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RESUMEN

Las emisiones de gases que contribuyen al calentamiento global son un grave
problema para la humanidad y los ecosistemas debido a sus efectos sobre el cambio
climatico. Durante las ultimas décadas, el crecimiento demografico y el desarrollo
industrial han dado lugar a la acumulacion de gases como el diéxido de carbono (CO,),
metano (CH,) y oxido nitroso (N,O), que contribuyen al efecto de invernadero. El CH,
tiene un potencial global de calentamiento (PGC), que es de 21 a 75 veces mayor que

el CO, dependiendo del tiempo de referencia considerado.

El CH, es un gas de efecto invernadero, cuya concentracion promedio en la atmésfera
es de alrededor de 1760 ppbv. La degradacién biolégica de CH,4 ha sido estudiada en
reactores de tanque agitado, biofiltros, biocubiertas y, recientemente, en reactores de
membrana y reactores de particion de dos fases liquidas (TPPB), estos ultimos tienen
como caracteristica una fase no acuosa adicional, como aceite de silicon o
hexadecano, que aumenta la biodisponibilidad de CH,; mediante la mejora en los
procesos de transferencia de masa del sustrato en la fase gaseosa hacia los

microorganismos en el medio de cultivo.

En este trabajo, se estudio la degradacion de CH, por Methylobacterium organophilum
CZ-2, una cepa aislada de un consorcio metanotrofico; se ensayaron diferentes
condiciones de operacién; crecimiento y limitaciébn por nitrégeno utilizando reactores
de tanque agitado (STR) y TPPB, con el fin de estudiar tanto el efecto del aceite de
silicon sobre la degradacion de CH, como la acumulacion de polimeros intracelulares,
la cepa aislada mostr6 mayor capacidad de degradacion de CH,4 bajo condiciones de
crecimiento y aumento el 33 % la degradacion en el TPPB.

Aunado a esto se realiz6 un modelo metabdlico donde se estudié el metabolismo
metanotréfico de Methylobacterium organophilum CZ-2, que involucra la
mineralizacion de CH,, el ciclo de la serina, el ciclo de los acidos tricarboxilicos, la ruta
del etilmalonil-CoA, la sintesis de PHA de cadena par e impar, principalmente; el
objetivo de esta parte del trabajo fue evaluar la factibilidad metabdlica de utilizar
diferentes cosustratos que permitan alcanzar mayores cantidades de biomasa y PHA
de mayor calidad; el modelo se validé y permitié6 hacer algunas simulaciones in silico
que tedricamente permitiran redirigir el flujo de carbono hacia la sintesis de polimeros

intracelulares con diferentes monémeros.

Los cosustratos seleccionados, después del andlisis metabdlico, fueron citrato vy

propionato; y estos se probaron en experimentos en matraces con mezclas de



sustratos CH,-citrato y CHj-propionato los valores de ypya fueron 0.82 y 0.68,
respectivamente. Cuando M. organophilum CZ-2 se cultivé en bioreactores con CHg-
citrato la concentracion final de PHA fue de 143 g m™, el cual contenia monémeros de
hidroxibutirato (HB), hidroxivalerato (HV) y hidroxioctanoato (HO), en proporciones de
55:35:10, con ypua de 0.88 y conservando la capacidad de eliminacién (CE) de CH, en
20 g m® h'. Para el caso de CH,-propionato, el ypua fue de 0.3 y la CE estuvé
alrededor de 8 g m>h™.

El polimero producido fue caracterizado por espectroscopia de resonancia magnética
nuclear (RMN) y calorimetria diferencial de barrido (DSC), en la RMN de 'H y °C se
encontré que el polimero producido con la mezcla de sustratos CH,-citrato contenia
seis monomeros diferentes: 3HB, 3HV, 4HV, 4-hidroxiheptanoato (4HH), 3HO y 4HO,
los cuales muestran la versatilidad de esta bacteria para producir PHA de alta calidad
reflejada en sus propiedades fisicas y mecanicas. En cuanto al DSC, se obtuvieron
valores de temperatura de fusion similares a los obtenidos en la literatura, para el caso
de CH, como Unica fuente de carbono la composicion del polimero fue 95:5 PHB-V y
la temperatura de fusion de 165°C, para la mezcla de CHy-propionato de composicién
75:25 PHB-V fue de 148°C y finalmente cuando se adicion6 CH,-citrato de
composicion 55:34:11 PHB-V-O fue de 118°C.

Estos resultados son comparables y en el caso de acumulacién superiores a los
reportados en la literatura. Lo ensayado demostré que durante el tratamiento de CH,
es posible generar un producto con alto valor agregado, siempre y cuando las
condiciones de cultivo permitan redirigir el metabolismo celular hacia la produccion de

PHA y biomasa reduciendo las emisiones de CO.,.



ABSTRACT

The gas emissions contribute to the global warming are a serious problem for humanity
and ecosystems due to its effects on climate change. During the last decades,
population growth and industrial development have led the accumulation of gases such
as carbon dioxide (CO,), methane (CH,4) and nitrous oxide (N,O), which contribute to
the greenhouse effect. The CH,4 has a global warming potential (GWP), between 21 to

75 times greater than CO, depending on the timeframe considered.

In this work, the degradation of CH,; by Methylobacterium organophilum CZ-2 was
studied, this strain was isolated from a methanotrophic consortium, the bacterium was
tested under different operating conditions; growth and nitrogen starvation in stirred
tank reactors (STR) and TPPB; the effect of silicone oil on the degradation of CH,
during the growth and the accumulation of intracellular polymers were analyzed, the
isolated strain showed greater capacity for CH, elimination, in growth conditions the
degradation increased 33 % in with the TPPB, while during the accumulation of

polymers did not see any effect.

Added to this a metabolic model was reconstructed where the metabolism of
Methylobacterium organophilum CZ-2 was represented, the main pathways involved
are: CH,; mineralization, serine cycle, tricarboxylic acid cycle, the ethylmalonyl-CoA
pathway and the synthesis of PHA, mainly; the aim of this study was evaluate the
feasibility for use different metabolic cosubstrates in order to reach greater
concentrations of biomass and PHA content, trying to achieve a better polymer quality;
the model was validated and used to do some analysis in silico, the results gave us
some theorical options to redirect the flow of carbon into the synthesis of polymers with

different monomers.

The cosubstrates selected after the metabolic analysis were citrate and propionate and

these were tested in experiments in mixtures CHy4-cosubstrates (citrate and propionate),



the PHA content (ypua) Vvalues were 0.82 and 0.68, respectively. When M.
organophilum CZ-2 was cultured in bioreactors with CH,-citrate PHA final
concentration was 143 g m?, which contained monomers hydroxybutyrate (HB),
hydroxyvalerate (HV) and hydroxyoctanoate (HO), in proportions of 55: 35:10, with yppa
of 0.88 and preserving the elimination capacity in 20 g m® h™. In case of CH,-

propionate, the ypps was 0.3 and the CE was about 8 g m® h™.

The polymer produced was characterized by nuclear magnetic resonance
spectroscopy (NMR) and differential scanning calorimetry (DSC); in the NMR analysis
of *H and **C was found that the polymer produced with the substrate mixture of CH,-
citrate contained six different monomers: 3HB, 3HV, 4HV, 4-hydroxyheptanoate (4HH),
3HO and 4HO, showing that this bacterium can produce high quality PHA, which is
reflected in their physical and mechanical properties. The DSC melting temperature
values were similar to reported in the literature, for CH, as a sole carbon source the
polymer composition by GC was 95:5 PHB-V and the melting temperature was 165 °C,
for the mixture CH,-propionate was 75:25 PHB-V and 148 °C, finally CH,-citrate the

composition was 55:34:11 PHB-V-O and melting temperature 118 °C.

These results are comparable with the reported in the literature, and in the case of
PHA accumulation were higher. It was showed that during treatment of CH, is possible
to generate a added value product, as long as growing conditions permit redirect
cellular metabolism toward the production of PHA and biomass reducing CO,

emissions.
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APHA  PHA producido a partir de CH,, citrato o propionato (g m™)

AS Sustrato consumido, puedereferirse a CH,, citrato o propionato (g m™)
AX Biomasa producida a partir de CH,, citrato o propionato (g m™)

b Metabolito respecto al que se calcula el shadow price

C Concentacién (mmol L™)

Ccha,in  Concentracion de CH, en la entrada (g m™)
Ccha, ot Concentracion de CH, en la salida (g m~)
Ccoz.in  Concentracién de CO, en la entrada (g m™)

Ccoz, ot Concentracion de CO; en la salida (g m'3)

CE Capacidad de eliminacion

Cref Concentacion de referencia (mmol L"l)

Ea Energia almacenada en forma de polimero a partir de un mol de
sustrato

Es Energia disponible en forma de ATP por mol de sustrato

PHA  Concentracién dePHA (g m®)

Q Caudal volumétrico ( m®* h™)

OcHa Tasa especifica de consumo de CH; (Mgcha gx h'l)
Ocoz Tasa especifica de produccién de CO, (Mgcoz gx h™)
dpHa Tasa especifica de produccion de PHA (Mgpna 9x h'l)
RE Eficiencia de remocion (%)

Tm Temperatura de fusiéon (°C)

V Volumen de operacién del reactor (m®)

v Tasa especifica o actividad de la reaccién (mmol gx h™)

X Concentracion de biomasa activa (g m™)



Xt
Ycoz,s
YpHA
YpHAS

YpHa X

YX,S

Concentracion de biomasa total X+PHA (g m™)

Coeficiente de rendimento CO, respecto al sustrato

Fraccion que representa el contenido de PHA

Coeficiente de rendimento CO, respecto al sustrato

Coeficiente de rendimento PHA respecto a la biomasa
Coeficiente de rendimento de biomasa respecto al sustrato
Funcién objetivo

Shadow price relativo

Relacion entre la funciéon objetivo (PHA) y la sumatoria de flujos
Energia libre de Gibbs (kJ mol™)

Energia libre de Gibbs en estado estandar (kJ mol™)
Coeficiente Shadow price

Coeficiente estequimétrico que corresponde a los sustratos o productos

presentes en la reaccion.
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1. INTRODUCCION

El CH; es un contaminante atmosférico importante cuyo potencial global de
calentamiento se ha reportado, dependiendo del tiempo de referencia considerado
entre 25 y 72. El valor de 72 es ahora aceptado por el Grupo Intergubernamental de
Expertos sobre el Cambio Climatico (IPCC por sus siglas en inglés) como el mas
preciso para describir el impacto de CH, en la atmosfera (Goodland y Anhang, 2009).
El CH,4 se produce abundantemente durante la extraccion de petréleo, gas natural y la
refinacion de petréleo.

Debido a los costos de transporte y de almacenamiento, el CH,; se suele quemar,
teniendo asi un efecto colateral que es la liberaciébn de CO,, otro gas de efecto
invernadero considerado como el de mayor impacto. EI CH, también se produce
durante la degradacion biolégica de la materia organica por microorganismos
metanogénicos en pantanos, arrozales, vertederos, produccion animal intensiva y el

tratamiento de aguas residuales (Goodland y Anhang, 2009).

Los procesos biolégicos son opciones atractivas para el tratamiento de las emisiones
de CH,, cuando la concentracion esta por debajo del limite inferior de explosividad que
esde 5—15% v v en aire. El principal inconveniente del tratamiento biolégico de CH,
es su baja solubilidad en agua. Por lo tanto, se requieren tiempos de residencia altos
para alcanzar un tratamiento adecuado. La biodegradacion de CH, se ha aplicado in
situ utilizando biocubiertas otras opciones incluyen la biofiltracién y los reactores de
tanque agitado. Recientemente, se han propuesto biorreactores de particion de dos
fases como una alternativa para mejorar la eliminacion de compuestos de baja
solubilidad (Mufioz et al., 2007). Esta tecnologia se basa en la adicion de una fase
organica inmiscible, no degradable por los microorganismos que tiene mayor afinidad
por el compuesto objetivo, solubilizando una mayor cantidad de compuesto. En cuanto
a la eliminacion de CH,, la adicion de 10 % (v v'l) de aceite de silicon resulté en un
aumento del porcentage de remocién (ER) de 41 % en un consorcio metanotréfico
(Rocha-Rios et al., 2009). Sin embargo, los microorganismos estudiados no se
cultivaron en condiciones de limitacion de nutrientes, que puede estimular la

produccion de productos con valor agregado a partir de CH,.

Las bacterias metanotroficas usan CH, como Unica fuente de carbono y energia, y
algunas cepas pueden producir compuestos de alto valor agregado, como PHA. La

produccion de PHA a nivel industrial se realiza utilizando microorganismos, los cuales

1



Introduccién

usan comunmente glucosa como fuente de carbono; aunque hoy en dia se han
realizado diferentes estudios donde se propone el uso de fuentes de carbono baratas
o residuos industriales, como metanol, aceite de canola, etc. En este estudio se
propone al CH, como una opcién barata y ampliamente disponible en grandes
volumenes proveniente de fuentes fijas como la extraccion gas natural, del biogas en

las plantas de tratamiento de aguas residuales o residuo de la refinacion del petroleo.

Los PHAs son poliésteres de origen natural producidos como materiales de
almacenamiento de energia por diferentes bacterias. Estos poliésteres tienen
propiedades similares a las del polipropileno y presentan caracteristicas de
termoplasticidad, biodegradabilidad, biocompatibilidad y piezoelectricidad interesantes
y Unicas. El biopolimero méas estudiado dentro de los PHA es el polihidroxibutirato
(PHB) y algunas bacterias lo acumulan cuando la fuente de carbono y energia esté en
exceso y hay limitacion por nitrdgeno principalmente.

En este trabajo se propone comparar la capacidad de un consorcio previamente
adaptado al consumo de CH, (Rocha-Rios et al., 2009) con una cepa aislada del
mismo e identificada durante este trabajo (Methylobacterium organophilum CZ-2), en
la etapa inicial se estudid la produccion de PHB utilizando CH4 como Unica fuente de
carbono, en reactores de tanque agitado y reactores de particién de dos fases liquidas.

Posteriormente se construyé un modelo metabdlico con base en el genoma de
Methylobacterium que permitié realizar una seleccion racional de algunos cosustratos
gue metabdlicamente propiciarian tanto la produccion de una mayor cantidad de PHA,

como variedad en el tipo de monémeros presentes en el polimero acumulado.

La tesis esta dividida en tres etapas: 1. El estudio del consorcio y la cepa aislada en
diferentes tipos de reactores, 2. El trabajo experimental realizado con los cosustratos y
3. El desarrollo del modelo metabdlico a escala del genoma, que se presenta junto con
los principales fundamentos tedricos de todas las herramientas de ingenieria

metabdlica utilizadas.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Calentamiento Global

A partir de la revolucion industrial en el siglo XVIII la concentracién atmosférica de CO,,
CH4 y N,O ha excedido los valores que se dieron durante los 10,000 afios previos. El
incremento en la cantidad de los gases ha provocado la absorcion y reemision de
radiacion infrarroja entre la atmdésfera y la superficie de la tierra, generando en el siglo
XX, un aumento de la temperatura del planeta de aproximadamente 0.6 ‘C. Esta
tendencia se ha atribuido a la acumulacién de CO, y de otros gases en la atmésfera
derivados de la actividad humana (Hansen y Makiko, 2001). Los principales
compuestos que contribuyen al calentamiento global son CO, con 0.44 °C, el CH, con
0.2 °C, N,O con 0.01 ‘Cy CFC-11 & CFC-12 con 0.02 °C.

En la Tabla 2-1 se enlistan los principales gases del efecto invernadero y algunas de

sus caracteristicas.

Tabla 2-1. Principales gases que contribuyen al efecto invernadero (Khalil, 1999, IPCC,

2013).
Concentracion Velocidad . .. Contribucion
Tiempo de Contribucion
de T . al efecto
Gases Presente incremento decaimiento relativa al invernadero
Preindustrial ~ (afio) CO, (Mol™)
(2011) (% por afio) (%)
CO, 280 ppmv 391 ppmv 0.5 250 1 60-70
CH, 700 ppmv 1803 ppbv 0.2-1 8-12 25 14-25
N,O 240 ppmv 324 ppbv 0.3 120 298 8
SFe 0 7.28 pptv 0.27 3200 2 000 8
CFC-11 0 228 pptv -1.3 50 12 000 4
CFC-12 0 528 pptv 4.6 100 15 000 8

2.1.1 El CH4 un gas de efecto invernadero.
El CH, es el hidrocarburo mas simple atémicamente y estable presente en la
naturaleza y es el compuesto organico mas abundante en la atmosfera. Su potencial
global de calentamiento puede ser normalmente entre 21-25 y hasta 75 veces mayor

que el del CO, dependiendo del tiempo de referencia considerado (Nikiema et al.,
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2006; Goodland y Anhang, 2009), su vida media en la atmdésfera es de 12 afios y es
muy poco soluble en H,O con un coeficiente de particién de 33.5. El CH, esté incluido
en el Protocolo de Kyoto pero se le da méas importancia al CO,. El Panel
Intergubernamental sobre el Cambio Climatico (IPCC por sus siglas en inglés) estima
que es posible reducir el efecto del CH, sobre el calentamiento global en los proximos
50 afos, siempre y cuando se apliquen nuevas tecnologias para la captacion de CH,
durante la extraccion de petroleo, en los rellenos sanitarios, la mineria, producciéon de
gas y en las lagunas anaerobias de control de desechos. Una vez colectado el CH,
puede transformarse mediante algin método quimico o biologico (Hansen y Makiko,
2001). Las emisiones fugitivas de CH, en México fueron de 14,211 Gg asociadas a las
emisiones durante la produccion de petréleo y gas natural. La tendencia del
incremento mundial de CH, se presenta en la Figura 2-1. Esta figura se construy6 a
partir de la informacion recabada a partir de los gases atrapados en el interior de
pequefnas burbujas en el hielo en los diferentes polos. EI CO, y CH,, dentro de esas
burbujas muestran que desde la época industrial (en torno a mediados de la década

de 1800) las concentraciones de CO, y CH, se han incrementado rapidamente.
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Figura 2-1. Evolucion de la concentracion de CH, en la atmosfera, deducido a partir

de mediciones en burbujas de hielo (Trends in atmospheric CH,, 2008).
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Los limites de explosividad del CH, estan entre 5-15 % v v* en aire (Apel et al., 1990),
lo que implica que la operacién de procesos en este intervalo de concentraciones tiene
un riesgo latente de explosién, como es el caso de la exploracién de minas y la
extraccibn de gas natural, donde los sistemas de prevencién diluyen el gas a
concentraciones menores del 1% en aire, a través de estos sistemas de venteo el CH,

se libera a la atmdsfera sin tener un tratamiento.

2.1.2 Procesos donde se genera CH,
El CH, es resultado de la digestién anaerobia de materia organica y se produce por

microorganismos presentes en ambientes andxicos con disponibilidad de compuestos
organicos, el proceso se divide en tres etapas: 1. Hidrolizacién de polimeros de la
materia organica a monoémeros. 2. Acidogénesis: Las moléculas son fermentadas y
producen compuestos organicos solubles; convirtiendo CO, y H, a formiatos, acetatos
y alcoholes principalmente. 3. Metanogénesis, el acetato y otros acidos organicos son
entonces metabolizados a CH; y CO,, por microorganismos metanogénicos, que
pertenecen al dominio Archaea. La acidogénesis y generacion de CH, son procesos

sincronizados por asociaciones mutualistas de microorganismos.

Las principales fuentes donde se genera CH, se muestran en la Figura 2-2.

*Termitas
3.96%

Quema de biomasa
9.9%

*Oceanos, lagos, incendios
3.96%

Estiércol
2.97%
Agua Residual
4.95%

Rellenos Sanitarios

9.9%

*Fuentes naturales

Figura 2-2. Fuentes de CHj,, origen antropogénico y fuentes naturales (IPCC, 2013).
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Los principales lugares en donde se genera CH, se describen a continuacion:

» En ambientes subterraneos durante actividades mineras de extracciéon de carbon (34
Tgcrs afio™). El CH, es un peligro latente debido a que al combinarse con el oxigeno

del aire, puede llegar a un nivel de explosividad (5-15 % en aire).

» Durante la extraccion y refinacion de petréleo, como un gas de desecho, y también
en la extraccién y distribucion del gas natural (60 Tgcus afio?) (SEMARNAT, INE,
2006).

* Los campos de arroz son la mayor fuente de CH, cuyas emisiones no pueden
controlarse por el hombre. Estos se encuentran inundados por extensos periodos de
tiempo, propiciando condiciones anaerobias para las bacterias que producen CH,.
Algunos reportes estiman que el CH, emitido por los campos de arroz esta entre el 10
- 20 % con 50 -100 Teragramos afio’. Se ha estimado que la contribuciéon de
emisiones de CH, por plantaciones de arroz se incrementara ya que la produccion de
arroz crece entre 1.6-2.8 % cada afio desde 1940 (IPCC, 2013).

* La contribuciébn de CH, en actividades ganaderas por rumiantes es de 190
Teragramos afio™ (IPCC, 2013).

* En los rellenos sanitarios se libera biogas, que es una mezcla de CO,, CHy4, H,S 'y Hy,
principalmente, estos gases son resultado de la degradacién anaerobia de
desperdicios organicos. La contribucion global de CH, por este origen es de 30-70
Teragramos afio™. En esta fuente el porcentaje de CH, oscila entre 40 - 70 %, el cual
puede ser utilizado para producir energia, los métodos de tratamiento que se muestran
a continuacion dan opciones tanto para altas concentraciones de CH,; (métodos

quimicos) y para concentraciones menores al 5 % de CH,4 en aire (métodos biol6gicos).

2.2 Métodos de tratamiento

Existen diferentes maneras de contrarrestar el efecto del CH,4 en la atmdosfera, algunos
se dan de manera natural siguiendo el ciclo general del carbono, o existen algunos
métodos desarrollados por el hombre donde se aplican procesos quimicos o biolégicos,
la aplicacién de algun método depende en gran medida de las caracteristicas de la
corriente contaminada, a continuacion se describen los procesos naturales y algunos

otros métodos desarrollados por el hombre.
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2.2.1 Procesos naturales
Durante los procesos naturales se elimina CH, gracias a la actividad microbiana
presente en la Tierra. Estos procesos son la Unica manera de controlar el CH,
producido en lugares donde no es posible colectarlo y almacenarlo para su tratamiento.

ATMOSFERA

El CH; se remueve de la tropésfera y estratésfera, gracias a las reacciones de

oxidacion iniciadas por los radicales OH":
CH4+OH. > CH3.+H20

La reaccion anterior promueve la formacién de formaldehido, hasta convertirlo en CO,
y H,O, consumiendo los radicales OH". El CH, eliminado por esta via es de 540 Tg
afio™. La desventaja es que los radicales OH" son constantes y la cantidad de CH, en
la atmosfera aumenta cada dia (Reinoud, 1998).

AGUA'Y SUELOS

Las bacterias CH, oxidantes conocidas como metanétrofas son aerobias y estan
distribuidas en el suelo y agua principalmente. Ellas son importantes reguladoras del
flujo de CH, de la biésfera a la atmosfera (Gunnar et al., 2004). Se ha calculado que el
CH, emitido anualmente es de 700 Tg afio™, y que la reduccién debida a la accién de

los microorganismos es de 30 Tg afio™ (Pawlowska y Stepniewski, 2006).

2.2.2 Métodos quimicos y biolégicos

En la Tabla 2-2 se muestran algunas tecnologias para eliminar compuestos organicos

como el CH, (Revah y Morgan-Sagastume, 2005).
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Tabla 2-2. Tecnologias quimicas y biolégicas para eliminar compuestos organicos presentes en efluentes gaseosos.

Tecnologia Principio Consideraciones

Lavadores Proceso de absorcion con reaccion. Se usa para controlar | Se pueden generar compuestos indeseables por la

guimicos olores oxidando los contaminantes con hipoclorito u otro | oxidacién quimica parcial. Pueden ser torres de aspersion
oxidante quimico. El oxidante se consume al reaccionar por lo | 0 empacadas.
gue es necesario agregarlo continuamente.

Incineracion | Los contaminantes son oxidados a CO, y H,O en quemadores. | La combustién solo es posible cuando la concentracion de
Se requiere generalmente una corriente de combustible | CH, en el aire esta dentro los limites de explosividad (Apel
suplementario. Pueden emitirse ademas NO,, CO, HCI y otros | et al., 1990)
COV (Compuestos organicos volatiles).

Membranas El aire contaminado pasa a través de membranas selectivas en | Tecnologia emergente, altos costos.

selectivas donde los COV son selectivamente absorbidos y concentrados.

Oxidaciones | Uso de oxidantes mas potentes (UV, O3) o catalizadores que | Tecnologia emergente de alto costo.

avanzadas generan (TiO,) para oxidar a los contaminantes del aire.

Sistemas Los contaminantes son mineralizados (H,0, S, SO,, CH,;, NO,, | Comprenden sistemas como biocubiertas, biofiltros, éstos

biol6gicos HCI) por medio de microorganismos que se encuentran | son de gran interés por los bajos costos de operacion;

inmovilizados o en suspension.

incluye reactores de particion de dos fases y reactores
capilares (Mufioz et al., 2007; Rocha-Rios et al., 2009).
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2.3 Métodos biologicos

Entre las diferentes configuraciones de bioreactores, que se han utilizado para la
eliminacion de CH,, se encuentran: biofiltros, biofiltros de lecho escurrido, columnas de
burbujeo, tanques agitados y reactores capilares (Figura 2-3). En los bioreactores
cerrados, el aire contaminado se suministra por ventilacién forzada, ya sea en modo
de flujo ascendente o descendente a través de un sistema de bombeo, mientras que
en bioreactores abiertos la emision de CH; se dirige directamente al sistema de
tratamiento (por ejemplo, gas de vertedero a las biocubiertas) y el O, difunde desde el

aire en la parte superior del bioreactor, para llevar a cabo la biotransformacion.

Solucion de nutrientes que contiene a los

Solucién microorganismos y la fase no acuosa

Salida del gas
PP s Salida del gas
(aire tratado) (aire tratado) Salida del gas
— ) 2 Capilar
2 Salida del gas (aire tratado)
(aire tratado) 5
>
X
o~
Reutilizacion
deld
solucién
mineral Aire
Empaque con Empagque con S contaminado
microorganismos ~ microorganismos
)
re>

.
4Gy 4
A/

Lixiviado 4 Entrada del gas Entrada del gas Entrada del gas Entrada del gas
(aire | (aire (aire (aire (aire

contaminado) contaminado) contaminado) contaminado) contaminado)
.

Lixiviado

A B C D E

Figura 2-3. Configuraciones de biorreactores para el consumo de CH,: A, Biofiltro; B,
Biofiltro de lecho escurrido; C, Tanque agitado; D, Airlift con tubo concéntrico y E,

Reactor capilar (Lopez et al., 2013).

2.3.1 Biocubiertas y biofiltros
Las biocubiertas son un ejemplo de sistema abierto que consiste en capas de

composta madura que contienen a los microorganismos metanotroficos. Estas tienen
varias ventajas operacionales como una area de tratamiento grande, alta retencion
para aumentar la eficiencia de oxidaciéon y una larga duracién cuando se tratan flujos
bajos de CH,. La mayor ventaja es su aplicacion in situ para el tratamiento de CH,
procedente de la extraccion del gas natural o de rellenos sanitarios. En caso de las
biocubiertas la eliminacion de CH,4 se reporta por unidad de area, en el caso de las

biocubiertas, el rango esta entre 0.3-16 g m? h™.
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La biofiltracion es una tecnologia viable para el control de la contaminacion del aire
proveniente de fuentes estacionarias. Algunas configuraciones de reactor para el
tratamiento de efluentes gaseosos son: biofiltros, biofiltros de lecho escurrido y
biolavadores, los cuales representan soluciones econOmicamente atractivas y
efectivas, Utiles para el tratamiento de contaminantes en bajas concentraciones. Estas
tecnologias se basan en la habilidad natural de microorganismos para convertir
contaminantes organicos a CO,, agua, compuestos inorganicos y biomasa (Revah y
Ortiz, 2004). La biofiltracion ofrece una ventaja muy grande al operar a presion
atmosférica normal y temperatura ambiente (Nikiema et al., 2007).
Desafortunadamente, la biofiltracion no es apropiada cuando existe inhibicion de la
actividad microbiana (ej. a altas concentraciones de COV que pueden ser téxicas) o
cuando existen limitaciones de transferencia de masa de los contaminantes y del
oxigeno desde la fase gas a la fase soélida o liquida (Mufoz et al., 2007). Aunado a lo
anterior, la biofiltracion puede presentar problemas como canalizacion de flujo y
dificultad para mantener las condiciones homogéneas para la fase bibtica (Revah y
Ortiz, 2004), ademas en los biofiltros de lecho escurrido puede ocurrir taponamiento
por exceso de produccién de biomasa cuando existe una alimentacién periédica de
nutrientes. Dentro de las ventajas de los biofiltros es que pueden tratar eficientemente
corrientes con alto flujo y baja concentracién de contaminantes en comparacion con

otros métodos de eliminacién (Figura 2-4).
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Figura 2-4. Intervalos de aplicacion de métodos quimicos y biolégicos (Revah y Ortiz,
2004).
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El proceso de biofiltracion se considera satisfactorio cuando se llega a la
mineralizacion. Si bien desde el punto de vista de eliminacién de contaminantes por
métodos bioldgicos es aceptable, la controversia surge debido a que estos procesos
generan CO, que es el principal gas del efecto invernadero. Sin embargo debido a que
parte del carbono se utiliza para generacion de biomasa, las emisiones de CO, son
menores comparadas con tecnologias como la incineracion donde cada molécula de

CH, se convierte en una de CO, (Nikiema et al., 2006).

En el caso de los biofiltros la capacidad de eliminacién (CE) es baja (entre 20 - 29.2 g
m?h); asi que se han definido estrategias para incrementar estos valores; una de
ellas es agregar aceite de silicon en un biofiltro de lecho escurrido, donde la CE
aumentd a 51 g m® h* (Rocha-Rios et al., 2009). En algunos biofiltros se ha
observado que la temperatura en el lecho del biofiltro se incrementa, esto como
consecuencia de la reaccion de biodegradacién dentro de los rellenos sanitarios o
sistemas que tratan efluentes con altas cargas de contaminantes (Nikiema et al., 2006,
Morales et al., 1998). En particular se ha observado que la temperatura puede influir
sobre las poblaciones presentes e influenciar la composicion de los lipidos en las
bacterias, lo anterior se determind en un cultivo puro de Methylococcus capsulatus
para el caso de biofiltros metanotréficos acoplados a rellenos sanitarios, su actividad
puede disminuir debido a cambios en la presién parcial del CH, y oxigeno, lo que
significa que la poblacién metanoétrofa regularmente se encuentra privada del CH, y

oxigeno por largos periodos (Gerbert et al., 2003; Gunnar et al., 1998).

2.3.2 Reactores de particion de dos fases liquidas
El tratamiento de COV en un bioreactor se basa en la capacidad aerobia de los

microorganismos heterotroficos para usarlos como fuente de carbono y energia. Esto
implica que los contaminantes y el oxigeno deben transferirse de la fase gaseosa a la

fase acuosa donde pueden metabolizarse por los microorganismos.

Los reactores de particion con dos fases liquidas, TPPB (por sus siglas en inglés,
Two-Phase Partioning Bioreactor) o reactores bifasicos surgieron a finales de los 80s,
con la finalidad de superar limitantes que se presentan en los sistemas de remocion de
contaminantes: 1. La alta toxicidad de algunos sustratos o productos celulares que
resultan en inhibicibn microbiana y afectan la actividad catalitica; 2. La baja solubilidad

de los sustratos en la fase acuosa (Arriaga et al., 2006; Mufoz et al., 2007).

Su uso se ha propuesto para reducir el efecto de la limitacion debida a la transferencia
de masa, que se presenta en algunos tratamientos bioldégicos con gases y vapores

poco solubles en agua, los TPPB pretenden extender el intervalo de aplicacién

11



Antecedentes

biolégica en el tratamiento de aire contaminado que ha estado limitado a compuestos
de solubilidad alta o media. Los reactores de dos fases contienen una fase no acuosa
(ej. Hexadecano, aceite de silicon) que se agrega en una determinada proporcién a
una fase acuosa. La fase no acuosa mejora la transferencia de los COV hidrofébicos y
oxigeno a los microorganismos, ésta debera ser no biodegradable, no volatil,
inmiscible y biocompatible con el contaminante a fin de tener buena particiéon. Una
fase organica que ha demostrado cumplir con todas las propiedades es el aceite de
silicon. Sin embargo, el uso de aceite de silicon tiene como inconveniente su elevado
costo, por lo tanto se debe considerar que se pueda recuperar y reutilizar. Cualquier
configuracion de reactor puede adaptarse para crear un TPPB adicionando una fase
organica a fin con el proceso a estudiar. Esto se ha hecho recientemente en tanques

agitados y biofiltros de lecho escurrido (Rocha-Rios et al., 2009; Rocha et al., 2010).

La Figura 2-5 muestra la distribucion y transporte de sustratos hidrofébicos como el
CH4 y O, en: A) Un sistema convencional (fase gas-liquido) donde la remocién de los
contaminantes esté limitada por la transferencia del sustrato de la fase gas hacia la

fase acuosa.

Fase Ac

Microorganismos Aceite de silicon

Metano

Figura 2-5. Representacién de un sistema A) convencional (fase gas-Ac) y B) un
reactor de particion (fase gas - Na - Ac); se muestra la interaccion de los
microorganismos con la fase na. Ac = acuosa, Na =no acuosa. Fotografia tomada de
Carolan et al., 2005.

En este caso el coeficiente de particion del CH, es de 33.5 (Zenhao et al., 1992) que
corresponde al valor en agua, con una solubilidad de 7 mg L™ y B) Un reactor de
particibn de dos fases liquidas (acuosa-organica) donde globalmente la cantidad de

sustrato en el sistema se incrementa debido a la presencia de una fase organica. En
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este caso el CH,; es mas soluble en la fase organica, que en la acuosa presentando un

coeficiente de particion 3.2 £ 0.2 en aceite de silicon (Rocha-Rios et al., 2009).

En el caso del TPPB se ha probado que algunos microorganismos pueden adherirse a
la fase no acuosa y consumir el sustrato directamente de ella. De acuerdo a los
estudios de Carolan et al., 2005, una gran parte de las bacterias estan asociadas a la
fase organica y estan localizadas cerca de la interfaz acuosa-organica de donde

toman los elementos necesarios para su crecimiento (Figura 2-5).

Algunos estudios previos de Daugulis, 2001; Arriaga et al., 2006; Mufioz et al., 2007
han confirmado que la adicibn de una segunda fase organica puede globalmente
incrementar hasta en 100 veces la solubilidad de compuestos hidrofébicos, mejorando
significativamente la eficiencia de remocién en las diferentes configuraciones de

reactor utilizadas.

2.4 Microorganismos metanotroficos

2.4.1 Fisiologia y taxonomia
Las bacterias encargadas de la degradacion de CH, se conocen como metanétrofas.

Ellas son generalmente gram-negativas y constituyen un sub-grupo de metilétrofos
dentro de los géneros gama y alfa de las proteobacterias, ya que se especializan en la
degradacion de compuestos que tienen un solo atomo de carbono, lo utilizan como
donador de electrones y como Unica fuente de carbono para la generacién de energia
(Madigan et al., 2003).

Los organismos metanotroficos se agrupan en tres clasificaciones dependiendo de su
asimilacion de carbono. Los estudios filogenéticos de 16S rRNA han confirmado la
diferencia entre metanétrofos, tipo |y tipo Il (Gunnar et al., 2004), los metanétrofos tipo
| crecen mas rapido que los tipo Il cuando el nitrégeno inorganico no es una limitante

(Visscher y Cleemput, 2003), los tipo X conjugan caracteristicas de tipo | y II.

Pertenecen al tipo I: Methylomonas, Methylomicrobium, Methylocaldum, Methylophaga,
Methylosarcina, Methylothermus, Methylohalobius y Methylosphaera; que asimilan
formaldehido por la ruta de la ribulosa monofosfato y sus membranas celulares estan
hechas principalmente de &cidos grasos de 14 y 16 carbonos. Estos microorganismos

estan clasificados como aerobios obligados.
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Tipo II: Methylocystis, Methylobacterium, Methylocella, Methylocapsa y Methylosinus,
gue usan la ruta de la serina para la asimilacion de formaldehido (intermediario en la
degradacion de CH,;), sus membranas contienen acidos grasos de 18 carbonos
organizados en la periferia de la célula; el género Methylocella también puede usar
otros compuestos como acetato, piruvato, malato y etanol. Estas son bacterias
aerobias facultativas (Asenjo y Suk, 1986).

Las bacterias del Tipo X se agrupan dentro del género Methylococcus, que combina
propiedades de los tipos | y I, es decir, utiliza &cidos grasos de hasta 16 carbonos y la
asimilacién de formaldehido hacia dos rutas el ciclo de la ribulosa monofosfato y la
ruta de serina (Donovan et al., 2005). La mayoria de los metanétrofos pertenecen a los
microaerofilos obligados, consumiendo concentraciones de oxigeno menores a la
atmosférica (Pawlowska y Stepniewski 2006), dentro de los tres tipos, existen bacterias
termofilas, acidodfilas, alcaléfilas y haléfilas. En la Tabla 2-3 se presentan algunas
caracteristicas morfolégicas y fisolégicas de las bacterias metanotréficas. Los
microorganismos metilotrofos; Methylosinus trichosporium OB3b, Methylobacterium
organophilum XX y Methylocystis parvus OBBP se han estudiado por sus capacidades
sobresalientes para degradar CH; o metanol y acumular polimeros biodegradables,

cuando estos dos sustratos se utilizan como Unica fuente de carbono y energia.

Tabla 2-3. Algunas caracteristicas de las bacterias metanotréficas (Madigan et al.,
2003).

Grupo Formade . DNA
, . : : Ruta de Fijacion
Organismo Morfologia 16S resistenci asimilacion  del N (GC
rRNA a 2 mol %)
Methylomonas Bacilo Y Quistes Ribosas No 50-54
Methylomicrobium Bacilo Y Ninguno Ribosas No 49-60
Methylobacterium Coco, Quistes Serina No 50-54
cocobacilo
Methylococcus Coco Yya Quistes Ribosas Si 62-64
Methylosinus Bacilo o o Exoespora Serina Si 63
vibrioide
Methylocystis Bacilo o Exoespora Serina Si 63
Methylocella Bacilo o Exoespora Serina Si 61

Debido a las relaciones filogenéticas entre las eubacterias rosas-moradas, se puede

establecer un acercamiento con otros géneros de microorganismos que producen
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polimeros biodegradables asimilando fuentes de carbono diferentes, como Wautersia

que utiliza glucosa o sacarosa.

2.4.2 Bioquimica: Actividad metanotréfica, metano monooxigenasa (MMO)
El CH, degradado puede mineralizarse a través de una serie de reacciones, donde la

primera enzima y la mas estudiada es la metano monooxigenasa. En la figura 2-6 se
muestra la ruta de mineralizacion del CH,. En este sentido, la ruta metabolica también
se complementa con la capacidad de las bacterias metandtrofas para producir
polimeros exocelulares e intracelulares simultaneamente durante su ciclo natural de

vida.

4NADH2 4N&D 4NAD  4NADH2 4NAD 4 NADH2

4014% 4 CH30H %w&o 4HCOOH —\XA; 4C02

8(4)ADP 8(4)ATP

Figura 2-6. Mineralizacion del CH,4

Una gran parte de la capacidad metanotréfica se debe a que los microorganismos son
capaces de sintetizar la enzima MMO, éste es el factor clave en la descomposicion del
CH,.

Existe en dos formas: MMO particulada (pMMO) y MMO soluble (sMMO); la pMMO
esta presente en todos los metanétrofos conocidos (Murrell y Radajewski, 2000). En la
Figura 2-7 se esquematizan cada una de las vias de asimilacion utilizando las
diferentes MMO. Se sabe que los metanétrofos tipo | tienen principalmente pMMO,

gue crecen mas rapido y son mas especificas para metano que las que tienen sMMO
(tipo Il'y X).
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Figura 2-7. Oxidaciéon de CH, en metanétrofos tipo | y Il. Las lineas continuas
representan un flujo unidireccional en la via, mientras que las lineas discontinuas
representan vias alternativas. MDH, metanol deshidrogenasa; formiato
deshidrogenasa FDH; FALDH, formaldehido deshidrogenasa, cyt red/ox del citocromo
reducido/oxidado; SThM, serina hidroximetiltransferasa; H6PS, hexulosa-6-fosfato
sintasa (Lopez et al., 2013).

Aungue pMMO se desarrolla rapidamente es més sensible a la variacion de nutrientes
como cobre, nitrégeno y la concentracion de CH,, esto puede ser un criterio para

seleccionar algun tipo de bacterias en especial.

Por otro lado, la SMMO es muy estable en varios ambientes, durante la caracterizacion
de la enzima sMMO se establecid que contiene una hidroxilasa formada de tres
componentes que forman un complejo (Murrell y Radajewski, 2000). Existen diferentes
estudios a nivel macro en donde se han determinado las concentraciones Optimas de
los cofactores involucrados con la actividad MMO como son Cu®, Fe?*, Mg* y K*
(Shah et al., 1996; Wendland et al., 2001; Helm et al., 2006; Zhang et al., 2008).
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2.4.3 Parametros cinéticos de la oxidacion de CH,
La oxidacion de CH, se ha descrito a través de modelos como el de Michaelis-Menten

y Monod. Sin embargo, tasas de consumo bajas derivan en bajas tasas de

crecimiento haciendo que la estimacion de parametros cinéticos se dificulte.

Los valores de algunos parametros cinéticos relacionados con la afinidad hacia el
sustrato se muestran acontinuacion y en especifico son para la SMMO. La constante
de Michaelis-Menten (Ky) determina el ritmo de la actividad enzimatica total y oscila
entre 31.7 x 10° y 2.8 x 10™ M, el valor mas bajo denota la alta afinidad de algunas
enzimas bacterianas para la oxidacion del CH, (Scheutz-C et al., 2009). Del mismo
modo, la constante de Monod (Ks) define la afinidad de los microorganismos para los
sustratos y, en el caso particular de CH, oscila tipicamente de 1 x 10° a 4.74 x 10 M.

Las bacterias portadoras de la pMMO tienen mayor afinidad por CH,; que las que
presentan sMMO. Las tasas de oxidacién del CH, dependen de parametros tales
como: nivel de cobre, oxigeno disuelto, contenido de humedad, temperatura, pH, tipo
de fuente de nitrégeno, o las concentraciones de CH,.

Por lo tanto, ambos tipos | y Il exhiben su tasa de oxidacion maxima a concentraciones
de gas que oscilan entre 1.5 y 10. 5% v v lo cual es congruente con la relacion
estequiométrica de la reaccion de mineralizacion de CH, (Figura 2-7) (Wilshusen et al.,
2004). También se ha encontrado que la oxidacion de CH, es més alta en muestras de
suelos &cidos a valores de pH entre 4 - 5 en comparacién con los de suelos neutros
con pHde6-8.

2.5 Subproductos generados de la degradacion de CH,4

Las bacterias metanétrofas han atraido gran interés, por sus aplicaciones potenciales
para la produccion de proteina celular simple y polimeros exocelulares, en la sintesis
organica de pigmentos y en la degradacion de hidrocarburos alifaticos clorados (Bilbo
et al., 1992); teniendo como objetivo producir compuestos de valor agregado a partir
de residuos. Las bacterias metandtrofas juegan un papel muy importante en el ciclo
global del carbono (Donovan et al., 2005) y en los procesos de bioremediacién tal

como la degradacién del CH, proveniente de fuentes antropogénicas.

Algunas investigaciones han mostrado que la velocidad de oxidacién de CH,4 declina a
partir de la formacion de sustancias exopoliméricas (EPS) (Bilbo et al.,, 1992). La
sintesis de exopolisacaridos en bacterias depende de la proporcién carbono/nitrégeno

alimentada en el medio de cultivo, es importante destacar que mientras las bacterias
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estén en mayor estrés, produciran mayores cantidades de polimeros; un ejemplo es el

caso de los metanodtrofos termotolerantes productores de EPS.

Los productores de EPS que usan gas natural son: Methylomonas rubra 15sh,
Methylobacter ucrainicus 159, Methylobacter sp. 100 y Methylobacter luteus 12b; en
principio, estos se usaron para obtener EPS en la industria petrolera en plantas

moviles usando los gases ricos en CH,; (Malashenko et al., 2001).

Dentro de los subproductos generados a partir de CH,; estan los PHA
(Polihidroxialcanoatos), los cuales son polimeros biodegradables similares al

polipropileno.

2.5.1 Polihidroxialcanoatos (PHA)
Los PHA son biopolimeros biodegradables producidos por microorganismos y plantas.

Poli(3-hidroxibutirato) (PHB) y poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (P(3HB-co-
3HV)) son los mejores representantes de esta clase de polimero que tienen
propiedades similares a polimeros petroquimicos como el polipropileno, y pueden
producirse a partir de fuentes renovables. Estos polimeros tienen altos costos de
produccién que limitan su uso generalizado (Bengtssona et al., 2010). Durante la
Ultima década, las investigaciones se han centrado en el desarrollo de procesos
alternativos que sean rentables para la produccion de PHA, incluyendo el uso de
sustratos de bajo valor (residuos o excedentes agricolas o industriales materias primas
alimenticias) (Lee et al., 2008; Zudiga et al., 2011), cultivos microbianos mixtos
(Serafim et al., 2008), cepas recombinantes (Atlic et al., 2011), y el desarrollo de
estrategias eficientes de cultivo para la produccién de alta densidad celular en tiempos

cortos.

El uso de sustratos agroindustriales de bajo costo o gratuitos pueden disminuir los
costos de produccion de PHA, ya que éste representa el 30 % de los costos de
produccion de PHB (Choi y Lee, 1997). Algunos sustratos podrian ser la melaza de
citricos (80 g L), suero de leche (40 g L™) o corrientes de gases contaminadas con
CH, al 1-2 % proveniente de las fuentes de venteo en las minas o en la refinacion del

petroleo.

Una gran variedad de microorganismos bajo limitacion de nitrogeno y fosfato pueden
acumular PHA siempre y cuando la fuente de carbono no sea limitante, el PHB fue el

primer miembro identificado y estudiado a detalle.

El PHB tiene alta cristalinidad (55-80 %), su temperatura de fusiéon es de 175 °C, es

resistente a la humedad. La degradacion del PHB se da en 4 semanas, mientras la

18



Antecedentes

degradacion de polipropileno tarda cientos de afos (Lee et al., 1995). El PHB se
almacena en forma de granulos intracelulares, como reserva de energia y esto se ha

observado en metanétrofos tipo |y Il (Wilshusen et al., 2004).

El PHB por sus caracteristicas biodegradables tiene aplicaciones biomédicas en la
produccion de hilos, alfiles, suturas y grapas quirdrgicas, para cubrir heridas,
reemplazar huesos y laminas dentro de un cuerpo, también se utiliza para la lenta
liberacion de medicamentos y puede ser sustituto de tejido muerto o no funcional;
otras aplicaciones son la manufactura de articulos como maquinas de afeitar,
utensilios, panales, productos para la higiene femenina, contenedores de cosméticos,
shampoo, etc; también puede usarse para empacar comida y en la encapsulacion de
agroquimicos como insecticidas, fertilizantes y herbicidas ademas es un intermediario
para la sintesis de varias drogas. Actualmente el precio del PHB esta entre 15-30

dolares por kilo (Serafim et al., 2008).

2.5.2 Sintesis de PHA en bacterias metanotroficas y ventajas de la sintesis de
copolimeros

La ecuacion para la sintesis de PHB a partir de CH, es:

4 CH, +4 0O,+ 3 ATP + 2 NADH, => CH;3CH,CH,COOH (Mondémero de PHB) + 3 ATP
+ 2 NAD + 6 H,O

En la Figura 2-8 se muestra la ruta de degradacién del CH, y la produccién del PHB.
Dicha ruta muestra que el crecimiento celular depende de la producciéon de energia
intracelular (ATP) durante la oxidacion de CH,. Lo anterior implicaria que el carbono
removido se dirigira a la sintesis de biomasa cuando no hay limitacion por nutrientes
(Xing et al., 2006). El conocimiento y andlisis de la ruta ha dirigido a la implementacion
de diferentes acciones con la finalidad de incrementar ya sea la degradacion de CH,4 o

la acumulacion de PHB.

De esta manera, se ha reportado que el citrato tiene un efecto positivo sobre la
degradacion de CH,, cuando la concentracion de citrato es de 0.3 g L™, ya que puede
satisfacer el ciclo de Krebs principal fuente de energia dentro de la célula, lo que
mejoraria la acumulacion de PHB. Bajo estas condiciones, la sintesis de biomasa se
veria inhibida y los flujos de carbono serian redirigidos hacia la acumulacion de PHB
(Zhang et al., 2008).
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Ademas del incremento en la productividad se ha visto la necesidad de mejorar
algunas propiedades del PHB ya que existen algunas desventajas: la primera es su
punto de fusiébn bajo y la baja elasticidad que es del 5% comparada con el
polipropileno que es de 400 %. Por lo cual, el PHB es un polimero fragil, se han
realizado varios intentos por superar este problema introduciendo algunos monoémeros.
En un estudio realizado por Dias et al., 2008 se probo el efecto de la adicion de
propionato sobre el tipo de PHA acumulado, teniendo como resultado la acumulacién
de copolimeros de B-hidroxibutirato y p—hidroxivalerato (PHB-V), este experimento se
realiz6 con un consorcio que tenia como fuente de carbono acetato, el resultado

obtenido fue un polimero con menor fragilidad.

CH4 — CH3OH—>HCHO—>HCOOH—>CO,

Ruta de las pentosas fosfatoi Ruta de la serina

Metanétrofos tipo | Metanétrofos tipo I

/ Energia
v crecimiento

Acetyl-CoA ——— > Ciclo de Krebs

balanceado

Biomasa

Crecimiento
desbalanceado

Acetoacetil-CoA

N

Acetoacetato 3-hidroxibutiril-CoA

3-hidroxibutirato Poli-p-hidroxibutirato (PHB)

e

Figura 2-8. Degradaciéon de CH, y acumulacién de PHB en metanoétrofos Tipo |y I
(Zhang et al., 2008)
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Dado que muchos polimeros de PHA obtenidos con microorganismos consisten en
mezclas de copolimeros, conteniendo monomeros variados de diferentes tamafios, es
importante entender el efecto de las mezclas sobre las propiedades del polimero. En
la Tabla 2-4 se muestran las estructuras y nomenclatura de los polimeros mas

estudiados.

Tabla 2-4. Estructuras y PHA mas comunes en la naturaleza.

R o}

\ |
0-C—CH,-C

H X

R=hidr6geno 3-hidroxipropionato (3HP)
R=metil 3-hidroxibutirato (3HB)
R=etil 3-hidroxivalerato (3HV)
R=propil 3-hidroxicaprolatoato (3HC)
R=Dbutil 3-hidroxiheptanoato (3HH)
R=pentil 3-hidroxioctanoato (3HO)
R=hexil 3-hidroxinonanoato (3HN)
R=Heptil 3-hidroxidecanoato (3HD)
R=octil 3-hidroxiundecanoato (3HUD)
R=nonil 3-hidroxidodecanoato (3HDD)
(o]
%O—GCHE%.'C! t
n=3 4-hidroxibutirato (4HB)
n=4 4-hidroxivalerate (B5HV)

Los PHA con 3-5 atomos de carbono son considerados como los PHA de longitud de
cadena corta (scl-PHA). Ejemplos de esta clase incluyen 3HB y 3HV. PHA de longitud

de cadena media (mcl-PHA) contienen 6-14 atomos de carbono.

Mientras que los PHA con 4 carbonos fueron los primeros en producirse a nivel
industrial y son los mejor caracterizados, otros copolimeros de PHA recientemente
reportados son superiores en versatilidad y aplicaciones. Normalmente el P3HB tiene
alto peso molecular y cristalinidad con el punto de fusiéon de 180 ‘C y un alargamiento

a la rotura de 5% (Gandini y Belgacem, 2008). Se han utilizado copolimeros
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especificamente disefiados para eliminar o reducir la fragilidad y la inestabilidad
térmica de polihidroxibutirato. Sin embargo, los PHA de longitud de cadena media y
sus copolimeros tienen baja cristalinidad (20 - 40 %) y no se rompen facilmente
(extension a la rotura de 300 — 450 %). Se comportan como elastobmeros y su

composicion se puede manipular para una gama de aplicaciones.

Las principales técnicas para determinar la estructura, la cantidad de los polimeros
son la espectrometria de masas, protén y espectroscopia RMN **C (Resonancia
Magnética Nuclear), GC (Cromatografia de gases), HPLC (Cromatografia Liquida de
alta resolucion), GPC (Cromatografia de Permeabilidad en gel) y FTIR (IR mediante
Transformada de Fourier). Los procesos de analisis mecanicos y térmicos de
polimeros, tales como TGA (Analisis Termogravimétrico), DSC (Calorimetria de
Barrido Diferencial) y DMA (Andlisis Mecanico Dinamico).

2.6 Biologia de sistemas e Ingenieria metabdlica (IM)

Los antepasados de la biologia de sistemas incluyen el estudio de la cinética de
enzimas desde 1900 (Michaelis et al., 2011) y la aplicacién de la teoria de control de
sistemas bioldgicos en los afios 1960 y 1970 (Heinrich et al., 1977). En 1960, Denis
Noble desarroll6 el primer modelo matematico del corazén en funcionamiento, se
considera que es uno de los pioneros en el campo. Sin embargo, no fue sino hasta la
década de 1990, cuando se realizaron los primeros proyectos del genoma, de donde
resultaron grandes cantidades de informacion de alta calidad; al mismo tiempo el
desarrollo computacional aumentaba y fue asi como el campo realmente despegé
(Tomita et al., 1997). El objetivo de la biologia de sistemas esta basado en el analisis
de datos en lugar de la formulacion de hipétesis instintivas o aleatorias. Ademas, la
biologia de sistemas se acompafa de todas las herramientas desarrolladas para la
ingenieria metabdlica, la cual se centra en analizar y modificar las rutas metabdlicas
con el fin de lograr algun objetivo, el cual es normalmente maximizar la producciéon de
compuestos de interés. Los intentos de cambiar el metabolismo de los
microorganismos para adaptarse a los propdsitos de la industria biotecnolégica se han
explotado durante mucho tiempo, por ejemplo para la produccién de aminoacidos y
antibidticos. Los primeros intentos fueron a través del uso de la mutagénesis quimica
gue es un proceso aleatorio para acelerar la evolucion, ademés de técnicas de
seleccion orientadas a dirigir la evolucion en la direccion deseada (Stephanopoulos et
al., 1998). Tales enfoques pueden ser muy exitosos, como se muestra en el caso de la

produccion de la penicilina, en donde el rendimiento se pudo aumentar de 3-6 uM de
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la cepa original identificada por Fleming en 1928 a mas de 75 mM en 1977 (Nielsen,
1995). Sin embargo, el inconveniente de esas técnicas es que las razones
metabdlicas del cambio en el fenotipo, se mantenian desconocidas, lo cual hacia dificil
identificar las limitaciones en las vias. A finales de la década de 1980 y principios de
1990, estuvieron disponibles las herramientas de biologia molecular para realizar
modificaciones genéticas, permitiendo cambios especificos en las vias metabdlicas,

esto se conocid en un principio como la ingenieria metabdlica (Bailey, 1991).

Diferentes bioprocesos se han desarrollado, desde entonces dando una enorme
variedad de productos comerciales como etanol, antibiéticos, proteinas terapéuticas o
vacunas. La ingenieria metabdlica tiene como objetivo el disefio racional de células
con capacidades de biotransformacion especificas. La introduccion de modificaciones
genéticas especificas a rutas metabdlicas con el proposito de mejorar las propiedades
celulares es cada vez mas importante para los procesos biotecnoldgicos y la medicina
dando un nuevo enfoque en el disefio de sistemas bioldgicos. El desafio de este
esfuerzo interdisciplinario radica en la necesidad de un riguroso entendimiento de las
interacciones entre el metabolismo y los puntos de regulacién criticos en las
reacciones metabdlicas in vivo. Algunas areas de investigacion de la ingenieria

metabdlica son (Stephanopoulos et al,. 1998):

1) Herramientas experimentales y computacionales

2) Produccién de farmacéuticos

3) Manufactura de combustibles y quimicos

4) Biomateriales

5) Modificacion de células microbianas de plantas y animales
6) Produccioén de proteinas a gran escala

7) Estrategias para el mejoramiento de especies

8) Aplicacién para la regulacion génica a través de terapia génica y medicina,

desarrollando células para reparar el dafio de érganos y tejidos
9) Aplicaciones ambientales

10) Nanotecnologia
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Tabla 2-5. Ejemplos de IM con aplicacién en bioremediacion, sintesis de PHA y metabolismo de metilotrofos.

Quimico

Organismo

hospedero

Origenes o tipo de genes para bioremediacion

Referencia

Degradacion de

Actinobacillus

Estudio de la fisiologia del microorganismo, para redirigir el

McKinlay y Vieille, 2008

CO, Yy H, succinogenes flujo de carbono a la sintesis de succinato, disminuyendo la
generacion de formato, acetato y etanol
n-Butanol Saccharomyces Una ruta biosintética de n-butanol fue introducida. | Steen et al., 2008
cerevisiae Isoenzimas de diferentes organismos (S. cerevisiae, E. coli,
C. beijerinckii y Ralstonia eutropha) fueron substituidos por
enzimas de Clostridium. La produccién de n-butanol se
mejor6 10 veces a 2.5 mg L™
Isobutaraldehido | Synechococcus Una ruta metabdlica no nativa fue construida para producir | Atsumi et al., 2009
elonggatus el cuarto carbonaldehido isobutiraldehido. Deteniendo la

etapa de acumulacion de aldehido mitigando la toxicidad a

recuperarlo en la fase gas.

Acidos grasos

Escherichia coli

Ingenieria para producir estructuralmente ésteres grasos,
alcoholes grasos y ceras directamente de azUcares simples
en especies defectuosas para degradas acidos grasos. La

sintesis de A&cidos grasos fue desregulada con una

Lu et al., 2008; Steen et al.,
2010
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tioesterasa de plantas.

PHA Consorcio Estudio y desarrollo de un modelo metabdlico que describe | Pardelha et al., 2012
el consumo de acidos grasos volatiles para la sintesis de
copolimeros de PHB-V

PHA E. coli Andlisis de control metabdlico y andlisis de flujos | Wegen et al., 2000
metabodlicos donde se hace una descripcién detallada de
cémo se disminuye el flujo hacia el ciclo de Krebs cuando
hay produccion de PHA

Metanol Methylobacterium | Reconstruccién de la ruta metabdlica sobre sustratos C3 y | Van Dien y Lidstrom, 2002
extorquens C4, aplicacion de un modelo estequiométrico.
Methanol Pichia pastoris Reconstruccion y analisis in silico del metabolismo de | Bevan et al., 2010

metanol, mediante la via de las pentosas fosfato.

Formaldehido Methylobacterium | Analisis de flujos metabdlicos de la mineralizacion de | Marx et al., 2005

extorquens formaldehido mediante 2 vias diferentes.
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En la Tabla 2-5 se muestran las aplicaciones recientes de IM en diferentes areas como
bioremediacién, polimeros, combustibles, en donde se presentan diferentes
aplicaciones de la sintesis de polimeros, pequefias partes del metabolismo de los
microorganismos metilétrofos y la degradacion de compuestos organicos volatiles o

recalcitrantes.

Ninguno de los ejemplos de aplicaciones de éxito de la IM conjuntan la degradacién de
CH, un sustrato en fase gas de alto impacto ambiental con la sintesis de un producto
de valor agregado; aunado a esto los microorganismos metanotréficos han tomado
gran interés hoy en dia, debido a su importancia en el ciclo global del carbono y a que
el metabolismo metanotrofico ha sido poco estudiado, ya que tiene muchas reacciones
anabdlicas, lo cual tiene alto potencial para sintetizar todos los componentes de la
biomasa a partir de CH,4, en un medio de sales minerales. Por eso en este trabajo se
propone utilizar las principales herramientas de la IM para seleccionar un cosustrato
gue por un lado, contribuya al crecimiento de biomasa asi como al aumento de la
produccion de PHA sin interferir con la degradacion de CH,. A continuacion se
presenta una introduccion de las bases teéricas usadas para reconstruir un modelo
metabdlico a escala del genoma y la teoria de andlisis de flujos utilizada para su
solucion. En la metodologia se abordara con mayor detalle los pasos seguidos durante

la reconstruccion del modelo.

2.6. 1 Modelos estequiométricos

Normalmente, la formulacion de un modelo estequiométrico requiere de informacién
bioquimica detallada, junto con una amplia revision de las diferentes bases de datos
de metabolismo celular como Metacyc, Brenda, KEGG, SwissProt, etc. (Figura 2-9).
Sin embargo, en el caso de rutas metabdlicas poco estudiadas, la informacion puede

ser escasa para algunos microorganismos.

El enfoque tradicional del modelado metabdlico es describir los componentes del
metabolismo con tal detalle que el modelo represente correctamente el fenotipo; asi
gue mientras mas detalladas sean las restricciones impuestas en un modelo, el
espacio de la solucion describira soélo los fenotipos relevantes que sean factibles. El
término modelado basado en restricciones (MBR) es, por lo menos cuando se aplica a
modelos metabdlicos, en gran parte sinénimo de analisis de flujo de metabdlico (AFM).

Hay excelentes revisiones que describen las suposiciones y la formulacion matematica
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detras de AFM (Varma y Palsson, 1994b; Edwards et al, 2001; Price et al, 2004). La
siguiente figura muestra un panorama general de los pasos que se deben seguir para

Reactons
10w
AR
R e O
o =11y,

poder generar un modelo metabdlico.

EMETACYC
% BRENDA || Desarroliodel  stichiometric model
e i o vom modelo
estequiométrico -
Experimentos Andlisis de Incremento del
preliminares de flujos ey Conocimientodel
cultivo metabdlicos metabolismo del
organismo
P Andlisis de flujos 2
y [ metabélicos y desarrollo P
| I de un proceso | |
W biotecnolégico T
Identificacion Procesamiento
del organismo o ingenieria Desarrollo del
de estudio metabdlica » proceso
g ™ | Identificacion
\ i) del producto

Figura 2-9. Ciclo para la describir un sistema bioldgico, usando IM

2.6.1.1 Aplicaciones de los modelos metabdlicos a escala genoma (GEMM)

En el Anexo 1, se presenta un modelo metabdlico con 10 reacciones para mostrar los
principios detrds de AFM. Sin embargo, los modelos utilizados en la préactica contienen
cientos o miles de reacciones y metabolitos. A partir de la secuenciacion del genoma
en la década de 1990, ha sido posible identificar cada enzima que existe en un
organismo, y de ese modo inferir una red metabdlica que describe las capacidades
metabdlicas de los organismos (Schilling et al., 1999). Por tanto, estos modelos han
llegado a ser conocidos como modelos metabdlicos a escala genoma (GEMM). Se han
publicado mas de 100 algoritmos para el modelado basado en restricciones utilizando
GEMM, como se describe en detalle en la revision de Lewis et al. (2012). Los métodos
de optimizacion mas utilizados son los siguientes: 1) la programacion lineal (LP), 2)
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programacion cuadratica (QP), 3) programacion lineal entera mixta (MILP), 4) la

programacion de dos niveles (BLP), y 5) los métodos heuristicos.

El proceso de reconstruccion de los GEMM se realiza a mano y requieren de mucho
tiempo, que abarca desde varios meses para una bacteria bien estudiada a varios
afios para un modelo humano (Duarte et al., 2007). Este trabajo tan detallado hace
que los GEMM sean poderosos, pero su alcance y estructura de varios niveles hace
que el proceso de reconstruccién sea muy complejo. Esta seccién ofrece una visién
general del enfoque tradicional, donde los modelos se reconstruyen a mano usando
datos y bibliotecas gendémicas. No ha habido muchas descripciones publicadas del
proceso de reconstruccion, pero el realizado por Thiele y Palsson (2010) ha tenido un
impacto particularmente grande en el campo. En esa revision en Nature Protocols, se
recogen las préacticas de reconstruccion existentes y las resumen en un procedimiento
operativo estdndar 96 pasos (SOP). La Figura 2-11 representa los pasos mas

importantes del proceso de reconstruccion.

El nivel de detalle necesario para la reconstruccion de un GEMM, es la estequiometria
de las reacciones y direccionalidades ademas de las enzimas asociadas a la catlisis
de cada reaccion. Esto puede ser contrastado con el gran nimero de parametros
cinéticos necesarios para la reconstruccion de los modelos dinamicos. La
reconstruccion comienza con la recuperacion y la organizacion de los datos de entrada
necesarios. Segun el organismo, la disponibilidad y la cantidad de informacion suele
ser diferente. Puede decirse que la entrada minima requerida es un genoma
secuenciado y cierta cantidad de datos fisioldgicos conocidos, tales como las
condiciones de crecimiento. En general, cuanto mejor sea la disponibilidad de los
datos fisioldgicos, bioquimicos y de genética, mejor sera la capacidad de prediccion
del modelo. La informacion que puede ser muy valiosa si esta disponibles incluyen:
datos de flujos de 13C, localizaciones subcelulares medidas o bibliotecas knockout de

genes. El siguiente paso es la generacion de un proyecto modelo.

Esto comienza pasando a través de cada uno de los genes anotados y decidir si su
funcion esta dentro del alcance de la reconstruccion. Normalmente, sélo se incluyen
las enzimas metabdlicas. También hay zonas grises, tales como la metilacion del ADN,
la fosforilacion de proteinas o el metabolismo de glicanos complejos, que a menudo
estan excluidos del GEMM, a pesar de que pueden ser vistos como funciones
metabdlicas. Las enzimas son entonces asignadas a sus respectivas reacciones
metabdlicas. Este paso se realiza a menudo a través del nimero de las enzimas

asignados segun la comision de enzimas (EC) seguido de la recuperacion de bases de
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datos de reacciones de reaccién tales como KEGG (Ogata et al., 1999). Es importante
considerar que los numeros de la EC se refieren al tipo de transformacion quimica en
una reaccion, no la clase de la enzima que lleva a cabo la conversion. Por ejemplo,
tanto la etanol deshidrogenasa y colina-deshidrogenasa tienen numero EC 1.1.1.1, ya
gue ambos actGian sobre alcoholes primarios y el uso de NAD* como cofactor. Por

tanto, esta asignacion no es exacta, y debe verse como un primer proyecto.

Problemas potenciales que se pueden presentar son: nombramiento claro de
metabolitos, metabolitos genéricos como un alcohol o acidos grasos, conversiones
espontaneas, direccionalidad errbnea en reacciones 0 estequiometrias genéricas
como PHB(n) + H,O => PHB(n-1) + hidroxibutanoato. Evaluacion manual cuidadosa y
la modificacion de las reacciones se utiliza para borrar la lista de reaccion. Las
reacciones se asignan a los compartimentos subcelulares pertinentes, y las reacciones
de transporte se afiaden basadas en la informacion de literatura y la evidencia
gendmica. Por ultimo, la composicién quimica de la biomasa se determina segun las

mediciones experimentales o con datos provenientes de la literatura (Figura 2-10).

RECUPERACION DE DATOS
*Libros de bioquimica
*Literatura cientifica
*Genoma
*Localizacién subcelular de las GEMM funcional
reacciones
*Datos de fermentacion
Solucién segun lo
Ajuste del modelo investigado

CALIDAD DEL CONTROL

CONTROL EXTERNO

Composicion del medio de cultivo
Evaluacion y ajuste de los parametros

INTEGRACION DE LOS DATOS
*Determinar los sustratos de las enzimas
*Determinar la estequiometria de las

reacuongs Velocidad de Crecimiento
*Determinar la formula de los Formacion de producto
metaboh.tos . ) . Conocimiento de capacidades y
*Determinar la direccionalidad de las limites metabdlicos del
reacciongs 22 microorganismo

*Determinar la localizacion de las

reacciones CALIDAD DEL CONTROL
*Agregar las reacciones espontaneas y INTERNO

reacciones de difusion Balances de masa
*Determinarla composicién de la biomasa Factibilidad termodinamica

Reacciones en bloque
Aislamiento de subrutas
metabdlicas

Figura 2-10. Reconstrucciéon de GEMM
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2.6.1.2 Solucidon de los GEMM a través del Analisis de Flujos Metabdlicos

(AFM)

Los modelos mateméaticos se han utilizado para estudiar el metabolismo durante al
menos 100 afios, desde que Michaelis y Menten presentaron su famosa ecuacién para
la cinética de la enzima en 1913. Después se estimaron los parametros cinéticos para
un numero suficientemente grande de las enzimas, que permiti6 formular pequefios
modelos que podrian describir las funciones metabdlicas basicas de una célula viva
(Othmer, 1976). En este marco los modelos eran aplicables principalmente a las redes
pequefias, y la disponibilidad de los parametros cinéticos era una limitante. Cuando los
flujos metabdlicos en estado estacionario dentro de la célula fueron de interés (en
lugar del cambio dinAmico en las piscinas de metabolitos), entonces éstos podrian
estimarse en un método llamado andlisis de flujos metabdlicos (AFM) (Aiba y
Matsuoka, 1979). EI método se basa en la medicion de las tasas de produccién o
consumo de metabolitos (llamado flujos de cambio) en el medio de crecimiento. Si se
conoce el conjunto de las posibles reacciones enzimaticas, los flujos internos pueden
ajustarse a partir de los flujos externos por regresion lineal, en el anexo 1, se muestra
un ejemplo con una ruta hipotética. En este sentido diferentes procedimientos
matematicos de algebra lineal desarrollados para la optimizaciébn de procesos en
economia se han adaptado a aplicaciones biolégicas que permiten la conocer el
control de cada enzima en una via, cuantificando los flujos a través de ésta, para

calcular los rendimientos tedricos de produccion de metabolitos en la red metabdlica.

Sin embargo, esto requiere que se midan los flujos de intercambio suficientes como
para que el sistema de ecuaciones resultante determinado o tenga una solucion;
aunado a esto se une el tema de como determinar los flujos en las partes del
metabolismo donde hay reacciones ciclicas o paralelas, este reto fue superado
mediante el uso de sustratos marcados isotopicamente siendo posible realizar un

seguimiento de cada atomo, en lugar de cada metabolito, a través de la red metabdlica.

Esto permiti6 una mejor resolucion y modelos mas comprensibles, pero las
restricciones (constrains) fundamentales del método se mantuvieron (Wiechert, 2001).
En un articulo de revision titulado "Andlisis del flujo de las redes metabdlicas
indeterminadas: la busqueda de las limitaciones que faltan" Bonarius et al. (1997)
describen como se incorporaron limitaciones adicionales, tales como el equilibrio de
cofactores o la reversibilidad de las reacciones, con el fin de reducir los grados de
libertad para tener un modelo determinado. Hoy en dia en los modelos metabdlicos a

escala del genoma se incorporan limitaciones adicionales, tales como el equilibrio de
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cofactores y la reversibilidad de las reacciones, con el fin de reducir los grados de
libertad y tener un modelo determinado. Otro gran avance se dio cuando en los
modelos se calculé un 6ptimo con respecto a un objetivo celular (Fell y Small, 1986),
esto formé la base para el modelado basado en restricciones (MBR) del metabolismo.
La determinacion de la funcion objetivo depende de los alcances del modelo

metabdlico, la funcién objetivo mas utilizada es la reaccion de sintesis de biomasa.

La metodologia general en la IM, es la aplicacion de modelos matematicos con el fin
de identificar las limitaciones que podria estar restringiendo la produccion del
compuesto de interés. Tales restricciones pueden referirse a, por ejemplo, la
especificidad de sustrato de las enzimas, la inhibicién del producto, composicion del
medio, o balances redox. Una vez identificada la restriccion, la ingenieria genética se
utiliza para modificar la composicion genética del organismo con el fin de relajar las
restricciones, lo que lleva a un aumento de la produccion del compuesto de interés.
Las posibles estrategias incluyen la expresibn de enzimas heter6logas, la
sobreexpresion de enzimas enddgenas, delecion de genes o la modulacién de la
actividad enzimética, la desregulacion transcripcional o enzimatica, y la optimizacion
de la composicién del medio (Stephanopoulos et al., 1998). El modificar a las células
de manera especifica, y ver los resultados reflejados en el control de la sintesis de
metabolitos, o en cambios de algunas velocidades de reaccion dentro una ruta
metabdlica; se le conoce como Andlisis de Control Metabdlico (ACM). Algo muy
importante para lograr el ACM, consiste en detallar y evaluar la fisiologia de las
células, esto comienza a partir de la evaluacion macroscépica del consumo de
metabolitos y las velocidades de produccion, seguido de la enumeracion y
cuantificaciéon de los flujos metabdlicos intracelulares, donde los flujos son una
propiedad muy importante de la ruta metabdlica, los cuales se calculan a partir del
AFM.

El AFM puede considerarse como un campo de importancia fundamental y préctica,
gue puede proporcionar contribuciones bésicas, en la medicion y entendimiento del
control de flujos in vivo, que lleva a cabo la célula (Stephanopoulos et al., 1998;
Nielsen, 2001). Esto es particularmente Util en conexién con estudios de produccién de
metabolitos, donde el objetivo es dirigir tanto carbono como sea posible desde un
sustrato hacia un producto metabdlico. Para realizar el AFM se debe plantear un
modelo estequiométrico, que en conjunto con los flujos extracelulares e intracelulares
medidos experimentalmente y con los flujos calculados por el modelo, permiten
resolver el sistema. El grado de concordancia entre los flujos medidos y las

predicciones del modelo, pueden servir para validarlo.
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3.0 JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

3.1 Justificacion
Una alternativa para abatir los problemas causados por el efecto invernadero es
reducir la cantidad de gases emitidos a la atmoésfera como el CHy. ElI CH, es el
segundo gas que mas contribuye al efecto invernadero y es generado en diversos
procesos industriales como la extraccion y refinacion de petréleo, durante la extraccion
de gas natural, en rellenos sanitarios, plantaciones de arroz, por rumiantes y campos

inundados o pantanos principalmente.

Hay bacterias metanétrofas que mineralizan el CH,; y también existen bacterias
capaces de sintetizar compuestos de interés industrial como el PHB, teniendo al CH,
como Unica fuente de carbono. El proceso estudiado en esta tesis pretende disminuir
las emisiones de gases de efecto invernadero ya que una parte del carbono del CH,

sera destinado a la produccién de biomasa y PHA en lugar de ser mineralizado.

En el laboratorio de emisiones gaseosas de la Universidad Autbnoma Metropolitana,
unidades lztapalapa-Cuajimalpa, se adapt6 y estudié un consorcio capaz de degradar
CH,4, el cual fue ensayado en dos configuraciones de reactor, biofiltro de lecho
escurrido y tanque agitado. Sin embargo, no se abordé el estudio de las poblaciones
microbianas presentes en el consorcio y su capacidad para degradar individualmente
al CH, ya que es posible que algunos de los microorganismos tengan mayor eficiencia
estando aislados que dentro de un consorcio. La mejora se puede ver reflejada tanto

en sus tasas de consumo como en su capacidad de acumular PHA.

Profundizando en estos aspectos el estudio propuesto en este trabajo de tesis
contribuird al mejoramiento del tratamiento del CH, y a la sintesis de compuestos de
alto valor agregado. Lo anterior considerando que se producira a partir de una fuente
de carbono gratuita y de alto impacto ambiental. Es por ello que en este trabajo se
determinardn qué cepas metanotroficas dentro del consorcio, previamente obtenido,
tienen mejores resultados en cuanto a la degradacion de CH, y acumulacion de PHA.
Para ello se utilizaran reactores de particion de dos fases (TPPB) que son una
alternativa innovadora para el tratamiento de efluentes gaseosos poco solubles,
tratando de superar la desventaja operacional de trabajar con CH, como Unica fuente
de carbono, ya que es muy complicado alcanzar altas concentraciones de biomasa, lo
cual es deseable ya que eventualmente se convertira en PHA, asi que en este trabajo

también se propone utilizar técnicas recientes de ingenieria de sistemas para ampliar
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el conocimiento del metabolismo metanotréfico asi como para elegir algin cosustrato
gue mejore el proceso de biotransformacion de CH, en PHA de alta calidad, est6 a
través de la reconstruccion de un GEMM.

3.2 Objetivos

3.2.1 Objetivo general

Estudiar la degradacién de metano y la acumulacion de PHA con la cepa
Methylobacterium organophilum CZ-2, explorando diferentes alternativas para mejorar

la produccion de PHA.

3.2.2 Objetivos particulares

e Estudiar la degradacion de metano en reactores de particion de dos fases

liquidas con la cepa aislada.

e Mejorar la produccion de PHA de la cepa por medio de la modificacion de las

condiciones de cultivo al adicionar citrato.

e Mejorar la calidad del polimero producido al adicionar un cosustrato que
favorezca la sintesis de copolimeros como PHB y PHV.

e Realizar y validar un modelo metabdlico a escala genoma del proceso de
produccion de polihidroxialcanoatos bajo condiciones metanotroficas y

seleccionar cosustratos que sean viables metabdélicamente.
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4. MATERIALES Y METODOS

A continuacién se muestra la metodologia seguida durante toda la investigacion
(Figura 4-1), en las dos primeras etapas se presenta el trabajo experimental realizado
y en la tercera y Ultima parte se expone la teoria utilizada para generar un modelo
metabdlico a escala del genoma. En la primera etapa del proyecto se aislé una cepa
metanotrdéfica, la cual se estudié en diferentes tipos de reactores (STR y TPPB),
seguido de la caracterizacion de la produccion de PHA. Posteriormente se estudio el
efecto de la adicion de diferentes cosustratos los cuales fueron seleccionados a través
de un estudio metabdlico donde se disefid, implemento y validé un GEMM, el modelo
fue desarrollado con el objetivo de seleccionar algunos cosustratos que incrementen la
acumulacién de PHA y mejoren las propiedades del polimero.

Consorcio
metanotrofico

Aislamiento, seleccidn e
identificacion de una cepa

pura.
4 AISLAMIENTO, N ADICION DE NI GEMM

METANOTROFIA Y COSUSTRATOS .
PHA _ 1. Reconstruccién del
. . 1. Se realizaron modelo con base en el
1. Aislamiento de la cepa experimentos en genoma de

3 o microcosm%s ot del Methylobacterium.
gép;deggfrlcaggﬂicgse la | | ropionato " en | |2 Definicion de los
biologia molecular condiciones de posibles cosustratos,
9 : et y de calculd de los shadow

3. Comparacion de la
capacidad metanotrofica
de la cepa CZ2, el
consorcio del que fue
aislada y la cepa de
coleccion  Methylosinus
trichosporium Ob3b, en
microcosmos, STR y

acumulacion de PHA.

2. Evaluacion de la
sintesis de PHA
utilizando mezclas CH.-
cosustrato, utilizando
STR.

3. Caracterizacion  del

prices, rendimientos,
sumatorias de flujos total.

3. Seleccion de los
cosustratos  y montaje
de los experimentos.

4. Comparacion de los
resultados
experimentales con los

TPPB. PHA sintetizado, RMN, etimados i siico
4. Estudio del potencial DSC. ’
de la cepa CZ-2 para

acumular PHA en

microcosmos, STR y

TPPB

h AN

Figura 3-1. Esquema general de la metodologia.
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4.1 Aislamiento e identificacion de las de cepas metanotréficas

4.1.1 Microorganismos y medios de cultivo

Durante el desarrollo de este proyecto se utilizé un consorcio metanotréfico, obtenido
de una planta de tratamiento de aguas residuales y reportado por Rocha-Rios et al.
2009. Las bacterias se aislaron del consorcio metanotréfico por el método de estriado
en placa en pases consecutivos utilizando medio de sales minerales (MSM) (Aaronson,
1970) solidificado con Gelrite Gellan Gum en una atmdsfera de CH,al 5 % (v v') y
30 °C; agar bacteriol6gico y medio Luria-Bertani se utilizaron para pruebas de pureza.
El medio Winogradsky (WM) se utiliz6 en los estudios de limitacion por nitrogeno
(Wang y Bakken 1998). Los organismos que presentaron las tasas mas altas de
degradacion de CH, y de acumulacion de PHB se seleccionaron para estudios

posteriores.

La cepa Methylosinus trichosporium OB3b (ATCC 49242) de la American Type Culture
Collection (Rockville, MD) se us6 como control y se cultivé utilizando el mineral medio
de sales de amonio descrito por la ATCC (medio ATCC 1683).

4.1.2 Secuenciacion del 16S rDNA y analisis filogenético.

Se realizd la secuenciacién del microorganismo con mayor tasa de degradacion de
CH, y acumulacién de PHB a través de la siguiente metodologia, el ADN genémico se
aisl6 mediante el uso del kit de aislamiento Ultraclean microbian de ADN MoBio
(MoBio Laboratorios, Carlsbad, CA, EE.UU.) segun lo recomendado por el fabricante.
El 16S rRNA gen fue amplificado por PCR utilizando los cebadores Bac8f (5-AGA
GTT TGATCC TGG CTC AG-3") y 1492r (5-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3’) cada
25 pl mezcla de reaccion contenia 20 ng de DNA templado, 1x buffer de reaccion
ThermoPol (New England Biolabs, Ipswich, MA), 0.2 mM de cada trifosfato de
desoxinucleotsido, 0.5 yM de cada cebador, y 1.25 U de Taq polimerasa (New England
Biolabs). Las mezclas de PCR fueron sometidas a (i) 2 min a 95 °C, (ii) 35 ciclos de 45
s a94°C, 30 s 56°C y 1 minuto en a 72°C, y (iii) 5 min a 72°C en un termociclador TC-
3000 (Techne, Burlington, NJ, USA). El producto de PCR fue purificado con el kit PCR
Clean-up de purificacion de ADN UltraClean (MoBio laboratorios, Solana Beach, CA,

EE.UU.) segun los protocolos. El producto de PCR purificado se cloné utilizando el kit
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de clonacibn TA pCR2.1-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.), segun los
requisitos de manufactura con una insercion a la relacion vector de 3:1 y transformado

en células competentes XL1-Blue (método CacCl,).

El fragmento del gen 16S rRNA se secuencio utilizando los cebadores Bac8f, F1.1 (5'-
CAG CAG CCG CGG TAA TAC-3), F3 (5-AAA CTC AAA GGA ATT GAC GG-3),
Univ529r (5-ACC GCG GCK GCT GGC-3’), R4 (5-CCG TCA TCA AAC TTG AGT TT-
3) y 1492r; la secuenciacion se realizé en el Instituto de Biotecnologia-UNAM

(Cuernavaca, México).

Las secuencias de ADN se analizaron con la herramienta de VecScreen resident en el
Centro Nacional de Informacion sobre Biotecnologia (NCBI, sitio web) para eliminar las
secuencias del vector. El 16S rRNA secuencias de genes obtenidos se compararon
con los de NCBI, y algunas bases de datos como Greengenes GenBank utilizando el
algoritmo de busqueda de alineamiento local basica (BLAST). Las secuencias de
nucledtidos de 16S rRNA codificacion de los genes fueron recuperados de la
Ribosomal Database Project, GenBank y Green Gens. El programa CLUSTAL W
(Thomson et al.,, 2004) se utiliz6 para llevar a cabo la alineaciéon de multiples
secuencias y se construyé un arbol filogenético usando el método neighbord-joining
(Saitou et al., 1987); se realiz6 el analisis de la genética molecular evolutiva en el
programa MEGA 3.1 (Kumar, 2004). La topologia de arbol se evalué por andlisis de
arranque (Felsenstein et al., 1985) sobre la base de 1000 repeticiones. La secuencia
obtenida se deposit6é en el GenBank con el numero de acceso HM589050.

4.2 Estudios en microcosmos

4.2.1 Degradacion de CH; y acumulacion de PHA

La degradacion de CH, y la capacidad de acumulacién de PHA de cada una de las
cepas aisladas se probaron en ensayos utilizando botellas serolégicas de vidrio de 125
ml selladas con valvulas Mininert (VICI, Baton Rouge, LA, USA) que contenian 25 ml
de medio de MSM y el 10 % de CH, en el espacio de cabeza. La concentracion inicial
de biomasa fue de 80 g m®. Las tasas de consumo se determinaron utilizando el
modelo de Gompertz (Acufia et al., 1999). Las botellas se incubaron a 30 °C y 180 rpm

durante 10 dias. ElI consumo de CH; y la produccién de CO, se midieron por
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cromatografia de gases (GC) tal como se describe a continuacion. Para los
experimentos de acumulacion de PHA, se utilizaron las mismas condiciones de cultivo,
excepto que se utilizé el WM en lugar del medio de MSM vy el cultivo se extendio a 45
dias. Todos los experimentos se llevaron a cabo por triplicado. Se seleccionaron los
microorganismos con la mayor capacidad de degradacién de CH, y acumulacién de
PHA. La cepa Methylosinus trichosporium se utiliz6 como cepa control y referencia de
resultados.

4.2.2 Consumo de cosustratos

Se realizaron pruebas de crecimiento por triplicado en matraces de 125 mL con 25 mL
de MSM a pH 7.0. Los matraces sellados con valvulas Mininert (VICI, Baton Rouge,
LA, USA) y se incubaron a 30 °C y 150 rpm durante 14 dias. Inicialmente se realizaron
pruebas para confirmar que M. organophilum CZ-2 crecia tanto en citrato o propionato.
A continuacién, los experimentos se llevaron a cabo con los cosustratos y CH, al 10 %
v v, que corresponde a 49 g m® en la fase de gas o 1.48 g m® en liquido. Los
controles se realizaron con los cosustratos con y sin CH,4 (10 %) y sin cosustratos. La

concentracién inicial de biomasa fue de 30 g m™.

Experimentos de acumulacion de PHA bajo limitacién de nitrégeno se realizaron por
triplicado, con las siguientes condiciones: a) CH4; 10 %, b) 0.25 g de citrato por L, c)
CH, 10 % vy citrato 0.25 g L™, d) propionato 0.25 g L™ y e) propionato 0.25 g L' y CH,
10 %. Los matraces se airearon para evitar la limitacion de oxigeno y el CH, fue
repuesto cada vez que se realizé este procedimiento regresando a la concentraciéon
inicial. La concentracion inicial de biomasa fue de 80 g m™ para los experimentos con
CH,4, y mezclas con cosustratos; mientras los controles de propionato y citrato tuvieron
200 g m*.

4.3 Estudios en Bioreactores

4.3.1 Estudios de eliminacién de CH; y acumulacion de PHA en reactores de

particion de dos fases liquidas

Los experimentos con el consorcio metanotréfico se realizaron en un fermentador
Bioflo 11l (New Brunswick, Champaign, IL, USA), al tiempo que los experimentos con la
cepa se realizaron en un fermentador ez-control (Applikon, Schiedam, Holanda
Meridional, Netherland). Ambos reactores tenian volumen de trabajo 2 L y un volumen

total de 3 L, con una agitacién de 500 rpm, el flujo de gas fue de 0.42 L min™, con un
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tiempo de residencia de 4.9 min, la carga promedio de CH, fue 80 g m™ h™. En
algunos experimentos, se utiliz6 aceite de silicon como la fase organica sustituyendo
el 10 % en volumen del medio de cultivo. El efecto de la adicion de aceite de silicon y
la limitacion de nitrégeno sobre la eliminacion de CH, y acumulacion de PHA se
pusieron a prueba con el consorcio, mientras que para la cepa CZ-2 ambos efectos

fueron probados simultaneamente.

4.3.2 Experimentos con adicion de cosustratos

Para estos experimentos se operd el bioreactor control ez (Applikon, Schiedam,
Holanda del Sur, Netherland) a 500 rpm, pH 7,0 y 30 °C. El flujo de gas fue de 0.42 L
min™ y la carga promedio de CH, fue de 42 g m™® h™. Se utilizaron dos litros del MSM
con una concentracion inicial de NaNO; de 80 g m™ para promover la acumulacién de
PHA. En los experimentos con adicidn de citrato, su concentracion inicial fue de 250 g
m? y la biomasa inicial fue de 80 g m™>. Para los ensayos de propionato, las
concentraciones fueron 250 g m® y 60 g m® para el propionato y la biomasa,

respectivamente.

4.4 Métodos analiticos

4.4.1 Determinaciéon de CH; y CO,
Las concentraciones de CH; y CO, se analizaron por GC usando un cromatégrafo de
gases Agilent 6890N (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) equipado con un
detector de ionizacion de flama y un detector de conductividad térmica,
respectivamente, utilizando las mismas condiciones de operacién previamente

reportadas por Rocha-Rios et al., 2009.

4.4.2 Determinacion de biomasa

La concentracién de biomasa, X, se obtuvo a partir del contenido de proteinas medido
por el método de Lowry teniendo considerando una fraccion proteica de 50 % en la

biomasa activa. Se preparé una curva estandar con suero albumina bovina.

4.4.3 Determinacion de nitrogeno

La determinacion de nitrogeno (N-NOjz) se llevdo a cabo mediante un método

espectrofotométrico (Mubarak et al., 1977).
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4.4.4 Determinacion de PHA

La capacidad de almacenamiento de PHA se determind cualitativamente mediante
tinciébn con azul Nilo y observacién al microscopio de epifluorescencia BH2 - RFCA
(Olympus Corporation, Shinjuku, Tokio, Japdon) (Ostle y Holt, 1982). Las longitudes de

onda de excitacién y emision fueron 360 y 420 nm, respectivamente.

La determinacion cuantitativa de PHA se llevd a cabo mediante la adaptacion de dos
métodos (Braunegg et al., 1978 y Riis y Mai, 1988). Tres mililitros de medio liquido del
reactor se centrifugaron a 10,000 rpm durante 10 min. El sobrenadante se desechdy a
la biomasa se agregaron 0.8 ml de propanol con 0.2 ml de HCI, posteriormente se
afiadieron 2 ml de cloroformo, se incubd durante 4 horas a 110 °C. Después de enfriar
a temperatura ambiente, se agregé 1 ml de agua desionizada y se agité en un vortex
durante 1 min. Después de la separacion de las dos fases, se colecté la fase organica
(inferior) y 1 ml de la muestra se analiz6 por CG. La temperatura del horno, el inyector
y detector fueron de 160, 200 y 250 °C, respectivamente. El tiempo de retencion de

PHB fue de 3.2 min y el limite de deteccién fue de 80 g m™.

El analisis fluorométrico de PHA se realizd utilizando 2 ml de medio de cultivo
mezclado con 40 pl de una solucién de rojo del Nilo en acetona (250 mg L™) y medida
en un fluorémetro Turner Designs Trilogy, modelo 7200-000 (Sunnyvale, CA, USA)
eguipado con una lampara con longitudes de onda de excitaciébn-emisién de 485 y 525

nm. La curva estandar se preparé con PHB en polvo.

4.4.5 Resonancia Magnética Nuclear y Calorimetria.
El andlisis de RMN se llevé a cabo en un equipo Bruker DMX 500 MHz (Bellerica, MA,

USA) usando cloroformo deuterado como disolvente. Los desplazamientos quimicos
de hidrégeno y de carbono se midieron a 25 °C, con el estandar de PHB-V, que
contiene 12 % de HV, y los espectros de *C y 'H se obtuvieron a 500 y 125 MHz,
respectivamente. Los espectros se analizaron utilizando el programa de version
MestRe NOVA 7.

Los experimentos de calorimetria se realizaron en un calorimetro diferencial de barrido
Perkin Elmer DSC 4000 (Waltham, MA, USA). Las muestras (4 mg aprox.) se enfriaron
a 0 °C y se mantuvieron a esa temperatura por 5 min, después se calentaron a 180 °C
para borrar la historia térmica. Posteriormente fueron enfriados rdpidamente a 0 °C, se
mantuvo durante 5 min, y se calentaron lentamente hasta 180 © C. La rampa de
calentamiento fue de 5 ° C min™. El AH fue calculadé utilizando el software Pyrus™, se
corrieron estandares de PHB y un copolimero de PHB-V 88:12, para validar el método

ejecutado.
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4.4.6 Determinacion de cosustratos
El propionato se analizd6 por CG usando un HP5890 (Agilent Technologies, Santa

Clara, CA, USA) con un detector FID y la columna AT-1000, el flujo de N, (gas
acarreador) fue 5 mL min™, aire 400 mL min™, H, 38 mL min™, con una rampa de
temperatura del horno de 80 a 190 en el 25 °C por minuto, 250 y 250 °C para el
detector y del inyector, respectivamente.

El citrato se cuantifico por HPLC (Waters 600 Controlador, Milford, MA, USA) a 230 nm
con un espectrofotometro UV Waters Detector de 2996, usando una columna Agilent
Zorbax SB-AQ 4.6 mm DI x 150 mm (5 pm), Fase movil 1 % de ACN / 99 % NaHPO,
20 mM, pH 2, velocidad de flujo 1,0 mL min™, y un régimen isotérmico a 35 °C.

4.5 Calculos bioreactores

La degradacion CH, en biorreactores se expresé en términos de la capacidad de
eliminacion de CH,; volumétrica, CE = (Cchain - Cchaout) QV! y con eficiencia de
remocion, RE = 100 (Cchain - Cchaout) CCH4,in'l. La tasa de produccion de CO, se
expreso en forma de CO; = (Ccozin - Ccozour) QV™. Donde Cchainy Ccoziny Cchaout Y
Cco2,0ut SON las concentraciones de CH, y CO, a la entrada y salida respectivamente (g
m?), Q es el caudal volumétrico de gas (m* h) y V el volumen de la operacién del

reactor (m°).

La biomasa total, Xy, incluye tanto la concentracién de biomasa (X) determinada a
través de contenido de proteina mas la concentracion de PHA acumulada (PHA),
X=X+PHA. El porcentaje de PHA contenido en la célula se calculd con respecto a la
biomasa total como ypya = 100 (PHA XT'l). La tasa de acumulacién de PHA (Rpna) S€
determiné mediante ajuste los datos en el modelo de Gompertz y la productividad
especifica (gpna) Se calculd mediante la siguiente ecuacion: gepa= R X (Mgpra gx > ™).
La velocidad especifica de consumo de CH, se calculé como geps = EC X (MQgcha Oy
h™). La concentracién de PHA y biomasa activa (X) se expresaron en g m>. Y, se
refiere al rendimiento de carbono de la biomasa activa con respecto al CH,, citrato o
propionato total consumido AS (g m™®) y la cantidad de biomasa producida AX (g m™)
Y,s= AX AS™ es el mismo caso para Y,s = APHA AS™y Ycoos = ACO, AS™.
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4.6 Modelo metabdlico a escala genoma

Como se mencioné anteriormente, el objetivo de este estudio fue representar la
sintesis de PHA a partir de CH, desarrollando un modelo metabdlico a escala del
genoma, en este sentido también se propone evaluar metabdlicamente la factibilidad
de adicionar cosustratos realizando simulaciones in silico, con dos objetivos: 1.
alcanzar mayores concentraciones de biomasa que eventualmente se convertirdn en

PHA, 2. Mejorar las caracteristicas del PHA sintetizado.

Para realizar el modelo se sigui6 el protocolo para generar una reconstruccion de alta

calidad a escala genoma (Thiele y Palsson, 2010), metodologia dividida en 4 etapas.

4.6.1 Creando un borrador (Etapa 1)

1. Documentar y seleccionar el genoma de una especie de Methylobacterium, ya
que el genoma de Methylobacterium organophilum CZ-2 no ha sido
secuenciado ni reportado. Con el genoma de Methylobacterium extroquens
BJOO1 publicado por Marx et al.,, 2012, con numero de acceso al GenBank
NC_010725, se solicitdé una reconstruccién preliminar del metabolismo al sitio
web www.theseed.org, con el nimero de trabajo 105841. La pagina de internet
“The seed” es un servicio totalmente automatizado para el estudio de genomas
bacterianos. El servicio identifica los genes de ARNr y ARNt que codifican para
la proteina, asignando funciones segun los genes, también predice los
subsistemas que estan representados en el genoma, utlizando esta
informacion para reconstruir la red metabdlica generando una hoja de calculo.
El bosquejo de reconstruccion y el modelo publicado previamente por Peyraud
et al. (2011) se utilizaron para la reconstruccion del modelo planteado.

2. Definir las funciones celulares que estaran presentes en el modelo, en este
caso se contemplé el metabolismo metanotréfico, ciclo de la serina, ciclo de lo
acidos tricarboxilicos, ruta del etilmalonilo-CoA y la sintesis de PHA,

principalmente.

4.6.2 Reconstruccion manual y refinamiento (Etapa 2)

La etapa de reconstruccion del modelo es la mas laboriosa, ya que manualmente se

realiza una revision detallada de los bosquejos basada en la busqueda bibliogréfica de
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todas las reacciones que se desean incluir en el modelo, al tiempo que se debe

compaginar el numero de las enzimas a las que corresponde cada reaccion asi como

rectificar que todas las reacciones estén balanceadas; Thelie y Palsson, 2010, han

realizado un listado consenso que contempla todos los detalles para una buena

reconstruccion y refinamiento, los cuales se siguieron durante este trabajo.

1.

© ©® N o

10.

11.

Ensamblado del modelo con base en toda la bibliografia documentada y los
bosquejos obtenidos.

Verificar que todas las funciones celulares deseadas estén presentes en el
modelo.

Excluir las reacciones genéricas como: sintesis o degradacion de proteinas,
ADN y aceptores de €.

Definir los sustratos y cofactores presentes en la ruta.

Documentar todas las férmulas quimicas en la versibn cargada de cada
metabolito.

Revisar la estequiometria y direccionalidad de las reacciones.

Documentar la localizacion de las reacciones y definir los compartimentos.
Introducir las reacciones espontaneas y de transporte.

Determinar la composicion del producto de interés en la mayoria de los
modelos la funcién objetivo corresponde a la composicion de biomasa y se
determina con base en la cantidad de diferentes aminoacidos, cofactores,
lipidos y otras macromoléculas, en este caso la funciéon objetivo es la
composiciéon del polimero de PHA almacenado, la cual fue identificada por
RMN, y cuantificada por CG.

Se incluyeron en el modelo reacciones de mantenimiento de ATP que no estan
asociadas al crecimiento.

En cuanto a los requerimientos del medio de cultivo se utilizé6 el medio MSM
durante el crecimiento de la biomasa y el medio MW para propiciar la sintesis
de copolimeros. Considerando asi que los metabolitos relacionados con el
crecimiento se mantienen constantes durante la etapa de almacenamiento de

polimeros.

4.6.3 Convirtiendo la reconstruccion al modelo matematico (Etapa 3)

Durante esta etapa el modelo se construyd en formato Excel segun los requerimientos

de Agren et al. (2013), para poder convertir el archivo a SBML. De igual forma se
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incluyeron las restricciones que tendria el modelo, el tipo de restricciones incluidas son
limites inferior y superior (Tabla 4-1) y la reversibilidad o irreversibilidad de las

reacciones también se incluyé en el modelo.

Tabla 4-1. Restricciones del modelo.

Reacciones Restricciones del fllujo
metano[Externo] => metano[Periplasma] -°0 < metanoconsumido S 0
metanol[Externo] => metanol[Periplasm] -0 < metanolonsumido < 0

citrato[Externo] => citrato[Citoplasma] -0 < citratoconsumido < 0
propionato[Externo] => propionato[Citoplasma] -e0 < propionatOconsumido < 0
glioxilato[Externo] => glioxilato[Citoplasma] -o0 < glioxilatoconsumido < 0

acetato[Externo] => acetato[Citoplasma] -0 < acetatoconsumido < 0
succinato[Externo] => succinato[Citoplasma] -e0 < succinatoconsumido < 0
fumarato[Externo] => fumarato[Citoplasmal] - < fumaratoconsymido < 0

formato[Externo] => formato[Citoplasma] -0 < formatoonsumido < 0

4.6.4 Evaluacion de la ruta (Etapa 4)

1. Evaluar la reconstruccion, utilizando una computadora personal estandar que
puede ejecutar Matlab.

¢ Matlab R2013b (Mathwork Inc.) fue instalado y utilizado.

e Se instal6 COBRA Toolbox version 1.3.4 que se proporciona en
http://systemsbiology.ucsd.edu/downloads/COBRAToolbox; también se
instal6 SBML Toolbox para Matlab que permite la lectura de modelos en
formato SBML (http://sbml.org/Software/SBMLToolbox).

e Es necesario también un solucionador de Programacion lineal (LP).
Multiples solucionadores son soportados actualmente por el COBRA
Caja de herramientas:

a) GLPK (freeware) : http://www.gnu.org/software/glpk/

b) API LINDO (LINDO Systems Inc.) http://www.lindo.com

c) CPLEX (ILOG Inc.) a través del entorno de optimizacion Tomlab
(Tomlab Optimization Inc.) http://tomopt.com/

d) Mosek (Mosek ApS ) http://www.mosek.com
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e La libreria SBMLFromExcel fue utilizada para convertir los archivos
Excel a formato SBML, esta libreria es gratuita y se encuentra en el sitio
web www.sysbio.com, y forma parte de RAVEN (Agren et al., 2013).
e Excel (Microsoft Inc., http://office.microsoft.com/en-
us/excel/default.aspx)
2. Evaluar el modelo maximizando la funcion objetivo de sintesis de PHA.
Una vez que el modelo fue ejecutado correctamente se utilizd la libreria
SBMLFromExcel, para convertir el archivo extension .xlsx (Excel) a .xml
(SBML). Se ejecutdé el comando modelo=readCbModel(‘modelo.xml’) y se
obtuvo la solucién utilizando el comando FBAsolution=optimizeCbModel (model,
‘max’).
3. Conocimiento de los limites del modelo, se realizaron los siguientes estudios
para determinar los alcances generales del modelo:
a. Calculo de Shadow prices utilizando los sustratos citrato, propionato,
acetato, formato, fumarato, glioxilato y succinato.
Un shadow price es la velocidad a la que cambia de valor la funcion
objetivo en respuesta a un aumento en el suministro de un recurso en
particular, en el caso de una red metabdlica, el recurso seria un
metabolito. La estructura de los shadow prices es finita en numero,
dividiendo el plano formado por los niveles de flujo a través de las dos
reacciones de interés en fases. Las lineas en el plano de fases separan

estas fases, que corresponden a los cambios en los shadow prices (Eq

4-1y 4-2).
o . 24
Definicion de Shadow Price 7; =— Py
i dlim (4-1)
. . _ _va_ _dz/dby _ dbg
Shadow Price relativo  a = Ve azjabg _ by 4-2)

El shadow price es la sensibilidad de la funcion objetivo (Z) a los
cambios en la disponibilidad de metabolitos (el vector b define el lado
correcto de las restricciones en los balances de masa). El valor
numeérico en el shadow price puede ser negativo, cero o positivo,
dependiendo del valor intrinseco del metabolito. Puede definirse una
relacion de los shadow prices entre los dos metabolitos externos.

El signo negativo en a se introduce en previsién de su interpretacion. La
relacién a es el cambio relativo en la funcién objetivo de los dos flujos

de intercambio claves. Para que la funcidon objetivo se mantenga
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constante, un aumento en uno de los flujos de intercambio estara
acompafado por una disminucién en el otro y asi introducimos el signo
negativo en la definicién de a.
b. Calculo de rendimientos estequiométricos de PHA segun el modelo.
c. Analisis de la energia almacenada en forma de PHB y un copolimero de
PHB-V-O (78:13:9), utilizando como funcidn objetivo la reaccion:
ATP[Cytoplasm] - ADP[Cytoplasm] + Phosphate[Cytoplasm]

d. Posteriormente se realiz6 un estudio termodinamico donde se
evaluaron las reacciones generales de produccion de PHB y el
copolimero de PHB-V-O (78:13:9). Utilizando como coeficientes del
vector de flujos metabdlicos obtenidos a partir de FBAsolution.x, la

ecuacion general que se siguio fue:

nCH, + S0, +nCitrato+ nPropionato — £,PHB+ £,PHV + 5,PHO+ .H,0 + 4.CO,

Se calculd el AG® por contribucién de grupos para cada metabolito, y se
corrigié, utilizando las siguientes ecuaciones (Egq. 4-3 y 4-4), p
representa el coeficiente estequiométrico correspondiente a cada

reactivo o producto.

C
u=u"+RTIh — (4-3)

Re f

AGrO = Zpﬂprod - Zp‘ureactivos (4'4)

4. Analisis del rendimiento respecto al flujo total para cada sustrato, el objetivo de
esta prueba fue estudiar el modelo y los requerimientos en forma de flujos
correspondientes a cada reaccion que presenta cada uno de los sustratos
propuestos, se analizo el resultado de la funcién objetivo (Z) y se dividi6 entre
la sumatoria del absoluto de los flujos (ZIFBAsolution.xl). Este analisis estuvo
acompafado de un estudio de costos monetarios de cada cosustrato, con la
finalidad de seleccionar los cosustratos mas apropiados para la sintesis de
PHA bajo condiciones de metanotrofia. Los cosustratos fueron seleccionados
con base en la lista de metabolitos de modelo, segun su disponibilidad en el

mercado.
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Validacion del modelo, comparacion de las propiedades fisiolégicas con las
propiedades tedricas del modelo. Con los cosustratos seleccionados se
realizaron los siguientes analisis:

a. Se simularon diferentes composiciones de polimero, utilizando
diferentes cantidades de cosustratos; comparando los resultados
experimentales con los valores obtenidos utilizando el modelo.

b. Se program6 en Matlab el calculo de diferentes soluciones para las
mezclas de CH, y los cosustratos seleccionados. Con el objetivo de
obtener planos de fase que describan una linea de optimalidad para la
sintesis de PHB y mezclas de PHA.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Aislamiento, identificacion, degradacion de CH; y acumulacién de PHB en

microcosmos y bioreactores.

5.1.1 Aislamiento de bacterias a partir del consorcio metanotrofico

Se obtuvieron diez aislados del consorcio metanotréfico usando CH, como Unica
fuente de carbono. Entre éstos, s6lo cuatro acumularon PHA como se revel6 en la
tincion con Azul del Nilo observado en microscopio de epifluorescencia. Una bacteria,
denominada CZ-2, presentd, una alta acumulacién PHB y una alta degradacion de
CH,;, asi se seleccion6 a ese organismo para su caracterizacion fisiol6gica e
identificacion por técnicas de biologia molecular ademas de su estudio en

microcosmos y reactores.

5.1.2 Identificacion del aislado CZ-2 y caracterizacion en microcosmos

Se obtuvo la secuencia casi completa del gen del 16S rRNA (1440 pb) de la CZ-2 y se
encontré6 que era similar a la de Methylobacterium organophilum NS7 con una
identidad de secuencia de 99.9 %. Se construyé un arbol filogenético usando el
método neighbord joining y de igual manera se observa que el aislado CZ-2 tiene gran
similitud con M. organophilum (Figura 4-1).

Se comparo la tasa especifica de consumo de CH, y la capacidad de acumulacién de
PHB en microcosmos para M. organophilum CZ-2 y Methylosinus trichosporium OB3b,
los resultados se muestran en la Tabla 5-1. Como se puede observar M. organophilum
CZ-2 acumuld el 57 % (g g™) de PHB con una biomasa residual (80 g m®) y una tasa
especifica de consumo de CH, (gcnhs) de 60 mgcha gx'1 h?t en comparacion con el 25%

(g g*) de PHB acumulado para M. trichosporium OB3b y gcns de 78 mgcus gx - h™.
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69| Mb organophilum ATCC27886™ (AB175638)
100 | Mb organophilum JCM2833T (AB175639)
Mb organophilum NS7 (AB298392)
85- Mb organophilum CZ-2
100 [ Mb chloromethanicum NCIMB13688™ (AB175630)
| 100 'Mb extorquens I1AM126317 (AB175632)

; I— Mc rosea SVI7T (AJ414656)
¢ Ms trichosporium OB3b (MYLRR16S)

90
l ‘ Mp methylotrophus NBCS15 (GQ411499)
] ( - Mmb buryatense 5B (NR_025136)
| .
100 Mm methanica S1 (AF304196)

Figura 5-1. Arbol filogenético, basado en la secuencia 16S rRNA de genes casi
completos; se muestran las relaciones entre CZ-2 y algunas especies y géneros
relacionados de bacterias metilotréficas. Los numeros en los nodos indican los valores
de arranque de 1000 réplicas. Los nimeros de acceso al GenBank se muestran entre
paréntesis. La barra representa el 0.2 % estimado de divergencia de cada secuencia.
Mb, Methylobacterium; Mc, Methylocystis; Ms, Methylosinus Mf, Methylophilus; Mmb,
Methylomicrobium; Mm, Methylomonas.

Tabla 5-1. Tasa especifica de consumo de CH, y la capacidad de acumulacion de
PHB de Methylobacterium organophilum CZ-2 comparada con Methylosinus

trichosporium OB3b.

Cepa OcHa Ocoz PHB*

[MOcha 0  h™]  [MPco20x* h™ Acumulado

Methylosinus trichosporium OB3b 77.8£3.89 90.04£5.24 24.514.2
Methylobacterium organophilum CZ-2 60.0£1.62 32+2.34 56.9+2.5

* El porcentaje de PHB fue calculado por (PHB*X;*100); X;=PHB+X
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5.1.3 Eliminacion de CH, por consorcio metanétrofico en biorreactores bajo
condiciones de crecimiento o limitacién por nitrégeno.

Los experimentos se llevaron a cabo bajo condiciones de crecimiento para comparar
el efecto de aceite de silicon sobre la eliminacién de CH, cuando los microorganismos
del consorcio estuvieron presentes. Dos experimentos se llevaron a cabo con una
concentracién de biomasa inicial de 1270 g m™ con y sin aceite de silicon (10 %). La
figura 5-2 muestra los resultados de CE, la produccion de CO; y qcns. El efecto de la
adicion de aceite de silicon se observé desde el inicio del experimento, ya que se
mejoré la disponibilidad de CH, lo que permiti6 un aumento de la CE, ER, y la
produccion de CO,.

al

PR TR T R T N |

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Tiempo (d)

Figura 5-2. Evolucién de la capacidad de eliminacién de la CE, la produccion de CO, y
la tasa de degradacion especifica, Qcus, €n el STR inoculado con el consorcio (W) y

TPPB con aceite de silicona al 10 % ().

El estado estacionario en el sistema TPPB se alcanzé al sexto dia, y presenté un
incremento del 25 % aproximadamente en la CE, el ER y la tasa especifica de

consumo de CH,, mientras que la produccion de CO, también se increment6 en un
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18 % con respecto al control (experimento sin aceite de silicon). La concentracién de

biomasa final fue de 50 g m™ en el reactor sin aceite de silicony 75 g m* en el TPPB.

La capacidad del consorcio para acumular PHB con limitacién de nitrégeno se muestra
en la Figura 5-3. Este experimento se llevd a cabo con una concentracion inicial de
biomasa activa (es decir, calculada a partir de su contenido de proteina) de 1.16 g m™

que no cambio6 durante todo el experimento debido a la limitacion de nitrégeno.

T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25

Tiempo (d)

Figura 5-3. La acumulacion de PHB, la CE y la produccion de CO, en el STR

inoculados con el consorcio.

La CE fue de aproximadamente 21 g m® h™, siendo similar a la obtenida en
condiciones de crecimiento. La produccion de CO, fue de 45 g m®h™ inmediatamente
después de la inoculacion y poco a poco se redujo a 22 g m* h' en el dia 12. La
concentracion de PHB aumenté después de un corto periodo de demora de un valor

inicial de alrededor de 180 a 600 g m™ en el dia 12 que corresponde a un 34 % (g g™).
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5.1.4 Eliminacion de CH; y la acumulacion de PHB por M. organophilum CZ-2
en biorreactores bajo condiciones de crecimiento y de limitacion por nitrégeno.

La tasa especifica de consumo de CH, de M. organophilum CZ-2 se determind en
condiciones de crecimiento. La inoculacién de biomasa activa en experimentos para la
acumulacién de PHB se realiz6 con una concentracion inicial de 450 g m™. La Figura
5-4 muestra la comparacion entre M. organophilum CZ-2 y el consorcio metanotrofico,
incluyendo X, ER y CO..

140 -
120 -
100 -
80
60
40

20 —

Aena(MEena 8,707) Aeoz (MEeoz 8,1 077 RE (%) EC (geua > hY)

Figura 5-4. Consorcio (lineas diagonales), M. organophilum CZ-2 (lineas verticales) en
el STR.

Como se puede observar, la tasa especifica de consumo de CH, de M. organophilum
CZ-2 fue de 100 mgcragx * h™ en comparacion con los 17 mgcus 9x* h™ del consorcio
(casi seis veces mas alta) con una ER del 11.5 %. Ademas, la produccion de CO, de
M. organophilum CZ-2 fue de 126 mgcus gx - h™ en comparacion con el 41 mgco, g - h°

! para el consorcio.
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Figura 5-5. CE (A), la produccién de CO, (e) y la acumulacién de PHB () como

funcién del tiempo en el STR por M. organophilum CZ-2.

La Figura 5-5 muestra la CE la tasa de produccion de CO, y la acumulacién de PHB
por M. organophilum CZ-2 bajo limitacién de nitrégeno. La CE aumenté inicialmente a
45 g m>h* probablemente debido al nitrégeno residual, pero fue disminuyendo hasta
alcanzar un estado estable alrededor de 36 g m>h™y un 39 % (g g™) de contenido de

PHB.

Como se puede observar, la produccion de CO, se redujo 50 % lo cual estuvo
relacionado con el hecho de que parte del carbono se destin6 para la acumulacion de
PHB, finalmente el porcentaje de remocion se mantuvo en 25 %. La concentracion de
PHB aument6, pasado de 100 a 275 g m™ con una concentracion total de biomasa de

725 g m*.

La Tabla 5-2 muestra los balances de carbono de los experimentos con el consorcio y

M. organophilum CZ-2 tanto en condiciones de crecimiento como bajo limitacion de

nitrégeno.
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Tabla 5-2. Balances de carbono del consorcio y M. organophilum CZ-2, bajo las
diferentes condiciones de operacion experimentadas.

CH, CO, Biomasa PHB
Consorcio bajo condiciones de crecimiento,STR
Carbono (g m™) 261.60 229.30 50.00
Rendimiento 0.80 0.19

Consorcio bajo condiciones de crecimiento, TPPB
Carbono (g m™) 277.40 222.80 75.00

Rendimiento 0.80 0.20

Consorcio limitado por nitrégeno, TPPB
Carbono (g m™) 390.60 182.40 233.30

Rendimiento 0.40 0.60

Methylobacterium organophilum CZ-2 bajo condiciones de crecimiento, STR

Carbono (g m®) 249.92 75.00 140.00
Rendimiento 0.30 0.56
Methylobacterium organophilum CZ-2 limitada por nitégeno, STR

Carbono (g m™) 221.95 67.90 96.90
Rendimiento 0.30 0.43
Methylobacterium organophilum CZ-2 limitada por nitrégeno, TPPB

Carbono (g m®) 251.00 131.00 90.00
Rendimiento 0.50 0.35

El carbono del CH, consumido se transform6é en PHB, CO, y biomasa en ambos
experimentos con y sin aceite de silicon. No hubo generacién neta de la biomasa (X)
en la fase de acumulacion de PHB debido a las condiciones limitantes en nitrégeno. El
Y«s en condiciones de crecimiento fue de 0.2 para el consorcio y el 0.6 por M.
organophilum CZ-2. En ambos casos, el carbono restante se convierte en CO,. Para
los experimentos de limitacion de nitrégeno con M. organophilum, los balances de
carbono explican s6lo 73 % y 85 % del CH, consumido en el STR y la TPPB,
respectivamente. Esta diferencia puede deberse a los polimeros extracelulares
excretados como ha sido reportado por Brenner et al.,, (2005) en bacterias

metanotréficas.
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Figura 5-6. qcns Y acumulacion de PHB, consorcio en el STR (lineas horizontales), M.
organophilum CZ-2 en TPPB (lineas diagonales), M. organophilum CZ-2 en STR

(lineas verticales).

Los resultados de los experimentos bajo limitacion de nitrdgeno se muestran en la
Figura 5-6. En todos los experimentos M. organophilum CZ-2 presentan un mejor
comportamiento que el consorcio. Los valores mas altos de qcns Yy acumulacion de
PHB fueron 37 mgcragyx *h™ y un 39 % (g g%), respectivamente. Los valores obtenidos
(qcra) en el STR, 36 mgcuagy*h™, y con aceite de silicon 37 mgcusgy "h™, fueron
similares. No hubo variacion significativa en el contenido de PHB (alrededor de 38 %)

en presencia de aceite de silicon.

5.1.5 Discusion

El consorcio metanotrofico previamente reportado por Rocha-Rios et al. (2009) fue
capaz de degradar CH, y se observé un incremento en la Qcus (26 MQcha gx'1 h'l)
cuando al sistema se le agregd aceite de silicén con respecto al valor obtenido (16

MQcna 9x - h™) sin aceite de silicon.
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En este estudio se demostroé que este consorcio y la cepa CZ-2, identificada como M.
organophilum, aislada del mismo presenté un aumento de la tasa de degradacion de
CH, y la capacidad de acumular PHB.

M. organophilum CZ-2 tiene una qcns de 100 mgcus g h™, que es cuatro veces mayor
que el valor obtenido con el consorcio y Methylosinus trichosporium OB3b reportado
como uno de los mejores degradadores de CH, con una tasa entre 39 y 50 mgcna Oy -
h™* (Shah et al., 1996; Rodriguez et al., 2009). Otros estudios de degradacion de CH,
utilizando diferentes consorcios tienen valores que oscilan entre 10"y 10 mgcus 9~ h™,
gue son mas bajos en comparacion con los obtenidos por CZ-2 (Watanabe et al.,
1997; Rocha-Rios et al., 2009).

M. organophilum CZ- 2 acumul6 hasta el 57 % de PHB (Tabla 5-1) en experimentos de
microcosmos mientras que en bioreactores se observo un valor de 39 % (Tabla 5-3).
Esta diferencia puede explicarse, en parte, por la duracion del experimento, en

microcosmos fue de 45 dias, mientras que en el biorreactor duré sélo 16 dias.

El valor maximo de acumulacién de PHB observado para el aislado CZ-2 es mayor
que los valores obtenidos por otros metilétrofos como Methylobacterium extorquens,
rhodesianum, Methylocystis sp., y Methylobacterium sp. GW2 (Yezza et al., 2006)
cuando utilizan metanol como fuente de carbono, y algunos heterétrofos como Bacillus
megaterium, Sphaerotilus natans y Wautersia eutropha que utilizan octanoato,
propionato como fuente de carbono (Bourque et al., 1995; Helm et al., 2006). Algunos
informes de BIOPOL, uno de los productores mas importantes de PHB a escala
industrial, muestran que es necesario alcanzar un minimo de 40 % de la acumulacion
de PHB para alcanzar viabilidad econdmica (BIOPOL, 2009).

La cepa aislada CZ-2 tiene una acumulacion de PHB similar a los valores reportados
para otras cepas M. organophilum entre 52 % y 56 % (g g™) en metanol (Kim et al.,
1996; Dedysh et al., 2004), sin embargo no hay reportes acerca de alta acumulacién
de PHB con M. organophilum usando CH4 como Unica fuente de carbono. Un balance
economico realizado por Choiy Lee (1997) mostr6é que el costo del sustrato constituye
el 30 % de los costos de produccion; una alternativa podria ser usar CH; como
sustrato para la produccion de PHB ya que es gratuito, ademas es importante
considerar que las emisiones de CH,; proveniente de fuentes fijas tienen un alto
impacto ambiental y en corrientes diluidas menores al 5 % no se le puede usar como
combustibles. Los inconvenientes asociados con el uso de CH, como sustrato estan
relacionados con su alto coeficiente de particion, asociado a su una baja solubilidad,

limitando la transferencia de masa y eventualmente el crecimiento del microorganismo.
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Una manera de demostrar las limitaciones del uso de CH,4 por ejemplo es cuando se
usa CH, al 5 % (alrededor de 25 m g), valor cercano al limite inferior de explosividad
del CH,. El equilibrio en el liquido es aproximadamente 0.8 g m™® y suponiendo un k.a
con un valor de 40 h* (Rocha-Rios et al., 2010) arroja una transferencia volumétrica
maxima de alrededor de 32 g m= h™ 0 768 g m™> d. La mejora observada en la CE en
experimentos con aceite de silicon estd relacionada con el aumento de la

disponibilidad de CH,, asociado con la disminucion del coeficiente de Henry.

El coeficiente global de particion para el CH, en el TPPB puede estimarse a partir de
los coeficientes individuales para el CH, en agua (33.5) y en aceite de silicén (3.2),
teniendo en cuenta las fracciones utilizadas para aceite de silicon (0.1) y la fase
acuosa (0.9); concluyendo con un coeficiente de particion en el sistema de 17 lo que
sugiere que el CH, disponibles aument6 2 veces. Este resultado es consistente con el
aumento inicial de la eliminacién de CH, y la produccion de CO, en los experimentos
realizados con el consorcio en condiciones de crecimiento (Figura 5-3). La Tabla 5-3
muestra los rendimientos de PHB obtenidos por otros autores cuando se utiliza

metanol como la fuente de carbono.

Tabla 5-3. Comparacion de la productividad de PHB entre microorganismos

degradadores de metano y metanol, por diferentes especies de Methylobacterium.

X Qers (Mg PHB
Microorganismo Sustrato PHB 2T PHB Referencia
@y M) ()
Methylobacterium Metanol 132 7.4+0.3 35 Mokhtari-Hosseini
extorquens DSMZ 1340 et al. 2009
Methylobacterium Metanol 172 10.2 28.9 Kim et al. 1996
organophilum
M. extorquens Metanol 107 4.4 42.5 Bourque et al. 1995
Protomonas Metanol 206 3.7 34 Suzuki et al. 1986
extorquens*
Consortium Metano 1.17 1.83+0.074 34 Este estudio
M. organophilum STR Metano 0.290 1.24 +0.050 39.5 Este estudio
M. organophilum TPPB Metano 0.230 1.61+0.073 335 Este estudio

* Reclasificada como Methylobacterium extorquens.
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Las productividades especificas de la acumulacion de PHB utilizando CH, como un
sustrato son inferiores a las reportadas para el metanol, situacion que puede estar
relacionada con las limitaciones de transferencia de masa. Bajo limitacion de nitrdgeno,
la CE fue la misma, pero la produccién de CO, disminuyé debido a que el carbono se
redirige a la produccion de PHB. Como consecuencia la produccion, CO,, otro gas de
efecto invernadero, se redujo durante la eliminacion de CH,. Los resultados mostraron
evidencia de un efecto positivo sobre la CE y qcns debido a la adicion de aceite de
silicon cuando el sistema permanecio bajo condiciones de crecimiento (Figura 5-2). Se
asume que el sistema estaba operando bajo limitacion de transferencia de masa,
como se puede observar por el hecho de que gcns aumentd y también lo hizo la CE.
Contrariamente, bajo la condicién de limitacién de nitrdgeno, no hay efecto positivo del
aceite de silicon sobre la gcps. Este resultado sugiere que bajo limitacién de nitrégeno

el sistema estuvo controlado por reaccion.

La eliminacion de CH,, tanto para el STR como TPPB, operando bajo limitacion de
nitrogeno, fue similar y por lo tanto la acumulacién de PHB solo fue ligeramente
diferente (Figura 5-6). La limitacion por reaccion también se puede atribuir a las bajas
concentraciones de biomasa presentes en estos experimentos. Es posible que tasas
mayores de acumulacién de PHB se puedan obtener mediante el aumento de la

concentracion de biomasa.

5.2 Experimentos con adicidn de cosustratos

5.2.1 Experimentos en microcosmos bajo condiciones de crecimiento

La Tabla 5-4 resume los resultados cuando citrato, propionato o CH, se utilizaron
como Unica fuente de carbono y en mezclas, usando diferentes concentraciones de los
mismos y bajo condiciones de crecimiento. M. organophilum CZ- 2 mostrd Yis
promedio de 0.84 £ 0.08 y Ycoz,s de 0.07 a 0.10, tanto para el citrato y propionato. El
consumo de sustrato fue incompleto en ambos casos citrato (72 %) y propionato
(78 %) en todas las concentraciones ensayadas, estos resultados se atribuyen a los
cambios de pH (alrededor de 8), debido a que al inicio del experimento el pH fue
ajustado a 7 utilizando NaOH, subiendo el pH desde 3.5 hasta un pH final de 7, una

vez que inicio el consumo de sustrato el pH tendi6 al cambio alcanzando un pH de 8.
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Tabla 5-4. Consumo de CH,;, O, y cosustratos, produccion de biomasa y CO, en
matraces cerrados cultivados durante 14 dias.

COq,

CH,

Sinicial S consumido O3 X i
Sustrato (S) @md  (@gm?d (gzrfrl;%l ‘ngOerjrc;g; c&)&smiscso (sr?%“.%';o Yxs Ycozs
Citrato 1000 707+10 11116 501 --- 617+10 0.87 0.07
560 410+5 15445 301 - 34315 0.84 0.07
270 19119 158+3 11+0.2 - 155+2 0.81 0.06
Citrato, CH4** 320 55+2 1102 22+0.7 4%0.2 45+1 0.76 0.37
Propionato 403 305+25 120+5 3143 23010 0.75 0.10
222 182+15 155+8 18+0.6 --- 160£18 0.88 0.10
148 115+12 1505 12+0.2 --- 107£20 0.93 0.10
Propionato, CH4** 500 4504 601 100+3 18+0.5 375+ 0.80 0.21
CH, 87.2 26.16 110£2 20.8 26.16 5.0 0.19 0.80

*21% de oxigeno igual a 180 g m™

**[_os rendimientos de sustrato fueron calculados a partir del sustrato total consumido

(cosustrato + CHy consumido), CH4 €n la fase gas de 10% 0 49 g m’,

En los experimentos con mezclas de CH,-cosustrato, los valores de Y,s fueron
similares a los obtenidos cuando se adicion6 Unicamente el cosustrato, en este caso la
presencia de los cosustratos no representd ningun tipo de inhibicion al crecimiento ni a
la actividad metanotrofica a pesar de la baja solubilidad del CH,4;, donde bajo las
condiciones ensayadas se tendria una concentracion en el liquido de alrededor de 1.5
g m™ (calculada a partir de su coeficiente de particién de 33.5) que es baja comparada
con la solubilidad del citrato y propionato (0.43 x 10° g m® y 1 x 10° g m?,
respectivamente). Todo lo anterior, evidencia la capacidad metabdlica del
microorganismo para utilizar los diferentes sustatos y no perder su habilidad

metanotrofica.

Los primeros reportes sobre otras cepas de M. organophilum sefialaban que perdian
facilmente la capacidad metanotréfica; ademas los resultados no eran reproducibles y
la capacidad para crecer utilizando otros sustratos era variable (Dedysh et al., 2004;
Theisen y Murrell, 2005). Ahora M. organophilum CZ-2 ha mostrado mayores tasas de
eliminacion de CH, si se compara con el consorcio metanotréfico del que fue aislada;
ademas supero las tasas de consumo de Methylosinus trichosporium (Zafiga et al.,
2011).
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Con la adicion de citrato o propionato el Y, es de aproximadamente 0.85, superior a
0.6 que fue el resultado obtenido en el STR y que fue presentado anteriormente. Un
rendimiento alto es deseable ya que al alcanzar mayor cantidad de biomasa
eventualmente se verd reflejado en mayor acumulacion de PHA. Los rendimientos de
CO, estan en el rango de 0.07-0.1 concordando con la cantidad de carbono total
consumido, con un efecto favorable al reducir la cantidad de CO, liberado a partir de
CH,.

5.2.2 Experimentos de limitacion de nitrégeno en microcosmos

El objetivo de los experimentos de limitacién por nitrégeno en microcosmos utilizando
mezclas de CHj-propionato o CH,-citrato fue evaluar la cantidad y el tipo de PHA
producidos. En la Figura 5-7 se muestra el contenido de biomasa activa y la
concentracion de PHA y el porcentaje que representa. Después de 23 dias, el
contenido de biomasa activa fue de 95 y 220 g m™ para la mezcla CH4-propionato y
propionato solo, respectivamente; y de 75y 190 g m™ para los experimentos de citrato

en mezcla y en presencia del cosustrato (Figura 5-7).
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Figura 5-7. Experimentos en microcosmos limitados por nitrégeno, X1 = X+PHA
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El contenido de PHA mas bajo, 143 g m3, se obtuvo en el control con CH, solo (YeHa
de 0.60 con una composicion HB:HV:HO en una relacion molar 95:5:0), contenido
similar al 0.57 alcanzado durante los experimentos anteriores donde solo se cuantifico
el PHB. La acumulacion de PHA mas alta se observo en el experimento CHy-citrato
siendo de 369 g m™® equivalente a un ypus de 0.82 con una relacion HB:HV:HO de
86:14:0, en el ensayo de CH,-propionato se alcanzé un valor de 200 g m™ con un yeua
de 0.68 y razones de HB:HV:HO de 70:30:0.

Los controles de propionato y citrato alcanzaron un contenido de PHA de 130 g m?
(Yena de 0.37, con relacion HB:HV:HO de 37:56:7) y 180 g m™, (ypna de 0.48, con
proporcion HB:HV:HO de 35:53:12), respectivamente. En general, la presencia de CH,
favorece la acumulacién de HB cuando se utiliza como Unica fuente de carbono; y el
HV es el principal alcanoato cuando se adicionan propionato o citrato, en algunos
casos también se detecta acumulacion de HO.

Las pruebas de CH,-cosustrato muestran un aumento en HV, con respecto a CH, solo.
Esta es la primera vez que se utiliza CH, y algunos cosustratos para producir
copolimeros de PHA.

En el caso del propionato se esperaba que la produccién de hidroxivalerato aumentara
ya que a partir de este co-sustrato se sintetiza propionil-CoA, que combinado con
acetil-CoA, produce hidroxivaleril-CoA que es el precursor del HV. Aunque la
produccion de HV es la principal via para la transformacién propionato es posible la
formacion de hidroxibutiril-CoA, el precursor de las unidades de HB, que proviene de
la condensacion de dos unidades de acetil-CoA, ya que HB es el mondmero tipico
durante la degradacion de CH,. Por otra parte, el citrato promueve la acumulacion de
acetil-CoA, que es un precursor de la produccién de PHB; la siguiente reaccion lleva a
cabo la sintesis de acetoacetil-CoA y la constante de equilibrio de esta reaccion no es
favorable hacia la sintesis de acetoacetil-CoA de modo que son necesarias altas
concentraciones de NADH vy acetil-CoA y bajas concentraciones de CoA, desplazando
el equilibrio en favor de la biosintesis de PHA, donde la sintesis de HB o HV dependen
de las velocidades de reaccién que se producen después de malyl-CoA ligasa
(Gandini y Belgacem, 2008).

La presencia de citrato durante la biotransformacion estd directamente relacionada
con la conversion a succinil-CoA y malato, todos presentes en el ciclo del TCA; que
puede promover la presencia de malyl-CoA reductasa que a través de la enzima malyl-
CoA ligasa puede generar tanto la acetil-CoA como propionil-CoA reductasa, que

eventualmente se convertird en PHA.
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Otras cepas metanotréficas que llegaron a acumular 12 % de PHB aumentaron su
acumulacion a 40 % en presencia de citrato (Zhang et al., 2008). Ademas, algunas
cepas Methylobacterium, como AM1, ZP24 o Methylobacterium extorquens, consumen
el &cido acético o el suero de queso, pero HB es el Unico monémero detectado y la
produccion en los reactores no ha sido reportada (Nath et al., 2008). También se ha
reportado que cuando se agrega propionato en lodos activados, las proporciones de
PHB-V son de 76:24, sin embargo el contenido de PHA es bajo (12 % g g™) (Jiang et
al., 2011). Por otro lado, Kim et al. (1999) reportaron que M. organophilum NCIB
11278 alcanzé un contenido de PHA de 41 % w w™ con 14 % de HV cuando se

aliment6 con metanol y &cido valérico.

5.2.3 Experimentos en bioreactores utilizando citrato y propionato como

cosustratos

Las Figuras 5-8 y 5-9 muestran la capacidad de eliminacion de CH,, la tasa de
produccion de CO,, el NOz consumido y el rendimiento alcanzado durante la

biotransformacién de citrato o propionato.

w
o
L

NO, (gm?) CO,(gm*h'") EC(gm"h')

yFHA

Tiempo (d)

Figura 5-8. Capacidad de eliminacion, CO, producido, NOs; consumido Yy Ypua

alcanzad6 durante el experimento CHy-citrato.
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En el caso de experimento CHj-citrato (Figura 5-8), la CE aumenté de forma lineal
hasta 20 g m™ h™* en 30 dias, lo que representa una gcps de 90 mgcus 9> h™, la geos
alcanzé un maximo de 55 g m™ h™ relacionado durante los primeros 5 dias con el
consumo de citrato, hasta alcanzar un valor estable de 8 g m=> h?, el cual esta dentro
de los valores reportados (Nikiema et al., 2007). La asimilacién de nitr6geno favorece
un ambiente limitado en este elemento, promoviendo la acumulacion de PHA
alcanzando 140 g m™® (ypua 0.88 g g™). Aproximadamente, el 95 % del nitrégeno
consumido se encontr6 en la biomasa producida, cerrando un balance segun la
biomasa producida determinada por el método de Lowry, respecto al nitrégeno total

consumido.

Los rendimientos y las tasas especificas se calcularon con los datos presentados en la
Figura 5-8, durante los primeros 10 dias de biotransformacion, el valor integrado de
CO, duplicé el valor de la CE debido al consumo de citrato. En este caso, la
acumulacion de PHA fue de hasta 88 % w w™, este valor es el méas alto reportado para
cualquier metanétrofo (Kim et al., 1999).

Por otro lado, cuando se adicion6 propionato, la degradacion de CH, fue muy baja en
el arranque del experimento (Figura 5-9). Después de 10 dias, la CE alcanzada fue de
8 g m® h™'. Inicialmente, la qcus alcanzé un valor de 20 mgcus g<* h™*, aumentando
continuamente hasta 50 mgcns g h™* hasta el final del experimento; en este ensayo
s6lo se consumi6 el 25 % del CH, alimentado, que es menor del 45 % alcanzado
cuando el CH, fue el Gnico sustrato. Tanto la qcys como la CE disminuyeron alrededor
de un 50 % en comparacioén con los 15 g m™® h™ y 100 mgcns g5~ h™ que se obtuvieron
cuando el CH, fue la Gnica fuente de carbono, aunado a esto la acumulacion de PHA
fue de 0.3. La evolucion de gco, fue similar en el experimento de citrato, donde
aument6 hasta 7 g m® h™ con un valor en estado estacionario de 1.5 g m® h™.
Después de 20 dias se agoto el nitrégeno y en 35 dias el contenido de PHA fue de 0.3

que corresponde a una concentracién de 50 g m™,
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Figura 5-9. Capacidad de eliminacion, CO, producido, NO; consumido Yy Yppa

alcanzado6 durante el experimento CH,-propionato.

Al final de ambos experimentos se determiné el tipo de PHA producidos, en el caso del
ensayo con CH,-citrato los PHA acumulados fueron HB:HV:HO en proporcion 55:35:10,
y para el experimento CH,-propionato los polimeros fueron HB:HV en relacion 75:25.
La cristalinidad y biodegradabilidad de PHB se pueden mejorar con la presencia de
otros hidroxialcanoatos, principalmente HV. En este trabajo, con ambos experimentos
por lotes en biorreactor se alcanzé alto contenido de HV (entre 25-55% g g7). La
temperatura de fusion (Tm) disminuye en funcién del contenido de HV. Algunos
trabajos reportaron que la Tm se redujo desde 450 hasta 354 K para polimeros que
contienen 0 y el 71 % de HV, respectivamente (Gandini y Belgacem, 2008;
Chanprateep, 2010). Por ejemplo en los resultados para determinar el porcentaje de
alargamiento antes de rompimiento del PHB y una mezcla PHB-HV (20:80), los
valores fueron de 5 y 100, respectivamente; mostrando que la presencia de HV
aumenta 20 veces el alargamiento, denotando que un polimero con un namero variado
de monomeros (HV, HO, HHep, etc) aumenta varias de veces su elasticidad

(Flickinger y Drew, 1999; Gandini y Belgacem, 2008).
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5.2.4 Caracterizacion estructural de los PHA por RMN y calorimetria

A través de los estudios de RMN se elucidé la presencia de otros monémeros de PHA
y sus isémeros, los cuales tienen gran influencia sobre las propiedades de los

polimeros.

,2
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Figura 5-10. Caracterizacion del PHA producido con diferentes sustratos mediante

RMN, A) CH,, B) CH4-propionato y C) CH,-citrato.

Los resultados mostraron (Figura 5-10) que cuando CH, se alimenté como la Unica
fuente de carbono, el polimero acumulado se compone principalmente de 3-
hidroxibutirato (3HB). En el caso del experimento de CH,-propionato se acumul6 un
copolimero que incluia 3HB y 3-hidroxivalerato (3HV), y finalmente en el caso de CH,-
citrato, se detectd la presencia de 3HB, 3HV, 4-hidroxivalerato (4HV), 4-
hidroxiheptanoato (4HH), 3 y 4-hidroxioctanoato (3HO, 4HO).

RMN mostro la presencia de un nuevo mondémero identificado tentativamente como
4HH. Sin embargo, 4HH no se detect6 en el analisis cromatografia de gas,

posiblemente debido a que su concentracion estaba por debajo del limite de deteccidn.
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Los resultados son alentadores ya que podrian mejorar las propiedades fisicas y
mecénicas de los polimeros comparados con los que tienen mezclas simples de 3HB y
3HV que son similares a lo reportado para organismos metanotréficos, en concreto,
los polimeros que contienen HV se han reportado como dificil de obtener en grandes
cantidades. Es necesario un estudio detallado del metabolismo y las capacidades de
Methylobacterium organophilum CZ-2.

En la Tabla 5-5 se muestran los resultados obtenidos en el calorimetro, los cuales son
concordantes con lo reportado en la bibliografia, durante este analisis se determinoé la
Tm de diferentes estandares con la finalidad de comparar la reproducibilidad del
equipo con los reportes encontrados en la bibliografia. Los resultados muestran que el
valor mas alto de Tm lo tiene un polimero estdndar de PHB puro con un valor de
173 °C aproximadamente; a medida que el polimero analizado tiene mayor cantidad
de otros copolimeros este valor tiende a disminuir, asi que esta relacionado con el
porcentaje de elongacion del polimero, por ejemplo para un polimero puro de PHB el
porcentaje de elongacion es de 5 % aproximadamente, en el caso de una mezcla de
copolimeros PHB-V 80:20, la Tm es de 145 °C y esto corresponde a un porcentaje de
elongacion del 50 %, pero para un polimero modelo con composicion HB-HV-4HV-
3Hep-HO 20:47:16:15:2, con una Tm de 120 el porcentaje de elogacion es de 850 %,
lo cual le da mayor calidad al polimero, superando una de las principales desventajas
de la sintesis de un homopolimero de PHB, de esta forma los polimeros sintetizados
utilizando cosustratos poseen mejores propiedades plasticas, dando ventajas a
Methylobacterium organophilum CZ-2, por su capacidad de sintetizar este tipo de
polimeros sin ningun tipo de modificacion genética, Unicamente a traves de una

seleccién racional de cosustratos.

Tabla 5-5. Resultados obtenidos en el calorimetro.

Polimero Tm (°C) AH (Jgh)  Referencia

STD PHB, 100 173+0.5 90.243 Este estudio

STD PHB, 100 170+1 84.7+2 Lopez-Cuellar et al.,
2011

STD PHB-V, 88:12 154+1 57.3+6 Este estudio
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STD PHB-V, 80:20 145 Gandini y Belgacen,
2008

CH,PHB-V, 95:5 1651 48.8+4 Este estudio

Propionato-CH, PHB-V-O, 75:25 148+2 41.5+1 Este estudio

Citrato-CH,4, PHB-V-0, 65:34:11 118 29 Este estudio

5.3 Modelo metabdlico a escala del genoma de Methylobacterium organophilum

Cz-2.

5.3.1 Reconstruccion del modelo

La ruta metabdlica de Methylobacterium organophilum CZ-2 se construyd

manualmente y fue validada como se describe en la seccién de materiales y métodos.

El modelo incluye 128 reacciones con 119 metabolitos, 19 reacciones de transporte y
18 metabolitos externos, toda la reconstruccién se bas6 en gen-proteina-reaccion
(GPR) asociando todas las reacciones de la ruta de este modo (ver ANEXO 1y 2); las
reacciones incluidas en el modelo consideran el estadio de la célula bajo limitacién

por nitrégeno, de esta manera, las reacciones de crecimiento celular se excluyeron.

Las principales rutas del modelo son: la mineralizacién de CH,, ciclo de Serina, ciclo
de los acidos tricarboxilicos, la fosforilacion oxidativa, la ruta del etilmalonilo-CoA, la

sintesis de PHA, la degradacion de PHA, consumo de 7 cosustratos (Figura 5-11).

La capacidad de los metil6trofos para consumir metanol como Unica fuente de carbono
y energia se basa en rutas desasimiladoras y de asimilaciéon, que cumplen todos los
requerimientos energéticos y de cofactores biosintéticos necesarios. La reconstruccion
de la red metabdlica de M. extorquens fue realizada por Peyraud et al., (2011) que se

basé en el estudio de este tipo de rutas y su fragilidad.
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CH,4/CHZOH
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Figura 5-11. Ruta de degradacién de CH, y cosustratos probados in silico.

La sintesis biolégica de polihidroxialcanoatos a partir de metanol se ha estudiado en
diferentes procesos por lotes o lote alimentado usando cosustratos solubles, pero

nunca a partir de CH,4 con la cepa Methylobacterium organophilum CZ-2.

El PHA es un producto de valor agregado que se acumula cuando las células se
encuentran en  medio liquido bajo la condicibn de ausencia de nitrdgeno
principalmente. La limitacién por nitrégeno tiene un impacto directo en la sintesis de

proteinas, por lo que la concentracion de proteina se mantiene constante y la sintesis
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de PHA se activa como un mecanismo de defensa acumulando materiales de reserva

con una composicion elemental mayormente de C,HsO, (PHB).

La principal ruta de desasimilacion se sabe que es la oxidacion de CH; a CO,, este
proceso implica el transporte de CH,; al interior de la célula y posteriormente la
oxidacién en el espacio periplasmico a metanol y luego de metanol a formaldehido, ya
que la sintesis de CO, se lleva a cabo en el citoplasma, asi que los compartimentos
considerados en el modelo son: compratimento externo, periplasma y citoplasma;
aunque la mayoria de las reacciones se llevan a cabo en el citoplasma; en el modelo
se considera que el PHA es un metabolito extracelular, esta consideracion se realiza
con el fin de satisfacer los balances el FBA, es importante aclarar que el PHA
fisiologicamente es un polimero intracelular y para recuperarlo se requiere de
diferentes procesos de extraccion, donde se debe lisar a la célula; posteriormente se
llevan acabd la solubilizacion del polimero en cloroformo y finalmente purificacion en

hexano.

5.3.2 Andlisis de Shadow prices

Con la reconstruccion del modelo finalizada, se calcularon los rendimientos
estequiométricos con los diferentes cosustratos: citrato, propionato, acetato, succinato,
fumarato, formato y glioxilato, en cada simulacién se utilizé6 un mol de cada sustrato,
posteriormente se realizaron simulaciones in silico de mezclas de un mol de cosustrato

y un mol de CHy,.

Al tiempo que se calcularon los rendimientos, también se obtuvieron diferentes
vectores que expresaron los valores de los Shadow prices (FBAsolution.y), todos los
rendimientos aumentaron cuando los cosustratos se combinaron con CH,, asi que se
calculé una relacion entre el rendimiento de PHB obtenido de la mezcla de CH;-
cosustrato, respecto a la suma de los rendimientos obtenidos independientemente de
CH, y de cada cosustrato (Tabla 5-5). Se observé que los cosustratos de menor efecto
sobre la funcién objetivo respecto a la mezcla de CHj-cosustrato son acetato y
fumarato (¥), mientras los que tienen un efecto medio son citrato, formato y succinato,
dos de estos intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos (=), otros con mayor
efecto son glioxilato y propionato (A4\).Por lo tanto el acetato y el fumarato se pueden
descartar después del analisis de shadow prices; se calculé n que es el rendimiento de
PHA para cada cosustrato dividido entre el absoluto de la sumatoria del vector de
flujos (FBAsolution.x), este vector muestra el flujo en cada reaccién, en ocasiones no

todas las reacciones presentes en el modelo son utilizadas; por ejemplo, cuando se
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sintetiza un polimero compuesto Unicamente de HB las reacciones involucradas en la

sintesis de otros mondmeros tienen un flujo de 0. Asi que otra estrategia para

determinar que cosustratos son factibles metabolicamente se representa a traves del

calculo de esta relacion (n). En este caso se incluyeron diferentes analisis in silico de

la sintesis de PHB y un copolimero de PHB-V-O (78:13:9), los resultados se muestran

en la Figura 5-12.

Tabla 5-6. Rendimiento de cada cosustrato y en mezcla con CH,.

Cosustrato yPHB, cosustrato yPHB, CH4- cosustrato YCH4—cosustrato' (yCH4+ ycosustrato)
Acetato 0.439 0.667 \0.005
Citrato 0.970 1.213 =0.021
Formato 0.089 0.333 =0.022
Fumarato 0.657 0.889 \0.010
Glioxilato 0.177 0.444 M0.046
Propionato 0.750 1.000 M0.028
Succinato 0.756 1.000 =20.022
CH, 0.222 0.222 0.000
0.16 — n = YPHA
- Y |FBAsolution. x|
0.14 4 421 mxn
] 107 mxn mol
0.12 L,
5 0.10_- 198 mxn /
% mol /
€ 0.8 %
w
2 |E 7
> 0.06 - / /
. / 206 mxn 4618 mxn 0 mxn /
0.04 < / mol mol mol ? /
0.02 ? / ? /
0.00 ] % T % ¥ / - / r // - // .
Citrato Formato Glioxilato CH4 Propionato Succinato

*Los precios fueron consultados en Noviembre del 2013 y corresponden al predio de cotizar presentaciones por 1 kg, 5

kg y 10 kg.

Figura 5-12. Rendimientos respecto al flujo total de cada cosustrato (n), analisis de

precios, sintesis de PHB (lineas horizontales), PHB-V-O (78:13-9) (lineas diagonales).

69



Resultados y discusion

Los cosustratos que son factibles metabdlicamente incluyen entonces al citrato,
propionato y succinato segun los rendimientos que alcanzan con cada cosustrato
respecto a la suma total de flujo en todas las reacciones que se utilizan. El andlisis de
precios se realizd con base en los costos de Sigma, Formedium y Fisher; mostrando
gue los cosustratos mas competitivos segln su precio son: citrato a $198.00 mxn por
mol y propionato a $107.00 mxn mol™, mientras que el succinato tiene un costo de
$421.00 mxn mol™®, siendo el cosustrato mas caro con un costo de mas del doble
comparado con los otros cosustratos.

En este andlisis se observa que, tanto el citrato como el succinato son cosustratos
apropiados si la funcién objetivo es la sintesis de un homopolimero de PHB, en el caso
del succinato se alcanza un valor mayor a 0.12, mientras que para el citrato el valor
esta en 0.085 aproximadamente, estos valores son mayores respecto al del propionato
de 0.07, cabe mencionar que la sintesis un homopolimero de PHB no es
recomendable por la fragilidad de plastica que presenta.

En el caso de la sintesis del copolimero PHB-V-O (78:13:9) alcanz6 valores de n de
0.06, 0.077 y 0.11 para succinato, citrato y propionato, respectivamente: el valor
menor implica que para la célula el requerimiento de flujos o reacciones activas para
alcanzar cierto rendimiento es mayor asi que los dos dultimos valores son

adecuados/mejores.

Este andlisis proporciona suficiente evidencia metabdlica y de costos para descartar al
succinato ya que presenta mayor capacidad de producir PHB respecto a la cantidad
de copolimero, ademas de un costo mayor. En la siguiente seccién se presentan

diferentes analisis energéticos y termodinamicos utilizando, citrato y propionato.

5.3.3 Analisis energético y termodinamico

El andlisis energético se basa en el hecho de que el microorganismo es capaz de
almacenar PHA como fuente de reserva energética, asi que se plantea describir la
cantidad de energia (ATP) que se almacena como PHA por cada mol de sustrato que

se alimenta, una representacion grafica de este proceso se muestra en la Figura 5-13.
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CHy/cosustrato

Figura 5-13. Almacenamiento de PHA por M. organophilum CZ-2.

Como se puede observar cualquier sustrato alimentado a la célula durante la fase de
ausencia de nitrogeno, serd metabolizado a PHA. La Es representa la cantidad de
energia en forma de ATP que se obtiene directamente del metabolismo de un mol de
CH, o cosustrato, La Ea equivale a la energia almacenada en forma de PHA, en este

caso PHA es un polimero que contiene monomeros de HB, HV, HO.

La Tabla 5-6 muestra la cantidad de ATP que es posible obtener a partir de CHy,
cosustratos y PHA, la cantidad de energia almacenada esta relacionada con el tamafio
de las moléculas en el caso de los sustratos; el modelo es capaz de consumir

cualquiera de los sustratos presentados.

Tabla 5-7. Cantidad de ATP producido por cada mol y gramo de sustrato (Es) y

mondmeros de polimero.

Sustrato  ATP (Es) ATP (molarp gs™)

CH, 6.5 0.406
Citrato 17.75 0.092
Propionato 13.25 0.138
HB 16 0.193

HV 23.25 0.233

HO 34.25 0.241
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Para realizar este analisis se redefinieron algunos limites en el modelo para HB, HV,
HO (- < HB¢onsumido < 0, - < HVonsumido < 0, - < HO¢onsumido < 0), este limite estd en
funcion de la cantidad de sustrato que se alimenta y la solucion objetivo que se
obtenga bajo estas condiciones, en la Tabla 5-7 se muestran los resultados obtenidos
con los diferentes sustratos y composiciones de polimero estudiadas.

En la tercer columna se muestra la cantidad de polimero que se obtiene con el
sustrato (segunda columna), posteriormente este valor es el limite para la siguiente
simulacién y se obtiene la cantidad de ATP almacenado como PHA, finalmente se
calcula la fraccion Ea/Es utilizando los valores de la Tabla 5-6.

De acuerdo con el analisis de los flujos metabdlicos cuando la funcién objetivo es la
descomposiciébn de ATP, se demostré que la cepa es capaz de almacenar mas
energia cuando hay acumulacion de copolimeros, sin importar el sustrato que se

adicione.

Tabla 5-8. Energia almacenada en forma de polimeros, relacién energia almacenada

(Ea), energia del sustrato (Es).

Composicién del polimero CH, (mol) Polimero  ATP (Ea) Ea/Es
3HB (100) 1 0.222 3.552 0.546

3HB-HV-HO (78:13:9) 1 0.194 3.613 0.556

Citrato (mol)
3HB (100) 1 0.970 15.520 0.874
3HB-HV-HO (78:13:9) 1 0.847 15.742 0.887
Propionato (mol)
3HB (100) 1 0.750 12.000 0.906
3HB-HV-HO (78:13:9) 1 0.662 12.298 0.928

A continuacioén se calculé el AG,° para la reaccion de sintesis de PHB y el copolimero
gue se muestra en la Tabla 5-8, el andlisis termodinamico se realizé segun lo descrito
en la seccion de materiales y métodos, los resultados con CH; muestran que los
valores de AG,® para la sintesis de PHB o PHA son muy parecidos, razén que podria
explicar que durante el consumo de CH, el polimero producido es una cadena muy
cercana a un homopolimero de PHB (95 %), ya que la disipacion de energia es similar

y la célula tiende a almacenar la molécula mas sencilla o facil de sintetizar.

El AG,® del citrato es menor cuando se produce un copolimero, lo que tedricamente
respalda el hecho que el citrato podria funcionar como un buen cosustrato ya que

tiene una menor disipacion de energia durante la sintesis de PHA (AG,°=-191.38 KJ
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mol™), comparandolo con la sintesis de PHB (-241.36KJ mol™), en el caso del
propionato la diferencia entre AG,° para PHB y PHA es mayor lo que implicaria mucho
menor disipacion de energia al acumular PHA utilizando este cosustrato; la reaccion

global de este proceso es la menor de todos los casos.

Tabla 5-9. AG,° (KJ mol™) de las reacciones de sintesis de PHB y PHA.

Sustrato 3HB (100) 3HB-HV-HO (78:13:9)
CH, -363.90 -363.20
Citrato -241.36 -191.38
Propionato -107.18 -25.60
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Tabla 5-10. Experimentos realizados para validar el modelo.

A) CH, CO, Propionato Citrato PHA Y pHAS

Sustrato gm® molm® gm® molm® gm® molm® gm~®  molm® gm®  molm®  molmol”

CH, 25.000 1.563 3.310 0.075 --- --- --- --- 46.900 0.541 0.35

CHy-

citrato 10.190 0.637 17.500 0.398 --- --- 155.540 0.810 108.000 1.119 0.77

CHgy-prop 11.960 0.748 11.000 0.250 36.000 0.375 --- --- 40.000 0.443 0.40

Citrato --- --- 15.000 0.341 --- --- 280.000 1.458 145.000 1.460 1.00

Propionato --- --- 32.330 0.735 158.110 1.318 --- --- 68.240 0.694 0.53

B) ) ) Y cozs Y pHax
CH, CO, Propionato Citrato PHA Y pras

Sustrato gg, m° molm® gg, ' m° molm® gg, m°> molm® gg, m°> molm® gg, m°> molm® molmol® molmol® gg"

CH, 0.2083 0.0130 0.0276 0.0006 --- --- --- --- 0.3908 0.0045 0.35 0.05 0.60

CH;-

citrato 0.0637 0.0040 0.1094 0.0025 --- --- 0.9721 0.0051 0.6750 0.0070 0.77 0.27 0.82

CHgy-prop 0.0629 0.0039 0.0579 0.0013 0.1895 0.0020 --- - 0.2105 0.0023 0.40 0.22 0.68

Citrato --- --- 0.0789 0.0018 --- --- 1.4737 0.0077 0.7632  0.0077 1.00 0.23 0.49

Propionato --- --- 0.1540 0.0035 0.7529 0.0063 --- --- 0.3250 0.0033 0.53 0.56 0.39
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En la Tabla 5-9 se muestran las condiciones y resultados de los experimentos
planeados para validar el modelo. Se realizaron experimentos control donde soélo se
adicion6 CHy, citrato 6 propionato, y también se realizaron experimentos en mezcla de
CHy-citrato y CHg-propionato. Los resultados presentados corresponden a la
integracion de los datos cuando se alcanza el estado estacionario en el sustrato(s)
consumido(s) y el CO, producido.

La Tabla muestra las concentraciones de citrato y propionato consumidos.
Adicionalmente se presentan las concentraciones normalizadas por la cantidad de
biomasa en cada experimento. Cabe mencionar que la biomasa residual o biomasa
activa fue monitoreada a lo largo del experimento por el método de Lowry y no cambia
su concentracion. También se calcularon los rendimientos de PHA respecto a la
biomasa (Ypnax). COomo se puede apreciar se acumuldé una mayor cantidad de PHA
respecto a la biomasa total en el caso de la mezcla de sustratos CH,-citrato
alcanzando una acumulaciéon de 82 %, seguido de la acumulaciéon obtenida con la
mezcla CHg-propionato donde se alcanz6 68 %, valor similar al obtenido cuando el
CH, es la unica fuente de carbono.

En el caso de los rendimientos de PHA respecto a la cantidad de sustrato consumidé
se observo un efecto positivo de la presencia de citrato, ya sea adicionado como Unica
fuente de carbono o en mezcla con CHy,, los valores alcanzados son 1 y 0.77 para
citrato y CHy-citrato resectivamente, estos valores son mayores a los obtenidos
cuando el propionato fue adicionado, se obtuvieron valores de 0.53 y 0.4 para los
experimentos propionato y CHy-propionato respectivamente, finalmente el valor mas
bajo fue para el CH, alcanzando un valor de 0.35. Cabe sefalar que cuando los
cosustratos fueron adicionados como Unica fuente de carbono los rendimientos de
PHA fueron mayores. Es importante mencionar que la adicion de los cosustratos se

realiz6 como un pulso al inicio del experimento.

5.3.4 Comparacion de las predicciones in silico con los resultados
experimentales.

El modelo fue utilizado como marco para analizar posibles candidatos de cosustratos
para M. organophilum CZzZ-2, utilizando MSM. La ruta se obtuvo a través de la
asociacion con los genes presentes en el genoma de Methylobacterium ya que la
informacion del genoma completo de M. organophilum CZ-2 no esta disponible ya que

es un organismo recientemente aislado e identificado; la funcion de optimizacion fue la
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sintesis de polimeros o copolimeros de PHA. Se compararon las predicciones in silico

con datos experimentales para evaluar el potencial predictivo del modelo (Tabla 5-9).

La Tabla 5-10 muestra los resultados obtenidos para diferentes composiciones de
polimero, desde un homopolimero de PHB hasta copolimeros con unidades
monomeéricas de HB, HV, HO, cabe mencionar que los experimentos con cosustratos
se realizaron como se describié en la metodologia, adicionando un pulso inicial de

cosustrato.

Tabla 5-11. Validacion del modelo.

Y PHA,sustrato

Composicién del polimero Sustrato Experimental Teorico
PHB CH,4 0.346 0.347
PHB-V/(85:15) CH,-Citrato 0.773 0.897
PHB-V(70:30) CHg-propionato 0.395 0.416
PHB-V-0O (42:48:10) Propionato 0.527 0.785
PHB-V-O (35:55:10) Citrato 1.001 1.070

Los resultados experimentales son similares a los predichos por el modelo, lo que nos
da evidencia suficiente para decir que el modelo reproduce el comportamiento de la
bacteria segun la adicion de cada cosustrato, todos los experimentos fueron realizados
bajo limitacién de nitrégeno. Se han realizado algunos GEMM para la acumulacion de
PHA, pero solamente se presentan datos in silico de las posibles propiedades de los
polimeros sintetizados por los organismos como E. coli, Pseudomonas putida KT2440,
sin presentar evidencia suficiente de la comparacion entre los datos in silico con

resultados experimentales (Nogales et al., 2008).

5.3.5 Andlisis del plano de fase del consumo de CH, y citrato.

Después de la seleccion de cosustratos, se hicieron una serie de experimentos donde
se evaluo el efecto de la adicién de citrato y propionato sobre el consumo de CH, y la
acumulacién de PHA; tanto el citrato como propionato obtuvieron buenas resultados
en cuanto a la composicion del polimero, como se muestra en la Tabla 5-10, la
diferencia fue que la cepa alcanza un contenido de PHA mayor utilizando citrato
(82 %), asi que se realizaron planos de fases para estudiar el efecto de este

cosustrato, las condiciones estudiadas que se utilizan como limites para el modelo se
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muestran en la Tabla 5-9. Se ejecutd el andlisis del plano de fase para elucidar la
correlacion entre el consumo de CH, y el consumo de citrato sobre la produccién de
PHB y PHB-V-O (78:13:9), La Figura 5-14 se generdé con una maya de 10000
simulaciones de diferentes tasas de consumo de CHy, y citrato, dentro de las cuales se
incluyeron los valores experimentales de la Tabla 5-9, y fueron comparados con los
resultados de la Tabla 5-10, donde se observé que los resultados experimentales para
el caso de la sintesis de PHA se encuentran cerca del 6ptimo para el caso de CH,y
CHg-citrato, mientras que para los experimentos con citrato los rendimientos
alcanzados experimentalmente estan mas alejados de los predichos por el modelo, se
construyeron planos de fases con la relacion n, tratando de localizar la linea 6ptima, ya
que los planos de fases con la solucion a la funcién objetivo no se encontrd, esto nos
puede ayudar a encontrar las concentraciones O6ptimas de cosustratos para la
acumulacion de cierto polimero, pero en general al analizar los resultados no se
observé una linea de 6ptimalidad solamente que a mayor cantidad de sustratos, mayor

rendimiento de polimero.
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6. CONCLUSIONES

6.1 Conclusion general

El estudio desarrollado en esta tesis permitié hacer un analisis de la biotransformacién
de CH,; en PHA,; durante este trabajo se aislé6 una nueva especie metanotrofica,
Methylobacterium organophilum CZ-2, que fue estudiada bajo diferentes condiciones
de cultivo en vista de incrementar su capacidad degradadora de CH, y optimizar la
produccién de PHA utilizando diferentes cosustratos, los cuales fueron seleccionados

de manera racional a través de un modelo metabdlico.

En general los objetivos planteados al inicio de este proyecto se cumplieron
satisfactoriamente, ahora el tratamiento de corrientes contaminadas con CH,4 en bajas
concentraciones se puede realizar con un microorganismo novedoso, el cual tiene
altas potencialidades metanotréficas y una maquinaria enzimatica capaz de acumular
PHA de alta calidad, este estudio podria ser el inicio de la sustentabilidad del

tratamiento CH, al generar un producto de valor agregado.

6.2 Conclusiones particulares

e La cepa M. organophilum CZ-2 aislada de un consorcio metanotrofico obtenido
a partir de una planta de tratamiento de aguas residuales fue capaz de eliminar
cantidades importantes de CH, del aire, al mismo tiempo que produce altas
cantidades de PHB. Este es el primer informe de la degradacion de CH,; y
produccion de PHB en un TPPB por M. organophilum.

e La capacidad de M. organophilum CZ-2 de consumir CH, y de acumular PHA
representa una alternativa interesante en el tratamiento de concentraciones
bajas de este gas de efecto invernadero. Mas aun, la incorporacion simultanea
de un cosustrato permite alterar el perfii de PHA. La acumulacion de
copolimeros que contienen HB, HV, HO o incluso HH representa el primer

informe de los PHA sobre el CH, y cosustratos. El contenido de PHA (Ypua =
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0.88) es superior a los valores previamente reportados. Estos polimeros
podrian brindar mejores propiedades para su aplicacion industrial y un enorme
potencial para la investigacion sobre la caracterizacion y nuevas aplicaciones.

Un modelo metabdlico escala del genoma que representa el metabolismo
metanotréfico fue desarrollado, las reacciones que componen el modelo son
las encontradas en el metabolismo estresado bajo limitacién de nitrégeno, los
datos experimentales estan muy cerca de los obtenidos a partir de los
resultados in silico, en el modelo se incluyé la sintesis y degradaciéon de los
polihidroxialcanoatos de cadena corta y media, la adicion de citrato y
propionato fue apoyada después de un analisis de flujo metabdlico de 8

sustratos diferentes, y el célculo del precio por cada mol de polimero.
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Anexo 1. Ejemplo AFM red metabdlica hipotética.

La siguiente seccion describe la metodologia con una pequefia red metabdlica

hipotética
A) Representacion grafica Reacciones
Cexc 4 Acxe => Aq
T 2 Bexc => B4
[ D, A_; Dese r3 A1=>C4
kI\ L7} Cq=>Cayc
A rs B1=>C4

Rt > By Gy b Co 90 :

/ 5 C1=>0Cp
—> 81/

Be-(c > B1

7 81 => 82
K Compartimento 2 fs C,+B,=>2D>
\ Compartimento 1 ) ro Dz => D4
1o D1 => Dexe
B)
Mo 10
2 b
0<r, <l i A
1 0<n+r,<1
0<n <l

Figura Al-1. Principios de AFM. A) Una red metabdlica que esta compuesta por 10
reacciones (de los cuales 6 son internas), 11 metabolitos (de los cuales 7 son internos)
y contiene dos compartimentos. Los subindices de los metabolitos indican qué
compartimento al que pertenezcan. R;, Ry, Rs ¥ Ry son reacciones de intercambio. Rg,
R; y Ry son reacciones que transportan metabolitos entre compartimentos. Tenga en
cuenta que, mientras que, por ejemplo, C; y C, representan el mismo compuesto
guimico que se consideran como metabolitos Unicos para los propésitos de modelado.
También tenga en cuenta que la estequiometria de las conversiones enziméticas se
expresan en la red (ver rg). B) El espacio de la solucion factible se muestra para la

reacciones ry, rp, y rip. Todos los puntos del cono gris representan soluciones viables
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dadas las restricciones. Como se imponen restricciones adicionales del espacio de

soluciones se hace mas estrecho.

Un balance de masa para cada metabolito queda en forma:

Acumulaciéon = entrada — salida + genera — consume — dilucion (1)

dx;
E = Ventrada,i — Vsalida,i + vgeneracién,i — Vconsumo,i — MXi (2)

En la ec. 2 la tasa de acumulacién del metabolito x; se define como la tasa en la que
se recoge (Ventradari), MENOS la tasa por la cual se elimina (Vsaida, i), Mas la tasa en la que
se genera (Vgeneracisn, i) Y Menos la tasa en la que se consume (Veonsumo, i)- El t€rmino
dilucion (ux;) representa la disminucion de la concentracién que proviene del hecho de
gue una célula se expande a medida crece. Debido a que las concentraciones
intracelulares de la mayoria de los metabolitos son flujos muy bajos en comparacion
con las que los afectan, el término dilucibn generalmente se puede despreciar

(Stephanopoulos et al., 1998).

Para el metabolito D, en la figura anterior, la ecuacion seria la siguiente:

dp
d_tz = 2rg — 19 (3)

Esta relacibn se puede expresar en una notacion matricial para representar los
balances de masa para todos metabolitos:

dx

e S.v (4)

En (4) S es una matriz que contiene los coeficientes estequiométricos que definen la
red metabolica. Esta matriz se conoce como la matriz estequiométrica; v es un vector
con la tasa de cada reaccion y x es un vector con los cambios resultantes en las
concentraciones con respecto al tiempo para cada uno de los metabolitos internos. El
AFM se basa en la suposicion de que la escala de tiempo para los cambios en los
pools de metabolito internos (tipicamente segundos o0 minutos) es mucho mas rapido
que la escala de tiempo para el crecimiento o para los cambios en el medio ambiente
(tipicamente minutos o horas). Por lo tanto, es razonable suponer que los metabolitos

son internos en estado estacionario (lo que significa que su cambio en la
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concentracion es 0) (Varma y Palsson, 1994b). La ecuacién (4) a continuacion, se

simplifica a:
0=S.v (5)

Para la ruta metabdlica antes presentada, la representacion seria la siguiente:

0 10 -1 0 0 0 0 0 0 07fn
of 301 0 0 -1 0 -1 0 0 0]]|m
0] /0 01 -1 1 -1 0 0 0 0]
of=2lo o 0 0o 0o 1 0 -1 0 0]|n (6)
of p;f0o 0o 0o o o o 1 -10 0]]"
ofl »«/0 0 0 0 0 0 0 0 2 -1f|%
0 00 0 0 0 0o o0 o0 o 1L

En AFM el objetivo ahora habria sido medir un nimero suficientemente grande de
flujos para tener un modelo determinado. Con 10 variables (los flujos desconocidos) y
7 ecuaciones (balances de masa alrededor de los metabolitos internos) el sistema
tiene 10 — 7 = 3 grados de libertad (si todas las reacciones fueron linealmente
independientes). Por lo tanto, los tres flujos tendrian que ser medidos. En AFM el
objetivo es limitar el sistema para reducir el conjunto de distribuciones de flujo factibles.
Ademas, una restriccion adicional y fundamental es impuesta por la termodinamica
(por ejemplo, la reversibilidad o irreversibilidad efectiva de las reacciones). En el

ejemplo de red todas las reacciones son irreversibles y por lo tanto, sostiene que:
v=0 (7)

Tres criterios que deben cumplirse para el AFM: 1) la red metabdlica debe representar
correctamente las capacidades metabdlicas del organismo en estudio, 2) las
restricciones deben explicar correctamente las limitaciones fisiol6gicas bajo las que el
sistema funciona, 3) la funcién objetivo debe describir correctamente el objetivo que se
desea para la célula. El primer punto se analiza en detalle en la reconstruccion GEMM.

Los siguientes puntos se discuten a continuacion:

Figura Al-1(b) muestra el efecto de imponer restricciones adicionales sobre el modelo,
en la parte izquierda de la figura las tasas de consumo de los metabolitos A1 y Bl
estan restringidas a ser < 1. Estas restricciones definen un cono viable de soluciones,
que se muestra en gris, se debe tomar en cuenta que no se permiten todas las
combinaciones de valores para R;, R, ¥ Rip, ya que sus relaciones se definen por la

estequiometria de las reacciones.

Las restricciones mas utilizadas en el consumo o excrecion y se basan generalmente

en los flujos medidos experimentalmente. En lado derecho de la figura una restriccion
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adicional se ha impuesto, la cual establece que la suma de R; y R, debe ser <1. Esto
corta el cono y reduce aun més el conjunto de distribuciones de flujo permitidos. Ha
habido muchos intentos de definir restricciones que son biolégicamente relevantes y
gue no requieren de mediciones in vivo de capacidades enzimaticas que son costosas
y dificiles de realizar. Ejemplos de restricciones incluyen: limitaciones fisicas, tales
como velocidades de difusion; los limites de las enzima (Beg et al.,, 2007).
Limitaciones reguladoras en las que las enzimas pueden estar activas bajo una
condicion dada (Covert et al., 2001); equilibrio de la energia para excluir
termodindmicamente soluciones no factibles (Beard et al., 2002); limitaciones
termodinamicas basadas en las energias libres de formacién (AG) en condiciones

estandar para metabolitos (Henry et al, 2006).

Pero ¢Cémo hace una célula para ajustar sus flujos intracelulares, dadas las
limitaciones que tiene? En AFM se supone que las funciones del metabolismo celular
de acuerdo con algun objetivo, y que dicho objetivo se puede definir como una

combinacién lineal de las velocidades de reaccion
Maximizar  ¢Tv
Sujeto a: 0=S.v
Limites inferiores < v < limites superiores (8)

En la ec. 8, ¢ es un vector con coeficientes para cada una de las reacciones. La c'v es
una expresion que a continuacién, se convierte en el producto del flujo y el coeficiente
objetivo, sumado sobre todas las reacciones. El sistema definido por la ec. 8 se puede
resolver de manera eficiente, también en caso de grandes rutas, mediante el uso de
programacion lineal (Karp, 2008). Ha habido muchos estudios sobre lo que constituye
una buena funcién objetivo. Algunas de las primeras sugerencias fueron bastante
simples, como maximizar la produccién de NADPH o reducir al minimo la produccion
de ATP (Bonarius et al., 1997). Cuando la composicion molecular de la biomasa se
cuantific6 con suficiente detalle para hacer posible utilizar la maximizacion del
crecimiento como un objetivo (Varma y Palsson, 1994a). Este objetivo resulté ser una
aproximacion muy buena, y aun sigue siendo, el objetivo mas utilizado para el
modelado de las células microbianas. Los objetivos mas complejos, tales como la
maximizacion de la produccién de entropia (Henry et al., 2006) o combinaciones de
varios de los objetivos mencionados aqui (Schuetz et al.,, 2012) se han propuesto
desde entonces, en el caso del modelo estequiométrico presentado en esta tesis la

funcién objetivo seleccionada fue la produccién de polihidroxialcanoatos, tanto de
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homopolimeros de PHB como en copolimeros de diferentes hidroxialcanoatos, hasta

moléculas de 8 carbonos.

La idea de que un sistema complejo como una célula viva pueda ser modelado a partir
de un pequefio conjunto de limitaciones fisiolégicas y en objetivos generales resulta

atractivo para la optimizacion de procesos.
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Anexo 2. Listado de reacciones incluidas en el modelo.

Tabla A2-1. Reacciones incluidas en el modelo.

ID COMPARTIMENTO

REACCION

1

10

11

12

13

14

15

Periplasma
Periplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma

Citoplasma

methane[Periplasm] + O2[Periplasm] => H2O[Periplasm] + methanol[Periplasm]

methanol[Periplasm] + 2 oxidized-cytochrome-c[Cytoplasm] => formaldehyde[Periplasm] + 2 H(+)[Periplasm] + 2 reduced-cytochrome-c[Cytoplasm]
formaldehyde[Cytoplasm] + tetrahydrofolate[Cytoplasm] => 5,10-methylenetetrahydrofolate[Cytoplasm] + H20O[Cytoplasm]

formaldehyde[Cytoplasm] + tetrahydromethanopterin[Cytoplasm] => 5,10-methylenetetrahydromethanopterin[Cytoplasm] + H2O[Cytoplasm]
5,10-methylenetetrahydromethanopterin[Cytoplasm] + NADP(+)[Cytoplasm] => 5,10-methenyltetrahydromethanopterin[Cytoplasm] + NADPH[Cytoplasm] + H(+)[Cytoplasm]
5,10-methylenetetrahydromethanopterin[Cytoplasm] + NAD(+)[Cytoplasm] => 5,10-methenyltetrahydromethanopterin[Cytoplasm] + NADH[Cytoplasm] + H(+)[Cytoplasm]
5-formyltetrahydromethanopterin[Cytoplasm] <=> 5,10-methenyltetrahydromethanopterin[Cytoplasm] + H2O[Cytoplasm]

methanofuran[Cytoplasm] + 5-formyltetrahydromethanopterin[Cytoplasm] => tetrahydromethanopterin[Cytoplasm] + formylmethanofuran[Cytoplasm]
formylmethanofuran[Cytoplasm] + H2O[Cytoplasm] => formate[Cytoplasm] + methanofuran[Cytoplasm]

formate[Cytoplasm] + NAD(+)[Cytoplasm] => CO2[Cytoplasm] + NADH[Cytoplasm] + H(+)[Cytoplasm]

10-formyltetrahydrofolate[Cytoplasm] + ADP[Cytoplasm] + phosphate[Cytoplasm] <=> formate[Cytoplasm] + ATP[Cytoplasm] + tetrahydrofolate[Cytoplasm]
5,10-methenyltetrahydrofolate[Cytoplasm] + H20O[Cytoplasm] <=> 10-formyltetrahydrofolate[Cytoplasm] + H(+)[Cytoplasm]

5,10-methylenetetrahydrofolate[Cytoplasm] + NADP(+)[Cytoplasm] <=> 5,10-methenyltetrahydrofolate[Cytoplasm] + NADPH[Cytoplasm]
5,10-methylenetetrahydrofolate[Cytoplasm] + glycine[Cytoplasm] + H20[Cytoplasm] <=> tetrahydrofolate[Cytoplasm] + L-serine[Cytoplasm]

L-serine[Cytoplasm] + glyoxylate[Cytoplasm] => hydroxypyruvate[Cytoplasm] + glycine[Cytoplasm]
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16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma

Citoplasma

Anexos

hydroxypyruvate[Cytoplasm] + NADH[Cytoplasm] + H(+)[Cytoplasm] <=> D-glycerate[Cytoplasm] + NAD(+)[Cytoplasm]

D-glycerate[Cytoplasm] + ATP[Cytoplasm] => 2-phospho-D-glycerate[Cytoplasm] + ADP[Cytoplasm]

2-phospho-D-glycerate[Cytoplasm] <=> phosphoenolpyruvate[Cytoplasm] + H20O[Cytoplasm]

oxaloacetate[Cytoplasm] + phosphate[Cytoplasm] <=> phosphoenolpyruvate[Cytoplasm] + CO2[Cytoplasm] + H20O[Cytoplasm]
(S)-malate[Cytoplasm] + NAD(+)[Cytoplasm] <=> oxaloacetate[Cytoplasm] + NADH[Cytoplasm] + H(+)[Cytoplasm]

(S)-malate[Cytoplasm] + CoA[Cytoplasm] + ATP[Cytoplasm] => (S)-malyl-CoA[Cytoplasm] + ADP[Cytoplasm] + phosphate[Cytoplasm]
(S)-malyl-CoA[Cytoplasm] <=> acetyl-CoA[Cytoplasm] + glyoxylate[Cytoplasm]

2 acetyl-CoA[Cytoplasm] => CoA[Cytoplasm] + acetoacetyl-CoA[Cytoplasm]

acetoacetyl-CoA[Cytoplasm] + NADPH[Cytoplasm] + H(+)[Cytoplasm] <=> (R)-3-hydroxybutanoyl-CoA[Cytoplasm] + NADP(+)[Cytoplasm]
succinyl-CoA[Cytoplasm] + acetoacetate[Cytoplasm] <=> succinate[Cytoplasm] + acetoacetyl-CoA[Cytoplasm]

acetoacetyl-CoA[Cytoplasm] + acetate[Cytoplasm] <=> acetyl-CoA[Cytoplasm] + acetoacetate[Cytoplasm]

pyruvate[Cytoplasm] + H2O[Cytoplasm] + 2 oxidized-cytochrome-c[Cytoplasm] => acetate[Cytoplasm] + CO2[Cytoplasm] + 2 reduced-cytochrome-c[Cytoplasm] + 2 H(+)[Cytoplasm]
ATP[Cytoplasm] + acetate[Cytoplasm] + CoA[Cytoplasm] => AMP[Cytoplasm] + diphosphate[Cytoplasm] + acetyl-CoA[Cytoplasm]
propionyl-CoA[Cytoplasm] + oxaloacetate[Cytoplasm] <=> pyruvate[Cytoplasm] + (R)-methylmalonyl-CoA[Cytoplasm]

crotonyl-CoA[Cytoplasm] + NADPH[Cytoplasm] + H(+)[Cytoplasm] + CO2[Cytoplasm] <=> (2S)-ethylmalonyl-CoA[Cytoplasm] + NADP(+)[Cytoplasm]
crotonyl-CoA[Cytoplasm] + NADPH[Cytoplasm] + H(+)[Cytoplasm] <=> butyryl-CoA[Cytoplasm] + NADP(+)[Cytoplasm]

ATP[Cytoplasm] + butyryl-CoA[Cytoplasm] + HCO3(-)[Cytoplasm] + H(+)[Cytoplasm] => ADP[Cytoplasm] + phosphate[Cytoplasm] + (2S)-ethylmalonyl-CoA[Cytoplasm]
(2S)-ethylmalonyl-CoA[Cytoplasm] <=> (2S)-methylsuccinyl-CoA[Cytoplasm]

mesaconyl-CoA[Cytoplasm] + H20O[Cytoplasm] <=> erythro-b-methylmalyl-CoA[Cytoplasm]

(2S)-methylsuccinyl-CoA[Cytoplasm] + oxidized-ETF[Cytoplasm] <=> mesaconyl-CoA[Cytoplasm] + reduced-ETF[Cytoplasm]
propionyl-CoA[Cytoplasm] + glyoxylate[Cytoplasm] <=> erythro-b-methylmalyl-CoA[Cytoplasm]

ATP[Cytoplasm] + propionyl-CoA[Cytoplasm] + HCO3(-)[Cytoplasm] + H(+)[Cytoplasm] => ADP[Cytoplasm] + phosphate[Cytoplasm] + (S)-methylmalonyl-CoA[Cytoplasm]
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38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Externos

Externos
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(S)-methylmalonyl-CoA[Cytoplasm] <=> (R)-methylmalonyl-CoA[Cytoplasm]

succinyl-CoA[Cytoplasm] <=> (R)-methylmalonyl-CoA[Cytoplasm]

acetyl-CoA[Cytoplasm] + H20O[Cytoplasm] + oxaloacetate[Cytoplasm] => citrate[Cytoplasm] + CoA[Cytoplasm]

citrate[Cytoplasm] <=> threo-D-isocitrate[Cytoplasm]

threo-D-isocitrate[Cytoplasm] + NADP(+)[Cytoplasm] => 2-oxoglutarate[Cytoplasm] + CO2[Cytoplasm] + NADPH[Cytoplasm] + H(+)[Cytoplasm]
2-oxoglutarate[Cytoplasm] + CoA[Cytoplasm] + NAD(+)[Cytoplasm] <=> succinyl-CoA[Cytoplasm] + CO2[Cytoplasm] + NADH[Cytoplasm] + H(+)[Cytoplasm]
succinyl-CoA[Cytoplasm] + H20[Cytoplasm] <=> CoA[Cytoplasm] + succinate[Cytoplasm]

succinate[Cytoplasm] + UQ[Cytoplasm] <=> fumarate[Cytoplasm] + UQH2[Cytoplasm]

fumarate[Cytoplasm] + H20O[Cytoplasm] => (S)-malate[Cytoplasm]

(S)-malate[Cytoplasm] + NAD(+)[Cytoplasm] <=> pyruvate[Cytoplasm] + CO2[Cytoplasm] + NADH[Cytoplasm] + H(+)[Cytoplasm]
pyruvate[Cytoplasm] + CoA[Cytoplasm] + NAD(+)[Cytoplasm] <=> acetyl-CoA[Cytoplasm] + CO2[Cytoplasm] + NADH[Cytoplasm] + H(+)[Cytoplasm]
oxaloacetate[Cytoplasm] => pyruvate[Cytoplasm] + CO2[Cytoplasm]

ATP[Cytoplasm] + succinate[Cytoplasm] + CoA[Cytoplasm] => ADP[Cytoplasm] + phosphate[Cytoplasm] + succinyl-CoA[Cytoplasm]
(S)-malate[Cytoplasm] + UQ[Cytoplasm] => oxaloacetate[Cytoplasm] + UQH2[Cytoplasm]

crotonyl-CoA[Cytoplasm] + H20O[Cytoplasm] <=> (R)-3-hydroxybutanoyl-CoA[Cytoplasm]

ATP[Cytoplasm] + pyruvate[Cytoplasm] + phosphate[Cytoplasm] <=> AMP[Cytoplasm] + phosphoenolpyruvate[Cytoplasm] + diphosphate[Cytoplasm]
(S)-3-hydroxybutanoyl-CoA[Cytoplasm] <=> (R)-3-hydroxybutanoyl-CoA[Cytoplasm]

acetoacetyl-CoA[Cytoplasm] + NADH[Cytoplasm] + H(+)[Cytoplasm] <=> (S)-3-hydroxybutanoyl-CoA[Cytoplasm] + NAD(+)[Cytoplasm]
(S)-3-hydroxybutanoyl-CoA[Cytoplasm] <=> crotonyl-CoA[Cytoplasm] + H2O[Cytoplasm]

propionate[Cytoplasm] + ATP[Cytoplasm] + CoA[Cytoplasm] => AMP[Cytoplasm] + propionyl-CoA[Cytoplasm] + diphosphate[Cytoplasm]
methane[External] => methane[Periplasm]

methanol[External] => methanol[Periplasm]
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60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

Externos
Externos
Externos
Externos
Externos
Externos
Externos
Externos
Externos
Externos
Externos
Periplasma
Periplasma
Periplasma
Periplasma
Externos
Periplasma
Externos
Citoplasma
Externos
Externos

Externos
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citrate[External] => citrate[Cytoplasm]
propionate[External] => propionate[Cytoplasm]
glyoxylate[External] => glyoxylate[Cytoplasm]
acetate[External] => acetate[Cytoplasm]
succinate[External] => succinate[Cytoplasm]
fumarate[External] => fumarate[Cytoplasm]
formate[External] => formate[Cytoplasm]
CoA[External] => CoA[Cytoplasm]
O2[External] => O2[Periplasm]
phosphate[External] => phosphate[Periplasm]
CO2[Cytoplasm] => HCO3(-)[Cytoplasm]
phosphate[Periplasm] + ATP[Cytoplasm] + H2O[Cytoplasm] => 2 phosphate[Cytoplasm] + ADP[Cytoplasm]
O2[Periplasm] <=> O2[Cytoplasm]
CO2[Periplasm] <=> CO2[Cytoplasm]
formaldehyde[Periplasm] <=> formaldehyde[Cytoplasm]
CO2[Periplasm] => CO2[External]
H2O[Cytoplasm] <=> H2O[Periplasm]
H20O[Cytoplasm] <=> H2O[External]
H(+)[Cytoplasm] <=> H(+)[Periplasm]
H(+)[Cytoplasm] => H(+)[External]
AMP[Cytoplasm] => AMP[External]

PHA(n)[Cytoplasm] => PHA(n)[External]
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82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

Externos
Periplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Periplasma
Periplasma
Periplasma
Periplasma
Periplasma
Periplasma
Periplasma
Citoplasma
Periplasma
Periplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma

Citoplasma

Anexos

PHB(n)[External] => 0.78 3HB(n)[Cytoplasm] + 0.13 3HV(n)[Cytoplasm] + 0.09 3HO(n)[Cytoplasm]

2 UQH2[Cytoplasm] + O2[Cytoplasm] + 4 HH(+)[Cytoplasm] => 2 UQ[Cytoplasm] + 2 H20O[Cytoplasm] + 4 HH(+)[Periplasm]
reduced-ETF[Cytoplasm] + UQ[Cytoplasm] <=> oxidized-ETF[Cytoplasm] + UQH2[Cytoplasm]

diphosphate[Cytoplasm] + H20[Cytoplasm] => 2 phosphate[Cytoplasm]

2 oxidized-ferredoxin[Cytoplasm] + NADPH[Cytoplasm] <=> 2 reduced-ferredoxin[Cytoplasm] + NADP(+)[Cytoplasm] + HH(+)[Cytoplasm]
2 reduced-ferredoxin[Cytoplasm] + 2 HH(+)[Cytoplasm] + UQ[Cytoplasm] => 2 oxidized-ferredoxin[Cytoplasm] + UQH2[Cytoplasm]
UQ[Cytoplasm] + NADH[Cytoplasm] + HH(+)[Cytoplasm] => UQH2[Cytoplasm] + NAD(+)[Cytoplasm]

diphosphate[Cytoplasm] + H20[Cytoplasm] + HH(+)[Cytoplasm] => 2 phosphate[Cytoplasm] + HH(+)[Periplasm]

ADP[Cytoplasm] + phosphate[Cytoplasm] + 4 HH(+)[Periplasm] => ATP[Cytoplasm] + H2O[Cytoplasm] + 4 HH(+)[Cytoplasm]

2 reduced-cytochrome-c[Cytoplasm] + 0.5 O2[Cytoplasm] + 4 HH(+)[Cytoplasm] => 2 oxidized-cytochrome-c[Cytoplasm] + 1 H20O[Cytoplasm] + 4 HH(+)[Periplasm]
1 UQH2[Cytoplasm] + 0.5 O2[Cytoplasm] + 4 HH(+)[Cytoplasm] => 1 UQ[Cytoplasm] + 1 H20O[Cytoplasm] + 4 HH(+)[Periplasm]

2 oxidized-cytochrome-c[Cytoplasm] + UQH2[Cytoplasm] => 2 reduced-cytochrome-c[Cytoplasm] + UQ[Cytoplasm] + 2 HH(+)[Periplasm]
NADHI[Cytoplasm] + UQ[Cytoplasm] + 5 HH(+)[Cytoplasm] => NAD(+)[Cytoplasm] + UQH2[Cytoplasm] + 4 HH(+)[Periplasm]
NADP(+)[Cytoplasm] + NADH[Cytoplasm] + HH(+)[Periplasm] => NADPH[Cytoplasm] + NAD(+)[Cytoplasm] + HH(+)[Cytoplasm]
NAD(+)[Cytoplasm] + ATP[Cytoplasm] => NADP(+)[Cytoplasm] + ADP[Cytoplasm]

formate[Periplasm] + 2 oxidized-cytochrome-c[Cytoplasm] => CO2[Periplasm] + 2 reduced-cytochrome-c[Cytoplasm] + 2 HH(+)[Periplasm]
formaldehyde[Periplasm] + 2 oxidized-cytochrome-c[Cytoplasm] => formate[Periplasm] + 2 HH(+)[Periplasm] + 2 reduced-cytochrome-c[Cytoplasm]
(R)-3-hydroxybutanoyl-CoA[Cytoplasm] + NADPH[Cytoplasm] => 3HB(n)[Cytoplasm] + NADP(+)[Cytoplasm] + CoA[Cytoplasm]
propionyl-CoA[Cytoplasm] + acetyl-CoA[Cytoplasm] => ketovaleryl-CoA[Cytoplasm] + CoA[Cytoplasm]

ketovaleryl-CoA[Cytoplasm] + NADPH[Cytoplasm] => HVCoA[Cytoplasm] + NADP(+)[Cytoplasm]

HVCoA[Cytoplasm] => 3HV(n)[Cytoplasm] + CoA[Cytoplasm]

0.78 3HB(n)[Cytoplasm] + 0.13 3HB(n)[Cytoplasm] + 0.09 3HB(n)[Cytoplasm] => PHA(n)[Cytoplasm]
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104 Citoplasma succinyl-CoA[Cytoplasm] + NADPH[Cytoplasm] + H(+)[Cytoplasm] <=> succinate semialdehyde[Cytoplasm] + NADP(+)[Cytoplasm]

105 Citoplasma NADPHI[Cytoplasm] + succinate semialdehyde[Cytoplasm] <=> (R)-4-hydroxybutanoyl-CoA[Cytoplasm] + NADP(+)[Cytoplasm]

106 Citoplasma (R)-4-hydroxybutanoyl-CoA[Cytoplasm] + NADPH[Cytoplasm] => 4HB(n)[Cytoplasm] + CoA[Cytoplasm] + NADP(+)[Cytoplasm]

107 Citoplasma (R)-4-hydroxybutanoyl-CoA[Cytoplasm] + propionyl-CoA[Cytoplasm] => (R)-4-hydroxyheptanoyl-CoA[Cytoplasm] + CoA[Cytoplasm]

108 Citoplasma (R)-4-hydroxyheptanoyl-CoA[Cytoplasm] => 4HHep(n)[Cytoplasm] + CoA[Cytoplasm]

109 Citoplasma (R)-4-hydroxybutanoyl-CoA[Cytoplasm] + (R)-3-hydroxybutanoyl-CoA[Cytoplasm] => (R)-4-hydroxyoctanyl-CoA[Cytoplasm] + CoA[Cytoplasm]
110 Citoplasma (R)-4-hydroxyoctanyl-CoA[Cytoplasm] + NADPH[Cytoplasm] => 4HO(n)[Cytoplasm] + CoA[Cytoplasm] + NADP(+)[Cytoplasm]

111 Citoplasma 2 (R)-3-hydroxybutanoyl-CoA[Cytoplasm] => (R)-3-hydroxyoctanyl-CoA[Cytoplasm] + CoA[Cytoplasm]

112 Citoplasma ketovaleryl-CoA[Cytoplasm] + propionyl-CoA[Cytoplasm] + NADPH[Cytoplasm] => (R)-3-hydroxyoctanyl-CoA[Cytoplasm] + NADP(+)[Cytoplasm] + CoA[Cytoplasm]
113 Citoplasma (R)-3-hydroxyoctanyl-CoA[Cytoplasm] + NADPH[Cytoplasm] => 3HO(n)[Cytoplasm] + CoA[Cytoplasm] + NADP(+)[Cytoplasm]

114 Citoplasma 3HB(n)[Cytoplasm] + H20O[Cytoplasm] => 3HB(n-1)[Cytoplasm] + (R)-3-hydroxybutanoate[Cytoplasm]

115 Citoplasma (R)-3-hydroxybutanoyl-CoA[Cytoplasm] + 3HB(n-1)[Cytoplasm] => 3HB(n)[Cytoplasm] + CoA[Cytoplasm]

116 Citoplasma (R)-3-hydroxybutanoate[Cytoplasm] + NAD(+)[Cytoplasm] <=> acetoacetate[Cytoplasm] + NADH[Cytoplasm] + H(+)[Cytoplasm]

117 Citoplasma 3HV(n)[Cytoplasm] + H20O[Cytoplasm] => 3HV(n-1)[Cytoplasm] + hydroxyvalerate[Cytoplasm]

118 Citoplasma HVCoA[Cytoplasm] + NADPH[Cytoplasm] + 3HV(n-1)[Cytoplasm] => 3HV(n)[Cytoplasm] + NADP(+)[Cytoplasm] + CoA[Cytoplasm]

119 Citoplasma hydroxyvalerate[Cytoplasm] + NADP(+)[Cytoplasm] => ketovalerate[Cytoplasm] + NADPH[Cytoplasm]

120 Citoplasma ketovalerate[Cytoplasm] => acetate[Cytoplasm] + propionate[Cytoplasm]

121 Citoplasma 3HO(n)[Cytoplasm] + H20O[Cytoplasm] => (R)-3-hydroxyoctanoate[Cytoplasm] + 3HO(n-1)[Cytoplasm]

122 Citoplasma (R)-3-hydroxyoctanyl-CoA[Cytoplasm] + 3HO(n-1)[Cytoplasm] + NADPH[Cytoplasm] => 3HO(n)[Cytoplasm] + CoA[Cytoplasm] + NADP(+)[Cytoplasm]
123 Citoplasma (R)-3-hydroxyoctanoate[Cytoplasm] + H2O[Cytoplasm] => 2 (R)-3-hydroxybutanoate[Cytoplasm]

124 Citoplasma (R)-3-hydroxyoctanoate[Cytoplasm] + H20[Cytoplasm] => ketovalerate[Cytoplasm] + propionate[Cytoplasm]

125 Citoplasma AMP[Cytoplasm] + ATP[Cytoplasm] => 2 ADP[Cytoplasm]
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126 Citoplasma ATP[Cytoplasm] => ADP[Cytoplasm] + phosphate[Cytoplasm]

127 Citoplasma ATP[Cytoplasm] + CoA[Cytoplasm] + H(+)[Cytoplasm] + acetoacetate[Cytoplasm] => diphosphate[Cytoplasm] + AMP[Cytoplasm] + acetoacetyl-CoA[Cytoplasm]
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Anexo 3. Listado de enzimas.

Tabla A2-1. Enzimas.

ID NUMERO EC

NOMBRE

1

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

1.14.13.15

1.1.99.8

noEC

4.3.-.-

3.5.4.27

2.3.1.101

1.21.2

6.3.4.3

3.54.9

1515

2121

2.6.1.45

1.1.1.29

2.7.1.165

42.1.11

4.1.1.31

1.1.1.37

6.2.1.9

4.1.3.24

2.3.1.9

1.1.1.36

2.8.35

methane monooxygenase

methanol dehydrogenase

H4F-dependent formaldehyde activating
H4MPT-dependent formaldehyde activating
methylenetetrahydromethanopterin dehydrogenase 1
methylenetetrahydromethanopterin dehydrogenase 2
methenyltetrahydrometanopterin cyclohydrolase
formylmethanofuran:H4MPT formyltransferase
formyl-MFS hydrolysis

formate dehydrogenase
formate-tetrahydrofolate ligase
methenyltetrahydrofolate cyclohydrolase
methylenetetrahydrofolate dehydrogenase
serine hydroxymethyltransferase
L-serine-glyoxylate aminotransferase
hydroxypyruvate reductase

glycerate kinase

enolase

phosphoenolpyruvate carboxylase

malate dehydrogenase

malyl-CoA synthetase

malyl-CoA lyase

acetyl-CoA C-acetyltransferase
acetoacetyl-CoA reductase 1

succinyl-CoA:3-oxo-acid CoA-transferase
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26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

Anexos

2.8.3.-

1222

6.2.1.1

1.3.1.85

1.3.18

noEC

5.4.99.2

noEC

noEC

noEC

6.4.1.3

5.1.99.1

5.4.99.2

2331

42.13

1.1.1.42

noEC

3.1.23

1.3.99.1

42.1.2

1.1.1.39

noEC

41.13

6.2.15

1.1.99.16

4.2.1.17

2791

5123

1.1.1.35

4.2.1.17

CoA-transferases

pyruvate dehydrogenase/oxidase
acetyl-CoA synthetase

un know

crotonyl-CoA reductase/carboxylase
crotonyl-CoA reductase
butyryl-CoA carboxylase
ethylmalonyl-CoA mutase
mesaconyl-CoA hydratase
methylsuccinyl-CoA dehydrogenase
b-methylmalyl-CoA lyase
propionyl-CoA carboxylase 1
methylmalonyl-CoA epimerase
methylmalonyl-CoA mutase

citrate synthase

aconitate hydratase

isocitrate dehydrogenase
2-oxoglutarate dehydrogenase
succinyl-CoA hydrolase

succinate dehydrogenase

fumarate hydratase

malate dehydrogenase (decarboxylating)

pyruvate dehydrogenase
oxaloacetate decarboxylase

succinyl-CoA synthetase

malate dehydrogenase, FAD/NAD(P)-binding domain

(R)-3-hydroxybutyryl-CoA dehydratase

pyruvate phosphate dikinase

3-hydroxyacyl-CoA epimerase (n-4:0)

3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase (n-4:0)

3-hydroxybutyryl-CoA dehydratase
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57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87
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noEC

noEC

noEC

noEC

noEC

noEC

noEC

noEC

noEC

noEC

noEC

noEC

noEC

noEC

noEC

noEC

noEC

noEC

noEC

noEC

noEC

noEC

noEC

noEC

2.3.1.B6

1.9.3.-

3.6.11

1.18.1.2

propionate CoA syntase

methane transport via diffusion (extracellular to periplasm)
methanol transport

Citrate transport

Propionate transport

Glyoxylate transport

Acetate transport

Succinate transport

Fumarate transport

Formate transport

CoA

02 transport via diffusion (extracellular to periplasm)
phosphate transport via diffusion (extracellular to periplasm)
HCO3(-)[Cytoplasm]

phosphate ABC transporter

02 transport via diffusion (periplasm to cytoplasm)

CO2 transport via diffusion (periplasm to cytoplasm)
formaldehyde transport via diffusion (periplasm to cytoplasm)
CO2 transport via diffusion (extracellular to periplasm)
OUT H20

OUT H20

out H+

OUT H+

out AMP

PHA OUT

PHA copolymer inlet

cytochrome d terminal oxidase

ETF dehydrogenase

inorganic pyrophosphatase

NADPH-ferredoxin oxidoreductase 1

photosystem | cyclic
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88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117
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1.6.5.-
3.6.1.1
3.6.3.14
1931
1.10.2.-
1.10.2.2
1.6.5.3
16.1.2
2.7.1.23

1221

23.1.-
2.3.1.16
1.1.1.30
2.3.1.B4
2.3.1.B5
1.2.1.76
1.1.1.n11
2.3.1.B4
2.3.1.16
2.3.1.B4
2.3.1.16
2.3.1.B4
2.3.1.16
1.1.1.30
2.3.1.B4

3.1.1.22,
3.1.1.75

23.1.-
1.1.1.30

3.1.1.22,
3.1.1.75

NADH:ubiquinone oxidoreductase |l
H(+)-translocating pyrophosphatases
ATP synthase

cytochrome ¢ oxidase

cytochrome o ubiquinol oxidase
ubiquinol-cytochrome ¢ reductase
NADH:ubiquinone oxidoreductase |
NAD(P) transhydrogenase

NAD kinase

formate dehydrogenase (cytochrome-linked) periplasmic
formaldehyde dehydrogenase
poly(3-hydroxyalkanoate) polymerase
phosphate acetyltransferase 2
Hydroxybutyrate dehydrogenase

Type Il Polyhydroxybutyrate synthase
PHA synthesis

succinyl-CoA reductase

succinic semialdehyde reductase
Type Il Polyhydroxybutyrate synthase
phosphate acetyltransferase 2

Type lll Polyhydroxybutyrate synthase
phosphate acetyltransferase 2

Type Il Polyhydroxybutyrate synthase
phosphate acetyltransferase 2
Hydroxybutyrate dehydrogenase

Type Il Polyhydroxybutyrate synthase

poly(3-hydroxyalkanoate) depolymerase
poly(3-hydroxyalkanoate) polymerase

D-beta-hydroxybutyrate dehydrogenase

poly(3-hydroxyalkanoate) depolymerase
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118

119

120

121

122

123

124

125

126

127
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2.3.1.--
1.1.1.30
1.1.1.30

3.1.1.22,
3.1.1.75

2.3.1.-
1.1.1.30
1.1.1.30

noEC
noEC

6.2.1.16

poly(3-hydroxyalkanoate) polymerase
D-beta-hydroxybutyrate dehydrogenase

D-beta-hydroxybutyrate dehydrogenase

poly(3-hydroxyalkanoate) depolymerase
poly(3-hydroxyalkanoate) polymerase
D-beta-hydroxybutyrate dehydrogenase
D-beta-hydroxybutyrate dehydrogenase
AMP degradation

ATP degradation

Acetoacetate:CoA ligase (AMP-forming)
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Anexo 4. Lista de publicaciones y trabajos presentados durante el
desarrollo de este trabajo.

A continuacion se muestra una lista de los articulos publicados y los procedings
presentados en diferentes revistas y congresos internacionales donde el presente

trabajo fue presentado:

2010 Zuhiga, C., Morales, M., S., Revah, Methane Elimination and the Synthesis of
Poly-B-Hydroxybutyrate, Proceedings of the 9th Conference of Biofiltration for Air
Pollution Control, September.

2011 Zudiga, C., Morales, M., Le Borgne, S., Revah, S., 2011. Production of poly-B-
hydroxybutyrate (PHB) by Methylobacterium organophilum isolated from a
methanotrophic consortium in a two-phase partition bioreactor. J. Hazard. Mat.
190, 876-882.

2013 Zudiga, C., Morales, M., S., Revah, S., 2013. Polyhydroxyalkanoates
accumulation by Methylobacterium organophilum CZ-2 during methane
degradation using citrate or propionate as cosubstrates. Bioresour. Technol. 129,
686-689.

2013 Zuhiga, C., Morales, M., S., Revah. Methane elimination and synthesis of PHAs
by Methylobacterium organophilum CZ-2 using cosubstrates. Proceedings of the
5th IWA Conference on Odors and Air Emissions Jointly held with the 10th
Conference on Bidfiltration for Air Pollution Control, March.

Participacién en congresos:

2009 XIlII Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria. SMBB.
Microorganismos metanotréficos en la sintesis de polimeros biodegradables
(PHB). Acapulco, Guerrero.

2010 Sociedad Latinoamericana de Biotecnologia Ambiental y Algal, SOLABIA.
Productos biotecnolégicos a partir de gases invernadero. Cancun, México.

2013 System biology conference. SILS, System Biology Infrastructure for the Life
Sciences. GEMM of the methanotrophic metabolism of methylobacterium
organophilum CZ-2 in the synthesis of polyhydroxyalkanoates. Orsundsbro,
Sweden.
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