
incremento en la absorcion de este gas (Rocha-Rios et al., 2011). Otros autores
han observado que la utilizacién de piedras como material soporte, junto con
un surfactante no i6nico en un biofiltro percolador, permitié alcanzar un
maximo en la eliminacion de CHa (CEchs4) de 21 g m3 h', con tiempos de
retencion del gas muy reducidos (0.07 horas) (Avalos Ramirez et al., 2012;
Lépez et al., 2013).

Las labores de investigacion encaminadas a disminuir los problemas de
acumulacion de biomasa, falta de robustez y falta de conocimiento
microbiolégico del proceso no han sido tan intensas, a pesar de constituir
factores clave para el desarrollo e implantacion de estas biotecnologias en el
mercado.

Se ha observado que la acumulacién excesiva de biomasa en biorreactores
para el tratamiento de COVs puede afectar a los rendimientos de eliminacién

de estas tecnologias (Devinny y Ramesh, 2005). Cox & Deshusses, 1999
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demostraron que la acumulacién de biomasa en biofiltros puede generar
problemas de operacién como mayor resistencia del flujo de aire, caida de
presion y formacion de canales preferenciales que pueden contribuir a
disminuir la capacidad de eliminacién del contaminante en cuestion e incluso
a generar la obstruccion (“clogging”) del sistema. Entre las opciones
disponibles para la prevencion de este problema, se encuentran el lavado
quimico, el lavado inverso o la eliminaciéon mecanica de la biomasa mediante
agitacion (Serial et al., 1995; Smith et al., 1996; Weber y Hartmans, 1996;
Wiubker et al.,, 1997) Sin embargo, estas soluciones implican el diseno de
biorreactores complejos, elevados costes asociados a la necesidad de equipos
adicionales y el incremento en la inversion de tiempo por parte de los operarios
después del tratamiento.

Una alternativa a estas soluciones consiste en utilizar estrategias de operacién
“alimentacién-hambruna” con el fin de limitar el crecimiento de la biomasa en
estos sistemas. Esta estrategia de operacion consiste en la aplicacion de dos
periodos alternos diferenciados por la presencia de una fuente de carbono en
el medio liquido disponible para los microrganismos (alimentaciéon) o la
ausencia de la misma (hambruna). Durante el periodo de alimentacién, la
fuente de carbono proporcionada es oxidada por los microorganismos
presentes en el sistema y acumulada en las células en forma de compuestos
intracelulares de reserva. Durante el periodo de hambruna, las células
consumen las sustancias de reserva acumuladas para poder satisfacer asi sus
demandas energéticas (Suarez-Mendez et al., 2014). Debe destacar que los
periodos de inanicion en la fase liquida del biorreactor pueden conducir tanto
al mantenimiento del cultivo como a cambios significativos en el nimero de
células, composicion de la comunidad y estado fisiolégico (Konopka et al.,
2002). En este sentido, estudios previos en biofiltros de tratamiento de tolueno,
informaron de grandes pérdidas de biomasa durante periodos de hambruna
que duraron entre 2 y 9 dias, mientras que la tasa de respiracion endégena
disminuyé rapidamente (Cox y Deshusses, 2002; Métris et al., 2001).
Especificamente, Cox & Deshusses, (2002), encontraron hasta un aumento de
dos veces en las capacidades de eliminacion de tolueno en comparacién con
los valores anteriores a la inanicion, a pesar de la pérdida de 10 a 50% de la
biomasa después de 7 dias de hambruna. Ademas, Métris et al., (2001),
demostré que las inaniciones de 3 dias conducen a una disminucién de la
produccién de CO2 en un 12 % en comparacién con los valores previos
obtenidos en condiciones de estado estacionario, lo que indica que la tasa de
respiracion habia disminuido durante los periodos de hambruna.

Otra de las limitaciones anteriormente mencionada y que dificulta la
penetracion en el mercado de las biotecnologias para el tratamiento de CHs es
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el mito de su escasa robustez ante fluctuaciones o fallos operacionales
(comunes a escala industrial). La robustez se puede definir como la habilidad
de una tecnologia para manejar las fluctuaciones del proceso y la capacidad
de recuperarse después de alteraciones operacionales (Kraakman, 2003). A
pesar de que varios estudios han demostrado la estabilidad dinamica y la
capacidad de recuperacién de los sistemas biolégicos para el tratamiento de
gases frente a fluctuaciones de proceso y fallos operacionales desde el punto
de vista macroscépico (Estrada et al., 2012; Lebrero et al.,, 2010), los
detractores de las biotecnologias continlan sefalando su limitada robustez
como una de las principales desventajas frente a los procesos fisico-quimicos.
Se hace por tanto necesario, continuar investigando la robustez de las
biotecnologias no s6lo a escala de laboratorio sino también a escala industrial
y a largo plazo (Munoz et al., 2015) para facilitar su implementacién en el
mercado.

Entre los factores que influyen sobre la robustez de un sistema biologico, es
decir, sobre su capacidad de respuesta ante los cambios, se incluyen la
seleccion del material de empacado, el tipo de microorganismos (inoculo) a
utilizar, el modo de inoculacién, las caracteristicas de solubilidad en agua de
los contaminantes y el adecuado disefio y operacién de los biorreactores
(Muhoz et al., 2015). Sin embargo, en Gltimo término, la robustez de un sistema
biolégico esta intrinsecamente relacionada con la capacidad de los
microorganismos que lo habitan para responder ante los cambios en su
ambiente. Por tanto, el estudio de la microbiologia del proceso es fundamental
para garantizar la eliminacion robusta y eficiente del gas contaminante.

En biorreactores para el tratamiento de corrientes diluidas de CHa, las bacterias
metandétrofas son las responsables de la oxidacion de CHa4 (Fig. 14) y de su
transformacién en compuestos de alto valor anadido. Las bacterias
metanédtrofas obtienen energia y sintetizan todos los compuestos organicos
celulares a partir de CHs y de algunos otros precursores reducidos de un solo
atomo de carbono (precursores C1) (Dedysh y Dunfield, 2011). Estas bacterias
se encuadran dentro del grupo de los metiloétrofos, microorganismos que
pueden crecer utilizando compuestos de carbono (uno o varios carbonos) que
carecen de enlaces C-C. Sin embrago, no todos los microrganismos metil6trofos
son metanétrofos, es decir, no todos son capaces de oxidar CHa. Las bacterias
metanotréficas suelen requerir de manera estricta la disponibilidad de CH4
para su crecimiento (metanétros obligados), aunque algunas son bacterias
metanotroéficas facultativas capaces de crecer con otros compuestos
adicionales como el metanol, formato, formaldehido o metilaminas, acetato,
piruvato, succinato, malato, etanol...) (Dedysh y Dunfield, 2011).
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Figura 14. Esquema general de la oxidacion de CHa por las bacterias metanotréficas (Hwang et al.,
2014).

Las bacterias metanotréficas se encuentran muy extendidas en la naturaleza
tanto en ambientes terrestres como acuéticos. Se trata de un grupo que exhibe
diversas morfologias y que esta relacionado tanto filogenéticamente como por
su capacidad para oxidar CHa4. Desde el punto de vista filogenético o evolutivo,
estas bacterias se incluyen en su mayoria dentro de filo Proteobacteria.
También existen bacterias metanétrofas dentro del filo Verrucomicrobia (Fig.
15) (Dedysh y Dunfield, 2011).

Type | methanotrophs
Bacteria Archaea Eucaryota

Type Il methanotrophs
(Alphaproteobacteria)

Green
Fllamentous st
bacteria Entamoebae 't  Animals
molds

Fungi
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Cyanobacteria Ciliates

Planctomyces Flagellates

Bacteroides
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Th 7
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Microsporidia
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Figura 15. Arbol de la vida en el que se destacan los principales grupos de bacterias metanotrdficas
(letra azul con fondo amarillo).

Estas bacterias se dividieron inicialmente en tres grupos atendiendo a criterios
morfolégicos, fisiolégicos (ruta para la asimilacién del carbén), estructurales
(disposicién de la membrana celular) y quimiotaxonémicos (Knief, 2015). Asi,
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los metanétrofos de Tipo |, incluidos en la clase Gammaproteobacteria (Fig.
15), asimilan compuestos de un solo carbono a través del ciclo de la Ribulosa
Monofosfato (Fig. 14). Poseen membranas citoplasmaticas internas en forma
de discos abultados perpendiculares a la pared celular formadas por acidos
grasos de entre 14 y 16 carbonos (Fig. 16). Los géneros Methylomonas,
Methylomicrobium, Methylobacter y Methylococcus, entre otros, pertenecen a
este grupo (Fig. 14) (Bratina et al., 1992; Michael et al., 2012; Stein et al.,
2012). Las bacterias metanotréficas de Tipo Il pertenecen a la clase
Alfaproteobacteria (Fig. 15), asimilan compuestos C1 a través de la ruta de la
serina (Fig. 14) y contienen acidos grasos de 18 carbonos en su membrana
citoplasmatica (Hanson and Hanson, 1996; Scheutz et al., 2009), las cual se
organiza formando “pilas” a lo largo de la periferia celular y de forma paralela
a la pared celular (Fig. 16). Ademas son capaces de fijar N2 (Hanson and
Hanson, 1996). Los géneros mas representativos de este grupo son
Methylosinus, Methylocystis y Methylocella (Fig. 14). El tercer grupo de
bacterias metanotroficas, el Tipo X, presenta caracteristicas de ambos tipos
(Tipo 1y Tipo Il). Utilizan la ruta de la Ribulosa Monofosfato y poseen éacidos
grasos de membrana de 16 carbonos al igual que las bacterias metanotroficas
de Tipo |, pero también son capaces de fijar el N2 como las bacterias de Tipo Il.
Generalmente crecen en ambientes con temperaturas mas elevadas que los
metandétrofos de Tipo | y Tipo Il. En este grupo se encuentran los géneros
Methylococcus y Methylocaldum.

Los analisis filogenéticos basados en el uso del RNA ribosomal 16S como
marcador evolutivo confirmaron la existencia de los grupos Tipo | y Tipo Il, sin
embargo, el grupo de metanétrofos de Tipo X se reclasifico como un subgrupo
dentro de las bacterias metanotréficas de Tipo | (Gamaproteobacteria) en base
a este criterio (Knief, 2015). En los dltimos anos, la aparicion de nuevos
metanédtrofos con caracteristicas que hacen dificil su inclusién en uno u otro
grupo ha puesto en duda la validez de esta clasificaciéon, por lo que se
recomienda el uso de los términos Tipo |y Tipo Il como sinénimos de los grupos
filogenéticos Alfa-y Gammaproteobacteria (Fig. 15). Los metanétrofos incluidos
en el filo Verrucomicrobia se conocen como metanétros Tipo Il (Knief, 2015).
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Figura 16. Bacterias metanotroéficas. a) Micrografia electronica de una célula de Methylosinus, que
ilustra un sistema de membranas de tipo Il. b) Micrografia electrénica de una célula de Methyloccocus
capsulatus, que ilustra un sistema de membranas de tipo I.

Conocer qué tipo de bacterias metanétrofas predominan en un ecosistema, asi
como las comunidades de microrganismos que conviven con ellas dentro del
mismo (biodiversidad) es importante para entender el funcionamiento del
mismo. Varios autores han demostrado la relacibn que existe entre la
biodiversidad y/o sus componentes del ecosistema con el funcionamiento y
estabilidad del mismo (Ho et al., 2011). Por tanto, es relevante conocer los
cambios en la biodiversidad ante cambios en el ambiente de las comunidades
microbianas.

La identificacion de las bacterias metanétrofas, y de los microorganismos que
cohabitan con ellas, se ha llevado a cabo en multitud de ambientes naturales
(suelos, agua, sedimentos...) (Kizilova et al., 2013; Tavormina et al., 2010), sin
embargo su estudio en biorreactores es escaso. En la mayoria de los casos,
esta identificacion se ha llevado a cabo mediante técnicas moleculares que
usan el gen que codifica para el ARN ribosémico 16S como marcador para
determinar las relaciones evolutivas. Este gen esta presente en todas las
células (en los ribosomas) y presenta regiones conservadas y regiones
variables que permiten conocer las relaciones evolutivas entre los
microrganismos mediante comparacion de la secuencia de este gen y, por
tanto, permite identificar los microrganismos en un ecosistema. Las técnicas
tradicionalmente empleadas para la identificacion de microorganismos son el
clonaje y la electroforesis de gradiente desnaturalizante, aunque hoy en dia la
secuenciacion masiva esta sustituyendo a estas técnicas debido a su bajo
coste y mayor profundidad de analisis.
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También se ha utilizado para la identificaciéon de las bacterias metanotréficas
en ambientes naturales y artificiales el gen que codifica para la enzima metano-
monooxigenasa (MMO), que es la enzima que cataliza la conversiéon de CHs en
metanol (primer paso en la ruta metabdlica de oxidacién del CHa) (Fig. 17). Este
gen se utiliza también para medir la actividad metanotréfica ante diferentes
condiciones ambientales mediante la cuantificacion de la expresion del mismo.
Existen dos formas de esta enzima, una de ellas, presente en la mayoria de los
metandtrofos, se localiza en la membrana plasmatica de las células y se la
conoce como metano-monooxigenasa particulada (pMMO). La otra MMO se
localiza en el citoplasma celular y se encuentra presente sélo en algunas
bacterias metanétrofas (metano-monooxigenasa soluble (sMMO)).

La pMMO esta formada por 3 subunidades polipeptidicas: subunidad o (opmoB),
subunidad B (pmoA) y subunidad y (pmoC) (Semrau et al., 2010). Entre estas
subunidades, el gen que codifica para la subinidad  (gen pmoA) es el que mas
se ha utilizado como marcador molecular para el estudio de la actividad de las
bacterias metanotrdficas, puesto que se encuentra en practicamente todos los
miembros de este grupo (Knief, 2015).

Methylosinus trichosporium OB3b

o, Methane H,0
monoOXygenase
CH, CH,OH Cu-Cusite
NADH + H* |
NAD*

Y Cytoplasmic

membrane

[y Pt
2kDa 5

P
I

Figura 17. Estructura del operon que contiene los genes que codifican para las 3 subunidades de la
PMMO y reaccion catalizada por esta enzima (izquierda) (Hutsch, 2001; Murreil et al., 2000). Estructura
y orientacion de la pMMO de Methylosinus trichosporium OB3b (derecha); subunidad o: color granate,
subunidad B: color verde, subunidad y: color verde oliva (Semrau et al., 2010).

Cabe destacar que esta enzima posee una relacion evolutiva estrecha con la
enzima “amonio-monooxigenasa” (AMO) presente en las bacterias oxidadoras
del amonio (“ammonia-oxidizing bacteria” (AOB)) y que cataliza el primer paso
en la oxidacion de NHa* a NOs (nitrificacion) (Fig. 18). Las bacterias nitrificantes
(organismos quimiolitoautotréficos) catalizan la oxidacion aerobia del NHa* a
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NO3z de manera secuencial: las AOB oxidan el NH4* a NO2>y las NOB (bacterias
oxidadoras del NO2 (“nitrite oxidizing bacteria”) oxidan el NO>" a NOsz’). Debido
a la similaridad evolutiva y estructural de estas enzimas, los metanotrofos
pueden oxidar el amonio (NH4*), y las AOB también pueden oxidar el CHa; sin
embargo, ninguno de los dos grupos puede crecer utilizando el sustrato del otro
grupo como donador de electrones (Michael et al., 2012). Puesto que las
bacterias metanotroficas pueden usar el NH4* como nutriente, esto implica que
la fuente de nitrégeno y su concentracion sean factores determinantes que
influyen en la actividad metanotréfica, y que puede existir ademas una
competicion entre estas bacterias y las AOB por el NH4* disponible (Dam et al.,
2014).

Hydroxylamine

o Ammonia H,0
2 monooxygenase oxidoreductase
NH,
NH,OH ﬂm,‘
X
s X XH,

Figura 18. Oxidacion del amonio por las bacterias oxidadoras del amonio (AMO) (Hltsch, 2001).

Como se ha comentado anteriormente, el gen pmoA es el mas utilizado como
indicador de la actividad de las bacterias metanotréficas. Los niveles de
expresion de este gen ante diferentes condiciones (presencia de diferentes
fuentes y concentracion de nitrégeno, disponibilidad de cobre, condiciones de
hambruna (ausencia de CHa), etc.) (Dam et al., 2014; Kenney et al., 2016;
Tavormina et al., 2017) se han estudiado mediante diferentes técnicas
moleculares. La respuesta de este gen frente a la escasez o0 ausencia de CHas
ha sido estudiada en algunos microorganismos concretos (Khadem et al.,
2012; Tavormina et al., 2017), sin embargo, existe una escasez de estudios
que evalien la expresién de este gen en sistemas biol6gicos complejos como
lo son los biorreactores para el tratamiento de CHas, lo cual limita el avance en
el desarrollo de esta biotecnologia para su uso a escala industrial.

El estudio de la expresion de este gen (nimero de copias) se ha llevado a cabo
principalmente mediante la técnica de PCR Cuantitativa en Tiempo real (QPCR:
“Quantitative Polymerase Chain Reaction”), que permite conocer de forma
cuantitativa los niveles de expresion de un gen (ndmero de copias de un gen).
Esta técnica, copia y amplifica el “gen objetivo” de manera exponencial,
duplicando el nimero de moléculas del gen en cada ciclo de amplificacion
hasta obtener billones de copias (Fig. 19).
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Figura 19. Aumento exponencial en el nimero de copias de un gen mediante la técnica de PCR.

Cada ciclo de amplificacion consta de 3 fases diferentes (Fig. 20):

= Desnaturalizacion: la reaccién se lleva a una temperatura de 94-96 °C
durante unos segundos a minutos para que las dos cadenas de ADN se
separen.

= Unién de los cebadores (“annealing”): los cebadores, encargados de
iniciar el proceso de copia 0 ampliacion, se unen a sus sitios especificos
llevando la reaccién a una temperatura de 40-70 °C.

= Extensién: La enzima Taq ADN polimerasa se encarga de copiar el gen
de interés a partir de los cebadores usando el ADN original como molde.

Antes de que comiencen los ciclos de amplificacion, se lleva la reaccion a una
temperatura de 90-94 °C unos segundos para que se desnaturalicen las dos
hebras de ADN (fase de desnaturalizacién inicial). Al final de los ciclos de
amplificacion, la reaccion se mantiene unos minutos a 72 °C para que
terminen de extenderse/copiarse aquellos fragmentos que pudiesen haber
quedado incompletos (fase de extension final) (Fig. 20).

(a) Step | - (b)
Denaturing AT URALACH CICLO DE AMPLIFICACION

(90°C-95C) INICIAL 40x CYCLES

94 °C 94 °C

3:00
Step 2 1-1-|-v-r-r-rqu-Ir\‘&é

Annealing ol
(primer temperature) My

Step3 »W
Extension 3 T4

(727C)

EXTENSION F

72°C

10:00

1:00

Figura 20. a) Fases de las que consta cada ciclo de amplificacion en una reaccion de PCR. EL nimero
de ciclos cominmente empleado varia entre 25 y 40. b) Programa completo a insertar en el equipo
termociclador para llevar a cabo una reaccion de PCR.

27



ESCUELA DE INGENIERIAS
INDUSTRIALES

El ciclo de amplificacion se repite varias veces, de manera que el aumento en
el ndmero de copias del gen se duplica en cada ciclo siguiendo una curva
exponencial (Fig. 21). Gracias a la presencia de un fluor6foro que se anade a
la reaccion (el SYBR Green es el mas cominmente empleado) y que se une a
las moléculas que se van generando, se puede monitorear la reaccion a tiempo
real mediante la medicion de la fluorescencia en cada ciclo justo después de
la fase exponencial, puesto que la fluorescencia crecera en proporcion directa
al nimero de moléculas de producto de PCR (amplicones) generadas. El
cambio en la fluorescencia a lo largo de la reaccion se mide mediante un
instrumento que combina los ciclos térmicos con capacidad de escaneo del
colorante fluorescente (termociclador).

Exponential phase Plateau phase

40
@ 304
o
2
3
@ 207 C. C
o
(o]
2 10 <4
[T Fluorescence threshold

04
e 10 20 30 40 50

Cycle number

Figura 21. Curva exponencial en cada ciclo de amplificacion en una QPCR.

Para el célculo del nimero de copias del gen objetivo en la muestra inicial se
utiliza el Ct (del inglés “threshold cycle”). El Ct es el ciclo de amplificacién en el
que la senal fluorescente atraviesa el umbral de fluorescencia, siendo este
Gltimo la linea que representa en la grafica el nivel por encima de la
fluorescencia de fondo (Fig. 21). El valor del Ct esta inversamente relacionado
con la cantidad inicial de copias del gen presente en la muestra inicial, de
manera que a mayor nimero de copias en la muestra el Ct serd menor y a
menor nimero de copias este serd mayor. Usando el Ct, y haciendo uso de una
recta de calibrado con cantidades (nimero de copias) conocidas del gen
objetivo, se puede determinar experimentalmente el nimero de copias (o
transcritos) del gen en la muestra (Fig. 22). A la hora de construir una curva
standard para la cuantificaciéon del nimero de copias de un gen han de tenerse
en cuenta principalmente 3 parametros esenciales (Fig. 22):
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1. Eficiencia de la amplificacién (E): indica el aumento en el nimero de
copias en cada ciclo, el cual deberia ser exponencial. La eficiencia de la
reaccion de PCR ha de presentar valores entre el 90 %y 110 %.

2. Pendiente de la curva: de manera ideal, la pendiente de la curva deberia
ser -3.32, que corresponde a un 100 % de eficiencia o lo que es lo
mismo, a un aumento de dos veces el nimero de copias en cada ciclo.

3. Coeficiente de correlacion lineal (R2): refleja la linealidad de la curva
standard y debe presentar valores cercanos a 1 (0.97 a 1.0).

)
.

Threshold cycle (C,
S
-

Starting quantity

Figura 22. Recta de calibrado con nuimero de copias del gen de interés conocido.

Ademas de tener en cuenta todos estos parametros, a la hora de realizar un
experimento de QPCR, ha de optimizarse también el programa de PCR para que
el ensayo sea especifico, es decir, para que los cebadores que se incluyen en
la reaccion amplifiquen Gnicamente el gen diana y no otros genes que puedan
existir en la muestra. Para conocer la especificidad del ensayo de PCR, después
de los ciclos de amplificacion, se programa en el termociclador un analisis de
melting o de disociacion del DNA con respecto al tiempo. Para ello, se aplica un
gradiente de temperatura a la muestra ya amplificada, de manera que se
comienza con una temperatura de aproximadamente 50 °C (donde los
productos de PCR estaran en forma de doble hebra), y se ird aumentando dicha
temperatura en cada ciclo, en intervalos de entre 1 a 10 °C (generalmente en
intervalos de 5 °C), hasta alcanzar los 95 - 100 °C. A medida que la
temperatura va aumentando, y los productos de PCR se van desnaturalizando,
la fluorescencia que mide el equipo va cayendo, puesto que el fluoréforo se une
exclusivamente a las moléculas de ADN de doble cadena. El punto en el que el
50 % de los productos de PCR estan desnaturalizados se le conoce como punto
de melting. Este punto de melting es especifico y Gnico de cada fragmento de
ADN amplificado, puesto que las caracteristicas de disociacion/asociacion del
mismo dependen de la secuencia de bases del fragmento. Por tanto, la
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aparicién de varios picos en el analisis de melting (Fig. 23) puede ser indicativa
de que la reaccién no es especifica (no amplifica Unica y exclusivamente el gen
diana), en cuyo caso hay que optimizar el programa de PCR hasta conseguir un
solo pico en este analisis.

Especifico (un solo pico) No especifico (varios picos)
an & ns
us 0
0 ns
1§ 00
xe 75 |
6553 | Gue |
;::s l as I
- 2010 é?ﬂﬂ
¥ 1%
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L, L1185 i
b | b |
1% 15
50 L
% 185
0 o
28 \
”H THNHERTREREHLOO U T UG 0n o TOTH T2 T3 T4 TS 76 77 78 79 80 41 &2 83 84 85 55 A7 88 B0 90 91 07 41 M40
Ti ture (C) Temperature (°C)

Figura 23. Ejemplo de reaccion especifica y no especifica.
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2. OBJETIVOS

El objetivo del presente trabajo fue evaluar sistematicamente la robustez de
tres biorreactores que trataban CHs a bajas concentraciones (4-5% v/v),
mediante el andlisis de la expresion del gen que codifica para la enzima
metano-monooxigenasa (pmoA), y la medicién de parametros fisico-quimicos
(capacidades de eliminacion (CE) de CHa, tasas de produccion de CO, etc.).
Se realiz6 también el anélisis de las comunidades microbianas presentes en
los sistemas. Se usaron tres biorreactores de tanque agitado (STRs). Uno de
ellos fue operado en régimen continuo (R1), mientras que los otros 2 reactores
(R2, R3), se operaron en régimen discontinuo y de forma alterna, aplicando
ciclos de alimentacion-hambruna de 5 dias de duracion (5 dias con CHay 5
dias sin CH4). R1 fue sometido también a un ciclo de alimentaciéon-hambruna
con el fin de comparar su capacidad de adaptacion a estas condiciones con la
de los reactores operados en discontinuo (R2 y R3).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1.Gases y reactivos quimicos.

El CH4 fue adquirido a Abellé Linde S.A. (Barcelona, Espaia) con una pureza de
al menos el 99.5 %. El resto de reactivos y productos quimicos se adquirieron
de Panreac® (Barcelona, Espana) con una pureza de al menos el 99%.

3.2.Inéculo y solucién de nutrientes.

El inéculo de cada biorreactor consistié en biomasa metanotréfica/nitrificante
procedente de biofiltros que trataban CHs4 a baja concentracion (4 - 5 % v/v),
operados bajo estrategias de alimentaciéon/hambruna (in6culo de R2 y R3) o
alimentacién continua (inéculo de R1). Como fuente o solucién de nutrientes
se les suministr6 sobrenadante de centrifuga (centrado) procedente de
digestion anaerobia de lodos mixtos (tasa de dilucién (D) = 225 ml dia1).

R1 fue operado bajo alimentacion continua con CHas, mientras que R2 y R3
fueron operados en régimen de alimentaciéon/hambruna (5 dias con CHa y 5
dias sin CHs4) de forma alterna. Las concentraciones iniciales de soélidos
suspendidos totales (SST) en los biorreactores R1, R2 y R3 fueron 8.9, 5.2 y
4.0 g L' respectivamente.

El centrado utilizado como soluciéon de nutrientes en los biorreactores se
caracteriz6 por una baja fraccion biodegradable o bajo contenido en materia
organica, y una alta concentraciéon de nutrientes (Posadas et al., 2016). Se
obtuvo a partir de las centrifugas de lodos digeridos mixtos de la Planta de
Tratamiento de Aguas Residuales de Valladolid (Valladolid, Espana). El liquido
de centrifuga se diluyd con agua destilada (proporcion 1:2) para evitar la
inhibicion de los metanétrofos debido a las elevadas concentraciones de NH4*,
y luego se suplementd con SO42 (solucién madre de 90 g L-1) para obtener una
concentracion final aproximada de 150 mg S042 L. Los parametros fisico-
quimicos y la composicion del centrado se muestran en las Tablas 4 y 5.

Tabla 4. Parametros fisico-quimicos del centrado diluido.

pH cot(mgL™) ci(mgL™)

7.7+0.2 21585 154.6 £+32.6

Tabla 5. Composicion de iones del centrado diluido.

N-NH; (mgL!) PO}~ (mgL') N-NO; (mgL?) N-—NO, (mgL™)

183.8+17.6 149+2.2 8.9+10.6 29+4.1

3.3.Configuracion experimental y operacion y seguimiento de los biorreactores
en estado estacionario.
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Se operaron tres biorreactores a escala de laboratorio, construidos con
columnas cilindricas de metacrilato de 0.4 m de altura y 0.08 m de diametro
interno. Estos biorreactores fueron operados durante 189 dias en el
Departamento de Ingenieria Quimica y Tecnologia del Medio Ambiente de la
Universidad de Valladolid (Valladolid, Espaia). En este trabajo, se seleccion el
periodo desde el dia 49 hasta el dia 112 para evaluar el rendimiento de los
sistemas en estado estacionario.

Los biorreactores fueron inoculados con las concentraciones de biomasa
mencionadas anteriormente y sellados con una tapa de butilo en la parte
superior de cada reactor. Los biorreactores se mantuvieron a una temperatura
de 25 + 1 °C y con agitaciobn magnética mediante una barra de agitacion
colocada en la parte inferior de cada columna (800 rpm) (Figs. 24 y A2.1).

Gas outlet Gas outlet Gas outlet
Rotameter Rotameter Rotameter
STR1 STR2 STR 3
o3
e . .
o = Ambient air

1
Mass flow Mixing
troll Compressor
- controller chamber
I e
O Humidifying |5’
Methane cylinder column

Figura 24. Configuracion experimental de los reactores en este trabajo.

Para la alimentacion de los reactores se utilizd una corriente de gas CHas
mezclada con aire prehumidificado en una camara de mezcla, y regulada
mediante un controlador de flujo masico (Aalborg™, EE.UU.). El reactor R1, y
los reactores R2 y R3 durante los ciclos de alimentacion, se alimentaron con
dicha corriente a un flujo de 0.008 m3 h-1. Los reactores R2 y R3 durante los
ciclos de hambruna fueron alimentados con una corriente de aire sin CHs a un
flujo de 0.003 m3 h-1 con el fin de mantener condiciones aerobias en el cultivo
(Fig 24).
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Durante el periodo estacionario evaluado, la carga de entrada de CHas
introducida en todas las unidades en régimen de alimentacion fue de 129.7 +
6.2 g m3 hl Dicha carga se control6 mediante el uso de rotametros
(AalborgTM, EE.UU.). Como consecuencia, se obtuvieron unas concentraciones
de metano a la entrada de los biorreactores de 48.0 + 2.3 g m3h? (= 4-5%v
/ V), una humedad media de 93.7 + 11.9 % en la corriente de gas y un tiempo
de residencia (a lecho vacio) de 17.2 £ 0.0 min.

Cada ciclo de alimentacién/hambruna en las unidades R2 y R3 dur6 10 dias,
de tal forma que al final de los 5 dias en los que estas unidades se operaban
en ausencia de CHs (régimen de hambruna), se cambié a condiciones
suplementadas con CHas durante otros 5 dias (régimen de alimentacion) y
viceversa.

De manera regular, se midi6 la caida de presién, el caudal de entrada, la
temperatura y la humedad de los tres biorreactores. En los reactores en
régimen de alimentacion con CHs, se tomaron medidas de las concentraciones
de CHa y CO2 a la entrada y salida de los sistemas los dias 0, 1, 3y 5 de cada
ciclo, mediante cromatografia de gases con detector de conductividad térmica
(GC-TCD) con un equipo Bruker 430 GC-TCD (Palo Alto, EE.UU.). Con la misma
periodicidad en cada ciclo, y tras el analisis de gases, se llevé a cabo el
intercambio de medio en los reactores y la medicion de pH. Asi, se extrajeron
200 ml de medio de cada reactor, se midié el pH, se centrifugd el medio
eliminando posteriormente el sobrenadante, y la biomasa resultante
previamente resuspendida con centrado diluido, se volvié a introducir en los
sistemas. La devolucién de la biomasa a los sistemas pretendia simular la edad
de la biomasa en un biofiltro, para poder evaluar de la forma mas realista
posible la robustez de la biomasa.

Ademas, semanalmente, se utilizaron 100 ml de caldo de cultivo de cada uno
de los sistemas asi como centrado diluido para determinar la concentracién de
carbono organico total (COT), carbono inorganico (Cl), nitrégeno total (NT),
soélidos suspendidos totales (SST), sélidos suspendidos volatiles (SSV), amonio
(NH4*)y aniones (NOs-, NO2).

3.4.Andlisis fisicoquimicos

Las concentraciones de CH4, CO2 y O> se determinaron en un cromatégrafo de
gases Bruker 430 GC-TCD (Palo Alto, EE.UU.) equipado con una columna CP-
Molsieve 5A (15 mx 0.53 ym x 15 ym) y una columna CP-PoraBOND Q (25 m x
0.53 um x 10 um). Las temperaturas del horno, del inyector y del detector se
mantuvieron a 45 °C, 150 °C y 200 °C, respectivamente. Se utilizé helio como
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gas portador a 13.7 ml min-1, Las curvas de calibracién para la medicion de las
concentraciones de CHs y CO2 se muestran en el anexo 1 (Figs. A1.1y A2.2).

Las muestras liquidas recuperadas de los STR se centrifugaron a 10000 rpm
durante 5 min. A continuacién, para la determinacion de las concentraciones
de TOC / IC / NT, se filtraron alicuotas de 40 ml a través de filtros de fibra de
vidrio de 0.7 um (Merck Millipore, EE.UU.) que se analizaron posteriormente en
un analizador TOC-VCSH (Shimadzu, Japén) acoplado con un médulo de NT de
deteccion de quimioluminiscencia (TNM-1) (Shimadzu, Japon).

Las concentraciones de NOs y NO2 en la fase liquida se determinaron por
HPLC-IC de acuerdo con (Munoz et al., 2013) . El pH del medio se midi6é con un
medidor de pH Basic 20 (Crison, Barcelona, Espaina). La determinacién de la
concentracion de SST / SSV se realizé de acuerdo a la metodologia establecida
en el Standard Methods (APHA, 2005).

La temperatura y la humedad de la corriente de gas de entrada se
determinaron usando un detector Testo 605-H1 (Testo AG, Alemania)
conectado a la camara de mezcla. La caida de presion fue controlada mediante
un medidor de presion electrénico PN7300 (Ifm, Alemania).

3.5.Ecuaciones empleadas para el calculo de los parametros de seguimiento
del rendimiento macroscopico

El rendimiento de los biorreactores se evaludé en términos de capacidad de
eliminacion de CHa4 (CE, g m2 h-1), tasa de produccion de CO2 (Po,, g m3hl),
tasa de produccion maxima de CO2 (Pco, ., & M= h?), eliminacion de NH4*
(ERN—NH,:" %), rendimiento de mineralizacion (Ycoz, %), y las concentraciones
de N-NO2 y N-NOz (CNy_po,~» CNy_no,~» Mg L) y nitrégeno total eliminado
(RE7y, %) de acuerdo con las ecuaciones 2 a 9:

(ctiu,- o) 0

CE =

Vr (2)
cout _ Cin Q
PCOZ — ( CO» VRCOz) (3)
Pcozmux =EC-«a @)
(e - )
ERN—NH4 - ccentrado - 100 (5)
N-NH4+
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— (reactor centrado
Cn-no; = CnZNo, — CrInoy

(6)
Cnono; = CRERSE — CRmvase -
Pca2
Yeo, =~ 100 ®)
NT, —=NT
ER — centrado reactor . 100
™ NTcentrado (9)
Dénde:
. E’},4 y ngz son las concentraciones de entrada y salida de CHa,
respectivamente.

®  NTreactor ¥ NTcentrado SON las concentraciones de nitrégeno totales del
reactor y centrado diluido, respectivamente.
) cgg; };‘})2 son las concentraciones de entrada y salida de COo.

= creactor  ccentrado oo a5 concentraciones de N-NHa* del reactor y del

N-NH} N-NH;
centrado diluido, respectivamente.
reactor centrado

* CyZno, Y CnINoy © son las concentraciones de N-NO2 del reactor y del
centrado diluido, respectivamente.

" CRERSE Y CRINGEOY la concentracion de N-NOs del reactor y del
centrado diluido, respectivamente.

= « es la relacion de peso molecular Mco, / Mcy, (2,75) y representa la
cantidad maxima de CO2 que se puede producir oxidando todo el CHs a
CO2 si no se produce biomasa.

= Vg es el volumen de trabajo (m3).

= Qeselflujo de gas (m3 h-1).

3.6.Evaluacion sistematica de la robustez de los biorreactores frente a los
ciclos de alimentacién/hambruna

Con el fin de evaluar la capacidad de respuesta o robustez de los sistemas
adaptados a los cambios de alimentacion/hambruna (R2 y R3) establecidos
como estrategia de control de la produccion de sélidos, se analiz6 en detalle
un ciclo de alimentacion/hambruna (10 dias) en cada sistema. Ademas, con el
fin de comparar la capacidad de respuesta a estas condiciones entre los
sistemas previamente adaptados a este régimen (R2 y R3) con la unidad R1
(operada en continuo ininterrumpidamente), se aplicé a esta Gltima unidad un
ciclo de alimentacion/hambruna que se analizé de la misma manera que para
los sistemas R2 y R3.
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El analisis exhaustivo del ciclo de alimentaciéon/hambruna en cada uno de los
sistemas se realiz6 mediante el muestreo de biomasa para el analisis de la
expresion del gen que codifica para la enzima metano-monooxigenasa (pmoA)
mediante la técnica de PCR cuantitativa a tiempo real. Dichas muestras se
tomaron alas 0.03, 0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 6.0, 12.0, 24.0, 72.0 y 120.0 horas
(h) durante los periodos de alimentacién y hambruna. Ademas, con la misma
periodicidad (excepto para el tiempo 0.25 horas) se tomaron muestras de gas
a la entrada y a la salida de los sistemas para determinar la concentracion de
CH4 y CO2 por GC-TCD, usando el procedimiento descrito en los apartados 3.3.
y 3.4. (Fig. 25).

R1yR2

Hambruna Alimentacion

Alimentacion

ﬂ (X< 3l R+ R T R T S I R 7 O /3 1l 120.03 | 120.25 | 120.5]122|126| 132 | 144 192 | 240
Tiempos de muestreo para medida de la expresion del gen pmoA por PCR cuantitativa y medida de gases (horas)

0.03(025(05(1)15|2|6|12|24| 72 | 120 0.0 0 0 6 44 192 240

© |Hambruna

Figura 25. Detalle del experimento para la evaluacion de la robustez de los biorreactores.

3.6.1. Toma de muestras para el analisis del gen de la pmoA por QPCR

Las muestras para el analisis de la expresion del gen pmoA (ADN y ARN) se
alicuotaron en tubos libres de ADNasas y ARNasas y se congelaron
inmediatamente a -80 °C con el fin de evitar la degradacién de los acidos
nucleicos de las células.

3.6.2. Extraccion de ADN de las muestras

Para la cuantificacion del gen pmoA en las células es necesario extraer su ADN.
Para ello, se utilizo el kit comercial Fast DNA Spin Kit for Soil (MP Biomedicals)
siguiendo las instrucciones del fabricante, aunque modificando algunos
parametros como el tiempo de rotura de las células durante la lisis y el tiempo
de unién del ADN a la matriz de silice para poder recuperar la mayor cantidad
del ADN extraido tras la lisis celular. Basicamente la extraccion de ADN
consistié en un primer paso de lisis celular para liberar el ADN de las células
seguido del tratamiento del lisado con detergentes y proteasas para eliminar
restos de lipidos de las membranas celulares y proteinas. Posteriormente, el
lisado se mezcl6 con una matriz de silice a la que se une el ADN, que se
recuper6 mediante centrifugacion y se lavé con solucién de lavado para
eliminar el resto de contaminantes y obtener un ADN purificado eluido en agua.
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La integridad del ADN extraido se evalué mediante electroforesis en gel de
agarosa (1.2 % m/v) (Fig. A3.4). La calidad y concentracién del ADN purificado
se evalué mediante absorbancia en un equipo NanoDrop (Thermo Fisher
Scientific) (Fig. A3.3) El equipo NanoDrop mide la absorbancia de las moléculas
de ADN (absorben a 260 nm) presentes en la muestra determinando asi la
concentracion de ADN. Ademas, NanoDrop mide la absorbancia de la muestra
a 280 nm, longitud de onda a la que absorben proteinas, compuestos fenédlicos
y otros compuestos, y a 230 nm, longitud de onda a la que absorben otro tipo
de contaminantes (generalmente procedentes de los kits de extraccion) que
pudiesen estar presentes en la muestra. Con estas mediciones, se establecen
dos indicadores de la calidad, el ratio 260/280, y el ratio 260/230 que se
utilizan como indicadores de la pureza del ADN obtenido. Asi el ratio 260/280
debe presentar valores entre 1.8 y 2.0 para el ADN puro. Si el ratio es menor,
puede indicar contaminacién por proteinas o compuestos fendlicos. El ratio
260/230 debe presentar valores en torno a 1.8. Si el ratio es menor puede
indicar la presencia de otros contaminantes en la muestra.

3.6.3. Optimizacién de la extraccion de ARN para el analisis de la expresion del
gen pmoA por QPCR

Para evaluar la expresion del gen pmoA a lo largo de las condiciones
alimentacion/hambruna en los biorreactores, el primer paso consistid en
extraer el ARN total de las muestras tomadas. EIl ARN mensajero (ARNm) es la
molécula que lleva la informacién sobre la secuencia de aminoacidos necesaria
para formar la proteina (en este trabajo la metano-monooxigenasa) desde el
ADN (lugar en el que esta inscrita la secuencia) hasta los ribosomas (lugar
donde se traduce la secuencia de nucleétidos que lleva el ARNm en
aminoacidos formandose la proteina) (Fig 26).

7 Gene of interest
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 TRANSCRIPTION| DNA

”~ '/ & = Transcripts (NRNA)
mRNA
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corct

““Polypeptide (Frotein)

Figura 266. Proceso de sintesis de proteinas en una célula procariota.
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El ARN de las muestras se extrajo usando el kit comercial RNeasy Plus Mini Kit
(Qiagen), de acuerdo con el protocolo de extraccion del fabricante, optimizando
previamente el tiempo de rotura de las células durante el proceso de lisis
mecanica en el equipo homogenizador mini-Bead-Beater (Biospec) (Fig. A3.1.).

Brevemente, la extraccion del ARN consistid, primeramente, en la lisis
mecanica de las células en un buffer desnaturalizante que inactiva
inmediatamente las ARNasas para asegurar la obtencion de un ARN intacto sin
degradar. El lisado obtenido en este primer paso se pas6 a través de una
columna en la que quedé retenido el ADN presente en el mismo, de manera
que se obtuvo un ARN purificado libre de ADN. Posteriormente, se anadié etanol
en el lisado libre de ADN para generar las condiciones apropiadas para que el
ARN se uniese a una columna de membrana por la que se hizo pasar el lisado.
En esta columna, el ARN quedé retenido y, tras unos lavados con etanol para
eliminar las sales procedentes de otros buffer utilizados durante la extraccion,
se eluy6 el ARN mediante la adicciéon de agua libre de ARNasas (Fig. 27).

Una vez obtenido el ARN, se llevé a cabo un tratamiento del mismo con ADNasa

(Thermo Fisher Scientific) con el fin de evitar la presencia de ADN genémico en
las muestras.
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Figura 277. Procedimiento de extraccion del ARN de las muestras de los biorreactores mediante el kit
RNeasy Plus (Qiagen).

Posteriormente, se comprobé la calidad e integridad del ARN obtenido antes de
continuar con los siguientes pasos del protocolo. La calidad del ARN, asi como
su concentracion, se evalud6 mediante espectrofotometria con un equipo
NanoDrop (Thermo Fisher Scientific). Al igual que para el ADN, los ratios
260/280 y 260/230 indican la pureza del ARN obtenido. El ratio 260/280
debe presentar valores proximos a 2 para el ARN puro. Si el ratio es menor,
puede indicar la contaminacion por proteinas o compuestos fendlicos. El ratio
260/230 debe presentar valores en torno a 2. Si el ratio es menor puede
indicar la presencia de otros contaminantes en la muestra.

Para la evaluacion de la integridad del ARN se us6 una estacion de
electroforesis capilar automatizada Experion (Bio-Rad) (Fig. A3.3). El
bioanalizador Experion se basa en la movilidad electroforética del RNA a través
de unos microcapilares rellenos de un gel separador. La muestra colocada en
cada uno de estos microcapilares se impregna con un marcador fluorescente
de manera que el ARN puede ser detectado y cuantificado a su paso por un
detector. El sistema separa el ARN por peso molecular en funcién del tiempo
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de arrastre. Los diferentes tamanos de las moléculas de ARN presentes en la
muestra se observan en forma de picos que aparecen a diferentes tiempos
gracias al fluorocromo incorporado. El electroferograma tipico de un ARN
integro, sin signos de degradacioén, implica la aparicién de dos picos mayores,
uno correspondiente al ARN ribosomal bacteriano 23S y otro correspondiente
al ARN ribosomal bacteriano 16S cuyo ratio (16S/23S) ha de mostrar un valor
cercano a 1.5 (Fig. 28). La integridad del ARN mensajero (transcritos) se evalla
en base a la calidad del ARN ribosomal.
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Figura 288. Electroferograma tipico de un ARN integro (sin degradar) observado en un bioanalizador
Experion. Se observan dos picos mayores correspondientes a los ARN ribosomales bacterianos 16S y
23S.

3.6.4. Reaccioén de transcripcion reversa o retrotranscripcion

Puesto que el ARN es una molécula inestable que se degrada facilmente
durante el manejo y con los cambios en las condiciones de temperatura, la
técnica de QPCR no puede realizarse utilizando esta molécula. Es necesario,
por tanto, transformar la secuencia de nucleétidos del ARNm en una secuencia
complementaria de nucleétidos de ADN, lo que se conoce como ADN
complementario (ADNc). A este proceso se le conoce como transcripcion
reversa o retrotranscripcion (Fig 29).
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Figura 29. Reaccion de transcripcion reversa por la que la informacién contenida en el mRNA se
transforma a DNAc.

Para llevar a cabo la reaccion de retrotranscripcion se uso el kit iScript Reverse
Transcription Supermix (Bio-Rad). El kit contiene todos los componentes
necesarios para transformar el RNAm en ADNc, entre ellos la enzima
“transcriptasa reversa” (responsable de la retrotranscripcion), inhibidores de
RNAsas, los nucleétidos necesarios para formar el ADNc (A, C, G, T), magnesio
y otras sustancias estabilizantes de la reaccion.

Tabla 6. Reaccion de retrotranscripcion para la obtencion de ADNc a partir de RNAm.

Componentes de la reaccién Volumen
iScript RT Supermix 4 ul
RNA Total (a) ul
Agua libre de DNAsas y RNAsas (b) pl
Volumen total de la Reaccidn 20

(a) Volumen necesario para una concentracion final de 10 ng/ul

(b) Volumen necesario hasta completar el volimen final (20 ul)

Los microtubos en los que se prepard la reaccion se introdujeron en el
termociclador a las condiciones que se muestran en la Tabla 7 para que tuviese
lugar la reaccion.

Tabla 7. Condiciones de la reaccion de transcripcion reversa para la obtencion de ADNc.

Componentes de la reaccion Tiempo Temperatura
Preparacion de la reaccion 5 min 25°C
Transcripcion reversa 20 min 46 °C
Inactivacién de la Transcriptasa Reversa 1 min 95 °C
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3.6.5. Disefoy optimizacion del ensayo de QPCR para el analisis del gen pmoA
La técnica de PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR) permite evaluar la
expresion de un gen de interés con un alto grado de resolucién, sin embargo,
cada ensayo de PCR cuantitativa debe ser optimizado para el gen diana con el
fin de obtener resultados fiables. Pardmetros como la temperatura de
annealing (temperatura de unién de los cebadores), concentracion de los
cebadores o primers, el nimero de ciclos de amplificaciéon necesarios, etc.,
deben ser determinados empiricamente. La optimizaciéon del ensayo de PCR
cuantitativa consistié en los siguientes pasos:

1. Optimizacién de la especificidad del ensayo de QPCR.

Los cebadores utilizados para la amplificacion del gen pmoA deben
unirse Unica y exclusivamente a su secuencia complementaria y no a
ninguna otra molécula de ADN o formar dimeros de primers (unién de
los cebadores entre si) (Fig. 30). Puesto que el fluorocromo (SYBR
GREEN) que se afade a la reaccion de PCR para detectar el incremento
en el nidmero de copias se une a cualquier ADN de doble cadena
presente en la muestra, la formacién de dimeros o la amplificacion de
secuencias inespecificas implicaria falsos positivos o la
sobreestimacion de los resultados de expresion del gen.

Sitio de unidn de los primers dentro del
gen que codifica para enzima metano-
monooxigenasa

5 T 3
| pmaC | | pmoA || pmoB8 |

Figura 29. Localizacion del sitio de union de los cebadores dentro del gen que codifica para la enzima
metano-monooxigenasa.

Los cebadores A189F y mb661 (Auman et al.,, 2000; Holmes et al.,
1995) fueron utilizados en este trabajo para amplificar el gen pmoA
(Tabla 8).

Tabla 8. Primers o cebadores utilizados en este estudio para la amplificacion del gen pmoA que codifica
para la subunidad o de la enzima metano-monooxigenasa.

Par de . Tamafo del amplicon
Gen Secuencia de los cebadores
cebadores (pares de bases)
A189F 5’ GGNGACTGGGACTTCTGG 3’
pmoA 501
mb661 5’ CCGGMGCAACGTCYTTACC3’
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El primer paso para la optimizacién de la especificidad del ensayo
consistié6 en realizar un primer ensayo de QPCR con muestras
procedentes de los reactores, aplicando un gradiente de temperatura
en la fase de annealing de la PCR para determinar la temperatura
6ptima de unién de los cebadores a sus regiones complementarias (Fig.
30). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en placas de 96 pocillos
con un volumen total de reaccion de 20 L por pocillo/reaccion (Fig. 31).
Las condiciones de la reaccion se muestran en la Tabla 9.
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Figura 30. Las reacciones de PCR se prepararon en placas de 96 pocillos con un volumen final de 20
L.

Tabla 9. Condiciones de la reaccion de PCR cuantitativa para la determinacion inicial de la especificad

del ensayo.
Componentes de Concentracién final
2 Volumen

la reaci6n de la mezcla

Mix @ SYBR GREEN 10 ul
0.4 ul 0.2 uM

Cebadores AL89F . .

mb661 0.4 pl 0.2 uM

Agua de PCR 8.2l

ADN molde (ADNc) 1pl
Volumen total de reaccién 20 ul

@ EIl mix contiene el fluorocromo (SYBR GREEN) que se anade a la reaccion para su monitorizacién en
tiempo real asi como la enzima responsable de la amplificacion del ADN (Taq polimerasa), los nucleétidos
(A, G, C, T) y otros compuestos estabilizadores de la reaccion

Se utiliz6 inicialmente un programa de PCR modificado de Holmes et al.
(1995), aplicando un gradiente de temperatura en la fase de annealing
de 49 °Ca 60 °C (Fig. 32).
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Figura 31. Programa de PCR utilizado inicialmente para la amplificacion del gen pmoA. (a) Se realizé un
gradiente de temperaturas de annealing con el fin de determinar la temperatura ptima de annealing
para los primers utilizados. (b) El analisis de melting consistio en la aplicacion de una rampa de
temperatura de 45 a 95 °C con incrementos de 0.5 °C en cada ciclo.

La medicion de la fluorescencia se programd para que fuese realizada
después de cada ciclo de amplificacion a una temperatura de 81 °C
durante 15 segundos (Fig. 32). La aplicacion del gradiente de
temperatura permitié determinar la temperatura éptima de annealing
que ofrecia el menor Ct (threshold cycle) (maxima amplificacion) (Fig.
33) sin generar fragmentos inespecificos (Fig. 34).
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Figura 32. Ejemplo de optimizacion de la temperatura de annealing en un ensayo de PCR cuantitativa.
Se aplico en el ejemplo un gradiente de 55 a 72 °C. La reaccion a 62.2 °C proporcioné el menor Cty se
eligio como temperatura 6ptima de annealing para este ensayo.
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Fluorescencia

" llel ADN empieza a desnaturalizarse

Para la evaluacién de la especificidad del ensayo, tras el programa de
PCR, se incluyé un programa de analisis de melting que consisti6 en la
aplicacion de una rampa de temperatura (de 45 a 95 °C) con
incrementos de 0.5 °C (30 segundos de duracién cada ciclo) y medicion
de la fluorescencia en cada ciclo (Fig. 32). Esto permiti6é establecer el
punto en el que el 50% de las moléculas de ADN en la muestra se
encontraban desnaturalizadas (punto de melting). En base a esto, la
grafica que genera el software y que representa las unidades relativas
de fluorescencia (URF) tomadas durante el analisis de melting frente a
la temperatura, debe mostrar un Unico pico de melting o de disociacion
del ADN. La presencia de varios picos implicaria indicios de
amplificacion inespecifica (Fig. 34).

Curva de disociacion [ Curva de disociacion

La presencia de un solo pico indica la
correcta especificidad del ensayo

—

\\ Derivada

A medida que la temperatura aumenta,J >,

Tempe‘ratu’ra ;C Temperatura °C

Figura 33. Ejemplo de un analisis de melting que confirma la especificidad del ensayo por la presencia

de un solo pico de fluorescencia correspondiente al gen de interés.

Ademas del analisis de melting, la especificad se comprobd también
mediante electroforesis en gel de agarosa. En este caso, 4 pL del
producto de PCR obtenido se cargaron en un gel de agarosa (al 1.6 %)
que se introdujo en una cubeta de electroforesis horizontal (Fig. A3.4).
Se le aplicé una corriente de 85 voltios durante 50 minutos para
provocar la migracion de las moléculas de cADN en funcién de su
tamano a lo largo del gel. La introduccién de un marcador de pesos
moleculares (1Kb plus DNA ladder) (Thermo Fisher) permitioé determinar
el tamano de los productos de PCR obtenidos. La presencia de mas de
una banda en el gel de agarosa es indicativa de la inespecificidad del
ensayo (Fig. 35).
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Figura 34. Evaluacion de la especificidad de un ensayo de PCR cuantitativa mediante electroforesis en
gel de agarosa.

Puesto que los resultados en cuanto a especificad no fueron
satisfactorios en este primer ensayo (incluso a las temperaturas de
annealing elevadas que favorecen la uniéon de los cebadores a sus
secuencias complementarias se observaba la presencia de un doble
pico en el andlisis de melting), se ejecutaron posteriormente 5 ensayos
mas en los que se modificaron varios parametros de la PCR con el fin
de mejorar la especificidad de los cebadores:

e Se disminuy6 el tiempo de annealing de 20 a 15 segundos y se
utilizaron temperaturas de annealing elevadas (59.4 - 63.5 °C).
Ambos parametros favorecen la unién de los cebadores a sus
sitios especificos.

e Se disminuyé la concentracion de cebadores (de 0.2 a 0.18 uM)
en la reaccién de PCR para disminuir la probabilidad de que se
uniesen a regiones inespecificas.

e Se probaron concentraciones de cebadores ain menores (0.15
y 0.1 uM) para disminuir la probabilidad de que se uniesen a
regiones inespecificas.

e Se probaron concentraciones no equimolares de los cebadores
“forward” y “reverse” (0.15/0.18 uM; 0.15/0.2 uM; 0.15/0.25
uM; 0.18/0.15 puM; 0.18/0.2 uM; 0.18/0.25 uM; 0.2/0.15 uM;
0.2/0.18 uM; 0.2/0.25 pM; 0.25/0.15 uM; 0.25/0.18 uM;
0.25/0.2 uM).
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e Se disminuy6 el nimero de ciclos de amplificacion de 40 a 28
con el fin de disminuir la probabilidad de unién de los primers a
sitios inespecificos.

Debido a que se continuaba observando la presencia de un doble pico
para las muestras de los reactores R2 y R3, se decidié aplicar un
programa de PCR “touchdown”. La PCR “touchdown” es una variante de
la PCR que consiste en realizar inicialmente varios ciclos de
amplificacion (entre 15 y 20) comenzando en el primero de ellos con
una temperatura de annealing elevada (que favorece la especificidad
de los primers) y disminuyendo en cada ciclo (por ejemplo, en intervalos
de 0.5 °C) hasta alcanzar la temperatura de annealing 6ptima de los
cebadores. Este método restringe la unién de los cebadores a sitios no
especificos en los primeros ciclos de la PCR, que son los mas criticos a
la hora de producir el producto de PCR deseado (Korbie and Mattick,
2008). Tras estos primeros ciclos de amplificacion mas restrictivos, se
aplican ya varios ciclos de amplificacion (20 - 25 ciclos) a la temperatura
de annealing 6ptima de los primers para terminar de amplificar el
fragmento deseado.

Antes de conseguir optimizar la especificidad del ensayo, se llevaron a
cabo 3 ensayos de PCR cuantitativa “touchdown” (Fig. A4.1), y al cuarto
ensayo se consiguié que los cebadores amplificasen el gen pmoA de
forma especifica. Las Tablas 10 y 11 muestran las condiciones de la
reaccion de QPCR y el programa de PCR “touchdown” que fue utilizado
para el analisis de la expresion del gen pmoA en las muestras tomadas
durante el experimento.

Tabla 10. Condiciones de la QPCR finalmente utilizadas para el analisis de la expresion del gen pmoA.

Componentes de Concentracién final
. Volumen
la reaci6n de la mezcla
Mix @ SYBR GREEN 10l
0.5 pl 0.25 uM
Cebadores AL89F . .
mb661 0.5 ul 0.25 uM
Agua de PCR 8l
ADN molde (ADNc) 1l
Volumen total de reaccion 20 ul

@ El mix contiene el fluorocromo (SYBR GREEN) que se anade a la reaccion para su monitorizacién en
tiempo real asi como la enzima responsable de la amplificacién del ADN (Taq polimerasa), los nucleétidos
(A, G, C, T)y otros compuestos estabilizadores de la reaccion
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Tabla 11. Programa de PCR “touchdown” utilizado para el analisis de la expresion del gen pmoA.

Fase 1

Repeticiones Paso Temperatura Tiempo

1 Desnaturalizacion inicial 94 °C 4 min.
Desnaturalizaciéon 94 °C 20 seg.

10 Annealing® 69 °C 15 seg.
Extension 72°C 30 seg.

@ 1a temperatura annealing fue disminuyendo 0.5 °C cada dos ciclos de modo que en los dltimos

cliclos de temperatura fue de 67 °C

Fase 2
Desnaturalizacion 94 °C 20 seg.
5 Annealing® 64 °C 15 seg.
Extension 72 °C 30 seg.

[OFFS temperatura annealing fue disminuyendo 3 °C cada dos ciclos de modo que en los dltimos

cliclos de temperatura fue de 52 °C

Fase 3
Desnaturalizacion 94 °C 20 seg.
25 Annealing© 54.5°C 15 seg.
Extensién 72 °C 30 seg.

© Se mantuvo la temperatura de annealing a 54.5 °C a lo largo de esta fase para terminar de
amplificar el producto de PCR.

2. Determinaci6n de la eficiencia (E) y linealidad (R2) del ensayo mediante
la construccién de una curva estandar.
Puesto que la cuantificacion en un ensayo de PCR cuantitativa se basa
en la relacién entre el nimero de copias iniciales del gen y el Ct obtenido
durante la amplificacién, es necesario optimizar el ensayo para que la
cuantificacion sea precisa y reproducible. Para ello, se construyé una
curva estandar utilizando diluciones seriadas del gen de la pmoA de
concentracion conocida (Fig. 36).
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Figura 35. El nimero de copias en una muestra problema se determina extrapolando su Ct a una curva
estandar previamente construida.

De forma general, las caracteristicas de la curva estandar que indican
qgue un ensayo de PCR cuantitativa esta optimizado son:

e Linealidad y consistencia entre réplicas: el valor de R2 de la curva
de regresion lineal debe ser > 0.980. Representa como se
ajustan los valores experimentales a la curva de regresion. La
linealidad de la curva ofrece también una medida de la
variabilidad del ensayo entre réplicas (generalmente se usan
entre 2 y 3 réplicas). Si existen diferencias significativas en los
valores de Ct de las réplicas, el valor de R2 disminuira (Fig. 37).

e Eficiencia de amplificacién (E). La eficiencia de amplificacion se
calcula a partir de la pendiente de la curva usando la formula:

E = 10~ 1/pendiente

Idealmente, la cantidad de producto de PCR debe ser el doble en
cada ciclo de amplificacién, lo que se traduce en una eficiencia
de 2. Sustituyendo E en la ecuacion mencionada, implica que la
pendiente 6ptima de la curva deberia ser -3.32, que coincide con
el nimero de ciclos que deben ser observados entre los Ct de
cada curva de amplificacién (curvas de amplificacion espaciadas
de modo uniforme). La E de la reacciébn se representa
generalmente como porcentaje y para ello se utiliza la férmula:

% Eficiencia = (E — 1) * 100 %
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El valor ideal de E en porcentaje es 100% y no debe ser menor
del 90% (Fig. 37).
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Figura 36. Curva estandar construida cuyos valores de eficiencia y linealidad deben estar dentro de
unos rangos establecidos.

Para construir la curva estandar se utilizo la técnica de clonacion. La Fig.
38 muestra un esquema global del proceso de construccién y
evaluacién de la curva estandar. Primero, a partir de una muestra con
bacterias metanétrofas, se amplifico el gen pmoA mediante PCR
convencional y se comprobd la presencia del amplicon mediante
electroforesis en gel de agarosa. El fragmento amplificado se unié a un
plasmido (molécula de ADN circular capaz de replicarse y transmitirse
entre bacterias de forma independiente al ADN cromosémico de la
célula), y después, se introdujo dentro de células competentes TOP10
de Escherichia coli, de acuerdo al protocolo del kit TOPO TA Cloning Kit
for Sequencing (Thermo Fisher). Las células resultantes después de la
introduccién del plasmido con el gen de la pmoA se crecieron en placas
con medio LB con el antibiético kanamicina con el fin de determinar
aquellas células que verdaderamente habian adquirido el plasmido con
el gen. Solo las bacterias de E. coli que llevan el plasmido son
resistentes al antibiético, ya que el plasmido lleva un gen de resistencia,
y por tanto éstas bacterias si crecen en la placa. Ademas, el plasmido
lleva el gen lacZ, que cuando se expresa, hidroliza el X-gal (un
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compuesto organico indicador ahnadido en el medio de cultivo)
generando colonias de color azul. Sin embargo, cuando el plasmido lleva
unido el gen de interés (inserto), éste interrumpe la expresion del gen
lacZ y por tanto las colonias aparecen en la placa de color blanco. Esto
permite distinguir en la placa las colonias/clones positivos que llevan el
plasmido con el fragmento de interés de aquellas que sé6lo han
incorporado el plasmido sin el fragmento.

Se seleccionaron 7 clones positivos y la presencia del inserto (pmoA) en
los clones se comprobé ademas mediante PCR usando primers que
amplificaban la region M13 del plasmido dentro de la cual se sitla el
inserto (segun protocolo del Kit TOPO TA Cloning Kit for Sequencing
(Thermo Fisher)). Ademas, para comprobar que la secuencia del gen
pmoA insertada en cada clon era correcta, se realizé una extraccion del
plasmido mediante el kit Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification
System (Promega) y se mand6 al servicio de secuenciacion (SECUGEN
S.L.).

53




ESCUELA DE INGENIERIAS
INDUSTRIALES

< ,«, -
QPCR for determining efficiency and
linearity of the standard curve

[
Slo(kiullnn ]
1800 Toou
\

//\/\ AN \f\

¢ (o¢ far e a0 (ne

Competent £. coli DH5a

Construction of the standard
curve by serial dilutions

Amp+1PTG/Xgal

Plasnid DNA
Extraction

Meassure concentration
and evaluating DNA quality

Figura 37. Esquema del proceso de construccion de la curva estandar para la cuantificacion de
laexpresion del gen pmoA.

Para construir la curva estandar se seleccion6 uno de los clones y se
llevd a cabo la extraccion del plasmido con el kit Wizard Plus SV
Minipreps DNA Purification System (Promega). La concentracion del
ADN plasmidico extraido se midié en un espectofotometro NanoDrop
(Thermo Fisher Scientific). A partir de la concentracion, se hizo el calculo
del nimero de copias (copias uL1) del gen pmoA segln la formula:

. ” 9\ .. 1023 (copias
oA (copll‘as> _ pmoA concentracion (_mL) 6-10 (—m;;ZA gN 10}
1l = £ . .
tamafio del plasmido + inserto (pb) - 660 (—mol )
Donde:

= pmoA concentracion (g mL1) es la concentraciébn del DNA
plasmidico medida en el equipo NanoDrop.
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= 61023 (copias uL!) es el nimero de Avogadro (nimero de
moléculas en un mol de sustancia).

= Tamano del plasmido + inserto es 3956 pb + 501 pb.

= 660 g ADN mol! es masa molecular media de un par de bases
de ADN de doble hebra.

Tras el calculo del nimero de copias, se construyd la curva estandar
haciendo diluciones seriadas 1:10 del plasmido abarcando el rango de
102 copias yLta 105 copias uLt del gen pmoA. La curva estandar (cada
dilucién por triplicado) se corrié en un ensayo de PCR con el programa
de PCR “touchdown” optimizado. El software genera una grafica que
representa el ajuste de los datos a la recta de regresién y calcula los
parametros de eficiencia E, R? y pendiente de la recta. El ensayo se dio
por optimizado cuando los valores se encontraron dentro de los rangos
mencionados en este apartado.

3.6.6. Cuantificacion del gen pmoA en las muestras problema por PCR
Cuantitativa en Tiempo Real

Una vez optimizado el ensayo en cuanto a especificidad, linealidad y
eficiencia de amplificacion, las muestras problema se corrieron por
triplicado en el termociclador con el programa optimizado de PCR
“touchdown”. La cantidad de transcritos de pmoA en cada muestra se
obtuvo mediante la extrapolacion del Ct (valor medio) en la curva
estandar.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Rendimiento de los reactores en estado estacionario
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4.1.1. Rendimiento de la eliminaciéon de CHa y NHa* en los biorreactores

Los tres bioreactores se operaron un total de 188 dias. Se selecciond un
periodo de 63 dias (del dia 49 al dia 112 de operacion) para describir el
funcionamiento de los sistemas en estado estacionario. Las Tablas 12 y 13
muestran los valores medios de los principales parametros operacionales
(carga de entrada de CHas, NT, N-NH4*, N-NO2, N-NOz de la solucién de
nutrientes, etc.) aplicados a los sistemas durante este periodo.

Tabla 12. Condiciones operacionales aplicadas a los biorreactores en este estudio.

Corriente de entrada
REACTORES |Carga de entrada CH4 Concentracion CHy
(gm=®h) (gm™)
R1 1259+ 6.3 484 +25
R2 133.8+6.5 489+23
R3 129+ 5.6 472+19

Tabla 13. Parametros operacionales de los tres sistemas.
Parametros del sistema

REACTORES | LBRrT (min) PH Tem:’fg;t”ra Humedad (%) (n(:;(r)l)
R1 17.7+0.0 48+ 04 246 +0.7 929+ 12.6 6.7+2.0
R2 17+ 0.0 46+0,1 248+ 0.9 926+ 12.7 6.2+22
R3 17+ 00 44+09  249+07 955104 6408

(*) Mediciones puntuales de 0,

Tabla 14. Concentracion media del centrado diluido usado como fuentes de nutrientes.

Solucién de nutrientes

NT (mgL ') N-NH; (mgL') N-NO; (mgL™") N-NO; (mgL™?)

181.6 + 15.0 183.8+17.6 8.9 + 10.6 28+4.1
coT (mgL™1) cl(mgL™1) pH
215+85 154.6 +32.5 7.7+0.2

Durante esta etapa, los valores de eliminacion de CHs fueron de 11.3 +3.7 g
m3h1;11.7 £ 4.7gm3h1y 13.7 £ 4.0 g m3h1para las unidades R1, R2 y R3,
respectivamente, por lo que no hubo grandes diferencias en cuanto a
eliminacion de CH4 entre los sistemas operados en feast-famine y el operado
en continuo. La evolucion temporal de la CE de CHa y de la carga de entrada en
cada uno de los reactores durante la etapa estacionaria se muestra en la Fig.
39.
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Figura 38. Evolucion de CEcHa y de la carga de entrada con el tiempo en a) R1, b) R2 y c) R3.
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Los valores de CE observados son inferiores a los reportados por Nikiema et al.
(2009) en un biofiltro con relleno inorganico (tiempo de residencia = 4.3 min.)
utilizando una carga de entrada de CHs de 95 g m h'1 con una concentracién
de nitrégeno (en forma de NaNO3z) de 0.75 g L1 (CE = 36 g m-3h-1). Sin embargo,
a concentraciones de nitrégeno similares a las de este trabajo (~ 0.15 g L)y
carga de entrada de 95 g m3 h'i, las CE observadas por estos autores fueron
ligeramente inferores a las de este trabajo fin de grado (8 - 9 g m=3h-1) (Fig. 40).
Estos autores observaron que, para cargas elevadas (95 g m3 h1), al aumentar
la concentracion de nitrégeno en la solucién nutritiva, aumentaba la CE, hasta
alcanzar una concentracién de nitrégeno “dptima”. A concentraciones de
nitrogeno superiores al “6ptimo”, observaron inhibicion causada por el exceso
de nitrogeno, y por tanto una disminucién en las CE del biofiltro. A cargas mas
bajas, el efecto de la concentracién de nitrogeno sobre la CE se ve mas
atenuado (Fig. 40). En otro trabajo reciente, se observé una CE de CHsmaxima
de 45 g m3 h'l para una carga de entrada de 87 g m=3 h1 en un biofiltro
utilizando una solucién de nutrientes con una concentracion de nitrégeno de 3
g L1 (en forma de NaNOs) (Ferdowsi et al., 2016). Lopez et al., 2016, y Veillette
et al., 2012, evaluaron el efecto de la disponibilidad de nitrégeno en forma de
NH4* y NOg, respectivamente, sobre la CE. Los primeros autores observaron
que para concentraciones de nitrogeno entre 0.05y 0.5 g N-NH4* L1 y cargas
de entrada de 10 g m=3 h-1, la eficiencia de eliminacién de CHa* (%) disminuyd
a medida que aumentaba la concentracion de nitrégeno en la solucion de
nutrientes de 68 % (0.005 g N-NHs* L-1) a 11.8 % (0.5 g N-NH4* L-1) en un
biofiltro con relleno de material inorganico. Los segundos autores evaluaron el
efecto de las concentraciones de nitrogeno de 5-70 g N m-3sobre la CE de CHa
en sistemas de tanque agitado, y observaron las mayores CE a las menores
concentraciones de nitrogeno proporcionadas (5 g N m-3).
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Figura 39. Influencia de la concentracion de nitrégeno y la carga de entrada de CH4 sobre la CE en un
biofiltro con relleno inorganico (Nikiema, 2009).
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Como puede observarse en estos y otros trabajos (Nikiema, 2009), el efecto de
la concentracion de nitrogeno sobre la actividad de las bacterias
metanotroficas y por tanto sobre la CE en sistemas de tratamiento de CH4 es
de especial relevancia para su 6ptimo rendimiento. Este efecto ha sido
estudiado tambien en ecosistemas naturales, principalmente suelos sometidos
al uso de fertilizantes nitrogenados. Sin embargo, los resultados obtenidos
tanto en sistemas artificiales como naturales resultan en muchos casos
complicados de entender y contradictorios.

Por un lado, el hecho de que las enzimas metano-monooxigenasa y amonio-
monooxigenasa sean evolutivamente similares hace que el amonio pueda
actuar como inhibidor competitivo de la metano-monooxigenasa y a la inversa
(Zheng et al., 2014). Esto implica que durante la biofiltracion de CH4 en
presencia de NH4*, parte de la actividad metanotréfica puede desviarse hacia
la oxidacion de NH4*, provocando una disminucion en las CE de CHa4. Novikov
& Stepanov, 2002 observaron que entre el 12-28 % de la poblacion
metanotrofica en diferentes tipos de suelos estaba implicada en el proceso de
nitrificacion en lugar de en la oxidacién de CHa4. Sin embargo, el amonio actla
también como nutriente esencial durante el crecimiento de las bacterias
metanotroficas, y por tanto, su actividad podria verse limitada por las bajas
concentraciones de este compuesto.

Los datos obtenidos a partir de las mediciones de nitrégeno en este trabajo se
muestran en Tabla 15:

Tabla 15. Valores medios de eliminacion de nitrégeno total (%)y de amonio (%) para los tres reactores
durante la etapa estacionaria.

REACTORES| ER NT (%) ERN— NH; ()N~ NOs (mgL™) N~ NO, (mgL™)
entrada salida entrada salida

R1 37.7+82 776+47 |89+107 720+125 2941 0000

R2 143+ 53 66.7+1.8 |89+10.7 101.4+10.1 29+41 0000

R3 69+ 211 653+211 |89+107 985+6.1 29+41 0.0+00

El reactor R1 (en continuo) presentdé mayores eficiencias de eliminacion en
cuanto a nitrogeno total (NT) y NH4* que los reactores R2 y R3 bajo condiciones
ciclicas de alimentacion-hambruna (Tabla 15). Por otro lado, se observé que el
NO3z era el producto principal del proceso de la nitrificacion del NH4*, mientras
que no se observé la acumulacién de NO2- durante el funcionamiento de los
biorreactores (Tabla 15; Fig. 41; Fig 42; Fig 43). La elevada concentracion de
oxigeno disuelto, junto con las altas concentraciones de amonio y temperaturas
por debajo de los 28 °C explican la mayor actividad de las comunidades NOB.
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Figura 40. Evolucién de la acumulacion de N-NOz en los tres biorreactores.
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Figura 41. Evolucion de la acumulacion de N-NO2 en los tres biorreactores.

Las diferencias en cuanto a eliminacion de NH4* o NKT entre la unidad R1y las
unidades R2 y R3 pueden estar relacionadas con la proporcion del
metabolismo que esta siendo desviado hacia la nitrificacién en las bacterias
metanotroficas. Asi, en la unidad R1 esta proporcidn podria ser mayor que las
unidades que operaban en discontinuo debido al hecho de que éstas Ultimas
estan sometidas a periodos de hambruna en los que la asimilacion de NH4*
como nutriente podria verse limitada. El analisis de diversidad de los
microorganismos presentes en los bioreactores en estado estacionario mostro
también ligeras diferencias en cuanto a la cantidad de bacterias
metanotréficas observadas en los sistemas, presentando el reactor R1 un 16
% de bacterias metanotréficas (con respecto al total de bacterias) en
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comparacion con un 12 % y 7 % en las unidades R2 y R3, respectivamente
(principalmente metanétrofos tipo Il del género Methylocystis en las tres
unidades) (Figs. A5.1., A5.2. y A5.3.). La cantidad superior de estos
microorganismos observada en la unidad R1 también podria explicar las
mejores eficiencias de eliminacion de NHa* / NKT en esta unidad. No puede
atriburise sin embargo, a una mayor cantidad de bacterias oxidadoras del
amonio, puesto que éstas se encontraron en porcentajes de abundancia
similares en las tres unidades (0.07 % en R1, 0.5 % en R2, 0.1 % en R3) (Figs.
A5.4.,A5.5.y A5.6.).

Por otro lado, la unidad R1 presentd una acumulacion de NOsz ligeramente
inferior a la observada en las unidades R2 y R3 y a su vez, una mayor pérdida
de nitrégeno que las unidades operadas en discontinuo (Tabla 15). En las tres
unidades se obsevaron microorganismos con capacidad desnitrificante
(Thauera, Comamonas, Pseudomonas, Thermomonas,...). Aunque las elevadas
concentraciones de oxigeno y la escasa presencia de materia organica en los
sistemas sugieren la ausencia de desnitrificacion convencional en los mismos,
en los dUltimos afos se han detectado varios grupos de bacterias
desnitrificantes aerobias (Ji et al., 2015). Ademas, se observaron también en
los tres sistemas bacterias oxidadoras del nitrito (Nitrobacter, Nitrospira,
Nitrolancea), responsables por tanto de la ausencia de NO2 en los sistemas
estudiados.

Junto con el consumo de amonio, también se observé una reduccion en la
concentracion de carbono inorganico (Cl) durante el proceso de nitrificacion. La
concentracion inicial medida en el centrado diluido fue de 154.6 £ 32.6 mg L-
1 mientras que las concentraciones de Cl medido en los reactores fueron de
0.8+ 0.5mgLtparaR1,0.5+0.1mgLtparaR2y0.6 +£0.3 mgL?*paraR3.
Segln Yang et al., (2010), la concentracion de Cl esta relacionada con el
rendimiento de eliminacion de nitrégeno ya que el carbono inorganico puede
desempenar un papel catalitico en la produccién de hidroxilamina durante el
proceso de nitrificacion autotrofica. En nuestro estudio particular, los bajos pH
del medio cultivo en los tres reactores junto con la intensa aeracién fueron
responsables de una parte importante de la eliminacién de CI por stripping.

Tabla 16. Valores medios de Carbono Organico Total (COT) y de Carbono Inorganico (Cl) de los tres
reactores durante la etapa estacionaria.

coT (mgL?) ¢l (mgL™)
REACTORES
entrada salida entrada salida
R1 21.5+8.5 42.7+2.1 1546+326 08+0.5
R2 21.5+8.5 21.2+22 1546+326 05+0.1
R3 215+85 241+48 154.6+326 0.6+0.3

62



=il

ESCUELA DE INGENIERIAS

INDUSTRIALES

4.1.2. Produccion de CO2

La Tabla 16 muestra la produccion de CO2 (Pco2) durante la etapa estacionaria
evaluada, la cantidad de CO2 producido tedricamente basada en la cantidad de
metano que se ha eliminado, y el ratio Pco2 experimental / Pco2 tesrico QuUE indica la
contribucién de la eliminacién de CHa4* en la produccion de CO2 (Yco2).

Tabla 17. Produccion de CO2 (Pcoz), produccion de CO2 tedrica (basada en la cantidad de CH4
eliminado) y rendimiento de mineralizacion (Ycoz).

REACTORES [P¢o, (gm™3 h™1) Pgo, teérico (gm=3 h™1)Yco,(%)

R1 215+ 4.2 310+ 10.2 69.5
R2 220+ 22 322+ 127 68.3
R3 27.7+3.2 379+115 73.1

Las Pco2 en los tres sistemas estudiados fueron similares (Tabla 17; Fig. 43), lo
que indica contribuciones similares de las bacterias metanétrofas en la
produccién de CO2 para las tres unidades. Los valores correspondientes al ratio
Pco2 experimental / Pco2 tesrico Muestran también valores similares para los tres
sistemas (Tabla 16). Hilger y Humer, 2003 mostraron que el valor teérico del
ratio Pco2 experimental / Pco2 tesrico Para los metanétrofos de tipo Il (predominantes
en las unidades STR de este trabajo) es del 59 %. En este trabajo, los valores
observados han sido ligeramente superiores (69.5 % para R1, 68.3 % para R2
y 73.1 % para R3) a los mencionados por estos autores, sin embargo, ha de
tenerse en cuenta que otros microorganismos a parte de las bacterias
metanotroficas - por ejemplo bacterias metilotréficas que podrian estar usando
el metanol generado por los metanétrofos - podrian estar contribuyendo al
proceso de mineralizacion de carbono en estos sistemas (Nikiema, 2009). El
stripping de CO2> desde el centrado diluido junto con la significativa respiracién
endogena derivada de a operacion a un tiempo de residencia de la biomasa
infinito (debido al retorno de la biomasa centrifugada).
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Figura 43. Evolucion temporal de la produccion de CO2 y la carga de CHa en las unidades R1, R2y R3.
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4.1.3. pH, caida de presion y produccién de biomasa

Los valores de pH observados fueron similares para los tres bioreactores,
siendo el valor de pH para la unidad R1 ligeramente superior que para las
unidades operadas en discontinuo (Fig. 45). El proceso nitrificacion, constatado
en los sistemas por la presencia de bacterias oxidadoras del NH4*
(principalmente Nitrosomonas y Nitrosospira) y de altas concentraciones de
nitrato, implica la liberacion de H* durante la conversién de NHa* a NOs y una
disminucién en la alcalinidad del medio debido al consumo de la misma por
estas bacterias como fuente de carbono. Esto provoca por tanto, la reduccion
del pH en los sistemas. La mayor parte de las bacterias metanotréficas son
incapaces de crecer a pH por debajo de 5, sin embargo la existencia de
metandtrofos acidofilicos ha sido previamente observada y todos pertenecen a
las Alfaproteobacterias, incluyendo especies de Methylocella, Methylocapsa y
Methylocystis (Kip et al., 2011). En este trabajo, Methylocystis fue el género
predominante (Figs. A5.1., A5.2. y A5.3), lo que confirma el caracter acidofilico
o acido-tolerante de algunos de los microorganismos de este grupo. Por otro
lado, la unidad R1, presenté una mayor abundancia de metanétrofos (16 %) en
comparacion con R2 (11 %)y R3 (7 %) (Figs. A5.4., A5.5. y A5.6),), lo cual podria
explicar los niveles de pH ligeramente superiores en esta unidad.

Cabe destacar, la fluctuacion periédica observada en los valores de pH de las
unidades operadas en discontinuo impuesta por el reeamplazo del liquido de
centrifuga (Fig. 45). Durante los periodos de hambruna, el pH disminuy6 hasta
valores de 3.5, mientras que durante el periodo con alimentacion el pH
aumentoé hasta valores de 6.5. Durante el periodo de hambruna, tan sélo el CHa
fue eliminado de los sistemas, lo que supuso una disminucién en la actividad
metanotroéfica y por tanto en la produccion de alcalinidad. Sin embargo, las
bacterias oxidadoras del NH4* no se vieron afectadas debido a la disponibilidad
de NHa4* en el medio. Esto explicaria la reduccion el pH observada durante los
periodos de hambruna, y el aumento del mismo durante los periodos de
alimentacién de CHa.
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Figura 42. Evolucion temporal del pH de los tres reactores durante el proceso estacionario.

En la figura 46 se puede observar la evolucion temporal de la caida de presion
y en la figura 47 la acumulacién de biomasa durante el periodo estacionario.
La caida de presion en el reactor con alimentacion continua (R1) llegé a valores
superiores a los observados en las dos unidades alternas (R2 y R3). Este hecho
se debe a la mayor concentracién de biomasa en R1 y crecimiento de la
biomasa sobre los difusores, debido a su operacion en régimen de alimentacion
continua. Cuando la caida de presion se aproximé a los 350 mbares se
sustituyeron los difusores, bajando drasticamente la caida de presion en los
reactores.
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Figura 43. Evolucion temporal de la caida de presion (mbar) de los tres reactores durante la etapa
estacionaria.

Los datos medios de concentraciéon de sélidos suspendidos totales y sélidos
suspendidos volatiles en los sistemas se pueden observar en la tabla 18 y en
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las figuras 47 y 48. Las tecnologias para el tratamiento de CH4 comunmente
empleadas a escala industrial (biofiltros) generalmente sufren de problemas
de acumulacion de biomasa que limitan su eficiencia y dificultan su operacion.
En este trabajo, la concentracion de sélidos en R2 y R3 fue aproximadamente
la mitad de la observada en R1 (Tabla 18; Fig. 47; Fig. 48) y a pesar de todo,
estos reactores no mostraron CE inferiores a las de R1 (no se vio afectada su
actividad), indicando la viabilidad del uso de las estrategias de alimentacion-
hambruna para el control de sélidos en sistemas bioldgicos para el tratamiento
de corrientes diluidas de CHa. Estas similares CE a diferentes concentraciones
de biomasa tambien indicaron que los reactores estuvieron limitados por
transporte desde la fase gas a la fase liquida.

Tabla 18. Valores medios de Sélidos Suspendidos Totales (SST) (g L1), Sdlidos Suspendidos Volatiles
(SSV) (g L) y caida de presion de los tres biorreactores durante la etapa estacionaria.

REACTORES | AP (mbar) ssT (gL™t) ssv(gL™)
R1 309.23+2827 374+052  3.64+052
R2 279.89+1561 1.90+0.25 1.86+0.25
R3 289.40+2408 276+024  270:0.23
SST —@—5STR1 —A—STR2 —®—STR3
6
5 L J
A4 []
= 4 e R . o
B0 3 b - : n [
E m " u L] - "
3,4 . X . da
E A 4 A Loa
@ g
0 by
a5 55 65 75 85 95 105 115

Tiempo (dfas)

Figura 44. Evolucion temporal de la concentracion de Sélidos Suspendidos Totales de los tres
reactores durante la etapa estacionaria.
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Figura 45. Evolucion temporal de la concentracion de Sélidos Suspendidos Volatiles de los tres
reactores durante la etapa estacionaria.

4.2 .Evaluacién de la robustez de los biorreactores

Con el fin de determinar la capacidad de respuesta de los sistemas y por tanto
del consorcio metanotréfico frente a las ciclos de alimentacién/hambruna, se
analizd uno de estos ciclos en detalle tomando muestras periddicas para la
cuantificacion de la expresion del gen pmoA por QPCR (ADN y ARN) vy la
medicién de gases (CH4 y CO2) tal y como se describié en el apartado de
materiales y métodos. Ademas, para evaluar la influencia del historial previo de
operacién de los reactores en dicha capacidad de recuperacion, se someti6 al
sistema R1 (en continuo) a uno de estos ciclos y se compard con los sistemas
en discontinuo (R2, R3) previamente adaptados a la interrupcion en el
suministro en la fuente de carbono y energia.

La eficiencia de amplificacién de la QPCR para la cuantificacién del gen (ADN)
y los transcritos (ARNm) del gen pmoA fue calculada a partir de la pendiente de
las curvas estandar construidas. Se incluyé una curva estandar en cada ensayo
de QPCR. Los valores de eficiencia de amplificacion (E) se mostraron en el
rango de 93.9 a 97.8 % para las curvas incluidas en los ensayos de
cuantificacion de transcritos pmoA y en el rango de 89.2 a 98.9 % para las
curvas incluidas en los ensayos de cuantificacion del gen pmoA. Las diluciones
de las curvas estandar abarcaron 5 érdenes de magnitud (101 a 105) y la
amplificacién de las mismas fue lineal (coeficiente de regresion de 0.983 -
0.997 para ensayos de cuantificacion de transcritos y de 0.9917 - 0.9977 para
ensayos de cuantificacion del gen). El anélisis de melting en cada ensayo de
QPCR mostro la especificidad de los primers utilizados para el gen estudiado.
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Las figuras 50, 51 y 52 muestran la evolucion de la cantidad de transcritos de
la pmoA por mg de SV, la cantidad de genes de pmoA por mg de SSV, asi como
el ratio “genes pmoA / transcritos pmoA” para cada uno de los biorreactores
(R1, R2, R3), respectivamente. El nimero de transcritos refleja la cantidad de
ARNm que codifica para la enzima pmoA en las células en un momento
determinado. La cantidad de genes de pmoA refleja la cantidad de bacterias
metandétrofas presentes en las muestras analizadas. El ratio “genes pmoA /
transcritos pmoA” o “ADN pmoA / ARN pmoA” refleja la abundancia de
transcritos por cantidad de biomasa. A ratios menores la actividad de fisiolégica
de las células seria mayor y a la inversa. La utilizacién de este ratio se ha
sugerido como una medida més directa de la actividad fisiologica de las células
en lugar de utilizar la abundancia absoluta del nimero de transcritos (Freitag
et al., 2010).

La CE de CH4 de los reactores durante el experimento se muestra en la figura
49. En los tres sistemas se observé un incremento en la CE inmediatamente
después de la reintroduccion de CHs4 (t=120.03 h para R1y R2,t=120.5 h para
R3). Asi, las CE retornaron a valores similares a los observados durante la fase
estacionaria en un periodo de 30 minutos (t=120.5 h) para los sistemas R1y
R2, y de 1.5 horas (t=121.5 h) para R3. El aumento en la CE justo tras su
reintroduccion en los sistemas sugiere que, durante ese periodo, la eliminacion
de CHs se debié a su solubilizacion en el medio y, por tanto, el aumento
observado en las CE no es representativo. Desestimando estas mediciones, se
observa que los rectores alcanzaron CE similares a las de la etapa estacionaria
(Tabla 18) en un periodo de 30 minutos para R1y R2 y de 1.5 horas para R3
(Fig. 49).

El ratio “ADN pmoA / ARN pmoA” confirmé la rapida recuperacion de los
sistemas. Entre los 30 minutos y 1 hora se observé una disminucion en el ratio
para los tres sistemas que se mantuvo en valores minimos hasta
aproximadamente las 12 horas posteriores (t=132 h) a la reintroduccion de
CHa (Figs. 50, 51y 52). Esta disminucion en el ratio implica el incremento en la
cantidad de transcritos de pmoA por unidad de biomasa en las bacterias
metanotroéficas durante este periodo y, por tanto, su rapida adaptacion
fisiolégica a la nueva situacion.
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Figura 46. Evolucion temporal de CEcha+en los tres reactores durante un ciclo de
alimentacion/hambruna.

Tabla 18. Valores medios de CE de CHa4 obtenidos durante el ciclo de alimentacién-hambruna
comparado con los valores de CE en estado estacionario para los tres bioreactores.

EXPERIMENTO ETAPA
REACTORES ESTACIONARIA
CE(gm™h™') CE(gm~h?)
R1 16.24 +2.03 16 + 2.7
R2 14.4 £ 455 11+2.6
R3 18.96 + 2.46 142 +43

Los resultados obtenidos muestran por tanto que los tres sistemas recuperaron
sus CEchsa en aproximadamente el mismo tiempo (30 minutos - 1.5 horas),
independientemente de su historial previo de operacion (continuo vs.
alimentacion/hambruna). Esto refleja la gran capacidad de adaptacion de las
bacterias metanotroficas a cambios en su ambiente o periodos de estrés
ciclicos, y confirma la robustez de estos sistemas frente a fallos operacionales
que cominmente de dan en sistemas a escala real.

Ferdowsi et al., 2016 observaron para un biofiltro sometido a condiciones de
hambruna durante un periodo de 30 dias (sin CH4 y sin solucién de nutrientes)
que el tiempo de recuperacion de las CE fue de 5 dias (a una carga de entrada:
13 g m-3h-1), sin embargo, la CE se estabiliz6 en valores ligeramente inferiores
(8 g m3h1)alos observados antes de la aplicacion de estas condiciones (10
-11 g m3 h1). Para tiempos mas cortos de las condiciones de hambruna (3
dias), otros autores han mostrado una rapida recuperacion de los sistemas (30
minutos) en cuanto a eliminacién de COVs y H2S en biofiltros y sistemas de
fangos activados (Lebrero et al., 2010).
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Cabe destacar que el ratio “ADN pmoA / ARN pmoA” muestra para los sistemas
R2 y R3 un aumento al pasar de la muestra de 120 horas (final del periodo de
hambruna) a la muestra de 120.03 horas (minutos después de la
reintroduccion de CHa). Sin embargo, como se comentd anteriormente, a los 15
minutos (t=120.25 h) posteriores a la introduccién de CHs se observa de nuevo
una disminucién del ratio, que alcanza valores minimos entre los 30 minutos
(t=120.5 h) y las 12 horas (t=132 h) indicando un maximo en la actividad
fisiolégica de las bacterias metanotroéficas en ese periodo. Este aumento en el
ratio al pasar de las condiciones de hambruna (t=120 h) a las condiciones de
alimentacién (t=120.03 h), no se observa en el sistema R1, en el que el ratio
disminuye de la muestra t=120 h a la muestra t=120.03 h indicando un
aumento en la actividad metanotréfica (mediante una mayor produccion de
transcritos de pmoA) de las células para adaptarse de nuevo a la presencia de
CHas. Esta diferencia en el patron de expresion entre R2 y R3, que disminuyen
su actividad fisiol6gica inmediatamente después de la introduccién de CHa
(cuando éste alin no se ha solubilizado en el medio) pero la recuperan a los 30
minutos (cuando el CHa estd probablemente solubilizado) podria ser una
adaptacion particular de las bacterias metanotréficas previamente operadas
en régimen de alimentacion/hambruna, en la que la degradacion de transcritos
supera a la sintesis de los mismos en el momento previo a la reintroduccion de
CH4 como si de un “efecto memoria” se tratase. Este “efecto memoria” no se
observdé en R1, cuyas células no disminuyeron su actividad en el momento
previo a la disponibilidad de CHs. Este “efecto memoria” se ha observado en
varios organismos, por ejemplo, bacterias “que recuerdan” estados
nutricionales previos (Guan et al., 2012). En un estudio sobre la adaptacion de
E.coli a diferentes medios, se observé que los cultivos celulares mostraron las
mismas tasas de crecimiento y fenotipos metabdlicos tras varias generaciones,
sin embrago, los estados de expresion de diferentes genes fueron diferentes
(L6pez-Maury et al., 2008).

4.2.1. Produccién de CO2

En cuanto a los valores de produccion de CO2, se observa principalmente para
el sistema R2, y en menor medida para R3, un aumento en la Pco2 en el
momento inmediatamente posterior a la introduccion de CHa4 (t=120.0 h). Sin
embargo, la Pco2 cae a los 30 minutos (t=120.5 h) a valores cercanos a los
observados durante la etapa estacionaria que se mantienen hasta el final del
ciclo de alimentacién (Fig. 53 y Tabla 19). Este aumento coincide con el
aumento del ratio “DNA pmoA / RNA pmoA” en R2 y R3, que indica una
disminucién en la actividad de las bacterias metanotréficas en el momento
previo a la obtencion de CHs. Tavormina et al, 2017, observd en
Methyloprofundus sedimenti una acumulacion de metanol extracelular durante
el periodo inicial de la recuperacion tras condiciones de hambruna, indicando
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de este modo una ruta por la que el carbono derivado del CH4 puede ser
utilizado por otros miembros de la comunidad (bacterias metilotréficas). La
disminucién de actividad metanotréfica justo al inicio de la recuperacion, que
coincide con el aumento en la Pcoz de estos dos sistemas podria implicar por
tanto la acumulacion de metanol que estaria disponible para las bacterias
metilotréficas, por lo que el aumento en la Pcoz se deberia a otros miembros de
la comunidad y no a las bacterias metanétrofas.

Algo similar se observa al inicio del periodo de hambruna; aumenta la Pco2 en
t=0.03 h con respecto al punto previo (t=0 h), y va cayendo gradualmente hasta
alcanzar valores minimos aproximadamente a las 24 horas que se mantienen
hasta el final de la etapa sin alimentacion.
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Figura 50. Evolucion temporal de la produccion de CO2 durante un ciclo de alimentacion/hambruna en
los tres reactores.

Tabla 19. Valores de produccion de CO2 durante la etapa de alimentacion del experimento de los tres
reactores.

Pco,(gm3h? P m3h1!
REACTORES | -7 ( ) co, (8 )
EXPERIMENTO PREVIO EXPERIMENTO
R1 225+2.1 30.1+9.0
R2 17.0+38 19.6+ 3.4
R3 214+21 26.8+6.0

La cantidad de CO2 que se podria obtener durante la etapa de alimentacion, a
través del metano medido (produccion de CO» teédrica) durante el experimento
(Tabla 20), es mas elevada que en la etapa estacionaria (tabla 16). Esto sucede
por el pico obtenido en la capacidad de eliminacion (Fig. 53), al no estar todo
el metano solubilizado; por lo tanto, este no es un dato realista, y hace que el
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porcentaje de produccion de metano sea menor que el obtenido en la etapa
estacionaria (Tabla 16).

Tabla 20. Datos medios de produccion de CO2 en el experimento, durante la etapa de alimentacion de
los tres reactores.

REACTORES  |Pco,(gm™3h~?) Pco€61iCo (gm=3 h1) Yeo, (%)

R1 225+22 473 +6.5 483+7.5
R2 17.0+3.8 43.8+13.3 419+ 142
R3 214+21 60.1+17.1 38.2+11.2

Finalmente, durante el periodo de hambruna en R1 se observé una disminucioén
del ratio “DNA pmoA / RNA pmoA” indicando un menor nimero de transcritos
por cantidad de biomasa hasta los 30 minutos debido probablemente a la
ausencia de CHs en el medio. Sin embargo, el ratio fue disminuyendo
posteriormente hasta alcanzar valores minimos entre las 2 y las 12 horas,
indicando un aumento de actividad de las bacterias metanétrofas. A partir de
las 12 horas el ratio aumento6 de nuevo y se mantuvo hasta el final del periodo
de hambruna (Fig. 50). El aumento en la actividad fisiolégica de las bacterias
metanétrofas entre las 2 y 12 horas del periodo sin alimentacion podria estar
relacionado con la utilizacién de sustancias de reserva para la asimilacion de
nitrégeno a través de la pmoA. Se ha mostrado que el polihidroxibutirato (PHB)
acumulado por las bacterias metanétrofas como sustancia de reserva es
utilizado como una fuente de poder reductor para la asimilaciéon de nitrégeno
en ausencia de CHas, aunque no para la sintesis de material celular (Pieja et al.,
2011). ElI microorganismo metanétrofo predominante en R1 (Methylocystis
rosea) acumula PHB como sustancia de reserva (Wartiainen et al., 2006), que
podria estar siendo utilizado como fuente de poder reductor para la oxidacion
cometabdlica de NH4* al inicio del periodo de hambruna.

Se observa también, principalmente para R1, que los nieves basales de
actividad metanotrofica (entre las 12 horas y el final de los periodos de
alimentacion/hambruna) en base al ratio “ADN pmoA / ARN pmoA” muestran
valores similares o incluso ligeramente superiores a los obtenidos durante la
fase sin alimentacién de los reactores (Fig. 50). Tavormina et al., 2017,
también observé que los niveles de transcritos de pmoA durante la fase de
hambre fueron superiores a los de la fase con CHs en Methyloprofundus
sedimenti. Del mismo modo, Bollmann et al., 2005, observé que en bacterias
oxidadoras del NHs*, los transcritos que codifican para la amonio-
monooxigenasa (amoA), se degradan lentamente durante 12 dias de
hambruna sin NHs*, comparado con la mayor parte de los ARNm celulares.
Estos autores sugieren que estas bacterias poseen mecanismos Unicos para
responder a condiciones de hambruna. Son capaces de mantener niveles de
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expresion del gen responsable de la degradacién del compuesto durante el
periodo de escasez que las permitan oxidar de nuevo el compuesto casi
inmediatamente cuando estéa disponible (niveles del expresion que facilitan el
regreso al crecimiento después de la reposicion de metano) (Bollmann et al.,
2005; Tavormina et al., 2017).
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CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos, las estrategias de operacién
alimentacién/hambruna se muestran como una alternativa eficiente para el
control de la acumulacién de sélidos en sistemas biol6gicos para el tratamiento
de CHas a bajas concentraciones. Las unidades operadas bajo este régimen
operaron a menor concentracion de sélidos sin verse afectada la capacidad de
eliminacién de CH4 de las mismas.

El andlisis combinado a nivel molecular y macroscépico de un ciclo de
alimentacién/hambruna mostré la gran capacidad de recuperacién (0.5 - 1.5
horas) de los sistemas utilizados después de 5 dias de hambruna
independientemente de su historial previo de operacidon (continuo vs.
discontinuo). Esto confirma la robustez de estas biotecnologias para el
tratamiento de CHs en corrientes diluidas.

Este estudio confirma, al igual que estudios previos, la importancia del
nitrégeno como factor regulador de la actividad metanotroéfica, y establece por
tanto la necesidad de considerar dicho factor para la optimizacion de sistemas
biologicos para el tratamiento de CHas. Se confirmé a través de la presencia de
bacterias nitrificantes en los sistemas la posible competicion por el nitrégeno
entre estos microorganismos y las bacterias nitrificantes. Las CE observadas
en este trabajo fueron similares a las observadas en otros estudios en los que
se usaron concentraciones similares de nitrégeno como nutriente.

Se observaron patrones de expresion del gen pmoA diferenciales entre el
sistema previamente operado en continuo (R1) y los sistemas ya operados en
régimen de alimentacion-hambruna (R2, R3), lo que sugiere la adaptacion de
las bacterias metanotréficas a situaciones de stress que se repiten de un modo
ciclico.

El presente estudio sugiere también, al igual que estudios previos, que bajo
condiciones de ausencia de metano, el PHB acumulado por las células podria
estar siendo utilizado como fuente de poder reductor para la asimilacion de
nitrégeno y no para la sintesis de carbono celular como ocurre en otros grupos
bacterianos.
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