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RESUMEN

La investigacion aqui planteada se enfocé en buscar las condiciones de
operacion en las cuales se optimice la eliminacion de metano (CHa) y la co-
produccion de bioplasticos PHAs a través del tratamiento biolégico de CH4 con
bacterias metanotroficas. Se han empleado los in6culos de Sphagnum vy
Sphagnum+lodo a las temperaturas de 25 °C, 30 °Cy 37 °C. El enriquecimiento
se dio en un medio rico en nitrégeno y fésforo (la cantidad de PHAs acumulado
en este proceso fue inferior al 1 % en masa), y posteriormente se limitd el
fosforo en el medio. Los resultados mostraron que la limitacion de fésforo es
determinante para acumular PHAs, observandose la acumulacion maxima con
el inéculo de Sphagnum a 25 °C (13,6 + 5,6 %), aunque es en esta condicion
en la que se observo la velocidad de eliminacion especifica de CHs mas baja
(8,8 + 1,3 mg CHa / g biomasa - h). Se ha observado una proporcionalidad
inversa en la relacion entre la velocidad de eliminacion especifica de CHs y la
acumulacién de PHAs. En la condicion de indculo de Sphagnum+lodo a 37 °C,
la velocidad de eliminacion especifica de CHs4 ha sido la mas alta (15,4 + 0,5
mg CH4 / g biomasa - h), mientras la acumulaciéon de PHAs ha sido la mas baja
(5,7 £ 1,8 %). Ademas, se observo que la limitacion de fésforo favorece la
acumulacién de PHBs frente a la acumulaciéon de PHVs.

PALABRAS CLAVE: Eliminacion de CHa, metanétrofos, PHA, Sphagnum.
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ABSTRACT

The research here presented was focused on the biological treatment of
methane (CHa4) coupled with biopolymers production (PHAs). The optimum
operating conditions (temperature and phosphorous limitation) to optimize the
biological treatment of CH4 and PHA production were determined. Sphagnum
and Sphagnum+sludge inocula were enriched at temperatures of 25 °C, 30 °C
and 37 °C. The enrichment occurred in a medium rich in nitrogen and
phosphorus (the amount of PHAs accumulated in this process was less than
1%), and then phosphorus was limited in the medium. The results showed that
phosphorus limitation is determinant to accumulate PHA, observing the
maximum accumulation with the Sphagnum inoculum at 25 °C (13.6 + 5.6%).
Nevertheless, the lowest CH4 specific rate of elimination as recorded under this
condition (8.8 + 1.3 mg CH4 / g biomass - h). Thus, an opposite behaviour has
been observed between the specific rate of elimination of CHs and the
accumulation of PHA. In this sense, the highest specific rate of elimination of
CHs (15.4 + 0.5 mg CH4 / g biomass - h) was obtained with Sphagnum+sludge
at 37 °C, while the accumulation of PHA was the lowest (5.7 + 1.8%). In addition,
it was also observed that the phosphorus limitation favours the accumulation
of PHB against the accumulation of PHV.

KEYWORDS: CH4 abatement, methanotrophs, PHA, Sphagnum.
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1.1. Problematica ambiental del metano

El cambio climatico es un fenémeno que se manifiesta como una variacion
temporal de las condiciones meteoroldgicas promedio durante un periodo de
tiempo prolongado. Puede estar causado por diversos factores, pero se han
identificado ciertas actividades humanas como la causa principal del cambio
climatico reciente, conocido como calentamiento global 1. EIl aumento de la
concentracion de gases de efecto invernadero (GEIs) en la atmoésfera esta
vinculado con el aumento de la temperatura promedio del planeta (Fig. 1). De
entre estos gases destacan el diéxido de carbono (CO2) y el metano (CHa) 2.
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Fig. 1: indice global de temperatura tierra-océano. En negro, la media anual.
En rojo, la linea de tendencia media de 5 afos consecutivos 3.

Aunque la cantidad de CO2 en la atmésfera sea mucho mayor que la de
CHas, cada uno de los gases de efecto invernadero tiene un tiempo de vida en
la atmosfera diferente y distintos efectos ambientales. El grado en el que un
determinado GEI contribuye al calentamiento global se define como su

Potencial de Calentamiento Global, y el del CHs es 23 veces superior al del CO2
4

La concentracion de CH4 en la atmoésfera ha aumentado un 59% desde la
era preindustrial, y esto esta ligado directamente al aumento en las emisiones
ocasionadas por fuentes de caracter antropogénico 5 6.De entre estas
emisiones, las que tienen una concentracion de CHa superiores al 30% (v/v)
pueden ser utilizadas como recurso energético. Sin embargo, el 56% de las
emisiones tienen una concentracion de este gas inferior al 5% (v/v), lo que las
hace poco eficientes para la recuperacion de energia y se liberan directamente
a la atmosfera 7 8 (Fig. 2).

El CHs es el componente principal de combustibles como el gas natural.
Cuando éste se quema, se emite menos CO2 a la atmoésfera que con otros
combustibles fosiles, pero cuando se libera a la atmosfera sin ser utilizado, el
CH4 que lo compone potencia el efecto invernadero, contribuye a la generacion
de smog (niebla contaminante), y afecta a la calidad del aire pudiendo incluso
ocasionar problemas de salud °.
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Como consecuencia de los danos generados por las emisiones de CHs, que
repercuten tanto a la economia como a la salud humana, se han desarrollado
diferentes estrategias para su reduccion.
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Fig. 2: Categorias de principales fuentes de emision de CH4 en 2015 para en
la Union Europea e Islandia 0.

A nivel mundial, los estados de las Naciones Unidas han fijado su objetivo
en controlar las emisiones de GEls, con el fin de mantener la temperatura
media global 2°C por encima de los niveles preindustriales 7 11, La agencia
Internacional de Energia refleja en un analisis que, con las tecnologias
actuales, se pueden reducir las emisiones de CH4 en un 75% a nivel mundial, y
que es posible realizar dos tercios de esas reducciones a coste cero 12,

A nivel continental, la Unidn Europea (a través de la Agencia Europea de
Medio Ambiente, EEA) ha adquirido el compromiso de reducir dichas emisiones
un 40% con respecto a los niveles de 1990 (estrategia ‘Europa 2030’). Las
emisiones de CHa representan un 11% de las emisiones totales de la Union
Europea en 2015, y se han visto reducidas un 37% desde 1990. Las principales
razones de la disminucion han sido las reducciones en la extraccion de carbon
y los desechos anaerdbicos (Fig. 3).

A nivel nacional, en Espana se ha desarrollado la Estrategia Espanola de
Cambio Climatico y Energia Limpia 2007-2012-2020, que establece un plan de
actuaciones con el fin de mitigar el cambio climatico y sus consecuencias,
aportando diferentes medidas que contribuyen a la lucha coordinada hacia un
desarrollo sostenible 13.
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Fig. 3: Emisiones de CH4 de la Unién Europea desde 1990 a 2015 en
Megatoneladas equivalentes de CO2 10,

A pesar de la importancia a nivel ambiental del problema que plantean las
emisiones de CH4 (especialmente las que lo contienen en bajas
concentraciones), el desarrollo e implementacion de tecnologias para su
tratamiento que sean respetuosas con el medio ambiente y econémicamente
viables es aln muy reducido.

En la actualidad, los métodos de tratamiento directo utilizados con otros
contaminantes gaseosos, como la incineracion o la adsorcion con carbdén
activo, no son rentables y pueden generar compuestos secundarios nocivos,
ademas de presentar un elevado uso de energia 4. Una alternativa a estas
tecnologias fisico-quimicas de bajo coste e impacto ambiental reducido, lo
constituye el uso de biotecnologias. Entre otros, se ha probado que su uso es
eficiente en el tratamiento biol6gico de Compuestos Organicos Volatiles (COVs)
mediante la accion biocatalitica de algunos microorganismos 15 16,

No obstante, la viabilidad técnico-econdmica que poseen los sistemas
bioldgicos para eliminar CHs, se encuentra aun limitada como consecuencia
del escaso conocimiento de las cinéticas de biodegradacion de este gas a las
bajas concentraciones encontradas habitualmente en las emisiones, y de los
pocos estudios existentes acerca del crecimiento, estabilidad y afinidad
microbiana por el CHa en biorreactores 5 14 15,

Debido a esto, se hace necesario realizar estudios que busquen la
aplicacion de técnicas biotecnologicas para el tratamiento de corrientes
gaseosas, que constituyan una alternativa de coste bajo y reducido impacto
ambiental, y que maximicen la capacidad de eliminacion de CH4. Ademas, para
aumentar la rentabilidad del proceso, los estudios recientes se centran en
combinar el proceso de biodegradacion con la produccion de compuestos de
alto valor anadido, como biopolimeros.
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1.2. Biologia del tratamiento del metano

Los microorganismos capaces de utilizar como fuente de energia los
compuestos de un solo atomo de carbono son denominados metilétrofos. Este
grupo incluye a aquellos que asimilan compuestos con multiples carbonos que
no contienen enlaces carbono-carbono 17. Un caso particular de los metilotrofos
lo constituyen los microorganismos que pueden degradar CHs y convertirlo en
su unica fuente de carbono, crecimiento y energia. Estos reciben el nombre de
metandtrofos.

Los metanédtrofos son, generalmente, bacterias aerobias que asimilan el
CHa4 produciendo CO2 y agua, a través de diversos productos intermediarios

(CHa4, formaldehido, acido formico), segun la siguiente reaccion de oxidacion 18
19-

CH4 + 202 — CO2 + 2H20

A los metanétrofos les distingue del resto de metilétrofos su capacidad
para sintetizar la enzima metanomonooxigenasa (MMO). La enzima MMO
participa en el primer paso de la ruta de degradacion de CH4 a metanol (Fig. 4).
De ella, se conocen dos formas: la MMO particulada (pMMO), que se encuentra
en la membrana citoplasmatica de la célula, y MMO soluble (sMMO), que esta
en el citoplasma 20 21,

pPMMO — Particulate Methane Monoxygenase

O,+ 2e + 2H* H,0

NADH + H* O, H,0 NAD*

sMMO —Soluble Methane Monoxygenase

Fig. 4: Primer paso de la ruta de degradacion de CHs. La enzima
MMO participa en la degradacion de CH4 a metanol 22.

Las bacterias metanotréficas se dividen en tres grupos, de acuerdo a su
fisiologia y su morfologia: las de tipo I, tipo Il y tipo X (de mas reciente
descubrimiento, que reldne caracteristicas de las tipo | y tipo Il). La primera
disimilitud que encontramos entre ellas es que la enzima pMMO es parte
constituyente de todos los metanotrofos, mientras que la enzima sMMO solo
se encuentra en los metanétrofos tipo .
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El segundo paso de la ruta metabdlica, donde se asimila el formaldehido
generado, supone la principal diferencia entre estos tipos. Las bacterias
metanotroficas de tipo | lo hacen por la ruta de la ribulosa monofosfato (RUMP),
las tipo Il utilizan la ruta de la serina y las tipo X son capaces de asimilar
formaldehido a través de ambas (Fig. 5, Fig. 6) 23 24 25,

CH, Pw;uvate — Acetyl-CoA
lMMO P
Fructose-6-P-<~
CH,OH m‘
lMDH HEPI \\
\ Glucose-6-P
HCHO — Hexulose-6-P v I
lH MPTP K Glyceraldehyde-3-P ppy,
HEPS ’/ !
HCOOH P »
1 FDH Ribulose-5-P +--"" 6-P-Gluconate
6PGDH
coz F’/
co,

Fig. 5 Ruta de la ribulosa monofosfato (RuUMP) para la asimilacion de
formaldehido 28,
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co, CH,=H,F— Serine ToeY Naiote
&r Hit v MTK
-NH,
Glycine )/ - Malyl-CoA

. Glyoxylate
b4

’
/

! Acetyl-CoA
‘.CoA este;/

.
Seem”

Fig. 6: Ruta de la serina para la asimilacion de formaldehido 26.

Gracias a estudios del gen 16S rARN, se puede realizar una clasificacion
filogenética de las bacterias metanotroficas. Hasta hace poco, todas las
especies conocidas de metanétrofos pertenecian al filo Proteobacteria, en las
clases Gammaproteobacteria (destacan los géneros Methylomonas,
Methylobacter, Methylomicrobium y Methylococcus) y Alphaproteobacteria
(Methylocapsa, Methylocella, Methylosinus y Methylocystis). Sin embargo, en
2007-2008, se descubrié un nuevo género, el género Methylacidiphilum
dentro del filo Verrucomicrobia 27.
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Para favorecer el crecimiento de metanétrofos en un medio, se deben
presentar condiciones adecuadas. Se ha de tener en cuenta tanto factores
ambientales (temperatura, pH) como macronutrientes y elementos traza
presentes en el medio 28 18, Para acelerar la oxidacion de CH4 a metanol, la
presencia del cation del cobre Cu2+ favorece la actividad catalitica de la enzima
MMO, y una alta concentracion de amonio la dificultaria, pues compite con la
MMO por el lugar de union al CHa 29 19,

Las condiciones 6ptimas para la biodegradacion la oxidacion de CHa varian
dependiendo de si los metanotrofos son tipo | o tipo Il. No obstante, ambos
tipos de bacterias necesitan crecer en un medio que cumpla las siguientes
condiciones:

- Temperatura: entre 25°Cy 37°C 30,

- pH:entre 7y 7,65 31,

- Concentracion de Cu2*: >0,86 umol / g biomasa 32. Los metanotrofos
tipo | necesitan una concentracion de Cu2* mas alta que los tipo II.

- Concentracion de amonio: 12 - 61 uM 33,

- Contenido de agua: 20% - 25% 18,

Se conoce que los metanétrofos tipo | y los tipo Il no tienen el mismo nivel
de adaptacion ante la fluctuacion de las condiciones del medio. La principal
diferencia se aprecia en que las bacterias metanotroficas tipo | no se adaptan
ante las fluctuaciones de CH4 como lo hacen las de tipo Il. A pesar de que esta
variable se vea limitada porque concentraciones altas de CHa lo convierten en
explosivo, los metanoétrofos tipo Il se convierten en un reclamo para estudios e
investigaciones 34,

Unido a esto, se ha probado que bajo condiciones especificas, los
metandtrofos tipo I, al asimilar CH4 por la ruta de la serina, son capaces de
desviar el flujo de carbono que se aporta a la produccion de unos biopolimeros
conocidos como polihidroxialcanoatos (PHAs) 3> (Apartado 1.3). Esta ventaja
competitiva puede ser aprovechada en los sistemas de tratamiento biolégico
de CHs4 para aumentar la viabilidad econdmica del proceso, ya que la
comunidad metanotrofica no sélo elimina el CH4 si no que se obtiene este
producto de alto valor anadido.

1.3. Biopolimeros polihidroxialcanoatos (PHAs)

Los PHAs son biopoliésteres sintetizados intracelularmente por algunos
microorganismos como reserva de carbono y energia que, una vez extraidos de
la célula, presentan propiedades fisicas similares a plasticos derivados del
petroleo (Fig. 7). En las Ultimas décadas, su estudio se ha intensificado debido
a que, ademas de servir como sustitutos de plasticos de origen petroquimico,
son completamente biodegradables y se producen a partir de fuentes de
carbono renovables. Ademas, tienen una aplicacion importante como
materiales biocompatibles 36.
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- -n

Fig. 7: Estructura general de un polihidroxialcanoato (PHA). Cada
molécula de un PHA esta formada por 600-35.000 mondmeros 37.

A pesar de que su extraccion y procesado todavia limita su competitividad,
su biocompatiblidad y biodegradabilidad los ha convertido en candidatos
idéneos para aplicaciones en la industria farmacéutica, alimentaria, agraria, y
especialmente biomédica 38.

1.3.1. Tipos de PHAs

Los PHAs se pueden clasificar en varios tipos segln la longitud de su
estructura monomérica, y de esta dependen las propiedades mecanicas y
térmicas de estos biopoliésteres:

- PHA-SCL: De cadena corta, aquellos polimeros compuestos por
unidades monomeéricas de 3 a 5 atomos de carbono.

- PHA-MCL: De cadena media. De 6 a 14 atomos de carbono.

- PHA-LCL: De cadena larga. Mas de 14 atomos de carbono.

- PHA-SCL-MCL: Polimeros compuestos por mondémeros de ambos
tipos 39.

Entre los PHAs de mayor aplicacion industrial encontramos el
polihidroxibutirato (PHB) (Fig. 8), el polihidroxivalerato (PHV), el
heterocopolimero de PHB y PHV (PHBV), el polihidroxihexanoato (PHH), el
polihidroxioctanoato (PHO), el polihidroxidecanoato (PHD) y el
polihidroxidodecanoato (PHDD). EI PHV, PHBV, y principalmente el PHB,
ocupan mayoritariamente el mercado en la actualidad 40 41,

CH; O

O "OH

- -n

Fig. 8: Estructura de un polihidroxibutirato (PHB).
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1.3.2. Obtencion de PHAs

Los PHAs son los Unicos bioplasticos totalmente producidos por
microorganismos. La ruta de produccion de PHAs por metanétrofos se ha
estudiado, y sigue los siguientes pasos secuencialmente (Fig.9):

1. El CHs se introduce en el interior de la célula.

2. El CHa introducido es transformado a hidroxialcil-coA tioéster.

3. El biopolimero PHA se forma a partir de monémeros HA por
polimerizacion con enlaces éster 37 42 43,

TCA s e
N
&X\\I&Oq \\\
i \
C H4 Cell assimilation \
\
'(\"d \
CH;OH / \ \
Serine w\»@"%
CHZO -+ CH2H4F ——— Serine Cyd Malyl-Coa ——» 6.;0*““} — PHA
>
HCOOH \ / ‘ ’ /
1
C02 N | Acetate | ‘ Butirate
xe o
~ g 0‘\3, — “\‘
S ?‘j.?/ - X o " 2 \i’a\ad
™3 oo™ ef\k""‘o W ot
“i’\z@ ety P
e
. L. .. Hexanoate | —— .(\a‘i-b‘\o
Oxidacion de acidos grasos 0"
™

Fig. 9: Ruta metabdlica de produccion de PHAs en los metanétrofos tipo Il. Las
flechas indican la existencia de intermedios no mencionados 44 45,

1.3.3. Industrializacion del tratamiento biolégico de PHAs

El interés industrial en la produccion ha ido en aumento durante los
altimos 40 anos. Distintas empresas dedicadas al desarrollo y
comercializacion de tecnologia de bioplasticos han investigado la
produccion a escala industrial de PHAs (principalmente PHBs),
consiguiendo acumulaciones de 3%-34% del peso seco celular en cultivos
mixtos 46, y de 10%-88% en cultivos puros 47.

Sin embargo, la rentabilidad del proceso de PHAs puede ser mejorada
de forma sustancial. Por ejemplo, conseguir una fuente de carbono y
energia de bajo coste, podria suponer un ahorro de un 30% en los costes
de produccion 42 48, En este sentido, las emisiones de CH4 podria suponer

10
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un sustrato a coste cero, y convertirse en una opcion viable para revalorizar
estos bioplasticos, reducir el impacto medioambiental de las emisiones del
GEI CH4 y mejorar la sostenibilidad econémica del proceso de degradacion
de dicho gas 49 47 50 |

Sin embargo, el 80% de los estudios que se han realizado en esta area
se han realizado en condiciones muy diferentes a las que podrian
implementarse a escala industrial, por lo que la cantidad de informacion
relevante y fiable es escasa 51.

A esto hay que anadir que, a pesar de la gran versatilidad metabdlica
de las bacterias metanotroficas de tipo Il, no se han encontrado
producciones significativas de otros biopolimeros distintos a los PHBs 52.

Se han llevado a cabo distintas investigaciones para encontrar algunas
de las condiciones que favorecen el crecimiento de metanétrofos y la
acumulaciéon de PHBs. Las pruebas con bacterias metanotroficas tipo Il
han confirmado que estos productores de PHBs se ven favorecidos cuando
el CHa4 se suministra intermitentemente y en niveles bajos, asi como el uso
de diversas formas de nitrogeno (amonio o N2 gas) favorecen la
acumulacioén de estos bioplasticos porque se reduce el gasto de energia.
La produccion de PHBs también se favorece a niveles de pHentre 4y 5,y
a bajos niveles de cobre 3. Sin embargo, tanto el efecto del fosfato como
el de la temperatura han sido poco estudiados hasta el momento.

En base a lo expuesto, aparece la necesidad de realizar estudios de
las condiciones optimas de eliminacion de CHa4 y produccion de PHAs en
sistemas que permitan su escalado a nivel industrial. No obstante, la
viabilidad de dicha aplicacion se ve limitada debido a varios factores, que
se pueden resumir en:

- Reducido nimero de estudios sobre el crecimiento, estabilidad y
afinidad microbiana por el CH4 en reactores biologicos.

- Conocimiento limitado de las cinéticas de biodegradacion del CH4
en concentraciones similares a las que se encuentran en las
emisiones reales.

- Pocos estudios que abarquen conocimientos sobre el uso de cepas
de metanétrofos tipo Il, y la influencia de las condiciones de cultivo
y los micronutrientes en la eliminacion de CH4 y produccion de PHAs.

- Falta de estudios en las cinéticas de crecimiento de los PHAs en
cultivos de metanoétrofos tipo I, asi como de los tipos de PHAs
obtenidos en diferentes condiciones y para distintos tipos de cepas.

- Escaso numero de aplicaciones en reactores que operen a
condiciones similares a las de escala industrial 51.

Hoy en dia, comprender el comportamiento de los microorganismos en
un proceso bioquimico es muy accesible, ya que se dispone de técnicas
avanzadas en biologia molecular que nos permiten conocer la estructura
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de las comunidades microbianas y la interaccion que establecen con su
entorno.

Principalmente, los métodos con base en la informacion obtenida del
ADN tienen un alto grado de fiabilidad, por lo que analisis de funcionalidad
génica y metagendmicos se convierten en técnicas clave para observar el
comportamiento de los microorganismos en un sistema y prever su
actuacion ante cambios en las condiciones operacionales.

1.4. Perspectiva

A pesar de los avances en las Ultimas décadas en el tratamiento biol6gico
de emisiones de CHg, los estudios realizados hasta la fecha no han aportado
resultados concluyentes que respalden que esta solucion sea ni técnica ni
econdmicamente rentable.

No obstante, se ha demostrado en diferentes investigaciones que, bajo
ciertas condiciones, los metanoétrofos son capaces de producir sustancias de
alto valor, como los PHAs, a partir de concentraciones reducidas de CHa, en la
fase gas, lo que permitiria mejorar la rentabilidad del proceso.

Por ello, es fundamental encontrar los parametros idoneos que permitan
obtener tasas altas de crecimiento de estos cultivos junto con elevadas
eficacias de degradacion de CHa y de acumulacion de PHAs. Esto permitiria
reducir el impacto del CHs como gas de efecto invernadero y obtener un
sustrato a coste cero para la co-produccion de compuestos que tendrian un
alto valor anadido.

La presente investigacion se centra en el estudio de la valorizacion
bioldgica de emisiones de CHa. Para ello, el objetivo sera encontrar algunas de
las condiciones 6ptimas para tratar biologicamente el CHs a través de bacterias
metanotroficas, optimizando a su vez las condiciones de cultivo que maximicen
la co-produccion de bioplasticos PHAs. Se hara uso de diferentes indculos con
presencia de metanétrofos tipo Il, que se haran crecer en diferentes
condiciones estudiando la eliminacion de CHs y la acumulacion de PHAs.
Finalmente, se realizara un estudio microbiol6gico de los cultivos utilizados.

12
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La investigacion aqui planteada tiene como principal objetivo encontrar los
parametros de operacion 6ptimos que permitan maximizar la co-produccion de
bioplasticos (PHAs) a partir del tratamiento biolégico de emisiones de CHa. Los
objetivos especificos son:

i.  Observar la adaptacion de metanétrofos de indculos de Sphagnum
y Sphagnum+lodo en un medio rico en nitrégeno y fésforo.
ii. Encontrar las condiciones de temperatura mas favorables para su
cultivo.
iii. Evaluar la respuesta de las bacterias metanotroéficas cuando son
sometidas al estrés de ser inoculadas en un medio carente de
fosforo.
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3.1. Medio mineral salino (MMS)

El medio mineral salino (MMS) que se utilizé fue el medio modificado de
Whittenbury et al. (1970) 54, Las disoluciones utilizadas en la preparacion del

medio mineral son las siguientes (Fig. 10):

Masa Soluto Disolvente
Disolucién 1 27,28 KH,PO,
Disolucién 2 356¢g Nay,HPO,-2H,0
Seenrasaall
Disolucién 3A 80g KNGO, con agua Milli-Q
16 g MgSO, - 7H,0
Disolucion 3B 11g CaCl, - 2H,0
27,663 mg Na,EDTA - 2H,0
100 mg CuS0Q,-5H,0
50 mg FeSO, - 7H,0
Disolucion TES } BO4 2 ig;rﬁsfoi
(elementos traza) 1,5mg s o
2,7285 mg CoCl, agua Milli-Q
20 mg Biotina
o 200 mg Nicotinamida Se enrasa a
Vitaminas 100 fcido 4 nob . 318 mL con
mg cido 4-aminobenzoico agua Mill-Q
100 mg  acido pantoténico

La cantidad presente de cada una de las disoluciones en cada uno de los

medios se detalla a continuacion:

- Medio inicial (MMS)
= Disolucién 1:
= Disolucién 2:
= Disolucion 3A:
= Disolucién TES:
= Disolucién 3B:
= Vitaminas:
= Agua milli-Q:

15 mL

15 mL

10,11 mL

10 mL

10 mL

1 mL (filtradas en filtro de 0,22 um)
hasta 1000 mL

- Medio con limitacién de fésforo (MMS-P)

= Disolucion 3A:
= Disolucién TES:
= Disolucién 3B:
= Vitaminas:

= Agua milli-Q:

10,11 mL

10 mL

10 mL

1 mL (filtradas en filtro de 0,22 um)
hasta 1000 mL
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Fig. 10: Disoluciones utilizadas para la preparaciéon de MMS y MMS-P.

Todos los productos quimicos necesarios para la preparacion de los
medios se compraron en PANREAC (Barcelona, Espana), mientras que el CHa
(299,5%) y el 02 (299,0%) se obtuvieron de Abell6 Linde S.A. (Barcelona,
Espana).

3.2. Inbculos y enriquecimiento a diferentes temperaturas

Para el enriquecimiento de microorganismos capaces de degradar CHs en
diferentes condiciones se ha utilizado como inéculo el lodo secundario fresco
de la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales de Valladolid (Valladolid,
Espana) y la turba de Sphagnum mixta (entre 150 - 350 especies) (Plantas
Carnivoras, Espana). Se han utilizado dos in6culos: uno compuesto sblo de
Sphagnum y otro compuesto de Sphagnum-+lodo.

El crecimiento bacteriano se llevo a cabo a lo largo de 19 dias, por lotes en
botellas de suero de 1200 mL que contenian 200 mL de MMS y 10 g de
Sphagnum (50 g/L) o 180 mL de MMS y 20mL del in6culo mixto (50 g/L). Las
botellas se cerraron con septum de butilo y tapones de plastico, y el espacio de
cabeza se limpié con Oz durante 15 minutos para eliminar el N2. Luego se
suministré CHa4 a una concentracion inicial de espacio de cabeza de 195 + 6,8
g/m3 y las botellas se incubaron en un incubador (MaxQ 4000, Thermo
Scientific, EE. UU.) a 25 °C y 200 rpm. Las concentraciones de CH4 y CO2 en el
espacio de cabeza se midieron periédicamente.

Se hizo un enriquecimiento a tres temperaturas (25 °C, 30 °C y 37 °C)
partiendo de 10 mL del preindculo anterior y se hizo por duplicado para cada
una de las temperaturas. Para dicho enriquecimiento se hicieron 5 ciclos de
degradacion de metano (en cada ciclo se introduce 195 + 6,8 g/m3).

El enriquecimiento completo tardd entre 27 y 45 dias; todos los ciclos
fueron monitoreados periédicamente hasta el consumo completo de CHa, sin
sustitucion del medio mineral entre ciclos.
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3.3. Influencia de la temperatura en la biodegradacion de CHas (en

presencia de fosforo y sin fosforo)

Para evaluar la influencia de la temperatura en la degradacion de metano
en presencia de medio completo (MMS), En la preparacion de los cultivos se
usaron botellas de 1200 mL estériles cerradas con septum de butilo estanco
para gases y tapas de rosca. Se anadi6 MMS hasta un volumen de 180 mL +
20 mL de in6culo del enriquecimiento previo a cada botella. El aire del espacio
de cabezas de cada botella fue reemplazado por oxigeno durante 15 min vy,
posteriormente, parte de ese oxigeno reemplazado por CH4 (para alcanzar 70%
v/v de O2y 30% v/v de CHa). El crecimiento se ha realizado en incubadores a
25°C,30°Cy 37 °C, con una agitacion de 200 rpm hasta que el CH4 del espacio
de cabezas se elimina por completo. Se realiza un primer ciclo de eliminacion
de CH4 en botellas con MMS y con una concentracion de CH4 de 196,8 + 9,8
g/m3, permitiendo acumular una cantidad de biomasa suficiente para arrancar
el experimento.

Se hace un ciclo de eliminacion de CHs en MMS con 36,75 g/L de
concentracion de biomasa y 196,8 + 9,8 g/m3 (30% v/v) de concentracion de
CHs en el espacio de cabezas, para controlar la eliminacion de CH4 con las
bacterias metanotroficas dispersas en un medio rico en fosforo.

Para estudiar la influencia de la temperatura en la degradacion de metano
en ausencia de fosforo, una vez se ha eliminado el CHs se centrifuga la biomasa
durante 10 min a 10.000 rpm y se divide en dos botellas con 196,8 + 9,8 g/m3
(30% v/v) de concentracion de CH4 y 200 mL de MMS-P, y se realiza otro ciclo
de eliminacion de CHa, esta vez, en ausencia de fosforo (Fig. 11).

Inicio del experimento Eay

30% wv/v CH, W
70% wfv O,

‘ 30% wv/v CH,

30% v,’v CH4
70% v/v O,

70% v/v O,

30% w/fv CH,
70% wfv O,

Ciclo previo de eliminacién CH,

Se acumula biomasa

Ciclo eliminacion CH, en MMS

Concentracion inicial de biomasa:

36,75q/L

La biomasa acumulada tras la
eliminacién del CH, se divide en
dos botellas

Ciclo eliminacion CH, en MMS-P

Contiene toda la biomasa obtenida

del ciclo previo de eliminacion de

CH,, que se divide en dos botellas
y se resuspende en MMS-P

Fig. 11: Esquema de trabajo.
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3.4. Influencia de la temperatura en la acumulacion de PHAs (en presencia

de fésforo y sin fosforo)

Para evaluar la influencia de la temperatura en la acumulacion de PHAs en

presencia de medio completo (MMS), se cogen muestras durante el ciclo de
eliminacion de CH4 en MMS (Fig. 11) para el posterior analisis.

Para evaluar la influencia de la temperatura en la acumulacion de PHAs en

ausencia de fésforo, se cogen muestras durante el ciclo de eliminacion de CHa
en MMS-P (Fig.11) para su posterior analisis.

3.5. Métodos analiticos

3.5.1. Curva de calibrado de CH4 y CO>

Se prepararon dos curvas de calibrado para conocer las
concentraciones de CHs y CO2. Se emplearon bulbos de 250 mL y 500 mL
de capacidad. Las concentraciones utilizadas de CH4 fueron: 2,8 + 0,14
g/ms3, 18,69 + 0,93 g/ms, 37,39 + 1,87 g/m3, 130,85 + 6,54 g/m3,
186,93 + 9,34 g/m3y 467,32 + 23,37 g/m3.

Las concentraciones utilizadas de CO2 fueron: 3,31 + 0,17 g/m3,
22,34 + 1,12 g/m3, 43,96 + 2,20 g/m3, 151,85 + 7,59 g/m3, 216,42 +
10,82 g/m3, 540,37 + 27,02 g/m3, 1645,41 + 82,27 g¢/m3y 1831,77 +
91,59 g/ms.

La concentracion de gases se ha medido en un cromatografo de gases
Bruker 430 GC-TCD (Palo Alto, EE.UU.) equipado con un CP-Molsieve 5A (15
m x 0.53 ym x 15 ym) y un CP-PoraBOND Q (25 m x 0,53 ym x10 um) de
columna. El resultado de las concentraciones de los gases se da en forma
de area (Fig. 12).

3.5.2. Monitorizacion de CO2y CHa

22

La concentracion de CHs y CO2, se determina por medio de la inyeccion
de la fase gas de la cabeza de la botella con una jeringa de gases a un
cromatografo de gases Bruker 430 GC-TCD (Palo Alto, EE.UU.) equipado
con un CP-Molsieve 5A (15m x 0.53 ym x 15 um) y un CP-PoraBOND Q (25
m x 0,53 ym x10 ym) de columna. Las temperaturas del horno, inyector y
del detector se mantuvieron a 45 °C, 150 °Cy 200 °C, respectivamente.
Se utilizd helio como gas portador a 13,7 mL/min (Fig. 12).

El algoritmo del programa del TCD devuelve los resultados en forma de
area. El resultado de las concentraciones de CO2 y CHa se obtienen a través
de la curva de calibrado.

Estos datos fueron utilizados en el experimento para estudiar la
velocidad de eliminacion especifica de CHs (mg CHas/g biomasa - h) y la
velocidad de produccion especifica de CO2 (mg CO2/g biomasa - h), La



MATERIALES Y METODOS @

e L v Shie el ESCUELA DE INGENIERIAS
Universidad deValladolid INDUSTRIALES

manera de determinar estos parametros es la representada en las
siguientes formulas.

[ come) | _ [ comg ]

. » Biomasa (9) |inal Biomasa (9) _[inicial
Velocidad de produccion CO,= = tiempo () )
o) | [ __cHmo) |

. o » Biomasa (9) |inicial Biomasa (9) |final
Velocidad de eliminacion CH,= = tempo (h) )

Fig. 12: Cromatdgrafo de gases Bruker 430-GC, y jeringa utilizada.

3.5.3. Concentracion de sélidos suspendidos totales (SST)

La concentracion de biomasa se determiné como soélidos suspendidos
totales (SST) de acuerdo con los métodos estandar 5. A modo resumen:

Los sélidos se han separado de la fase liquida a través de filtros de
membrana y utilizando una bomba de vacio que se conecta a un matraz
kitasato (Fig. 13). Los filtros se han secado a 101 °C durante 24 h antes
de ser pesados. La medida de SST se ha hecho por triplicado.

Fig. 13: Material utilizado en la extraccion de SST.
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Como el peso de los filtros que indica el fabricante es orientativo, se
ha pesado cada filtro individualmente antes de ser utilizado para el calculo
de SST. Se ha tenido en cuenta la humedad relativa de cada filtro.

La balanza utilizada tiene una precision de 104 mg.

3.5.4. Analisis de PHAs

Para el analisis de PHAs intracelulares se toman 2 mL de muestra de
caldo de cultivo, las cuales se centrifugaron durante 10 min a 10000 rpm,
procesandose posteriormente segun Lopez y col. (2016).

El analisis de muestras se realiza a través de un GC-7820A unido a un
MSD-5977E (Agilent Technologies, Santa Clara, EE.UU.), equipado con una
columna de DB-WAX (30 m x 250 ym x 0.25 um). Las temperaturas del
detector y del inyector se mantuvieron a 250 °C (Fig. 14). La temperatura
del horno se mantuvo inicialmente a 40 °C durante 5 minutos,
posteriormente se aumento6 a razén de 10 °C/min hasta alcanzar 200 °Cy
se mantuvo a esta temperatura durante 2 min. Finalmente, la temperatura
del horno se increment6 hasta 24 °C a una velocidad de 5 °C/min.

El contenido de PHA (% en masa, gPHA / gSST) de las muestras son
referidos a la concentracion inicial de biomasa de la muestra.

[ g ommoES0

. BRI LS TP
ﬁi;‘:‘m-—

Fig. 14: GC-7820A unido a MSD-5977E

3.5.5. Analisis CHNS (Carbono, Hidrégeno, Nitrogeno, Azufre)

El analisis CHNS se ha realizado sobre la biomasa resultante cuando
termina la oxidacion de CHs al final de cada experimento. Este analisis se
realiza en la Unidad de Microanalisis Elemental (CAl) de la Universidad
Complutense de Madrid.
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Previamente al envio de muestras a los laboratorios de CAl, hemos
centrifugado la biomasa a 5.500 rpm durante 5 min, se ha secado el pellet
en estufa a 46 °C y se ha triturado en mortero.

La técnica de microanalisis elemental por combustion determina el
contenido en peso de carbono, hidrégeno, nitrégeno y azufre. El laboratorio
realiza los ensayos con microanalizadores elementales LECO CHNS-932,
siguiendo el procedimiento normalizado de trabajo interno PNTO1. El
procedimiento es aplicable a muestras homogéneas, sélidas, liquidas no
volatiles y viscosas, que experimenten combustion a 970 °C o a menor
temperatura.

El resultado obtenido, se da en % en masa de cada uno de los
elementos en la biomasa final.

3.5.6. Analisis de biologia molecular

Para el analisis de las muestras para biologia molecular, se congelan
10 mL del caldo de cultivos a -80°C. El analisis de biologia molecular se va
a realizar en las muestras correspondientes a los ciclos de eliminacion de
CH4 con MMS y MMS-P.

Para la extraccion de RNA se ha utilizado el kit Mini kit RNeasy Plus
(QIAGEN). Se parte de la biomasa acumulada en 8 mL de la muestra y se
siguen las instrucciones del fabricante.

Posteriormente se realiza la sintesis del cDNA con el kit iScript™ Adv
cDNA Kit for RT-qPRC (BIO-RAD), siguiendo el protocolo del fabricante. La
concentracion de DNA se estima con un espectrofotometro Nanodrop
2000 (Thermo Scientific). El cDNA extraido se mantiene hasta su posterior
analisis de pirosecuenciacion.

Este analisis de pirosecuenciacion fue realizado por la Fundacién para
la Promocion de la Salud e Investigacion Biomédica de la Comunidad
Valenciana, FISABIO (Espana).

A modo resumen de como se ha realizado la pirosecuenciacion:

La secuenciacion se hace sobre las regiones V3 y V4 del gen 16S con
los primers SD-Bact-0341-bS-17 y SD-Bact-0785-a-A-21, de acuerdo con
Klindworth et al., 2013 56, Se anade a estas secuencias un adaptador para
el secuenciador lllumina, dando como resultado los siguientes primers
para el analisis:

e Forward:
5 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWG
CAG

e Reverse:
5 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTAT
CTAATCC
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Para prepara las librerias se usa el Kit ADN Nextera XT (lllumina, San
Diego, CA). La libreria PhiX (lllumina, San Diego, CA) se us6 como control
de rendimiento. Se hace una secuenciacion MiSeq con una lectura de
2x300 bp.

Sélo se tienen en cuenta aquellas lecturas con valores de calidad de
>20. Todas las secuencias que tienen bases ambiguas fueron descartadas.
La evaluacion de la calidad se realiz6 con el programa prinseqg-lite 57. Las
secuencias se unieron con el programa fastqg-join 58. Se descartan aquellas
secuencias que puedan ser quimeras con el programa usearch 59. Para el
analisis taxonémico se utiliza la clasificacion RDP (Ribosomal DataBase
Proyect) 60 61 que esta disponible en el sitio web
http://rdp.cme.msu.edu/classifier/.

Para calcular el indice de diversidad de Shannon (H’) se utiliz6 la
version 2.3e1 de la libreria Vegan 62, a partir de las siguiente expresion 63;

S - N° de especies
H' = _ip__ Iog (p) pi - abundancia relativa de la especie i: %
< Mi 2\ n; - N° de individuos de la especie i
N - N° total de individuos de todas las especies

Para representar abundancias relativas se trabaja con la herramienta
de Krona 64,
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4.1. Curva de calibrado

En esta parte de la investigacion se determiné la curva que relaciona la
concentracion de los gases CHs y CO2 en funcion del area obtenida en el
cromatdgrafo de gases TCD, segun la expresion:

Concentracion (g/m3) = Pendiente - Area > y=PTE-x
4.1.1. CHs

500
450
400
350
300
290 y = 0,0014x
200 R2=0,997
150

100

Concentracion de CHy (g/m3)

50

0 o
0 5 10 15 20 25 30 35
Area X 10.000

Fig. 15: Concentracion de CH4 frente al area en el TCD.

4.1.2. CO2

2000 ‘
1800 T
1600 e

1400

= y = 0,0023x
1200 R2 = 0,993
1000

800
600
400

Concentracion de CO, (g/m3)

200 .
o ¢
0 20 40 60 80 100
Area x 10.000

Fig. 16: Concentracion de CO2 frente al area en el TCD.
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4.2. Influencia de la temperatura en la degradacion de CHa en MMS

4.2.1. In6culo de Sphagnum

En las botellas con MMS con el inéculo de Sphagnum se complet6 el ciclo
completo de eliminacion de CHs en un plazo de 72h - 120h. Las
concentraciones de partida y finales de CH4 y CO2 en las botellas fueron las
siguientes (Tabla 1):

CHa (g/m?) CO, (g/m?)
Inicial Final Inicial Final
25°C 190,29 4,1 5,93 221,93
30°C 174,72 2,13 2,5 260,88
37°C 173,78 9,29 7,22 257,6

Tabla 1: Concentraciones iniciales y finales de CH4y CO2 en
los ensayos con Sphagnum en MMS.

4.2.2. In6culo de Sphagnum+lodo

En las botellas con MMS con el in6culo de Sphagnum+lodo se completo el
ciclo completo de eliminaciéon de CHa4 en un plazo de 48h - 120h. Las
concentraciones de partida y finales de CHs4 y CO2 en las botellas fueron las
siguientes (Tabla 2):

CHa (g/m?) CO; (g/m?)
Inicial Final Inicial Final
25°C 172,93 0,17 10,36 232,55
30°C 174,15 1,19 2,86 233,58
37 °C 169,3 2,14 6,82 268,83

Tabla 2: Concentraciones iniciales y finales de CH4y CO2 en
los ciclos con Sp.+lodo en MMS.

4.2.3. Velocidad de eliminacion de CHg4

En cada uno de los in6culos las velocidades de eliminacion de CHs en
funcion de la biomasa acumulada y el tiempo fueron similares, no
observandose un efecto significativo de la temperatura en ninguno de los
parametros.

Es importante destacar que la evolucion de la concentracion de gases
en el espacio de cabezas se presenta en unidades de eliminacion
especifica porque se partié de una cantidad diferente de biomasa en cada
ciclo.

Asi, con el in6culo de Sp. a una temperatura de 25 °C se obtuvo una
velocidad de eliminacion especifica de CHs de 58,7 + 5,9 mg CHs / g
biomasa- h; a 30 °C de 60,8 £ 0,3 mg CH4 / g biomasa-hya 37 °C de 65,1
+ 6,5 mg CH4 / g biomasa - h.
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Mientras, las velocidades obtenidas con el in6culo de Sp.+lodo fueron
de 71,6 + 0,4 mg CHs / g biomasa-h a 25°C, 799 + 3,6 mg CHs / g
biomasa-h a 30 °Cy de 84,3 + 8,4 mg CH4 / g biomasa - h a 37 °C (Fig.
17).
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Fig. 17: Comparativa de la velocidad de eliminacién especifica de CHa
con indculos de Sp. y Sp.+lodo.

Tanto el inéculo de Sp. como el in6culo de Sp.+lodo presentan
velocidades similares de eliminacion especifica de CHs a las tres
temperaturas, aunque se aprecia un aumento de la velocidad de
eliminacion especifica cuanto mayor es la temperatura. Sin embargo, el
inbculo empleado tiene un mayor efecto sobre este parametro,
aumentando la capacidad de eliminacion de CH4 en aproximadamente un
27,7 % cuando el indculo es el de Sp.+lodo con respecto al inéculo de Sp.

Estos resultados concuerdan con las investigaciones de Mohanty et al.
(2007) ¢ donde la temperatura optima de degradacion de CHs se
encuentra entre 25 °C - 35 °C, y la velocidad de degradacion no presenta
diferencias significativas en dicho intervalo.

4.2.4. Velocidad de produccion de CO2

La velocidad de produccion especifica de CO2 en funcion de la biomasa
acumulada y el tiempo también fue similar para cada inéculo, aunque se
observan diferencias significativas en este parametro con el indéculo de Sp.

Asi, con el in6culo de Sp. los valores obtenidos fueron de 255,2 + 25,5
mg CO2 / g biomasa-h a 25 °C; 281,6 + 10,2 mg CO> / g biomasa-h a 30
°Cy 349,1 + 34,9 mg CO> / g biomasa -h a 37 °C.

Con el in6culo de Sp.+lodo se obtuvieron valores de 316,6 + 9,4 mg
CO2 / g biomasa-h a 25 °C, 311,3 + 2,1 mg CO2 / g biomasa-ha 30°Cy
de 366,2 + 36,6 mg CO2 / g biomasa -h a 37 °C (Fig. 18).
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Fig. 18: Comparativa de la velocidad de produccion especifica de CO2
con indculos de Sp. y Sp.+lodo.

Al igual que ocurriera con la eliminacion de CH4, se aprecia una ligera
tendencia ascendente en la velocidad de produccion especifica de CO2 con
el aumento de temperatura, si bien no se observa una diferencia tan
significativa entre los dos in6culos empleados. En este caso, la produccion
de CO2 es aproximadamente un 12,2% superior en el indculo de Sp.+lodo.

4.3. Influencia de la temperatura en la degradacion de CHa en MMS-P

mg de CH. / g de biomasa
o = N W
w” = o ] <] w ]

o

(limitacion de fosforo)

En este apartado se va a estudiar la influencia de la temperatura en la
degradacion de CHs en un medio con limitacion de fésforo. La Fig. 19
representa las curvas de eliminacion de CHa en funcion de la biomasa
acumulada y la temperatura:
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Fig. 19: Evolucion temporal de la concentracion de CH4 en el espacio de cabezas en

ausencia de fosforo a diferentes temperaturas.

La Fig. 20 representa las curvas de produccion de CO2 en funcion de la

biomasa acumulada y la temperatura:
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Fig. 20: Evolucion temporal de la concentracion de CO2 en el espacio de cabezas en

ausencia de fosforo a diferentes temperaturas.

4.3.1. Velocidad de eliminacion de CHg4

En condiciones de MMS-P y con el indculo de Sphagnum, la velocidad
de eliminacién especifica de CH4 ha sido de 8,8 + 1,3 mg CH4 / g biomasa
-h, 13,0 + 1,4 mg CHs / g biomasa-hy 11,7 + 0,6 mg CHs / g biomasa - h

a 25 °C, 30 °Cy 37 °C, respectivamente.

Con el in6culo de Sp.+lodo la velocidad obtenida fue de 9,8 + 0,1 mg
CHs4 / g biomasa - h, 8,6 £ 0,8 mg CHas / g biomasa-hy 14,9 + 2,2 mg CHs

/ g biomasa-ha 25 °C, 30 °Cy 37 °C, respectivamente.

En el caso del in6culo de Sphagnum no se observa una tendencia clara
de la velocidad en funcion de la temperatura. No obstante, en el caso del
inéculo de Sp.+lodo, si que se parece que la velocidad aumenta de forma
significativa a 37 °C con respecto a las velocidades a 25 °C y 37 °C (Fig.

21).
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Fig. 21: Comparativa de la velocidad de eliminacién especifica de CH4
con indculos de Sp. y Sp.+lodo a diferentes temperaturas

4.3.2. Velocidad de produccion de CO2

Con respecto a la velocidad de produccion especifica de CO2, con el
indculo de Sphagnum se obtuvieron valores de 6,1 + 0,2 mg CO> / mg
biomasa-h, 15,6 + 1,2 mg CO2 / g biomasa-hy 14,3+ 29 mgC02/ g
biomasa-ha 25 °C, 30 °Cy 37 °C, respectivamente.

Por otro lado, para el inéculo de Sp.+lodo, la velocidad de produccion
especifica de CO2 a dichas temperaturas ha sido de 3,5+ 0,2 mg CO2/ g
biomasa - h, 8,2 + 0,8 mg CO2 / g biomasa-hy 154 + 0,5 mg CO2/ g
biomasa-h a 25 °C, 30 °Cy 37 °C, respectivamente (Fig. 22).
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Fig. 22: Comparativa de velocidad de produccion especifica de CO2 con
inéculos de Sp. y Sp.+lodo a diferentes temperaturas
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Mientras que la produccion de CO2 aumenta de 25 a 30 °C en un 256
% para el indculo de Sp., no se observa diferencia significativa entre 30 °C
y 37 °C. En el caso del indculo de Sp.+lodo, la produccion de CO2 aumenta
gradualmente con la temperatura en todo el intervalo.

4.3.3. Comparativa entre condiciones de MMS y MMS-P

36

Si ahora comparamos la eliminacion de CHa4 en presencia y ausencia
de fosforo a diferentes temperaturas y para ambos indculos se observan
que, en promedio, la velocidad de eliminacion especifica de CH4 de los
in6culos en MMS-P se reduce un 84,11% con respecto a la eliminacion en
MMS (Fig. 23).
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Fig. 23: Comparativa de las velocidades de eliminacion especifica de CH4
en MMS y MMS-P para ambos inéculos a diferentes temperaturas.

Analogamente, la comparacion entre velocidades de produccion
especifica de CO2 en presencia y ausencia de fosforo presenta diferencias
aun mas amplias, reduciéndose hasta un 96,64% con dicha limitacion (Fig,.
24).

La informacion bibliografica sobre la influencia de la limitacion de
fosforo en MMS para eliminar metano es escasa, pero la limitacion de
nutrientes afecta al crecimiento de organismos y a la actividad
microbiolégica, reduciéndose significativamente. Por ello, se puede
concluir que la diferencia existente entre la velocidad de eliminacion
especifica de CHa y la velocidad de produccion especifica de CO2 con el
medio rico en fosforo y con dicha limitacion es significativa.
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Fig. 24: Comparativa de la velocidad de produccién especifica de CO2 en
MMS y MMS-P para ambos inéculos y a diferentes temperaturas.

4.4. Analisis CHNS

En este apartado se analiza la cantidad de Carbono (C), Hidrégeno (H),
Nitrogeno (N) y Azufre (S) en la composicion de la biomasa acumulada en los
ciclos de eliminacion de CHa, para ver si existe alguna diferencia significativa
entre las diferentes condiciones cuando el medio carece de fésforo. La
composicion (% masa) se muestra en las Fig. 25y 26:
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Fig. 25: Composicion de la biomasa acumulada en MMS-P para los
inéculos de Sp. y Sp.+lodo a diferentes temperaturas.
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Fig. 26: Comparativa de la composicion de C, H, Ny S por temperatura
en cada inéculo en MMS-P

La biomasa acumulada no presenta diferencias significativas en la
composicion comparando los diferentes indéculos, pero si se aprecian
variaciones en funcion de la temperatura.

En condiciones de in6culo de Sp.+lodo, se aprecia que la concentracion de
C disminuye cuando aumenta la temperatura, mientras ocurre lo contrario con
la concentracion de N. a 25 °C, 30 °C y 37 °C, la fraccibn masica de C es de
49,27 £ 0,89 %, 46,28 + 0,71 % y 45,63 + 0,78 %, respectivamente, siendo la
de N es de 6,14 + 0,07 %, 7,07 £ 0,10 %y 7,9 £ 0,03 % a 25, 30y 37 °C,
respectivamente.

En condiciones de in6culo de Sp., la tendencia es similar en la fracciéon
masica de C, que es de 48,33 + 1,18 %, 46,21 + 0,54 %y 45,45 + 0,89 % a
25 °C, 30 °Cy 37 °C. Sin embargo, no se aprecia una diferencia significativa en
la concentracion de N: 7,145 + 0,03 % a 25 °C, 7,56 + 0,05 % a 30°Cy 7,58
+ 0,03 % a 37 °C.

4.5. Acumulacion de PHAs

Durante los ciclos de eliminacion de CHa en MMS con los in6culos de Sp. y
Sp.+lodo, la cantidad de bioplastico acumulado ha sido despreciable (<1%). Por
el contrario, se han detectado acumulaciones de PHAs en los ensayos
realizados con MMS-P. En estos casos, practicamente la totalidad de PHAs
acumulados durante la eliminacion de CHa y el crecimiento de metanétrofos
corresponden a PHBs. La acumulacion de PHBs durante el crecimiento de los
metanoétrofos aumenta progresivamente durante el ciclo de eliminacion de CHa
hasta estabilizarse en los siguientes valores (Tabla 3):
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Muestra 1 Muestra 2 Media
25°C-Sp 6,8% t+ 0,4% 17,0% + 0,6% 13,6% + 5,6%
30°C-Sp 7,5% £ 1,0% 7,9% = 0,0% 7.7% + 0,7%
37°C-Sp 8,5% + 0,1% 85% + 1,4% 8.5% + 0.8%
25 °C - Sp+lodo 10,7% + 0,0% 11,9% + 0,0% 11,0% + 0,8%
30 °C - Sp+lodo 11,4% + 2,0% 8,1% + 0,3% 10,6% + 2,3%
37 °C - Sp+lodo 6,7% = 0,4% 3,6% + 0,0% 5.7% + 1,8%

Tabla 3: Acumulacién de PHBs durante el ciclo de eliminacion de CHa en
MMS-P.

Las mayores acumulaciones de PHAs se obtuvieron con el inéculo de
Sphagnum y a una temperatura de 25 °C, alcanzando valores de 13,56 %. La
comparativa entre los valores obtenidos se muestra en la Fig. 27.
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Grafica 27: Acumulacién de PHBs por inéculo y temperatura.

También se ha cuantificado la cantidad de PHV presente en la biomasa,
siendo la mayor acumulacion del 0,032 % en las mismas condiciones que la
mayor acumulacion de PHBs (Sp. a 25 °C). Esta cantidad se ha considerado
despreciable, ya que el ratio PHVs / PHBs supone un valor inferior a 0,0005.

En el estudio previo de acumulacion de biopolimeros de Wen et al. (2010)
66 que utilizd como inéculo el lodo seco obtenido del tanque de sedimentacion
secundario de una planta de tratamiento de aguas residuales de cerveceria en
Harbin, China. se redujo progresivamente la cantidad de fésoforo, llegando a
acumular un 34,7 % de PHBs en las condiciones de 750 g carbono/g fésforo
(condiciones de mayor limitacion), en comparacion con un 5 % de acumulacion
sin limitacion de nutrientes. Dicho estudio también muestra que el ratio
PHBs/PHAs es mas alto cuanto mayor es la limitacion de fésforo (alcanzando
un valor de 0,99), siendo esta condicion especialmente critica en la
acumulacién de PHBs distintos de PHAs (en condiciones de limitacion de
Nitrégeno, el maximo ratio observado es de 0,92).
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De forma similar, Chinwetkitvanich et al. (2004) 67, utilizaron cultivos puros
adaptados para lodos (caracterizados en Du et al., 2001 ©8), partiendo de un
in6culo a partir del lodo activado recogido de los sistemas de planta piloto de
Lodo Activado de Pelicula Fija Integrada (IFAS) operado por Sriwiriyarat (2002)
69, En reactores por lotes, en condiciones aerobias y con limitacion de fosforo,
se alcanz6 una acumulacion maxima de PHAs del 52 % a 10 °C, por encima de
la acumulacién observada a 20 °C y 30 °C. Esta cantidad de bioplasticos fue
obtenida en un proceso lento, donde los picos de acumulacién se encuentran
a los 22, 48 y 35 dias (para las temperaturas de 10 °C, 20 °C y 30 °C,
respectivamente) de degradacion de CHa en condiciones de limitacion de
fosforo.

En este caso, el MMS que se ha utilizado (medio modificado de Whittenbury
54) es especialmente rico en nitrato y fosfato. Mientras que los estudios con
limitacion de fésforo son reducidos, existen multitud de experimentos de
acumulacioén de biopolimeros con limitacion de otros nutrientes en condiciones
similares.

Mokhtari-Hosseni et al. (2009) 70 utilizaron un medio rico en manganeso
(Mn), potasio (K), y nitrogeno (N). Este MMS fue utilizado por Garcia-Pérezy col.
(2017) 71, Se utilizdé un in6culo de Methylocystis hirsuta y una emision de aire
contaminada con un 4 % en volumen de CHs como fuente de carbono,
alcanzando una acumulacién de PHBs del 7,8 + 1,0 %. La limitacion de Mn
exhibi6é un contenido similar al inicial (8,1 + 1,1 %), la limitacion de K indujo a
un pequeno aumento (12,5 + 1,1 %) y la limitacion de N conllevo la
acumulacion mas alta (28,0 + 1,2 %).

Con el medio de Wendland et al. (2001) 72, Helm et al., (2008) 46, a partir
de la comunidad microbiana caracterizada por Wendtland et al. (1996) 73 y
utilizando metano (25 % v/v) como fuente de carbono, obtuvieron una
acumulacion del 32,6 + 2,0 % con limitacion de azufre y del 33,6 + 0,3 % con
limitacion de potasio.

4.6. Condiciones 6ptimas de operacion

En este apartado se estudia qué condicion/es favorecen simultaneamente
la eliminacion de CHa4, el crecimiento de las bacterias metanotroficas y la
acumulacioén de bioplasticos PHBs en condiciones de limitacion de fésforo.

En la Fig. 28 se compara la velocidad de eliminacion especifica de CH4 con
la acumulacion de PHBs, en la cual se observa que existe una relacion inversa
entre estos parametros. A partir de estos resultados, no se puede establecer
una condicién que favorezca simultaneamente la eliminacion de CHa y la
acumulacién de bioplasticos. La condicion de indéculo de Sphagnum a 25 °C
sera la oOptima para acumular PHBs y la condicion de inéculo de
Sphagnum+lodo sera la mas adecuada si se desea acelerar la eliminacion de
CHa.
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Gréafica 28: Fraccion masica de PHBs frente a la velocidad de
eliminacion especifica de CH4 por cada inéculo y temperatura.

4.7. Analisis de biologia molecular

4.7.1. Informe de datos por muestra

El nimero de lecturas que se realizaron por muestra, asi como las que
superaron el control de calidad se representan en la Fig. 29. En promedio,
un 98,94 % de las muestras pasaron el control de calidad (QC).
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sp sp+lodo
m Antes QC ® Despues QC

Grafica 29: Nimero de lecturas antes y después del control de calidad. In
corresponde a la muestra de indculo simple.

4.7.2. Analisis taxondmico

Se realiza un analisis taxonémico por filo (Fig. 30), clase (Fig. 31) y
género (Fig. 32) sobre las bacterias presentes en la biomasa acumulada
tras los ciclos de eliminacion de CH4. Se observa un error de medida en la
muestra de Sphagnum en MMS-P a 25 °C, que se esta volviendo a analizar.
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Se han observado 4 filos, de los cuales el predominante ha sido el
Proteobacteria, presente en todas las muestras por encima del 67 % de
concentracion en masa (Fig 30).

Clasificacion por filo

B Proteobacteria
Bacteroidetes
Cyanobacteria

® Planctomycetes
Otras bacterias
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In [25°C 30°C 37°C|25°C 30°C 37°C| In |25°C 30°C 37°C|25° 30°C 37°C
MMS MMS-P MMS MMS-P

sp sp+lodo

Grafica 30: Clasificacion por filo.

Se han observado 7 clases presentes de forma notable en la
composicion de las muestras. Entre ellas, destacan Alphaproteobacteria,
Betaproteobacteria, y Gammaproteobacteria (pertenecientes al filo
Proteobacteria). No se han tenido en cuenta aquellas clases que se
encontraban presentes en una fraccidon masica inferior al 1 % en ninguna
de las muestras (Fig. 31).
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Graéfica 31: Clasificacion por clase.
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Todas las especies de metanoétrofos encontrados pertenecen al filo de
Proteobacterias. Se observan los géneros de Methylobacterium vy
Methylocystis (de la clase Alphaproteobacteria); Methylobacillus,
Methylophilus, Methyloversatilis (de la clase Betaproteobacteria); y
Methylomicrobium y Methylomonas (de la clase Gammaproteobacteria).
Se aprecian diferentes tendencias en la acumulacion entre los ciclos en los
que se no acumulan bioplasticos (en MMS) y cuando si (en MMS-P). En la
Fig. 32 se muestran la composicion por género de cada muestra. No se ha
tenido en cuenta aquellas clases con una presencia inferior al 1 % en todas
las muestras.
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m Methylobacterium
L - .
- Sediminibacterium
Methylophilus
® Methylobacillus

Cupriavidus

Crenothrix
25°C 30°C 37°C|25° 30°C 37°C

sp+lodo
P Sin asignar

Gréfica 32: Clasificacion por género.

El crecimiento de Methylocystis representa una fraccion masica
importante en todas las muestras, observandose que, a excepcion de las
muestras a 25 °C, el crecimiento es menor con la limitacion de fésforo (Fig,.
33).

Methylocystis

% en masa

sp+lodo

Grafica 33: Fraccion masica del género Methylocystis por muestra.
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La diferencia es significativamente superior en el crecimiento de
Methylobacterium, que apenas aparece en las muestras con presencia de
fosforo (alcanza un maximo de 3,89 % con el inéculos de Sp.+lodo a 25
°C), mientras que con limitacion de fésforo alcanza el 39,19 % de la
biomasa con el in6culo de Sp.+lodo a 30 °C (Fig. 34).

Methylobacterium

% en masa

sp+lodo

Grafica 34: Fraccion masica del género Methylobacterium por muestra.

También existen diferencias significativas en la presencia de las
bacterias de género Novosphingobium, que solo crece en ausencia de
fosforo, y en el género Hyphomimicrobium, que desaparece con dicha
limitacion; ambas pertenecientes a la clase de Alphaproteobacteria (Fig,.
35).

Novosphingobium Hyphomicrobium

12

10

% en masa

30°C

sp sp+lodo

Gréfica 35: Fraccion masica los géneros Novosphignobium e Hyphomimicrobium por muestra.
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El género Novosphingobium crece con frecuencia en la degradacion de
compuestos aromaticos. Algunas especies de este género se ha
comprobado que son productores potenciales de bioplasticos PHAs 74,

Las bacterias del género Hyphomicrobium encuentran sus principales
nutrientes en compuestos que contienen carbono, nitrégeno y fosforo. Son
capaces de utilizar compuestos organicos como unica fuente, alcanzando
un alto nivel de degradacion en condiciones Optimas. No obstante, en
condiciones de limitacion de fésforo, su crecimiento se ve dificultado 75.

4.7.3. Analisis de diversidad

25

15

0.5

Se realiza un analisis de la diversidad por género. Los resultados se
dan por medio del indice de diversidad de Shannon (Fig. 36):

indice de diversidad de Shannon

In 25° 30°C 37°C |25°C 30°C 37°C In 25°C 30°C 37°C|25°C 30°C 37°
| | MMS | MMS-P | | MMS | MMS-P
| sp | sptlodo

Gréafica 36: Indice de diversidad de Shannon por género.

A excepcion de las muestras de Sp. a 25 °C, el indice de diversidad de
todas las muestras se encuentra en el intervalo [1,5; 2,5]. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por Lee et al. (2015) 76, en cuya
investigacion utilizaron CH4 como fuente de carbono en un medio rico en
nitrogeno y fésforo, tomando como indculo muestras del suelo de
humedales de Gongjusi (Corea del Sur). Se obtuvo, tras 17 dias de
eliminacion de CHa4 en biorreactores, un indice de diversidad de Shannon
de 2,0 + 0,2 en diferentes comunidades metanotréficas compuestas,
mayoritariamente, por metanoétrofos tipo Il.

Por su parte, Cantera y col. (2015) 32, también utilizaron CH4 utilizaron
metano como fuente de carbono, se tom6 como inéculo una mezcla de
50%/50% del lodo de una planta de tratamiento de aguas residuales de

45



RESULTADOS Y DISCUSION @

ESCUELA DE INGENIERIAS
Universidad deValladolid INDUSTRIALES

46

desnitrificacion-nitrificacion (Valladolid, Espana) y de estiércol fresco de
una granja lechera (Cantabria, Espana) y el medio utilizado durante el
crecimiento de las bacterias metanotroficas fue el medio modificado de
Brunner. Los valores observados del indice de diversidad de Shannon
oscilaron entre 1,4 + 0,15y 2,8 +0,1.
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De los resultados obtenidos del estudio de la degradacion de CHa en
presencia y ausencia de fosforo, utilizando los in6culos de Sphagnum y de
Sphagnum+lodo, y a tres temperaturas diferentes, se pueden extraer las
siguientes conclusiones:

- La temperatura es una condicion de operacion que influye en el
comportamiento de la reaccion oxidacion de CHa, observandose a 37
°C las velocidades mas altas de eliminacion especifica de CHa y de
produccion especifica de CO-.

- La velocidad de eliminacion especifica de CH4 y la velocidad de
produccion especifica de CO2 son significativamente menores que sin
limitacidon de nutrientes, pero se ve favorecida la acumulacion de
bioplasticos PHAs.

- No se puede establecer una condicion de operacion entre las
estudiadas que maximice simultaneamente la velocidad de
eliminacion de CHs y la acumulacion de bioplasticos PHBs en
ausencia de fosforo. La velocidad de eliminacion especifica de CHa
es maxima a 37 °C con el inoculo de Sphagnum+lodo y la
acumulacién de PHAs es maxima a 25 °C con el inéculo de
Sphagnum.
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