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RESUMEN

Los gases de efecto invernadero (GEI) son los principales causantes del cambio climatico y
el calentamiento global. El1 CO; es considerado el principal GEI por contribuir en un 64% del
total de emisiones, mientras que el CH4, posee un potencial de calentamiento 27-34 veces
mayor que el CO;. Entre las tecnologias de tratamiento y mitigacion, las alternativas
biologicas presentan un especial interés, un ejemplo de ello es la utilizacion de co-cultivos
bacterias metanotroficas-microorganismos fotosintéticos, como una propuesta novedosa para

la mitigacion de GEI y posible produccion de moléculas de valor agregado.

En este trabajo, se enriquecié un consorcio metanotrofico alcalofilo y se caracterizé mediante
cinéticas de consumo de CH4 a diferentes pH para calcular su capacidad de biodegradacion,
posteriormente fue crecido a pH 8.7 favoreciendo la limitacion de nitrogeno para la
determinacion del perfil bioquimico. A la par, se monitoreo el crecimiento de la cianobacteria
Synechococcus elongatus UAM-C/S03 por observacion en microscopia y conteo celular.
Posteriormente, en un fotobiorreactor de tanque agitado bajo una proporcion 3:1, se evalud
el co-cultivo bacteria metanotréfica-cianobacteria mediante diferentes parametros de
operacion por un periodo de 63 dias. Finalmente, para determinar la limitacion de O en el
sistema, se colocaron microcosmos bajo condiciones de luz y oscuridad por 28 horas a

diferentes concentraciones de CHs (0, 10 y 17%).

Los resultados obtenidos revelaron una abundancia de 84.12% del filo proteobacteria, donde,
los géneros Methylocystis y Pseudoxanthomonas fueron predominantes. Los experimentos
realizados en botellas seroldgicas a diferentes pH mostraron tasas de biodegradacion de CH4
mas altas a pH 8.0 con 77.45 + 15.25 mgcna/(gbiomasa™h) al finalizar el primer ciclo y 46.67 +
9.43 mgcH4/(gviomasa™h) a pH 9.0 para el séptimo ciclo. Por otro lado, los resultados en el
reactor de tanque agitado operado con valores de pH controlados a 8.0, 8.7, 9.4 y 10.0
mostraron que la mayor actividad se obtiene a un pH de 8.7 con tasas especificas de
biodegradacion de 25.2 mgcha/(gviomasa*h). El nitrogeno total en este experimento se
consumio en un 59.7% después de 11 dias y el carbono inorganico total disuelto en el medio

de cultivo increment6 107.6 veces desde el dia de inoculacion, alcanzando 817.6 mg/L.
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En un nuevo experimento en el reactor de tanque agitado a pH 8.7 alimentado con 5% v/v de
CHg en aire, se obtuvo una concentracion de 1.14 g/L. de biomasa con un consumo del 99.23%
del nitrogeno total después de 27 dias de operacion. La composicion bioquimica de la
biomasa fue 51.8 + 2.16 % de proteinas, 8.6 £ 0.06 % de carbohidratos y 47.4 £ 0.09 % de
productos intracelulares de reserva. Para la replicacion de este experimento durante 21 dias
de crecimiento, se alcanz6 una concentracion de 0.93 g/L. con un consumo de 62.96% de
nitrogeno total, la tasa maxima de biodegradacion fue 9.62 mgcu4/(gbiomasa®h), las
proporciones de proteinas y carbohidratos fueron 60.8 + 3.60% y 9.3 + 0.28%

respectivamente, mientras que, para lipidos el valor méaximo registrado fue 15.3 +3.26 %.

El co-cultivo del consorcio metanotrofico-cianobacteria Synechococcus elongatus UAM-
C/S03 en un fotobiorreactor de tanque agitado, presentd modificaciones en tiempos de
alimentacion de 3 minutos cada 6 horas hasta 1 minuto cada 10 horas, asi como velocidades
de agitacion de 500-700 rpm. Al finalizar el experimento, el co-cultivo alcanzé una
concentracion de 4.11 g/L de biomasa, donde 3.62 g pertenecen al consorcio metanotrofico,
una concentracion de biomasa siete veces mayor a la concentracion de cianobacterias. Por
otra parte, los microcosmos en condiciones de luz y oscuridad permitieron identificar la
posible causa de la limitacion de O ocasionado por una baja concentracion de cianobacterias

en el co-cultivo.

Los experimentos realizados en este trabajo permitieron obtener un consorcio metanotrofico
alcalofilo con potencial de acumulacion de proteinas y productos intracelulares de reserva
con posible aplicabilidad industrial, del mismo modo, se logré identificar los pardmetros a
considerar previo a la evaluacion de un co-cultivo para encaminar a una operacion sostenida,
que involucre crecimiento en reactores y periodos de al menos dos meses, entre estos
parametros se encuentra la necesidad de determinacion de proporciones
bacteria:cianobacteria, el pH y temperatura 6ptimos de crecimiento y la intensidad de luz

suministrada al microorganismo fotosintético.
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CAPITULO L. INTRODUCCION

1.1 Gases de efecto invernadero

El efecto invernadero es un fendmeno natural donde los gases acumulados en la atmésfera
de la Tierra denominados gases de efecto invernadero (GEI) como el vapor de agua, diéxido
de carbono (CO»), 6xido nitroso (N2O), metano (CHas), ozono (O3) y clorofluorocarbonos
(CFQ), atrapan el calor reflejado por la superficie terrestre en forma de radiacion infrarroja
contribuyendo a mantener un ambiente calido en la Tierra; lo que ha exacerbado el

calentamiento global y el cambio climatico (IPCC, 2007).

El CO; es considerado el principal GEI al ser mayormente emitido de manera antropogénica,
contribuir en un 64% al total de emisiones globales y mantener un aumento del >0.5%
anualmente (IEA, 2023). Durante el afio 2020 eventos como la pandemia por el virus Sars-
Cov-2 (Covid-19), favorecieron a la disminucion de emisiones en 5.3%, posterior a ello y
debido a la reactivacion de la actividad econdémica, durante el afio 2023 se presentd un
incremento de emisiones en 1.1%, finalizando el mismo afio con una concentracion

atmosférica global de 421.23 ppm (Crippa ef al., 2022; IEA, 2023; NOAA, 2023).

El segundo GEI mas importante es el CHa, que a pesar de ser emitido en 10-16% del total de
emisiones globales, presenta un potencial de calentamiento global 27-34 veces mayor en un
periodo de 100 afios comparado con el CO; (Guerrero ef al., 2021). Las concentraciones
atmosféricas reportadas para 2020 y 2021 presentaron un aumento de 15.2 y 17.8 ppb
respectivamente, una concentracion no registrada desde el afio 1980; y para finales del 2023
la concentracion total atmosférica reportada alcanzo 1932.23 ppb (NOAA, 2023b; Skeie et
al., 2023).

Dentro de las acciones a nivel global para la mitigacion de CHs y CO», se encuentran las
pactadas durante la 26a Conferencia de las Partes (COP 26) de las Naciones Unidas sobre el
Cambio Climatico, celebrada en Glasgow, Escocia, en el 2021, donde se establecio la
creacion del observatorio internacional de emisiones de CHy, proyecto liderado por Estados

Unidos y la Union Europea para contar con un registro piblico mundial y preciso proveniente

12|



de informes de la asociacion de petrdleo y gas metano 2.0 (OMGP 2.0), datos de estudios
cientificos, de teleobservacion e inventarios nacionales. A su vez, se espera contar con una
disminucion del 30% de las emisiones de CH4 para 2030, donde se han sumado 150 paises
al compromiso mundial del metano, alcanzando dicho objetivo mediante la accion en sectores
de petréleo, gas, agricultura y residuos (ONU, 2021b). Ademas, se pacto la reduccion del uso
de carbdn, principalmente por los paises dependientes para la generacion de electricidad,
disminuir los subsidios a combustibles fosiles y mantener una transicion hacia energias

limpias.

Todos estos esfuerzos representan la oportunidad de limitar la temperatura mundial para
2050, pero considerando que existe un 50% de probabilidad de que la temperatura media
anual sobrepase 1.5 °C en las proximas dos décadas, es necesario una disminucion del 55%
de emisiones totales para limitar un aumento maximo de 2°C, asi como esfuerzos por parte

de México para contribuir a la mitigacion de GEI (UNEP, 2021).

1.1.1 Dioxido de carbono

El CO: es considerado el principal GEI con un tiempo de vida de 100 afios en la atmosfera
terrestre (AlSayed et al., 2019). Molecularmente posee dos 4tomos de oxigeno unidos
mediante dobles enlaces a un 4tomo de carbono, es mas pesado que el aire y tiene una
solubilidad en agua de 1.48 mg/mL. Dentro de las aplicaciones industriales, es afiadido a
bebidas carbonatadas, usado para control de reacciones quimicas y produccion de extintores

de incendios.

De manera natural, es emitido en el ciclo biogeoquimico del carbono (Figura 1.1) y de manera
antropogénica esta presente en la quema de combustibles fosiles como carbon (40%), gas
natural, petréleo y transporte (28%), reacciones quimicas como la fabricacion de cemento
(20%) y préacticas agricolas (12%). Los paises con mayor emision de dioxido de carbono

antropogénico a nivel global son: China, Estados Unidos, India y Rusia (Crippa et al., 2022).
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Respiracion autotrofica
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microorganismos del <
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Figura 1.1 Ciclo biogeoquimico del carbono (Modificado de Singh ef al., 2010).

1.1.2 Metano

El CH4 es un GEI de vida corta con ~12 afios que aporta el 40% del calentamiento
atmosférico, por lo que su mitigacion permitiria limitar el calentamiento global a corto plazo
(AlSayed et al., 2019; ONU, 2021a). Molecularmente presenta un inico carbono unido por
enlaces covalentes a cuatro atomos de hidrogeno, su solubilidad en agua incrementa al elevar
la presion y disminuye al incrementar la temperatura, es decir, es regido por la ley de Henry
(22 mg/L en estado puro, 20°C y 1 atm). Es aplicado como combustible fésil, forma parte
del gas natural en un 85%, del biogés en un 75% y combinado con aire presenta un limite de

explosividad entre 5-15%.

De manera natural esta presente mediante el ciclo biogeoquimico del metano (Figura 1.2),
donde las emisiones naturales mas comunes son: pantanos, volcanes y humedales que
representan el 40% del total de emisiones, mientras que, las emisiones antropogénicas
provienen de rumiantes (32%), subproductos de petroleo (23%), plantas de tratamiento de
aguas residuales (20%), minas (12%), arrozales (8%) e industria y transporte (2%). Se estima
que a nivel global los paises que contribuyen en mayor medida a la generacion de este GEI
son: Estados Unidos, Rusia, India, Brasil, Indonesia, Nigeria y México (EPA, 2021 ; ONU,
2021a).
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Fotosintesis
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CH,COOH — CH, + CO,

W\
Metanogenos :\’

Figura 1.2 Ciclo biogeoquimico del metano (Modificado de Singh ef al., 2010).

Metanétrofos

1.1.3 Tecnologias de mitigacion

Existen dos clases de tecnologias para la reduccion de GEI, las primeras clasificadas en el
orden fisicoquimico, estas son consideradas ineficientes debido al alto costo econdmico,
demanda de recursos y energia, asi como, la generacion de subproductos que afectan al medio
ambiente. Algunos ejemplos de estas tecnologias son aquellos centrados en sistemas
cataliticos como zeolitas para conversion de CHy, las cuales presentan limitaciones como su
irreversibilidad, y la destilacion criogénica para CO; que puede operar a presion atmosférica,
pero requiere alta energia para el proceso de enfriamiento (Mitra ef al., 2022; Samanta &

Sani, 2023).

En contraste, las tecnologias biologicas son novedosas al ser economicas, hacen uso de
condiciones ambientales, presion y temperatura no necesariamente extremas, no utilizan
sustancias peligrosas y son factibles para generacion de productos de valor agregado
(AlSayed et al., 2018). Un ejemplo son los co-cultivos con crecimiento simbidtico que
permite la captura y oxidacion simultanea de GEI y la ingenieria genética como la induccién
de mutaciones a Escherichia coli para una dependencia hacia la enzima ribulosa-1,5-
bisfosfato carboxilasa/oxigenasa “Rubisco” asi como, bacterias metanotroficas con
aplicacion en biorremediacion y degradacion de CH4 en plantas de tratamiento de aguas

residuales.
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Enla Tabla 1.1 se enlistan algunas de las tecnologias fisicoquimicas y biologicas para captura

y mitigacion de CHg y COs.

Tabla 1.1 Tecnologias de captura y mitigacion de CHs y CO, por procesos fisicoquimicos y

bioldgicos (Mitra et al., 2022; Samanta & Sani, 2023).

Tipo
Tecnologias
Lavado quimico
c .
2 Carbon activado
g
N
=
=2
S
()
- p—
|72}
- p—
[
Destilacion
criogénica
Microalgas y
cianobacterias
)
2
80
S
S
=) .
A Bacterias

Didxido de carbono (CO»)

Descripcion

Se realiza mediante

absorcion, en donde la
finalidad es disolver el gas en

liquido.

Alternativa de adsorcion que
se produce mediante
activacion fisica o quimica.

Se aplican ciclos de
condensacion-vaporizacion,

para generar un fluido y
finalmente ser destilado.

El proceso fotosintético
permite la captura de CO, el
cual es mayor que en plantas
terrestres y su crecimiento
puede ocurrir en diferentes
sistemas.
Solo se pueden utilizar
aquellas con capacidad de
fijacion de CO, en

condiciones anaerobias.

Metano (CHy)

Tecnologias
Oxidacion

quimica

Minerales de

zeolita

Separacion

criogénica

Co-cultivos

Ingenieria

genética

Descripcion

Hacen uso de catalizadores
de paladio, platino y rodio
que activan el enlace C-H
para promover la

oxidacion.

Las zeolitas permiten una
destruccion catalitica,
ademas de convertir el
metano en metanol.

El metano es comprimido
para aumentar la presion y

finalmente licuarlo.

Las interacciones
heterdtrofas permiten la
oxidacion de GEI. Un
ejemplo es aplicacion del
co-cultivo bacteria-
cianobacteria.

Se realiza modificacion
dirigida a dominios
cataliticos, para mejorar el
proceso de oxidacion de

metano en bacterias.

Una herramienta importante para las tecnologias biologicas y que permite la mitigacion y

captura de corrientes de CH4 y CO2 son los biorreactores, los cuales se han disenado de
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diferentes maneras de acuerdo con la literatura. Especificamente para CH4 se han propuesto:
tanques agitados, columnas de burbujeo, reactor de lecho fluidizado, reactor de lecho
empacado, biorreactor de membrana y airlift. Mientras que, para captura de CO> se han
implementado: columnas de burbujeo, estanques tipo raceway, reactores de placa plana y
reactores tubulares. Cabe destacar que cada configuracion del biorreactor estard delimitada
por el objetivo del proyecto de investigacion, la concentracion de gas y los microorganismos

a utilizar. Los diferentes tipos de biorreactores se muestran en la Figura 1.3.

A)>
Entrada
de
medio
Entrada ¢ &
de gas de medio de gas Entrada de
gas
E) Entrada> > Salida F) Salida6 .
de medio de gas ASahda
— ] de gas
Entradal
de gas
Entrada o I—\‘—/
de gas > L> Lixiviado =€ Entrada
de sustrato
Salida de gas
G) () H) I Salida de gasp\
: . Pl
Pal%as giratorias [
s> ‘[
&
Salida de G
muestra (_r }
Entrada de gas I
Entrada de gas

Figura 1.3 Tipos de reactores utilizados para captura y mitigacion de CHs y CO,. A) Tanque
agitado, B) Columna de burbujeo, C) Lecho fluidizado, D) Airlift, E) Lecho empacado, F)
Membrana, G) Placas planas, H) Tanque Raceway, 1) Tubular (Modificado de Lépez et al., 2013;
Miihlemeier ef al., 2018; Ruiz-Ruiz et al., 2020).
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1.2 Microorganismos metanotroficos

Los metanotrofos son un subconjunto de los metildtrofos con capacidad de utilizar el metano
como unica fuente de carbono y energia, estas bacterias gram-negativas aerobias, realizan la
oxidacioén de metano a metanol a partir de la enzima metano monooxigenasa dependiente de
oxigeno (MMO), para posteriormente hacer la conversion a formaldehido que es oxidado en
formiato y CO., al mismo tiempo que utilizan alternativamente las vias de la serina y ribulosa

5-fosfato para produccion de biomasa (Figura 1.4) (Jawaharraj ef al., 2020).

Ruta ribulosa
MONofosfato s Gammaproteobacteria

A
NADH+H NAD' CytC, CyC,, X XH, NAD  NADH+H
2
3 D G
\
Ruta dela e Alphaproteobacteria
Serina

Figura 1.4 Via de oxidacion de metano en bacterias metanotroficas (Modificado de Hanson &

Hanson, 1996).

El proceso de oxidacion del metano, requiere dos moléculas de oxigeno por cada molécula
de metano, para generar una molécula de didxido de carbono y dos de agua, asi como, la
enzima metano monooxigenasa (MMO) caracteristica en bacterias metanotroficas en dos
conformaciones posibles: la forma soluble (MMOs) situada en el citoplasma (Figura 1.5A)
que cuenta con un centro catalitico de hierro y la forma particulada (MMOp) acoplada a la
membrana intracelular que posee un centro catalitico de cobre (Figura 1.5B). En su mayoria
las bacterias metanotréficas cuentan con la enzima MMOp, aunque existen excepciones
donde se cuenta con ambas formas de la enzima o bien, se limita a la MMOs, siendo mediada

la regulacion de la actividad enzimatica por la disponibilidad de cobre en el medio.
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A) MmoX

Figura 1.5 A) Estructura de la MMOs (Modificado de Protein Data Bank PDB, codigo de acceso
IMMO). B) Estructura de la MMOp (Modificado de Protein Data Bank PDB, codigo de acceso
1YEW).

Las bacterias metanotroficas emplean dos rutas metabodlicas diferentes para la generacion de
biomasa, clasificandolas en los filos proteobacteria y verrucomicrobia. El filo
proteobacteria cuenta con las clases Gammaproteobacteria, que utiliza la ruta de
monofosfato de ribulosa para asimilacion de formaldehido y Alphaproteobacteria que utiliza
la via de la serina. En contraste el filo Verrucomicrobia posee algunos genes de la ruta de la
serina, sin embargo, emplea la ruta Calvin-Benson-Bassam para fijacion de CO> y son
encontrados en ecosistemas geotérmicos teniendo la capacidad de crecer a altas temperaturas

y pH 4cidos (Schmitz et al., 2021).

Existen casos particulares como el género Candidatus Methylomirabilis oxyfera, considerada
como la Unica bacteria metanotrofica anaerobia conocida incluida al filo NC10 que utilizan
la ruta metabolica de Calvin Benson-Bassham (CBB), ademés de acoplar la oxidacion de

CHs4 con la reduccion de nitrito (Schmitz et al., 2021 ; AlSayed ef al., 2018).

En la Tabla 1.2 se enlistan las principales caracteristicas de las bacterias metanotréficas de

acuerdo con su clasificacion.
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Tabla 1.2 Caracteristicas de las bacterias metanotroficas de acuerdo con su clasificacion (AlSayed

Caracteristicas

Principales familias

Principales géneros

Acidos grasos
Formacion
intracitoplasmatica

Tamafio del genoma
(Mpb)

Ruta metabolica para
asimilacion de
biomasa

Tasas de crecimiento
(h)
pMMO

sMMO

pH

Crecimiento con
metano

Gammaproteobacteria

Methylococcaceae
Methylothermaceae

Methylomonas
Methylobacter
Methylomicrobium
Methylococcus
Methylomagnum
Methylosphaera
Methylocaldum
Methyloglobus
Methylosarcina
Methyloprofundus
Methylothermus
Methylohalobius
Methylogaea
Methylosoma
Methylomarinum
Methylovulum
Methylomarinovum
Methyloparacoccus

16 C
Discos vesiculares

3.3-5.1

Monofosfato de ribulosa

0.3-0.2

+
Varia entre especies
Basico

+

20]

et al., 2018; Schmitz et al., 2021; Semrau ef al., 2011).

Alphaproteobacteria

Beijerinckiaceae
Methylocystaceae

Methylosinus
Methylocystis
Methylocapsa
Methylocella
Methyloferula

18C

Ao largo de la
periferia celular

3.3-5.1

Serina

0.18-0.15

+
Varia entre especies
Basico

+

Verrucomicrobia

Methylacidiphilaceae

Methylacidiphilum
Methylacidimicrobium

Saturados
Carente de membrana

2.2-25

Calvin Benson-
Bassham (CBB)

0.013-0.07

Acido



Crecimiento con + + n

metanol
Oxidacion de metano Baja Alta N. |
Clasificacion de Mesofilos Mesofilos Hipertermofilos
acuerdo con la Psicrofilos
temperatura
Lugar natural de Agua dulce Agua dulce Volcanes
crecimiento Aguas termales Campos de arroz
Vertederos Vertederos
Minas de carbén Humedales

+: afirmativo, -: negativo, N.I: no identificado

1.2.1 Metanotrofos facultativos

Los metandtrofos facultativos tienen capacidad de asimilacion de compuestos
multicarbonados (enlace C-C) para su crecimiento, como azucares, cas-aminodacidos, acidos
organicos, entre otros. Aquellas cepas que han mantenido la capacidad de oxidacion y
crecimiento en acetato se han centrado en el género Alphaproteobacteria, gracias a su
asimilacion de carbono a biomasa por la ruta de la serina, que posee intermediarios del ciclo
del acido tricarboxilico (TCA). Para metanotrofos Gammaproteobacteria que utilizan la ruta
de monofosfato de ribulosa, no se han identificado especies facultativas. Del mismo modo,
cepas como Methylobacterium organophilum que ha perdido la capacidad de oxidar CHy
después de ser crecida continuamente en glucosa, son consideradas metanotrofos no

facultativos (Semrau ef al., 2011).

1.2.2 Productos de valor agregado

Las bacterias metanotrdficas, son catalizadores naturales que producen biomasa y productos
de valor agregado, sin necesidad de inversion de alta energia como ocurre en los procesos
industriales. Algunos bioproductos generados por metanotrofos aerobios son los
biopolimeros como PHB, acumulados en respuesta a la limitacion de nutrientes y suficiencia
de carbono; especies como Methylocystis parvus presentan la capacidad de acumular PHB
en un 50-70% y Methylocystis hirsuta en un 45% en peso (Ggsicka et al., 2021; Wendlandt
et al., 2010). La proteina unicelular de metanotrofos, presenta mayores porcentajes de
acumulacidon comparado con levaduras y hongos; por ende, para esta finalidad se prefiere de

bacterias con alta tasa de crecimiento como Methylococcus capsulatus que acumula proteinas
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en un 70% en peso seco. El metanol generado durante la oxidacion de CH4 también es un
producto de interés industrial, sin embargo, requiere inhibidores para su acumulacion como
NaCl y EDTA (Ggsicka et al., 2021; Guerrero-Cruz et al., 2021). La ectoina considerada un
osmoprotector de bacterias para mantener el equilibrio osmotico, puede ser acumulada por
metanétrofos halotolerantes en un 12-20% y finalmente la acumulacion de lipidos de
metanotrofos aplicados a la generacion de biocombustibles pueden ser acumulados en un

20% (Jawaharraj et al., 2020; Khmelenina et al., 2015).

Algunas de las aplicaciones industriales de los bioproductos anteriormente mencionados, se

muestran en la Figura 1.6.

Polihidroxialcanoatos: Moléculas biodegradables no
toxicas que pueden utilizarse como bioplasticos en
sectores de envasado de alimentos, biomedicina y
farmacéutica.

Proteina unicelular: Producida en condiciones
optimas de crecimiento, se utiliza como alimento
para animales.

Metanol: Generado en el primer paso de la oxidacion
de metano, es utilizado en la industria bioquimica,
como combustible y en el tratamiento de aguas
residuales.

Ectoina: Estabilizador de bacterias halotolerantes
ante la alta salinidad, es aplicable en industria
cosmética, farmacéutica, nutriciéon y medicina.

Lipidos: Aplicados para biocombustibles como el
biodiésel a partir de lipidos de membrana.

Figura 1.6 Productos de valor agregado por bacterias metanotroficas.
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1.3 Microorganismos fotosintéticos

Los microorganismos fotosintéticos cuentan con estructura unicelular y pluricelular, pueden
vivir en diferentes ambientes y mediante el proceso fotosintético fijan el CO» atmosférico a
la vez que generan Oz, ATP y NADPH en presencia de luz (Figura 1.7). Bajo condiciones de
oscuridad consumen ATP y NADPH para la conversion de carbono inorganico en

carbohidratos.

Su aplicacion biotecnologica ante emisiones de GEI, considera caracteristicas como: especie,
intensidad de luz, fuente de suministro de CO», temperatura, tipo de biorreactor y posibles

contaminaciones (Morales et al., 2018).

Reacciones CO:;
de oscuridad

Ciclo de
RuBP Calvin ~ 3-PGA

G3P

ADP G ? O Carbohidratos

NADP< H' . NADPH
A
eeeeeeee
L NADP duct
Luz -+ Fotosistema IT oH" uz
FSI
FSII

\ Citocromo Ferredoxina Estroma
EEEEELELE

T 5 T
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LI AL

\ *G Fotosistema I 0 I Lumen
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Figura 1.7 Proceso de fotosintesis oxigénica. Los acronimos mostrados son: clorofila Abs680 (P680),
clorofila Abs700 (P700), plastoquinona (PQ), plastoquinol (PQH>), complejo citocromo (b6f), dinucledtido
nicotinamida adenina (NADP), nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH), adenosin difosfato
(ADP), trifosfato de adenosina (ATP), fosfato inorganico (Pi), didxido de carbono (CO,), acido 3-
fosfoglicerido (3-PGA), gliceraldehido 3-fosfato (G3P), ribulosa 1,5-bifosfato (RuBP), (Elaboracion propia).
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1.3.1 Clasificacion de microorganismos fotosintéticos

Los microorganismos fotosintéticos, son un grupo de organismos clasificados en:
Chlorophyta, Cyanophyta, Euglenophyta, Rhodophyta, Phaeophyta, Pyrrophyta,
Chrysophyta, Heterokontophyta, Dinophyta y Bacillariophyta (Graham, 2009; Maghzian et
al., 2024). Cuentan con diferentes mecanismos de division: fision binaria, fision multiple y
mezcla de fisiones, pueden crecer de 10 a 50 veces mas rapido que las plantas terrestres
mediante agua dulce, salada o residual, son aplicados en diferentes procesos biotecnoldgico
y dada su organizacion celular, se clasifican en cianobacterias procariotas y microalgas

eucariotas (Graham, 2009).

Microalgas

Actualmente se han reportado mas de 200 000 tipos de microalgas de las cuales, se ha
identificado que pueden presentar tres formas de metabolismo: 1) autotrofo en donde se
obtiene la energia a partir de luz solar y su fuente inorganica de carbono es el COz o
bicarbonatos, 2) heterétrofo donde se benefician de materia y carbono organicos, 3)
mixétrofo que involucra una combinacion de los dos metabolismos anteriores (Singh &

Saxena, 2015).

Dentro de las ventajas que se pueden obtener mediante el uso de microalgas se encuentra la
generacion de biomasa, biorremediacion de aguas residuales, captura de CO; y produccion
de bioenergia, sin embargo, factores como el exceso de luz pueden causar fotoinhibicion, es
decir dafio en el fotosistema II, algunas especies presentan baja tolerancia al CO2 lo que
puede provocar muerte celular y los cambios en factores ambientales alteran el crecimiento

(Calijuri et al., 2022; Maghzian et al., 2024).

Cianobacterias

Las cianobacterias son microorganismos procariontes Gram negativos conocidas
anteriormente como bacterias verde-azules (Cyanophyta), poseen la capacidad de realizar
fotosintesis oxigénica, la cual es similar a las microalgas con la diferencia de poseer un
complejo proteico denominado ficobilisoma que es el encargado de captar luz, esta
variabilidad se debe a la ausencia de clorofila b, por tanto, dependen unicamente de la

clorofila a (Garcia-Pichel, 2009).
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Cuentan con tamafos que varian entre 1-100 um, presentan morfologia variada (esférica,
varilla y espiral), pueden ser unicelulares, coloniales o filamentosas y se encuentran presentes
en diferentes ambientes desde agua dulce y salada, hasta habitats extremos (Dvordk et al.,
2017; Singh & Montgomery, 2011). Dentro de sus principales caracteristicas se encuentra su
alta tolerancia a diferentes pH, su capacidad de produccion de toxinas, antibidticos y
hormonas, son claves en el proceso de fijacion de nitrégeno y pueden producir carotenoides,

antioxidantes, vitaminas, polimeros, entre otros.

La cianobacteria Synechococcus es considerada el microorganismo mas abundante y antiguo
en el planeta con una morfologia que puede ser unicelular o filamentosa, dentro de su
clasificacion se encuentran especies como Synechococcus elongatus PCC 6803, PCC 7942 y
PCC 7002, cianobacterias de agua dulce que han sido consideradas microorganismos modelo

para el estudio de otras especies (Dvorak et al., 2017).

1.3.2 Productos de valor agregado

Las microalgas y cianobacterias tienen la capacidad de generar metabolitos primarios
(esenciales para el microorganismo) y secundarios (compuestos funcionales) con potencial
de aplicacion en la industria (Figura 1.8). Entre los metabolitos primarios se encentran las
proteinas acumuladas en 5-74% las cuales pueden ser adicionadas a los alimentos; los lipidos
que se acumulan entre 7-65%, y pueden ser utilizados para la produccion de biocombustibles
de tercera generacion como el biodiésel; los carbohidratos que se acumulan de 3-69% con
especial interés para la produccion de biohidrogeno como combustible y las vitaminas

acumuladas de 1-14% que presentan beneficios para la salud humana (Calijuri ef al., 2022).

Para los metabolitos secundarios se encuentra la produccion de biofertilizantes, a partir de
los compuestos de carbono orgédnico excretados por las cianobacterias, diferentes pigmentos
como los carotenoides (8-caroteno y astaxantina) que se utilizan como antioxidantes o para
prevencion del dafio oxidativo de los alimentos y las ficobilinas, que se encuentran en el
estroma del cloroplasto y se usan en la industria como colorantes y marcadores fluorescentes

de biologia molecular (Mobin et al., 2019; Ramanan ef al., 2016).
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De igual manera, para aplicaciones en cosmética se adicionan extractos de microalgas a
diferentes productos como limpiadores, cicatrizantes y antimicrobianos, mientras que, para
farmacos se pueden aplicar los compuestos bioactivos como vitamina E, dcido oleico y acido
palmitoleico. Finalmente, los biopolimeros acumulados principalmente por cianobacterias
son una alternativa ecologica ante los plasticos derivados del petroleo (de Souza et al., 2019;

Mobin et al., 2019).

Después del proceso de
pirolisis se obtienen residuos
solidos de carbon que son
usados como biofertilizante.

Son presentadas en forma de
suplementos alimenticios con
vitaminas como A, Bl, B2, B3,
B6,B7,B9, B12, C, E.

Algunos biocombustibles que Se afiaden los extractos de
pueden generarse son el microalgas para dar diferentes
biodiésel, bioetanol y beneficios a los productos
biohidrogeno. cosméticos.

Se utilizan en la acuicultura, Se aplican diferentes
para alimento de animales de compuestos bioactivos
granja, rumiantes y humanos. dependiendo la finalidad del

farmaco.

Pueden ser aplicados en la Posibles sustitutos de los
industria farmacéutica, plasticos con capacidad
cosmética, alimentaria 'y biodegradable como PHA vy
textil. PHB.

Figura 1.8 Productos de valor agregado de microalgas.

1.4 Aplicacion de co-cultivos

La simbiosis de microorganismos es comun en la naturaleza, lo que da paso a interacciones
que pueden favorecer o disminuir el crecimiento de las especies. Cuando el crecimiento se
ve favorecido, se dice que existen interacciones sinérgicas como el mutualismo en donde los
microorganismos se sustentan por la actividad del otro. Un ejemplo es la liberacion de
moléculas organicas por los microorganismos fotosintéticos que a su vez son utilizados para

el crecimiento bacteriano o bien el suministro de vitamina B12 para el crecimiento de
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microalgas/cianobacterias, a cambio de carbono organico (Ramanan et al., 2016;
Subashchandrabose et al., 2011). Por otro lado, cuando los microorganismos no se benefician
ni se perjudican, se habla de neutralismo y cuando solo uno se ve beneficiado mientras el

otro esta en desventaja, sera considerado parasitismo o depredador-presa (Zuiiga et al.,

2017).

Esta diversidad de interacciones ha permitido el estudio de co-cultivos que involucran dos o
mas microorganismos y los cuales cuentan con objetivos variados como generacion de
proteina unicelular, acumulacioén de biopolimeros y captura simultanea de GEI. Ademas de
utilizar diferentes medios de crecimiento o fuentes de nutrientes, como aguas residuales, sales

de nitrato y sales de amonio.

Dentro de las investigaciones mas prometedoras para la aplicacion ambiental, se encuentra
la captura de GEI mediante un cultivo de bacterias metanotroficas con capacidad de
degradacion de CHa, acoplado con un cultivo fotoautotrofo que realiza fotosintesis oxigénica
para la captura de CO», dando como resultado una disminucién en el porcentaje de emisiones
de GEI, a la par que permiten la generacion de bioproductos de interés industrial. Estos co-
cultivos pueden ser evaluados en diferentes sistemas, ya sea en un sistema integrado que
permite crecimiento rapido de ambos cultivos, mayor produccion de O2 y reduccion de costos
del sistema, o bien, sistemas de cultivos individuales o secuenciales donde las tasas de
crecimiento varian de acuerdo con cada especie y no se llevan a cabo procesos acoplados

(Badr et al., 2019).

En la Tabla 1.3 se muestra una recopilacion bibliografica sobre co-cultivos bacteria
metanotrofica-microalga y bacteria metanotrofica-cianobacteria, reportados en la ultima
década, indicando las condiciones de operacion, los microorganismos utilizados y los
resultados obtenidos. Sin embargo, estas investigaciones se ven limitadas a 11 trabajos, lo
que sefala poca investigacion en el tema y la posibilidad de desarrollar nuevos proyectos de
co-cultivos que permitan entender mejor el comportamiento entre microorganismos

metanotroficos y fotosintéticos.

De igual manera, dentro de los trabajos referenciados existen varias caracteristicas en comun,

una de ellas es la operacion a pequea escala en un rango de 125-600 mL. Actualmente, son
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pocos los autores que se han aventurado a la evaluacion en reactores con volimenes mayores
a 1L para el estudio de co-cultivos, entre ellos se encuentran Ruiz-Ruiz ef al., (2024) para la
evaluacion de corrientes diluidas de CHs4 y un control fotéonico de pH; el reactor
implementado fue de 3L con una durabilidad de 36 dias. Zhang et al., (2023) evaluaron el
papel del hierro y nitrogeno en un reactor de 2L a partir de varios ciclos con duraciéon de 7
dias. Safitri et al., (2021) disefiaron comunidades de fotogranulos para eliminacion de CH4
disuelto en un reactor de 1.8L durante 2 meses y Hill et al., (2017) quienes utilizaron
simultdneamente CH4 y CO» para la produccion de biomasa microbiana en un reactor de 5.5L

por 96 horas.

Otra caracteristica, es la restringida durabilidad de los experimentos que va de 20 a 200 horas,
sin embargo, unicamente Ruiz-Ruiz ef al., (2024) y Safitri et al., (2021) comparten el haber
operado por un periodo mayor a 30 dias. Del mismo modo, la mayoria de estos estudios
indican como resultados finales una mejora en los rendimientos de biomasa y consumo de
CH4 y CO; cuando los microorganismos se encuentran en co-cultivo comparado con cultivos
individuales, lo que sugiere relaciones sinérgicas entre especies. El inico caso que ha sido
reportado, en donde el microorganismo fotosintético crecié mejor de manera individual y
restringio su crecimiento en co-cultivo, ha sido Rasouli ef al., (2018), pero afios més tarde
Roberts et al., (2020) haciendo uso de los mismos microorganismos, varid el porcentaje de

gases alimentados obteniendo un sistema exitoso.

Todas estas investigaciones han arrojado resultados prometedores sobre la aplicabilidad de
co-cultivos bacterias metanotroficas-microorganismos fotosintéticos, aunque atn se
encuentra limitada su aplicacion, es decir, se necesitan sistemas sostenidos que permitan
evaluar las condiciones 0ptimas de crecimiento de cada microorganismo, con una evaluacion
por periodos prolongados de al menos 2 meses y con un volumen mayor a 1L, a la par de
permitir la oxidacion de GEI y la generacion de productos de valor agregado o biomasa

microbiana con aplicabilidad industrial.
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Tabla 1.3 Estudios de co-cultivos bacteria metanotrofica-microorganismo fotosintético reportados en la bibliografia en la ultima década.

Referenc
ia

(Yun et
al.,
2024)

(Ruiz-
Ruiz et

al.,
2024)

(Zhang et
al.,
2023)

Objetivo

Demostrar el
acoplamiento

metabolico en un
co-cultivo de cepas

halotolerantes con
diferentes
proporciones de
in6culo.

Evaluar el
crecimiento
sintréfico de un co-
cultivo con tres
fuentes de nitrégeno
y regular el pH

mediante regulacion
fotonica.

Papel de la
disponibilidad  de
hierro y nitrogeno
en la regulacion de

crecimiento y
composicion de
biomasa.

Microorganismo

Microalga:
Chlorella sp. HS2

Metanétrofo:
Methylomicrobiu
m alcaliphilum
20Z

Microalga:
Scenedesmus
obtusiusculus

Metanotrofo:
Consorcio
alcalofilo

Microalga:
Chlorella sp.

Metanoétrofo:
Methylococcus/
Methylosinus

Methylocystis

Condiciones de
operacion

Temperatura: 30°C
Iluminacion: 100
umol fotones m? s*!
pH: 8.6

Salinidad: 3.02%
Agitacion: 200 rpm
Medio: DSMZ 1180
y BG11

Temperatura: 28°C
[luminacién: 150

pumol fotones m s™!
Agitacion: 500 rpm

pH: 9.5
Medio: Sales de
nitrato y BG11

Temperatura: 27°C

pH: 6.5y 7.5
Agitacion 200 rpm
Medio: Sales de
amonio

Volumen de Tiempo de Gas
reactor operacion alimentado
Botellas de 14 dias Diferentes
suero de 170 proporciones
mL de CHy:
53%
9.95 %
18.4%
24.2 %
32.5%
Fotobiorreactor 36 dias 3-8% CH4
de 3L
Reactor de 2L Diferentes 60% CHg4
ciclosde 7 = 40% CO;
dias
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Resultado de la
investigacion

Se presentd un aumento de
biomasa en ambos
microorganismos con
concentraciones crecientes

de CHy sin embargo, se

requiere mayor
investigacion en cepas
halotolerantes.

Se logré una operacion
durante largos periodos, el
nitrato favorecio la
sintrofia del co-cultivo y el
control fotonico mantuvo la
actividad de los
microorganismos.

El hierro mejoro la tasa de
asimilacion de carbono, el
rendimiento de biomasa y
la tasa de -crecimiento.
Ademas, el amonio es
necesario para regular el
contenido de proteinas.



(Wang et
al.,
2022)

(Lietal.,
2022)

(Badr et
al.,
2022)

(Safitri et
al.,

2021)

Recuperacion  de
proteina unicelular
con biogas.

Conversion de
biogas en biodiésel
a partir de un cultivo
mixotrofico.

Aplicacion de un
protocolo
experimental-
computacional para
caracterizacion de
un co-cultivo
bacteria-
cianobacteria.

Eliminacion de CHy
disuelto con
fotogranulos

oxigénicos.

Microalga:
Chlorella vulgaris

Metanotrofo:
Methylophilus
Methylomonas

Microalga:
Scenedesmus
obliquus

Metanotrofo:
Methylocystis
bryophila

Cianobacteria:
Arthrospira
platensis

Metanotrofo:
Methylomicrobiu
m buryatense

Cianobacteria:
Consorcio de
cianobacterias

Metanotrofo:
Consorcio de
lodos activados

Temperatura: 25 °C
Iluminacion: 55
umol fotones m? s*!
Agitacion: 150 rpm
Medio: Sales de
nitrato y BG11

Temperatura: 25 °C
Tluminacién: 30-
130 pmol fotones
m?s’!

pH: 6.2

Medio: Sales de
nitrato

Temperatura: 30 °C
Iluminacion: 60-
180 pwmol fotones
m?s!

Agitacion: 200 rpm
pH: 8.8-9.0

Medio: Sales de
nitrato y Zarrouk

Temperatura: 23 °C
Iluminacién: 45
pmol fotones m2 s!
pH: 7.0

Agitacion: 100-128
rpm

Medio: Sales de
amonio

Botella 5 dias
serologica de

300 mL

Botella 200 horas
serologica de

600 mL

Frascos de suero 96 horas

de 250 mL

Fotobiorreactor 2 meses

de 1.8 L
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40% CO,
60% CHy4

40% O,
60%CH4

60% CH,4
20% CO;
20% N,
Composicio
n variable

70% CHa,4
30% CO,

Gas
biogénico
purificado
35 mgCH4/L
dia

El co-cultivo presentd
mayores rendimientos de
proteina comparados con el
crecimiento individual de
cada microorganismo, a la
par que elimina el biogas
alimentado.

La proporcion de acido
oleico es mayor en co-
cultivo que,
unico, sin embargo, debe
estudiarse mas a fondo el
papel del HS en el biogas.

en cultivo

Se presentd el primer
modelo cinético para un co-
cultivo, con modelado de
intercambio 0,/CO, y el
cual puede predecir la
dinamica de crecimiento

del cultivo.

Existio posible

alimentacion cruzada entre

una

fotogranulos, a la par que
aument6d la biomasa y se
elimino el CHy disuelto.



(Ruiz-
Ruiz et

al.,
2020)

(Roberts
etal.,
2020)

(Rasouli

etal.,
2018)

(Hill et
al.,
2017)

Evaluacion de
diferentes

concentraciones de
biomasa inicial de
un co-cultivo
bacteria-microalga

Conversion de
biogas en proteina
microbiana usando
un co-cultivo
bacteria-microalga

Producciéon de
proteinas para su
uso como
ingrediente

alimentario a partir
de aguas residuales.

Produccion de
biomasa microbiana
a partir de la
conversionde CHs y
CO..

Microalga:
Scenedesmus
obtusiusculus

Metanotrofo:
Consorcio
alcaldfilo

Microalga.
Chlorella
sorokiniana

Metanotrofo:
Methylococcus
capsulatus

Microalga:
Chlorella
sorokiniana

Metanotrofo:
Methylococcus
capsulatus

Cianobacteria:
Synechococcus
PCC 7002
Metanotrofo:
Methylomicrobiu
m alcaliphilum

Temperatura: 28 °C
Iluminacién:115
umol fotones m? s*!
pH: 9.15

Agitacion 400 rpm
Medio: Sales de
nitrato y BG11

Temperatura: 37 °C
[luminacién: 200
pumol fotones m= s™!
Agitacion: 200 rpm
Medio: Sales de
amonio

Temperatura: 37 °C
Tluminacién: 2700
pmol fotones m2 s!
pH: 7.0

Medio: aguas
residuales
industriales

Tluminacién:
250/10 pmol
fotones m?2 s7!
pH: 8.0

Medio: Sales
minimas y A-Plus

Botellas
serologicas de
125 mL

Frascos de suero
de 250 mL

Botellas de 600
mL

Tanque agitado
de55L
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>20 horas

72 horas

20 horas

96 horas

4% CHg4
96% O,

8% CH4
92% 02

70% CH,4
30% CO,

60% CH4
40% CO>

60% CH4
30% O2
10% CO,

80% CHy
17% N>
3% CO,

58% CHy4
0.3% H.S
42% CO,

La proporcion de biomasa
inicial 3:1 para el co-
cultivo bacteria-microalga
fue mas eficiente, ademas
de que se logro el secuestro
simultaneo de CH4 y COs,.

El co-cultivo crecid bien en
efluentes de digestion
anaerobica  sedimentados
gravitacionalmente y logrd
una conversion del 100%
de CH4 y CO; en biomasa,
con suministro limitado de
nutrientes.

La composicion de
biomasa del co-cultivo es
similar a proteinas
convencionales, por lo que
se puede wusar como
ingrediente alimentario

animal.

Una concentracion variable
de biogas puede afectar el
crecimiento del co-cultivo,
sin embargo, se produce la
conversion simultinea de
CHs4 y CO: a la par que se
genera biomasa
microbiana.



1.5 Antecedentes directos UAM

Las investigaciones realizadas para captura y mitigacion de GEI (CO2 y CHas) han sido
variadas dentro del grupo de trabajo UAM (Iztapalapa-Cuajimalpa). Inicialmente para
estudios con CHs4 Rocha-Rios et al., (2009) investigd la biodegradacion de CHs en
biorreactores de particion de dos fases en tanques agitados y de lecho percolador en estado
estacionario, los cuales contenian un consorcio metanotrofico obtenido de lodos activados de
una PTAR. Posteriormente, en el 2010 realiz6 la investigacion en un reactor airlift con un
circuito interno de particiéon de dos fases y recirculacion de gas bajo condiciones bidticas y

abidticas, asi como, el efecto del aceite de silicona y la velocidad de agitacion.

En el 2011 Zudiga et al., estudiaron la degradacion de CHs4 y acumulacién de
Polihidroxibutirato (PHB) a partir del consorcio aislado por Rocha, (2009) y de la cepa
Methylobacterium organophilum en un biorreactor de particion de dos fases en estado
discontinuo. En el 2013 el estudio se dirigi6 a la acumulacion de PHAs usando citrato y
propionato como sustratos, dando paso a que Garcia-Pérez et al., (2018) continuaran las
investigaciones de consumo de CHs y acumulacion de PHB, con el metanétrofo

Methylocystis hirsuta en un reactor de burbujeo con recirculacion de gas.

Finalmente, Saldivar-Garcia, (2021) estudi6 el ensamble de una comunidad microbiana con
actividad metanotrofica a partir de estudios bioinformaticos para identificacion de
poblaciones microbianas, en especifico un consorcio nombrado CIR 19 y Avila-Nuifiez,
(2022) estudio la produccion de metanol en la bacteria metanotrofica Methylomonas

methanica.

Por su parte, para el caso de las microalgas y dada la variabilidad de cepas disponibles,
algunas de las investigaciones se han enfocado al uso de Scenedesmus obtusiusculus AT-
UAM aislada de Cuatro Ciénegas, Coahuila, la cual fue totalmente caracterizada para
determinar su capacidad de acumulacion de lipidos, crecimiento en diferentes fuentes de

nitrégeno y su cultivo en condiciones controladas y a la intemperie.

A partir de lo anterior, Ruiz-Ruiz et al., (2020), (2023) conjunta las dos lineas de
investigacion y propone un estudio en donde se evalué un co-cultivo de un consorcio

metanotrofico alcalofilo y la microalga Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM, con el
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objetivo de determinar la mejor relacion de biomasa de cada cultivo, y su crecimiento en un

fotobiorreactor de tanque agitado para la mitigacion simultanea de CHs y COo.

Todas estas investigaciones permitieron un avance en la mitigacion de GEI, pero aliin existen
diferentes oportunidades de estudio, especialmente en co-cultivos bacteria-microorganismos
fotosintéticos que han sido poco estudiados, permiten la mitigacion y captura de gases, asi

como la generacion de productos de valor agregado.
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CAPITULO II. JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Justificacion

Las emisiones de GEI se han visto incrementadas por las actividades antropogénicas
incentivando a la necesidad de mitigacion. Dentro de los principales GEI se encuentran el
CO; considerado el gas mayormente emitido a la atmosfera terrestre y el CH4 por tener un
potencial de calentamiento global 27-34 veces mayor que el CO2 (Guerrero-Cruz et al., 2021,
IEA, 2023). Para contribuir a su mitigacion, han sido disenadas tecnologias fisicoquimicas y

bioldgicas, sin embargo, estas alternativas se han centrado mayormente en el COs.

El CH4, al contar con limitadas aplicaciones biotecnoldgicas que favorezcan a su captura,
hace que sean necesarias nuevas alternativas para disminuir sus niveles de emision y a su
vez, generar un beneficio a la sociedad, asi como productos de valor agregado que pueden

ser implementados como sustitutos en diferentes industrias.

Una propuesta novedosa, es la aplicacion de co-cultivos bacterias metanotroficas-
microorganismos fotosintéticos, en donde, los metanotrofos poseen la capacidad de
oxidacion de CH4, mientras los microorganismos fotosintéticos haciendo uso de fotosintesis
oxigénica, capturan el CO; generando Oz como subproducto. Estos sistemas han sido poco
estudiados en la ultima década (11 trabajos), pero se ha determinado que pueden ser
autosuficientes y estables, de manera que no sea requerido un suministro externo de O2 lo
que reduce los costos de operacion; siempre y cuando se cuente con las condiciones
necesarias para el crecimiento de los microorganismos, sean sistemas robustos que no

presenten fugas de carbono, y permitan en un futuro ser implementados a escalas mayores.

A raiz de esto, para este proyecto de investigacion, se eligio la cianobacteria Synechococcus
elongatus UAM-C/S03 la cual, fue caracterizada fisiolégica y morfoloégicamente por
Gonzalez-Reséndiz et al., (2021), en donde se determind que tiene la capacidad de
acumulacion de PHB, actividad en rangos de pH de 7 a 12, no ha sido evaluada su
compatibilidad con bacterias y su crecimiento unicelular permite mantener un monitoreo de

su crecimiento mediante conteo celular. Por otro lado, el consorcio metanotrofico alcalofilo

34|



estudiado anteriormente por Ruiz-Ruiz et al., (2020), tiene la capacidad para crecer en
condiciones alcalinas, temperaturas ambientales y ya ha sido evaluado su crecimiento en co-
cultivo con la microalga Scenedesmus obtusiusculus en donde se obtuvo un sistema exitoso
y robusto. Ademas, posee una amplia abundancia de filos microbianos que crecen un rango
de pH de 7-9 pero no se ha determinado el pH 6ptimo de crecimiento del consorcio en donde

se mantengan altas tasas de consumo de CHg.

En este sentido y dado a que existe una limitada investigacion bibliografica que cuente con
operacion en biorreactores por periodos mayores a 30 dias y volimenes de mas de 1L, la
combinacion del consorcio metanotrofico alcaldfilo con la cianobacteria Synechococcus
elongatus UAM-C/S03 puede ser probada en un fotobiorreactor de tanque agitado, en donde
se puedan determinar los puntos clave para su crecimiento y se mantenga una captura
simultanea de GEI, a la par que se pueda obtener un acercamiento hacia las moléculas de

valor, generadas por los microorganismos tanto de manera individual como en co-cultivo.
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2.2 Hipotesis

Un consorcio metanotréfico alcalofilo en co-cultivo con la cianobacteria Synechococcus

elongatus UAM—C/S03 a pH alcalino, permitira la captura simultdnea y estable de GEL

2.3 Objetivos
2.3.1 Objetivo general

e Evaluar los parametros de operacion de un co-cultivo bacteria metanotrofica—

cianobacteria para mantener un sistema capaz de capturar GEL

2.3.2 Objetivos especificos

e Enriquecer y caracterizar un cultivo bacteriano metanotréfico.

e Determinar el pH de crecimiento del cultivo metanotrofico alcaléfilo, que presente

mayores tasas de biodegradacion de CHa.

e Operar un sistema integrado con un co-cultivo bacteria metanotréfica-cianobacteria,

con concentraciones de CH4 por debajo del limite de explosividad.
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CAPITULO III. METODOLOGIA

3.1 Microorganismos utilizados
3.1.1 Consorcio metanotrofico alcaléfilo

El consorcio metanotréfico alcaléfilo (CMA-A) obtenido del antiguo lago de Texcoco,
Ciudad de México, previamente estudiado por Ruiz-Ruiz, et al., (2020) (2023), se crecid en
botellas serologicas de 125 mL con 5 mL del cultivo CMA-A y 20 mL de Medio de Sales
Minerales (MSM) ajustado a pH 9.4 (Tabla 3.1). Las botellas se cerraron con septos de
caucho de butilo y parafilm. Se retiraron 15 mL de aire en el espacio de cabeza y se
adicionaron 15 mL de CHj4 al 99.8% de pureza para una concentracion del 15% v/v. La

renovacion de la fase gaseosa se realizo tres veces por semana con incubacion a 28 + 0.2 °C

y 150 rpm.

Tabla 3.1 Composicion del medio de cultivo MSM (Aaronson, 1970).

Reactivo g/L Micronutrientes g/L
NaNOs 2.0 CuSOq4 - 5 HO 0.0025
MgSO;4 - 7 H,O 0.2 ZnSO4 -7 HO 0.035
FeSO4 -7 H,O 0.001 NaMoO4 0.0085
NazHPO4 0.2 H3BO3 0.005
NaH,PO, - H,O 0.09 MnSO; - 5 H,O 0.005
KCl 0.04 CoCl, 0.05
CaCl; - 2 H,O 0.015

3.1.2 Cianobacteria Synechococcus elongatus UAM-C/S03

La cianobacteria Synechococcus elongatus UAM-C/S03 aislada de un estanque en
Hermosillo, Sonora, se mantuvo en crecimiento con 50 mL de medio BG11 modificado
(Tabla 3.2) en matraz Erlenmeyer de 250 mL, a una temperatura de 28 + 2°C. La irradiancia
suministrada fue ~100 pmol/ (m? s), con resiembra cada tres semanas, previo a su crecimiento

en columna de burbujeo.

Tabla 3.2. Composicion del medio de cultivo modificado BG11 (Rippka et al., 1979).

Reactivo g/L Metales traza g/LL
NaNO:; 1.5 H;BO; 2.86
KoHPO; - 2 H,O 0.04 MnCl; - 4 H,O 1.81
MgSO4 - 7 H,O 0.075 ZnSO;4 - 7 H,O 0.222
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EDTA 0.001 Na;MoOs - 2 H,O 0.39

CaCl, - 2 H,O 0.036 CuSOs4 - 5 H,O 0.079
Acido citrico 0.006 Co (NOs), - 6 H,O 0.049
Citrato de amonio férrico 0.006

Na,CO; 0.02

3.2 Enriquecimiento de la poblacion

El CMA-A fue sembrado en placa con agar noble (15 g/L) e incubacién en un recipiente
hermético a 28 + 2°C con suministro de CHy a partir de una bolsa Tedlar. Una vez que se
presentd crecimiento de colonias, se tom6 una de ellas para un nuevo sembrado en placa.
Posteriormente, en una botella serologica de 10 mL con 2 mL de medio MSM a pH 9.4, se
re-suspendid una colonia y se crecid bajo las condiciones descritas anteriormente.
Transcurridos 15 dias, el cultivo se pasé a una botella seroldgica de 125 mL con 23 mL de
MSM (Figura 3.1). Este nuevo cultivo fue nombrado CMA-B para su diferenciacion con el

consorcio inicial.
Caracterizacion del cultivo

La extraccion de ADN se realizo con el kit DNeasy® PowerSoil® Kit siguiendo los pasos del
fabricante, la medicidén de las condiciones del extracto de ADN fue una concentracion de
185.9 ng/uL y absorbancias 260/280, 260/230 de 1.92 y 2.06 respectivamente, obtenidas
mediante un NanoDrop 2000 (ThermoScientific, EE. UU.). Para la Reaccion en Cadena de
la Polimerasa (PCR), se adicion6 un coctel con la enzima Taq Polimerasa, Buffer de reaccion
y dANTPS. Los cebadores utilizados fueron Bac8F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3")
y 1492R (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3"). Las muestras fueron amplificadas en
termociclador ARTIK (ThermoScientific) y la purificacion del producto de PCR se realiz6
con el kit QIAquick® PCR Purification kit (QUIAGEN) siguiendo los pasos del fabricante.

Finalmente, la muestra fue enviada a la empresa mexicana Secoya Labs para su analisis por
tecnologia Oxford de Nanopore. Los resultados de secuenciacion reportados fueron a partir
del andlisis previo desarrollado por la empresa, que tomd como parametros de andlisis de
secuencias un Q score minimo de 10, longitud de lectura minimo de 200, velocidad de

Basecalling de 400 bps y una profundidad de 30X.
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15% v/v CH4 2% v/v CH4 15% v/v CHa

Incubacion con CHy

28+0.2°C 28 £ 0.2 °C 28 +0.2 °C 28+ 0.2 °C
150 rpm 150 rpm 150 rpm
| | N4
N
‘5’
-»> -> 23
Consorcio Inoculacion Inoculacion Sembrado en Alslamlemo de Re—suspensién Crecimiento Extraccion del ADN
metanotrofico con5SmLde  con2 mL de placa colonia de colonia enmedio  para secuenciacion
(CMA-A) cultivo cultivo liquido ~ del gen 16S ARNr
(CMA-B)

Figura 3.1 Metodologia para enriquecimiento de la poblacion bacteriana.

3.3 Cinéticas en microcosmos a diferentes pH

En botellas serologicas de 125 mL se creci6 el CMA-B durante 15 dias para poder hacer uso
de la biomasa generada. Posteriormente, en botellas seroldgicas del mismo volumen, se
coloc6 20 mL de medio MSM ajustado a pH 8, 9 y 10 cada uno por duplicado. En la campana
de flujo laminar, se recolectd la biomasa bacteriana y una vez homogeneizada, se inocul6
cada botella con 5 mL de cultivo, los cuales contenian una masa de 0.006 g, se tapd con

septos de caucho de butilo y Parafilm.

Para comenzar el primer ciclo en lote alimentado, se ajustd el espacio de cabeza con una
concentracion de 14.77 £ 0.6% de CH4 con medicion durante las primeras 7 horas en un
cromatografo de gases GOW-MAC (CG-DCT) y asi obtener las cinéticas de consumo de
CH4, O2 y generacion de CO, posteriormente se mantuvo alimentacion sin medicion del
espacio de cabeza y al séptimo ciclo de lote alimentado, partiendo con una concentracion del
14.05 £ 0.51% CHg4 se volvié a medir durante 4 horas. Al finalizar cada cinética se midio6 el

peso seco y pH.
3.4 Reactor de tanque agitado

Los experimentos se realizaron en un reactor de tanque agitado Applikon con un volumen
total de 3L (Figura 3.2) equipado con un electrodo electroquimico de pH (AppliSens) y un
electrodo polarografico de oxigeno disuelto (AppliSens), con entradas para soluciones
acido/base, motor de agitacion, chaqueta de calentamiento, termopar para temperatura,

entrada de alimentacion de gas, zona de toma de muestra y septo para medicion de espacio
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de cabeza. Posteriormente, fue acoplado a un modulo de control Biotekno (Figura 3.3) para
establecer parametros de velocidad de agitacion, temperatura de operacion, lectura de pH y
oxigeno disuelto, suministro de dcido y base, asi como puertos para enviar el registro de datos

a una computadora.

Motor de
agitacion

Electrodo de pH Electrodo de OD

Salida de fase gas

Entrada de solucion acida

Entrada de solucion base
Termopar de temperatura

Entrada de
alimentacion de gas

Toma de muestra del
espacio de cabeza

Tapa con cerrado
hermético

Vaso de vidrio

Chaqueta de
calentamiento

~

\V (O

Figura 3.2 Esquema del reactor de tanque agitado (Elaboracion propia).
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Figura 3.3 Esquema del modulo de control (Elaboracion propia).

Cinéticas a diferentes pH

El reactor de tanque agitado con 950 mL de medio MSM fue inoculado con 50 mL de cultivo
CMA-B para un volumen final de operacion a 1L y concentracion de biomasa inicial de 0.02
g/L, se fijo6 como pH inicial 8.0 mediante la adicion de solucion basica de NaOH 0.1M, la
temperatura se mantuvo en 28 + (0.2 °C y 500 rpm de agitacion, los ciclos de alimentacion en
lote alimentado con 5% v/v de CHa en aire, se suministrado durante 5 minutos cada 10 horas

y se dio un periodo de adaptacion al cultivo de 5 dias previos a la primera cinética.

A partir del ciclo 13 se realizo la cinética de consumo de CH4 y generacion de CO; a pH 8.0
con medicion en un cromatdgrafo de gases Agilent (6890N), al finalizar se cambid el pH de

operacion a 8.7 para tener un periodo de adaptacion de ~16 horas previo a la cinética dos; el
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procedimiento fue repetido para pH 9.4 y 10.0. Al finalizar cada cinética se determino el peso
seco, tasas especificas de consumo de CHy y el filtrado de la muestra del cultivo fue utilizado

para determinacion de carbono inorganico (CI), carbono total (CT) y nitrogeno total (NT).

El pH con el mejor desempefio fue elegido para un nuevo experimento con duracion de 27
dias, en los cuales, se crecid bajo las condiciones previamente mencionadas y no fue
suministrado medio fresco para propiciar la limitacion de nitrogeno. Se tomaron muestras
para peso seco, nitratos y perfil bioquimico de proteinas, carbohidratos y productos
intracelulares de reserva (Anexo 1). El experimento fue repetido, manteniendo las mismas

condiciones de operacion por 21 dias, realizando cinéticas de consumo de CHg,

3.5 Crecimiento en columna de burbujeo y conteo celular

En una columna de vidrio de 3L se colocd 1L de medio BG11 previamente esterilizado, se
inocul6 con 50 mL de la cianobacteria Synechococcus elongatus UAM—C/S03 (SE) y se pasé
aire con flujo de 10 mL/min mediante un filtro de vidrio poroso para generar efecto de
burbujeo. La temperatura de crecimiento fue 28 = 2°C con una intensidad de luz de 133 pmol/
(m?*s) (Figura 3.4). Para graficar el crecimiento de la cianobacteria con respecto al tiempo,
se realizo conteo celular mediante la cdmara de conteo Improved Neubauer con observacion

en un microscopio optico OLYMPUS CX43.

Figura 3.4 Columna utilizada para crecimiento de la cianobacteria SE.
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3.6 Co-cultivo consorcio metanotréfico-cianobacteria en reactor de tanque agitado

Para el co-cultivo CMAB-SE, el cultivo CMA-B se crecio durante 25 dias en reactor de
tanque agitado Applikon (secciéon 3.4), manteniendo las condiciones anteriormente
mencionadas para crecimiento a pH 8.7; por su parte, la cianobacteria SE, fue crecida durante
15 dias en columna de vidrio. Trascurridos los dias establecidos se realizd peso seco y se
eligio una proporcion 3:1 bacteria-cianobacteria de acuerdo con los estudios realizados por
Ruiz-Ruiz et al., (2020), para inoculacion en un volumen de operacion de 1L. La biomasa
fue centrifugada y re-suspendida en medio fresco MSM para el consorcio y BG11 para la
cianobacteria. Posteriormente, los cultivos fueron mezclados en el reactor de tanque agitado
y se tomo6 muestra para determinar la concentracion de biomasa inicial la cual mantenia una

concentracion de 0.42 g/L.

Las condiciones de operacion para el cocultivo fueron 30 + 2°C, 500 rpm de agitacion, pH
8.7 regulado mediante NaOH 0.5M y HCl 0.5M, asi como alimentacion de 4% v/v de CH4
en aire durante 3 minutos cada 6 horas. Para el registro del pH y OD se utilizaron los sensores
AppliSens. La sefial de salida de los controladores se conecto en serie a una resistencia de
250 Q y el voltaje a través de la resistencia se adquirié con un convertidor de analogico a
digital MCP3208 (12 bits) interconectado con un Arduino nano®, para registro de datos cada
segundo. La salida de modulacion de ancho de pulso (8 bits) del Arduino nano® se utiliz6

para controlar el voltaje suministrado a la tira de LED, la cual mantuvo una intensidad de luz

de 160 pmol/ (m?*s).

Una vez montado el sistema (Figura 3.5) se realizaron cinéticas de consumo de CH4y
generacion de CO:2 con medicion del espacio de cabeza en un cromatografo de gases Agilent
(6890N), se tomaron muestras de cultivo para determinacidon de peso seco, nitratos y perfil
bioquimico, ademés se mantuvo monitoreo mediante observacion en microscopio Optico y
conteo celular. El sistema fue operado durante 63 dias en los cuales, se variaron las
condiciones de alimentacion de 3 minutos cada 6 horas, 1 minuto cada 6 horas y 1 minuto

cada 10 horas, asi como la agitacion de 500-700 rpm.
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Figura 3.5 Sistema utilizado para el co-cultivo consorcio metanotrofico-cianobacteria.

3.7 Crecimiento del co-cultivo en microcosmos

Para determinar la causa de limitacion de oxigeno en el sistema y observar si existia actividad
por parte de la cianobacteria, se partio6 de la ultima muestra del co-cultivo en el
fotobiorreactor de tanque agitado, se centrifugd la biomasa y la pastilla celular fue re-
suspendida en 300 mL de medio fresco MSM+BG11 (7:1). En botellas seroldgicas de 125
mL se colocaron 25 mL de cultivo con una concentracion de biomasa inicial de 0.44 g/L y

se cerraron con tapon de caucho de butilo y Parafilm.

Las condiciones de operacion fueron bajo luz y oscuridad; la intensidad de luz fue 160 umol/
(m?*s), agitacion 200 rpm, temperatura 30 + 2°C y ajuste de fase gaseosas con ~0, 10y 17%
de CHa v/v en aire para ambas condiciones. La medicion del espacio de cabeza fue mediante
el cromatdégrafo GOW-MAC (CG-DCT) para medicioén de consumo de CHa, Oz y CO> a las

24 y 28 horas. Al finalizar el experimento se determiné el pH y peso seco de cada muestra.
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3.8 Métodos analiticos

Cromatografia de gases

La medicion de la fase gaseosa con CHas, Oz y CO: se realizd en un cromatografo de gases
GOW-MAC (GOW-MAC Series 580, USA) con columna CTR1 (Altech, USA) y detector
de conductividad térmica (DCT), se utiliz6 He como gas acarreador a un flujo de 95 mL/min,
el volumen de inyeccion fue 200 pL, el voltaje del detector se mantuvo a 120 mV, la
temperatura de la columna fue ajustada a 40°C, mientras que el inyector y detector se

mantuvieron a 50 y 115 °C, respectivamente.

En el cromatografo gases Agilent (6890N) se determind la concentracion de CHsy COs. El
equipo contaba con una columna Porapak Q (Altech, USA) y detector de conductividad
térmica, se utiliz6 He como gas acarreador a 5 mL/min, la columna operé a temperatura de
50°C mientras que el inyector y el detector mantuvieron 110 y 200 °C respectivamente. El

volumen de inyeccion fue 500 pL.
Peso seco y pH

El peso seco se determind mediante filtracion por vacio de muestras liquidas a través de una
membrana de acetato de celulosa con tamafio de poro de 0.2 um para bacterias, 0.8 um para
cianobacterias y 0.2 um para el co-cultivo. La membrana fue secada a 60°C durante 24 horas,
posteriormente fue colocada en un desecador por 1 hora y finalmente pesada. El valor de

peso seco se obtuvo mediante la diferencia de pesos final e inicial.
Para la medicion de pH se realiz6 de manera manual con un electrodo S200C.
Carbono soluble y nitrogeno total

Las muestras liquidas obtenidas de la filtracion en membrana se procesaron por un analizador
TOC-L (Shimadzu) equipado con un sistema infrarrojo a través del método de combustion
catalitica a 680 °C. Asi mismo, el sistema estuvo acoplado a un modulo de

quimioluminiscencia TNM-L para la deteccion de nitrogeno total.
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Perfil bioquimico y nitratos

El perfil bioquimico de las muestras fue realizado mediante diferentes metodologias. Para
proteinas se determiné por el método modificado de Lowry, carbohidratos totales mediante
el método modificado de 4cido sulfurico-fenol (Dubois) y los productos intracelulares de
reserva mediante el método de sulfo-fosfo-vainillina (SPV). Mientras que, para nitratos se
utilizdé el método de espectrofotometria UV y se realizd la conversion a mgN/L. Las

metodologias detalladas se muestran en el Anexo 1.

Tasas de consumo de CHy y tasas volumétricas

Las tasas de consumo de CH4 fueron expresadas en mgcha/(gviomasa™h) a partir de los datos

obtenidos por cromatografia. Las tasas volumétricas fueron expresadas en mgcna/(L*h).
Adicion de NaOH y HCI

El volumen total adicionado de solucion basica de NaOH y solucion acida de HCI al sistema
fue medido mediante una probeta graduada de 100 mL. El calculo se obtuvo mediante la

diferencia del volumen inicial y volumen final.
Biomasa producida acumulada y nitréogeno adicionado acumulado

Para el célculo de biomasa producida acumulada en el reactor de tanque agitado, se
determinaron las concentraciones de biomasa en g/L. antes y después de toma de muestra.
Este calculo toma en consideracion el factor de dilucion por la adicion de medio fresco y se

realiza una correccion de volumen.

Para el nitrogeno adicionado acumulado, se tomd en consideracion la concentracion de

nitrégeno en el reactor y el volumen de medio fresco adicionado al sistema en cada muestreo.

Analisis estadistico

Las muestras del experimento de cinéticas en microcosmos, perfil bioquimico y medicion de
nitrogeno en el medio fueron procesadas por duplicado y se presentan como promedio =+
desviacion. Para experimentos en reactor realizados en tiempo real no se contd con

duplicados.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Identificacion del cultivo bacteriano

A partir del cultivo metanotréfico alcaléfilo (CMA-B) crecido en medio liquido y
secuenciado mediante el gen 16S ARNTr, se identifico la siguiente composicion (Tabla 4.1,
Anexo 2). El cultivo presenta una abundancia de cuatro filos, entre ellos: Proteobacteria

(84.12%), Bacteroidota (13.41%), Acidobacteria (0.22%) y Actinobacteria (0.01%)

La mayor proporcion corresponde al filo proteobacteria que involucra la clase
Alphaproteobacteria considerada como la tUnica con la capacidad de acumular
polihidroxialcanoatos como PHB en un 60% en peso seco, como respuesta a la limitacion de
nitrégeno o fosforo del medio; esto debido que posee la ruta metabdlica de la serina que
puede entrar en el ciclo del TCA (AlSayed et al., 2018). En esta clase, el género Methylocystis
se encuentra en un 26.05% de abundancia, el cual es considerado metanétrofo facultativo al
contar con ambas formas de la enzima MMO, crecer en metano y metanol, ser mesoéfilo y
mantener un crecimiento entre 25-35 °C y pH de 5.5-9.0 (Bowman, 2006; Dedysh &
Dunfield, 2011).

Especies como Methylocystis hirsuta con abundancia de 5.38%, es una bacteria con un
tamafio de ~0.3 um, puede crecer en compuestos multicarbonados como 4cido acético,
propionico y butirico. Se ha visto que la coloracion de colonias es blanca y llega a acumular
entre 40-50% de PHB a partir de corrientes diluidas de CH4 y limitacion de nutrientes, su pH
optimo de crecimiento es 7.0. Methylocystis parvus (1.18%) posee altas tasas de degradacion
de CHy, crecimiento a pH 6-8 y se ha estudiado su crecimiento en metanol (Bordel et al.,
2019; Rodriguez et al., 2020). Methylocystis rosea (1.18%) crece a pH 5.5-9, mientras que
especies como Methylocystis echinoides (10.96%) ha sido aislado de aguas residuales y
sedimentos de agua dulce, con crecimiento a pH 5.5-8.5 y Methylocystis silviterrae (6.26%)
crece en pH de 4.5-7.5 y han sido estudiado para acumulacion de PHB (Kalyuzhnaya et al.,
2015).

El género Hyphomicrobium (12.41%) presenta hifas y su divisién es por gemacion. Esta

presente en aguas residuales por su capacidad de desnitrificacion, asi como en una amplia
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variedad de ambientes y es considerado como metil6trofo facultativo con capacidad de crecer
en compuestos de un solo carbono como metanol y metilamina. Mientras que la clase
betaproteobacteria que involucra la familia Burkholderiaceae con el género Ralstonia
(5.01%) pueden crecer en medio de peptona. Ralstonia pickettii es una especie que se
encuentra presente en agua y suelo, crece en bajas concentraciones de nutrientes, asi como
en un rango de temperaturas de 15-42 °C y se ha identificado que posee capacidad
biodegradativa de compuestos aromaticos como es el benceno, fenol y tolueno (Nabilah et

al., 2023).

Tabla 4.1 Abundancia de microorganismos encontrados en el cultivo CMA-B.

Género Especie pH de crecimiento®
Ralstonia Ralstonia pickettii (4.07%) 5.5-8.5
(5.01%)
Hydrogenophaga Hydrogenophaga palleronii 7.0-8.0
(2.70%) (1.74%)
Methylocystis hirsuta (5.38%) 5.0-8.0
) Methylocystis parvus (1.18%) 6.0-8.0
Me;iéy éoscoi/stzs Methylocystis echinoides (10.96%) 5.5-8.5
(26.05%) Methylocystis silviterrae (6.26%) 4.5-7.5
Methylocystis rosea (1.18%) 5.5-9.0
Hyphomicrobium vulgare (2.16%) 6.5-7.5
Hyphomicrobium hollandicum >7.5
Hyphomicrobium (1.67%)
(12.41%) Hyphomicrobium facile (3.51%) 6.5-7.5
Hyphomicrobium aestuarii 6.5-7.5
(2.74%)
Sphingopyxis - 6.5-8.8
(1.17%)
Pseudoxanthomonas  Pseudoxanthomonas mexicana 5.0-9.0
(32.24%) (30.14%)
Pseudoxanthomonas japonensi 6.0-9.0
(1.18%)
Flavobacterium - 6.0-8.0
(1.07%)
Chryseobacterium Chryseobacterium koreense 6.0-8.0
(10.87%) (10.66%)

*Los valores de pH son los reportados en la literatura

Los valores entre paréntesis indican el porcentaje de abundancia.
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Para la clase gammaproteobacteria se identifico que el género Pseudoxanthomonas posee
una abundancia de 32.24%. Estas bacterias son mesofilas y se han identificado en digestores
de aguas residuales, biofiltros y suelos contaminados, tienen capacidad de biodegradacion de
xenobioticos, produccion de surfactantes y reduccion quimica (Selvaraj et al., 2022).
Pseudoxanthomonas mexicana (30.14%) fue aislada en México de un reactor anaerdbico de
aguas residuales de queso, puede crecer en yacimientos de gas natural, tiene capacidad de
reduccién de nitrito, utiliza citrato, glucosa, xilosa, galactosa y arabinosa y, segiin Kong et
al., (2013), puede crecer solo con CHs. Tiene pH de crecimiento de 5-9 con un 6ptimo de 7-
8 y temperatura de 30-37 °C comparado con Pseudoxanthomonas japonensis (1.18%) que

crece en pH de 6 a 9, y optimo de 8 (Thierry et al., 2004).

El filo Bacteroidota que es el segundo mas abundante con 13.41%, es un facilitador del
crecimiento de algas al adherirse a desechos organicos y pueden degradar carbohidratos por
su capacidad de secretar enzimas (Kim & Kwon, 2010). El género Chryseobacterium se
encuentra presente en aguas residuales y suelo, caracterizado por colonias de coloracion
amarilla debid a la presencia de flexirrubina. Chryseobacterium koreense una especie poco

estudiada se encuentra en el cultivo CMA-B con una abundancia del 10.66%.

A partir de estos resultados y haciendo una comparativa directa con la composicion del
consorcio reportado por Ruiz-Ruiz et al., (2020) en donde se identifico la presencia de ocho
filos diferentes, se mantiene una similitud con tres de ellos: Proteobacteria, Bacteroidota y
Actinobacteria. Para el caso del filo proteobacteria, caracteristico de los microorganismos
metilotroficos, la proporcion obtenida fue de 79.54 y 56.46% en el CMA-A mientras que, en
el CMA-B esta proporcidon se vio incrementada a 84.12% como parte del proceso de
enriquecimiento de la poblacion. Dentro de este filo, los géneros que se mantuvieron en
ambos cultivos fueron Methylocystis € Hyphomicrobium y la familia Xanthomonadacea, con
proporciones en el CMA-B de 26.05%, 12.41% y 33.19% respectivamente. Sin embargo,
cepas como Methylomicrobium un metan6trofo gammaproteobacteria no fue identificado en
el CMA-B, ya que su pH de crecimiento es mas alcalino (9-10) y dado que el nuevo consorcio

se mantuvo a pH 7-8 su abundancia se vio restringida (Kalyuzhnaya et al., 2013).

De acuerdo con Kwon et al., (2019) y Dedysh & Dunfield, (2011) la mayoria de las técnicas

utilizadas para aislamiento y enriquecimiento de cultivos metanotroficos se centra en el

49|



crecimiento con CHy4 y sembrados repetidos en placa, una metodologia que se aplico para el
enriquecimiento del consorcio metanotréfico CMA-B. Ademas AlSayed et al., (2018),
menciona que existen diferentes parametros que delimitan la proporcion de especies
metanotroficas, entre ellas el pH ya que la mayoria de las especies crece bien en un rango de
7-9, la temperatura es preferible de 20-35°C por ser especies en su mayoria mesoéfilas y las
concentraciones de CHs y O, puesto que, los metandtrofos alphaproteobacteria se ven
favorecidos por concentraciones altas de CH4 y bajas de Oz también influyen directamente
en las proporciones. Asi como, otros factores mas generales relacionados con la

concentracion de cobre, la fuente de nitrégeno y los sustratos.

La aplicacion de una técnica de enriquecimiento ligada a un crecimiento a pH cercano a 7,
permitié obtener una diferencia en las proporciones de las especies de ambos cultivos, a la
par que se eliminaron/disminuyeron las poblaciones de microorganismos no metanotroficos.
Sin embargo, aun se deben determinar diferentes parametros que permitan un crecimiento
optimo del cultivo y su perfil bioquimico para identificar si se cuenta con una aplicacion de
manera individual y en co-cultivo con microorganismos fotosintéticos, sin que se produzca

competencia por medio o por generacion de productos inhibitorios.

4.2 Cinéticas de consumo y generacion a diferentes pH

Los resultados obtenidos a partir de las cinéticas realizadas en microcosmos a diferentes pH
se muestran en la Figura 4.1, donde se grafica el consumo de CH4, Oz y generacion de CO»

con respecto al tiempo.

Para el primer ciclo con lote alimentado, la concentracion consumida de CHg fue 39.3 +
0.67%, para Oz del 34 + 5.01% y para CO: el porcentaje generado fue 2.3 + 0.58%. A
comparacion del séptimo ciclo con una duracion cerca de la mitad del tiempo, en donde estos
porcentajes aumentaron en 1.78%, 9.13% y 79.9% respectivamente. Cabe sefialar, que las
cinéticas de consumo de CHy, O2 y generacion de CO; realizadas durante el primer ciclo a
pH 10 presentan desviaciones mayores debido a una concentracion de biomasa posiblemente
diferente a su duplicado, sin embargo, el consumo de CH4 se mantuvo progresivo a lo largo

del tiempo.
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Figura 4.1 Cinéticas de consumo de CH4 y generacion de CO; el primer y séptimo ciclo.
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Las tasas especificas de consumo de CHy para el primer y séptimo ciclo, se muestran en la
Figura 4.2. Para el primer ciclo, la tasa de consumo de CH4 maés alta fue a pH 8.0 con 77.45
+ 15.25 mgcn4/(gviomasa™h) considerando una biomasa de 0.006 g. Mientras que, en cinéticas
de consumo al séptimo ciclo el valor mas alto reportado fue a pH 9.0 con 46.67 £ 9.43

mgcH4/(Ebiomasa™*h) y la biomasa final aumentd hasta un promedio de 0.018 + 0.03 g.
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Figura 4.2 Tasas especificas de consumo de CH, al primer y séptimo ciclo, en microcosmos.

De acuerdo con la literatura, bacterias metanotroficas crecidas en microcosmos como
Methylosinus trichosporium OB3b con una alimentacion del 10% CHy en aire, presentan
tasas de consumo de CH4 de 77.8 mgcna/(gbiomasa™h) (ZUifliga et al., 2011), mientras que, el
consorcio metanotrofico CMA-A con alimentacion del 15% CHa y pH 9.15 mantienen una
tasa de biodegradacion de 24.20 mgcha/(Ebiomasa™h) (Ruiz-Ruiz et al., 2020). Comparado los
valores reportados por los autores mencionados, con los obtenidos con CMA-B bajo
diferentes condiciones evaluadas, se puede identificar que son comparables con las tasas de
mayor consumo (77.8 mgcha/(gviomasa*h)) para las cinéticas del primer ciclo, mientras que,
para las cinéticas del séptimo ciclo los valores se encuentran dentro de los promedios

reportados.
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Para la determinacion de los rendimientos molares presentados en la Tabla 4.2, se hace una
relacioén con la ecuacion de oxidacion de CHy (Ec.1), en donde, se requiere 1 mol de CH4

mas 2 moles de O para generar a 1 mol de CO; y dos moles de H>O.

CH,+ 20, - C0,+ 2H,0 1)
En el rendimiento CO»/CHj4 los valores son bajos para el primer ciclo, ya que, de acuerdo
con la ecuacion (1) en donde la proporcion es 1 mol de CH4 para generar 1 mol de CO»,
valores de 0.19 - 0.29 estan por debajo de la mitad, es decir, no todo el CHs alimentado fue
oxidado a COg; esto puede ser verificado retomando la informacion de las cinéticas (Figura
4.1) en donde el consumo de CH4 promedio fue de 39.3 + 0.67%. Por otra parte, para el
séptimo ciclo los rendimientos se vieron incrementados cerca de dos veces, a excepcion del
pH 10.0 en donde el rendimiento incremento hasta cinco veces su valor (0.73 +0.02), debido
al cambio en la concentracion de biomasa (0.020 g) y por consiguiente consumo de CHs  lo

que da como resultado una mayor generacion de CO».

Para el coeficiente respiratorio CO2/Oz, donde tedricamente el valor maximo es 0.5 e indica
cuanto Oy esta reaccionando con el CHy4 para generar CO» (Salehi & Chaiprapat, 2022), en
cinéticas del primer ciclo se presentd un valor méximo a pH 8.0 con 0.23 £+ 0.01, lo que
concuerda con el rendimiento méximo de CO2/CHs que presentaba un valor de 0.29 + 0.01
al mismo pH. Sin embargo, para el séptimo ciclo, estos valores cambiaron a pH 10.0 y la

conversion de Oz a CO; presentd un valor de 0.28 + 0.03.

Un aspecto importante de los experimentos realizados es que el pH no muestra un efecto en
la tasa de consumo de CHa. Si bien, al inicio de cada experimento este parametro fue ajustado
avalores alcalinos de 8, 9 y 10, cuando se finalizan las cinéticas se obtuvieron valores neutros
sin importar el pH inicial (Tabla 4.2), lo cual pudo haber ocurrido desde las primeras horas
del experimento, ocasionando que los valores obtenidos en las cinéticas no tuvieran efecto
directo con el pH. Por ello, es necesario que durante cinéticas de consumo esté valor se
encuentre monitoreado para verificar si presenta un efecto directo, ya que, al ser un cultivo
que cuenta en su mayoria con bacterias del género Methylocystis (Seccion 4.1), los pH mas
recomendables para el crecimiento y oxidacion son cercanos a la neutralidad (Bowman,

2006).
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Tabla 4.2 Valores de pH, biomasa y rendimientos molares del primer y séptimo ciclo de

alimentacion.
pH Biomasa Y molar
Inicial Final (2) CO,/CH4 CO2/0,
Primer ciclo de alimentacion
8.0 7.45 0.006 0.29+0.01 0.23 +£0.01
9.0 7.52 0.006 0.27 +£0.00 0.16 £0.06
10.0 7.68 0.006 0.19+0.02 0.06 £0.01
Séptimo ciclo de alimentacion
8.0 7.85 0.019 0.63 +0.09 0.21 £0.02
9.0 7.89 0.015 0.63+0.03 0.24 +0.02
10.0 7.94 0.020 0.73+£0.02 0.28 £0.03

pH inicial ajustado previo a las cinéticas.
pH final medido al término de cada cinética

A partir de los resultados obtenidos en las diferentes cinéticas de consumo de CHg, Oz y
generacion de CO; a diferentes pH, se concluye que las tasas especificas de consumo se
encuentran dentro de los promedios reportados en la literatura para diferentes especies
metanotroficas y que a pesar de que, durante el primer ciclo a pH 8 se presentdé mayor
rendimiento en el proceso oxidativo, esto cambi6 al séptimo ciclo para pH 10. Sin embargo,
como los valores de pH finales se encontraban dentro de la neutralidad, no se puede asegurar
que las diferentes tasas de consumo de CH4 estuvieran relacionadas con este parametro, por
ende, es necesario un sistema que permita controlar los parametros durante las diferentes
cinéticas para obtener un resultado mas detallado y asegurar o descartar su efecto en la

actividad del cultivo metanotréfico.
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4.3 Cinéticas de consumo a diferentes pH en reactor de tanque agitado

Para determinar de una mejor manera el efecto del pH, se optd por mantener un crecimiento
en reactor de tanque agitando con regulacion de pH mediante la adicion de solucion basica
NaOH 0.1M. Los tiempos de adaptacion, asi como el momento en el cual se realizaron las

diferentes cinéticas se presentan en la Figura 4.3.
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Figura 4.3 Crecimiento del cultivo CMA-B. C1-C4 indica el punto en donde fueron realizadas las

cinéticas de consumo, la linea punteada indica el periodo de adaptacion a diferentes pH.

Las cinéticas de consumo de CH4 y generacion de CO», se muestran en la Figura 4.4, en
donde, se aprecia que a pH 8.7 y 9.4 existi6 un periodo en donde la concentracion de CHy
tiende a disminuir abruptamente durante las primeras horas de la cinética, mientras que para

pH 8 y 10 el consumo fue progresivo a lo largo del tiempo.

Para el caso del COz el comportamiento registrado fue diferente, en ciertos puntos el valor
tiende a disminuir y en otros aumenta; esto es debido a la cantidad de CO; generado y los
cambios en el pH del cultivo por la adicion de solucion basica. A medida que el pH se
encuentre mas alcalino se contard con menor porcentaje de CO2 en el espacio de cabeza,
puesto que, este queda retenido en el medio en forma de carbono inorgénico (carbonatos y

bicarbonatos) y conforme se acidifique el medio, el COz sera liberado en el espacio de cabeza
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del reactor (Anexo 3). En ese sentido a pH 8 se contd con generacion de 1.7% de CO»

comparado con pH 10 donde se registré como valor méximo 0.06%.
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Figura 4.4 Cinéticas de consumo de CH4 y generacion de CO; a diferentes pH en reactor de tanque

agitado.

Las tasas de consumo de CHy a diferentes pH se muestran en la Figura 4.5. El valor mas alto
fue a pH 8.7 con 25.20 mgcH4/(gbiomasa™h) comparado con pH 10 donde la tasa se ve reducida
a mas de la mitad con 11.25 mgch4/(gbiomasa™h). Si se compara con el CMA-A crecido a pH
9.4 en el mismo reactor durante una operacion de 4.5 horas que presenta tasas de

biodegradacion de 226 mgcha/(gbiomasa*dia) (equivalente a 9.41 mgcha/(gbiomasa*h)) (Ruiz-
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Ruiz, 2023), se puede identificar que el cultivo CMA-B se ha adaptado a nuevos pH para su

crecimiento a la par que mantiene su capacidad de biodegradacion de CHa.

30
e 25.20
=
g _ 25-
£ = 20.07
875 20 -
g : 14.90
280 15 1
2N 11.25
85 10 -
o o0
<&
8 5 1
=
0 L] L] L] 1
8.0 8.7 9.4 10.0

pH

Figura 4.5 Tasas de consumo de CHj4 a diferentes pH en el reactor de tanque agitado.

Por otro lado, factores como el pH son importantes en reactores ya que la tasa de
biodegradacion se ve influenciada por este parametro, al igual que mantiene un efecto directo
sobre la solubilidad del CO> (1.48 mg/mL) y se puede afectar tanto el desempefio como
crecimiento de los microorganismos (Guerrero-Cruz ef al., 2021; Samanta & Sani, 2023).
Asi mismo, se debe considerar la cantidad de solucion basica adicionada al sistema durante
las cinéticas, ya que, la adicion en exceso de NaOH puede ocasionar una alta alcalinidad en
el medio (superior a 10) e incremento de la salinidad, ocasionando una limitacion del
crecimiento en el cultivo considerando que la mayoria de los metanétrofos crecen en rango
de 5.5-9, ademas, la adicidn de soluciones basicas puede incrementar costos de operacion de

este tipo de sistemas (AlSayed et al., 2018).

Como se mencionaba anteriormente el pH estd relacionado con la forma de carbono
inorganico (CO> disuelto, acido carbonico, bicarbonato y carbonato) (Anexo3) y la
alcalinizacion, en donde una retencion del carbono en el medio provoca acidificacion a causa
de la generacion de acido carbonico y conforme el pH se vuelve basico se produce carbonato,

sin embargo, estas reacciones son reversibles tal como se muestra en la Tabla 4.3.
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Tabla 4.3 Reacciones de equilibrio de carbonatos y bicarbonatos en el medio (Retomado de Ruiz-

Ruiz et al., (2020).

Descripcion Reaccion
El CO; se disuelve en H,O COzg) < COyq)
El CO; (aq) reacciona con el H,O para formar acido COzaq) + H,0 <« H,CO04

carbonico

El 4cido carbénico reacciona con H>O para formar  H,CO; + H,0 « HCO3 + H;0*
bicarbonato y iones H3O"

El bicarbonato reacciona con el H2O para formar HCO3; + H,0 « CO%™ + H;0%
carbonato y H3O"

Por lo que, en este cultivo metanotrofico que incluye la generacion de CO2 como parte del
proceso de oxidacion del CH4, mientras el cultivo se establezca a un mayor pH mas solucion
basica sera requerida para el control de este (Figura 4.6). Por ende, a pH 8 sera necesario 0.4
mmol/h de NaOH porque la mayor parte del carbono se encuentra en el espacio de cabeza y
otro porcentaje estara retenido en forma de bicarbonatos, mientras que a pH 10 serd necesario
1.8 mmol/h de NaOH porque el carbono sera retenido en la fase liquida en forma de

carbonato.
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0.8 1
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Figura 4.6 Cantidad de NaOH adicionado de acuerdo con el pH del cultivo en mmol/h.
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Para determinar la concentracion de carbono inorgdnico en el medio y el consumo de
nitrogeno en el reactor de tanque agitado durante 11 dias, se procesaron las muestras
mediante un analizador TOC-L obteniendo los resultados mostrados en la Figura 4.7. Las
primeras tres muestras presentan valores de 4.5 = 0.35 mg/L de carbono organico total los
cuales son imperceptibles en la grafica, posterior a ello no se registra presencia de carbono
organico. En el caso del carbono inorganico existe un incremento a medida que la muestra
se vuelve mas alcalina, partiendo de 7.6 + 0.02 mg/L al momento de la inoculacion del reactor
hasta 817.6 +6.29 mg/L a pH 10, lo indica un incremento de 107.6 veces en donde, el carbono
inorganico se encuentra en forma de carbonatos. De igual manera, el nitrogeno total
disminuye en un 59.7% por el crecimiento de biomasa de 317.4 mgN/L a 128 mgN/L al dia
11 con pH 10.

900 pH 8.0 pH87 pH94 PpH10.0

x
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o o o o o o o o
o o o o o o o o
|
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inoculacion Dia 3 Dia5 Dia 6 Dia 10 Dia 11

Cl ©NT

Figura 4.7 Concentracion de CI y NT en muestras obtenidas en los dias de adaptacion del cultivo

CMA-B y en las cinéticas a diferentes pH en el reactor de tanque agitado.

A partir de los resultados obtenidos de las cinéticas de consumo y considerando el efecto que
tiene el pH, aunado a la adicion de solucion basica de NaOH al cultivo, se determin6 que el
pH que presenté mejor desempetio es 8.7, ya que se encuentra en condiciones cercanas a la
neutralidad que es un parametro importante para las especies metanotroficas que conforman

el cultivo CMA-B, por lo cual fue elegido para continuar el trabajo experimental.
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4.4 Crecimiento a pH 8.7

El crecimiento en el reactor de tanque agitado a pH 8.7 se realiz6 por duplicado, la primera
corrida tuvo una duracion de 27 dias en donde el objetivo fue el crecimiento de biomasa y
favorecer una limitacion de nitrégeno para determinar por perfil bioquimico su capacidad de
acumulacion de moléculas; mientras que, la repeticion del experimento fue por 21 dias en
donde, se realizaron cinéticas de consumo de CH4 para determinar su capacidad de oxidacion

y se repitio perfil bioquimico.

En el primer experimento el crecimiento de biomasa se mantuvo constante hasta alcanzar una
concentracion maxima de 1.14 g/L en 27 dias. El nitrégeno al momento de la inoculacion
inicidé con 351.75 mgN/L concluyendo con una concentracion de 2.72 mgN/L al dia 27
(Figura 4.8) lo que indicod que a partir de ese momento el cultivo habia consumido el 99%

del nitrogeno total, induciéndolo a un estado de estrés por limitacion.
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Figura 4.8 Concentracion de biomasa y consumo de nitrogeno durante 27 dias de cultivo.

El perfil bioquimico de la biomasa (Figura 4.9) tuvo un contenido maximo de proteinas para
el dia 10 con 51.8 £ 2.16 %, al dia 17 para carbohidratos con 8.6 + 0.06 % y al dia 27 con

47.4 = 0.09 % de productos intracelulares de reserva.
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Esta concentracion de productos intracelulares entra dentro del rango reportado en la
literatura para metanotrofos de especies como Methylocystis parvus y Methylocystis hirsuta
que presentan la capacidad de acumular PHB en un 50-70% y 45% en peso respectivamente
(Gesicka et al., 2021; Wendlandt et al., 2010). Ademas, considerando que el CMA-B cuenta
con una abundancia del 42.57% de la clase Alphaproteobacteria caracteristica por acumular
PHB, el 47.4% obtenido de productos intracelulares de reserva es resultado de la limitacion
de nitrégeno en el medio, que puede tratarse tanto de lipidos, PHAs o algtn otro producto
intracelular, ya que, el método de sulfo-fosfo-vainillina (SPV) es utilizado para
cuantificacion de lipidos neutros, sin embargo, para corroborar este dato es necesario técnicas
cualitativas y cuantitativas para descartar el error experimental que produce la técnica

(AlSayed et al., 2018; Mishra et al., 2014).
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Figura 4.9 Perfil bioquimico de cultivo CMA-B con crecimiento a pH 8.7 durante 27 dias.

Para el duplicado del experimento se mantuvo un crecimiento de biomasa progresivo hasta
llegar a 0.93 g/L en el dia 21 (Figura 4.10). Respecto al nitrogeno, la concentracion inicial
fue 355.76 mgN/L y para el dia 21 contaba con 131.76 mgN/L, es decir, se consumid 62.96%

de nitrogeno total.
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Figura 4.10 Concentracion de biomasa y consumo de nitréogeno durante 21 dias de cultivo.

Las cinéticas de consumo realizadas a lo largo del experimento se muestran en la Figura 4.11,
con un consumo progresivo de CHy a lo largo del tiempo, sin embargo, la generacion de CO»
fue mayor al dia 7 y 18. En el séptimo dia las tasas especificas de consumo de CH4
presentaron valores de 9.62 mgcH4/(gbiomasa™h) disminuyendo a 4.25 mgcha/(gbiomasa™h) para
el dia 18, esto se debe posiblemente a un aumento de biomasa, o bien podria tratarse de una
baja solubilidad del CH4 que de acuerdo con Safitri ef al., (2021) puede ser solucionado

mediante efectos de mezclado en el reactor para favorecer a la interfaz gas-liquido.

Para las tasas volumétricas, los valores aumentaron con el transcurso del tiempo, con 2.50
mgcns4/(L*h) al dia 7, 2.90 mgcna/(L*h) al dia 11 y 3.0 mgcnsa/(L*h) al dia 18, como parte del

incremento de biomasa y consumo de CHjy a lo largo de los dias por litro de volumen.
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Figura 4.11 Cinéticas de consumo de CH4 y generacion de CO; a pH 8.7. En el recuadro inferior de

cada figura se presentan las tasas especificas de consumo de CHy y tasas volumétricas.
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Los valores del perfil bioquimico en este experimento (Figura 4.12), mostraron como valor
maximo de proteinas 60.8 + 3.60% y 9.3 + 0.28% para carbohidratos, ambos en el dia 7.
Estos valores son superiores en un 17% y 8% respectivamente en comparacion con los
reportados en el experimento anterior, pero manteniendo la caracteristica de una acumulacion
maxima durante los primeros dias de la fase de crecimiento. Para productos intracelulares de
reserva, la concentracion fue un 68% menor de lo acumulado anteriormente con 15.3+ 3.26%

al dia 13, ya que no se contaba con limitacion de nitrogeno en el medio de cultivo.
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Figura 4.12 Perfil bioquimico de cultivo CMA-B con crecimiento a pH 8.7 durante 21 dias.

A partir de estos dos experimentos con crecimiento a pH 8.7 se pudo identificar un
crecimiento progresivo del consorcio alcalofilo, lo que indicod una buena adaptacion al nuevo
pH de crecimiento, en donde, se mantuvo la capacidad de oxidacion de CHs. Ademas,
mediante el perfil bioquimico se identifico una acumulacion de 50-60% de proteinas y hasta
47% de productos intracelulares de reserva ante la limitacion de nitrégeno, convirtiéndolo en

un cultivo interesante para la generacion de productos de valor agregado.
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4.5 Crecimiento en columna de la cianobacteria Synechococcus elongatus UAM-C/S03

Para la segunda parte del trabajo experimental, se eligid la cianobacteria Synechococcus
elongatus UAM—C/S03 (SE) la cual fue crecida en columna de burbujeo para generacion de
biomasa, la cual presentaba una tasa especifica de crecimiento de 0.22 d!. A la par, se obtuvo
una curva de conteo celular vs biomasa (Anexo 4) mediante el recuento celular con la camara

Improve Neubauer: esta grafica fue de utilidad para experimentos posteriores.

Mediante el monitoreo del crecimiento con observacion en microscopio optico, se identificd
la diferencia morfologica de la cianobacteria durante 40 dias. La figura 4.13 muestra una
fotografia al 40X con filtro de contraste de fases, correspondiente al segundo dia de
crecimiento de la cianobacteria SE, presentando una morfologia de bacilos y una longitud
~4um. En circulos negros se resaltan las células que se encontraban en proceso de division

por fision binaria.

o

o

@ " 10pm

Figura 4.13 Fotografia de la cianobacteria SE a dos dias de crecimiento en columna de burbujeo,
con filtro de contraste de fases al 40X. En circulos negros se encuentran las células en proceso de

duplicacion por fision binaria.

El crecimiento de la cianobacteria después de siete dias (Figura 4.14A) mostré un aumento

celular que mantuvo forma bacilar con longitudes de 5-8 um.
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Finalmente, cuando el cultivo ha estado en crecimiento por mas de 40 dias (Figura 4.14B),
la célula se alarga teniendo una morfologia filamentosa alcanzando longitudes de hasta 50-
60 um, esto como parte de la acumulacion de PHB, un producto de reserva en respuesta a la

limitacion de nutrientes (Gonzéalez-Resendiz et al., 2021).
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Figura 4.14 Cianobacteria Synechococcus elongatus UAM—C/S03, observacion a 40X por contraste

de fases. A) Crecimiento a 7 dias. B) Crecimiento a 40 dias.

4.6 Co-cultivo consorcio metanotrofico-cianobacteria en fotobiorreactor de tanque
agitado

El experimento de co-cultivo consorcio metanotrofico- Synechococcus elongatus UAM—
C/S03, tuvo una duraciéon de 63 dias, durante ese periodo se realizaron dos cinéticas de
consumo: el dia de inoculacion y el cuarto dia de crecimiento. En la Figura 4.15 se encuentra
la grafica de consumo de CH4 y generacion de COg, este ultimo no encontrado en el espacio
de cabeza del reactor durante las mediciones por CG porque la cianobacteria fijo el gas como
parte del proceso fotosintético (Safitri ef al., 2021). La primera cinética (dia de inoculacién)
finaliz6 con una tasa de consumo de CH4 de 6.43 mgcha/(gbiomasa™h) (154 mgcha/(Lbiomasa
*dia)) después de un tiempo de 4.1 horas, el cual fue el mismo valor de tasa de consumo que

el reportado por Ruiz-Ruiz, (2023) en un co-cultivo bacteria-microalga (consorcio
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metanotrofico alcaldfilo-microalga Scenedesmus obtusiusculus). Para la segunda cinética

realizada en el cuarto dia de crecimiento la tasa de consumo incrementdé a 8.67

mgcn4/(gviomasa*h), la diferencia en esta cinética es que el co-cultivo ya se encontraba

adaptado por lo cual, el consumo de CH4 se mantenia constante y el CO> seguia sin ser

percibido en el espacio de cabeza del reactor; mientras que el pH para este punto, ya se

encontraba dentro del rango establecido para el crecimiento (8.6-8.8). Posterior a estas

cinéticas, no se sabe con certeza si durante los 59 dias restantes el co-cultivo mantuvo alta

oxidacion de CHay si el CO; fue liberado en algin momento al espacio de cabeza, a pesar

de ello, se pudo continuar monitoreando el crecimiento mediante peso seco y conteo celular,

asi como el comportamiento del pH y OD a partir del sistema Arduino.
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Figura 4.15 Graficas de cinéticas de consumo el dia de inoculacion y cuarto dia de crecimiento. Se

presenta el % de consumo de CHy (circulo verde), el consumo de oxigeno disuelto (circulo morado)

y valores de pH (triangulo rosa) en el co-cultivo CMAB-SE.
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En la Figura 4.16 se muestran los valores registrados cada 1.1 segundos en el sistema Arduino
durante 50 dias para el oxigeno disuelto y el pH del co-cultivo. La primera grafica
corresponde al OD en donde cada incremento indica un periodo de alimentacion el cual paséd
de una alimentacion por 3 minutos cada 6 horas al momento de inoculacion, a una
alimentacion por 1 minuto cada 6 horas el séptimo dia y finalmente 1 minuto cada 10 horas

los dias restantes.

Transcurridos los periodos referidos se aprecio los momentos bajo limitacion de oxigeno en
el sistema, ya que el variar la velocidad de agitacion de 500 rpm el dia de inoculacion, 600
rpm al dia 32 y 700 rpm el dia 53, no ayud6 a generar oxigeno suficiente en el cultivo, aunque
existieron instantes en donde la cianobacteria pudo generar O in situ como parte de su
actividad fotosintética, este efecto tuvo un méaximo de duracion < 2 minutos, por ende, fue
imperceptible al momento de graficar y durante el monitoreo del sistema. Para el caso de la
intensidad de luz, este pardmetro se colocd en el valor maximo permitido en el sistema

Arduino, por ende, no pudo ser incrementado para probar con otros valores de iluminacion.

En el dia 42 el OD ya no se ve limitado, pero una vez que se alimentdé medio fresco cinco
veces mas concentrado (5X) en el dia 50 el OD present6é un comportamiento similar a dias
anteriores, en donde existi6 nuevamente limitacion de oxigeno varias horas previo a la

siguiente alimentacion.

En el caso del pH, los valores se mantuvieron en un rango de 8.6-8.8. Este parametro se
mantuvo regulado mediante un control fotonico para que la misma cianobacteria mediante la
generacion de O> en tiempos de luz y oscuridad ayudara a mantener el valor de pH
establecido, sin embargo, este control no fue suficiente, por ende, el pH se regulé mediante
la adicion de soluciones bésicas y acidas terminando con la adiciéon de 604 mL de NaOH
0.5M y 62 mL de HCI 0.5M después de 63 dias de operacion. Esto puede resultar en un
problema si se toman en cuenta los costos econdmicos que involucra el control de pH
mediante soluciones, ademas, puede afectar el crecimiento de los microorganismos cuando

se adiciona en altas concentraciones.
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cultivo CMAB-SE.
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Por otro lado, la biomasa generada y la concentracion nitrégeno se muestran en la Figura
4.17. En este caso, la biomasa incrementa de 0.42 g/L hasta 4.11 g/L al dia 63, manteniendo
un crecimiento exponencial hasta el dia 11, pero el dia 15 presenta una disminuciéon como un
posible efecto de dilucion al agregar medio fresco al sistema, mientras que, el nitrégeno
aumenta hasta una concentracion de 676.94 mgN/L al dia 40 y posteriormente disminuye a

una concentracion de 382.12 mgN/L al final del experimento.

Comparando el co-cultivo CMAB-SE con las concentraciones reportadas por Li et al.,
(2022) con 0.8 g/L, Rasouli ef al., (2018) con 1.48 g/L y Hill et al., (2017) con 0.68 g/L los
cuales son estudios en donde la mayoria utilizaron botella serolégica para crecimiento, aguas
residuales y cortos periodos (maximo de 200 horas, se puede concluir que la concentracion
del co-cultivo CMAB-SE fue tres veces mayor (4.11 g/L) con crecimiento en fotobiorreactor

de tanque agitado.
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Figura 4.17 Concentracion de biomasa y nitratos durante la operacion del co-cultivo CMAB-SE.

En la Figura 4.18, se muestra la biomasa total producida acumulada que toma en
consideracion la concentracion de biomasa contenida en el reactor y de la muestra tomada,
asi como, los nitratos consumidos a partir de la adicién de medio fresco posterior a la toma

de muestra para reestablecer el volumen. En este caso, la biomasa acumulada presentd un
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valor maximo de 5.81 g, mientras que para nitrégeno se consumio6 388.71 mg/L durante la

fase final del experimento.
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Figura 4.18 Biomasa producida acumulada y nitrégeno consumido durante la operacion del co-

cultivo CMAB-SE.

El conteo celular realizado para determinar la proporcion de cianobacterias en el co-cultivo
se muestra en la Figura 4.19; teniendo como resultado un crecimiento constante de SE hasta
el dia 22, posterior a ello la cantidad de células comienza a disminuir, pero al observarlas en
el microscopio optico su tamaio se vio incrementado, lo cual podria deberse a la posible

acumulacion de PHB al interior de la célula (Gonzalez-Resendiz et al., (2021).

Una vez llegado el dia 50 en donde se adicioné medio fresco 5 veces mas concentrado, se

present6 un nuevo incremento celular terminando con un maximo de 2.73x10'! células/mL.
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Figura 4.19 Conteo celular de Synechococcus elongatus UAM—C/S03 en el co-cultivo.

A partir de las dos graficas obtenidas, tanto de conteo celular como biomasa generada, se
determind la concentracion de cada microorganismo en el co-cultivo, en donde la
concentracion de cianobacterias era determinada por la curva de calibracion y la

concentracion del cultivo CMA-B por diferencia de biomasa.

Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 4.20, donde se aprecid una mayor
proporcion de bacterias con masa final de 3.62 g, mientras que, la cantidad de las
cianobacterias solo alcanzé una masa de 0.49 g; esto pudo ocasionarse tal como lo menciona
Rasouli et al., (2018) por la ausencia de carbono organico en el medio, que limita el
crecimiento del microorganismo fotosintético, o bien, porque los microorganismos al estar
en un sistema integrado compiten por nutrientes como el cobre, ocasionando un crecimiento
excesivo de las bacterias y por ende un efecto de sombreado en el medio es decir, la
cianobacteria no recibid la luz necesaria limitando su crecimiento y por consiguiente la

fijacion de carbono se vio disminuida (Biddanda et al., 2015; Ray et al., 2022).

Como alternativas ante las limitaciones presentadas para la cianobacteria, se puede realizar
una optimizacion del reactor para obtener un aumento en la intensidad de luz, ya que, de

acuerdo con la literatura algunas especies del género Symechococcus pueden soportar
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irradiancias de 500-1500 pmol/(m?*s) con crecimiento en reactores, sin que se produzcan

efectos de fotoinhibicion (Ungerer ef al., 2018).
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Figura 4.20 Concentracion en gramos de la cianobacteria Synechococcus elongatus UAM—-C/S03 y

el cultivo CMA-B en el co-cultivo a lo largo del tiempo.

Adicional a esto, se determin6 el perfil bioquimico de las diferentes muestras tomadas
(Figura 4.21), en donde se identifico6 un maximo de proteina del 50.7 = 0.2% y 14.3 + 0.5%
de carbohidratos, ambos el dia de la inoculacion, debido a que la cianobacteria y el cultivo
CMA-B ya habian estado en crecimiento previo en columna de burbujeo y en reactor

respectivamente.

Por otra parte, para productos intracelulares de reserva, se presentd una acumulacion de 43.3
+ 2.89% al dia 11, esto resulta de una disminucion en los nitratos del medio tal como se
observa en la Figura 4.17. Mientras que al dia 39 se presenta el segundo valor més alto para

productos intracelulares con 38.8 + 0.74%.
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Figura 4.21 Perfil bioquimico del co-cultivo CMAB-SE.

A raiz del crecimiento del co-cultivo CMAB-SE en un fotobiorreactor de tanque agitado y la
limitacion prolongada de oxigeno entre alimentaciones, era recomendable realizar un
experimento simulando las condiciones de operacion, pero a pequefia escala, para obtener

resultados mas concluyentes.

4.7 Crecimiento en microcosmos en condiciones de luz y oscuridad

Para corroborar los datos obtenidos del co-cultivo y la limitacion de oxigeno, se realizaron
cinéticas en microcosmos bajo condiciones de luz y oscuridad, tomando como indculo inicial
la biomasa obtenida el dia 63 del crecimiento en el fotobiorreactor de tanque agitado, en
donde, la proporcion ya se encontraba en 7:1 (bacteria:cianobacteria). A partir de las

mediciones realizadas a las 24 y 28 horas se obtuvo lo siguiente.

El valor de pH inicial fue 7.38 el cual no fue ajustado a las condiciones anteriores, pero fue
nuevamente medido transcurridas 28 horas obteniendo los datos de la Tabla 4.4. En este caso,

para aquellas botellas con alimentacion del 10 y 17% de CH4 para ambas condiciones, se
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present6 una disminucion de pH a causa de la generacion de CO2 como parte del proceso de
oxidacién del consorcio, sin embargo, se esperaba que bajo condiciones de luz este pardmetro
incrementara o se mantuviera debido al consumo de CO; por parte de la cianobacteria, sin

embargo, no fue asi y se mantuvo cercano a los valores en condiciones de oscuridad (Ray et

al., 2022).

Tabla 4.4 Valores de pH del co-cultivo en microcosmos después de 28 horas bajo condiciones de

luz y oscuridad.

Luz Oscuridad
CH4 (%) pH final CH4 (%) pH final
17 6.72 18 6.88
10 6.71 9 6.87
0 7.29 0 7.98

Para comprender mejor el comportamiento del co-cultivo, a partir de los valores medidos por
CG-TCD en el espacio de cabeza se determinaron los rendimientos de gbiomasa/gcH4 @
concentraciones de 10 y 17% de CHs. Este valor nos permite medir cuanto CHs fue
consumido en relacion con la biomasa generada; mientras mas alto sea el valor mayor
porcentaje de CH4 habra sido consumido, es decir, es un parametro que indica una conversion
de CH4 en biomasa. En la Figura 4.22 se presentan los rendimientos obtenidos para 24 y 28

horas.

En el caso de las 24 horas se presenta mayor rendimiento a una concentracion inicial de 10%
de CHy en el espacio de cabeza con 0.97 gpiomasa/gcn4 €n condiciones de oscuridad; llegadas
las 28 horas se presentan rendimientos de 1.0 gbiomasa/gch4 bajo la misma condicion, esto nos
indica que el cultivo metanotrofico oxida CH4 en mayor proporcidon con una concentracion
inicial del 10%. Sin embargo, en condiciones de luz los rendimientos se ven reducidos a casi
la mitad con 0.52 gpiomasa/gch4 @ las 24 horas y 0.65 ghiomasa/gcH4 @ las 28 horas. Recordando
las rutas metabolicas en donde la bacteria oxida CHs4 para generacion de CO: y la
cianobacteria capta CO y por proceso fotosintético genera O, en el co-cultivo la generacion
de O2 es insuficiente y el poco que se llegue a generar in situ es posiblemente captado al

instante por las bacterias.
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Se esperaba que los rendimientos en condiciones de luz presentaran valores mas altos debido
a la generacion de O; por la cianobacteria, lo cual resultaria en un aumento de biomasa de
ambos microorganismos, sin embargo, las condiciones de oscuridad presentan mayores
rendimientos, porque la bacteria contintia consumiendo CH4 haciendo uso del O, atmosférico
contenido en el espacio de cabeza, mientras que, la cianobacteria no genera O porque las

reacciones de oscuridad dirigen el carbono inorganico a carbohidratos.
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Figura 4.22 Rendimientos de gpiomasa/Zcrs €n condiciones de luz y oscuridad a 10y 17% de CHa.

Ahora bien, en los rendimientos molares del coeficiente respiratorio CO2/O; a 24 y 28 horas
(Figura 4.23), no se aprecia diferencia entre rendimientos, sin embargo, bajo concentraciones
de 0% de CH4 hay valores negativos que indican generacion de oxigeno por parte de la
cianobacteria, lo cual ocurre en condiciones de luz por el proceso fotosintético y al no estar
presente el CH4 la cianobacteria tiene el tiempo suficiente para la generacion de Oz haciendo
uso del CO> atmosférico que pudo estar presente en el espacio de cabeza, ademas, los
rendimientos presentan valores mayores en condiciones de oscuridad, ya que los

metanotrofos no se ven afectados por la falta de luz (Miroshnikov et al., 2019).
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Figura 4.23 Rendimientos molares de CO»/O; en condiciones luz y oscuridad con proporciones de

CH4 del 0, 10y 17%.

Para los rendimientos molares O2/CHs y CO2/CHs4 en donde tedricamente los valores
maximos son 2 y 1, respectivamente (Ecuacion 1), se obtuvo lo siguiente. En la Figura 4.24
se muestran del lado izquierdo los rendimientos molares de O2/CH4 que especifica cuanto
CHj4 se estd consumiendo de acuerdo con la proporcion de O presente en el espacio de

cabeza.

Los valores maximos se presentaron bajo una concentracion de 17% de CH4 en condiciones
de luz con valores de 1.19 y en condiciones de oscuridad con 10% de CH4 con un valor de
1.26, a pesar de ello bajo las dos condiciones los rendimientos presentaron valores cercanos
entre si, ya que las bacterias ocupaban el O; presente en el espacio de cabeza el cual mantenia
proporciones del 17-18%. Mientras que, en los rendimientos CO2/CH4 que relaciona el CH4
consumido y el CO; generado en el proceso oxidativo por bacterias, donde el valor maximo
teorico es 1, bajo condiciones de 10% de CH4 en oscuridad se presentaron rendimientos de
0.71-0.76 indicando una alta oxidacion de CHs a la par que se libera CO> al espacio de cabeza

que podria ser utilizado por la cianobacteria para reacciones fotosintéticas de oscuridad.
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Figura 4.24 Rendimientos molares O»/CH4 y CO»/CH4 en condiciones de luz y oscuridad.

A partir de estos resultados, se pudo suponer qué cuando el co-cultivo fue crecido en el
fotobiorreactor se encontraba limitado de oxigeno después de unas horas de haber sido
alimentado, ya que al tener una proporcion siete veces menor de cianobacterias, pero no
indica que el microorganismo fotosintético se encuentre sin actividad, ya que en condiciones
de 0% de CHs es capaz de generar O, ademas, durante el co-cultivo también existe la
presencia de Oz pero el poco porcentaje que puede ser generado in situ resulta imperceptible
en las mediciones al ser atrapado al instante por los microorganismos metanotroficos para el

proceso de oxidacion.

Pero para corroborar los resultados obtenidos, es preferible realizar un nuevo experimento en
microcosmos y probar nuevas proporciones de los microorganismos, para evitar competencia
y limitacioén de nutrientes, asi como, evitar la limitacion de O, y mantener altas velocidades

de crecimiento (Ray et al., 2022).
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Los objetivos propuestos para este proyecto de investigacion fueron cumplidos. Se
enriquecid y caracterizO un consorcio metanotrofico alcaldfilo, que conservo los filos

Methylocystis € Hyphomicrobium y la familia Xanthomonadacea.

Mediante experimentos a diferentes pH en microcosmos y reactor de tanque agitado, se
identific6 que el cultivo CMA-B mantiene tasas especificas de biodegradacion de CH4 mas
altas a pH 8.7 y con una caracterizacion por perfil bioquimico se identifico que puede
acumular una cantidad considerable de proteinas y productos intracelulares de reserva, como

productos de interés con aplicacion industrial.

La operacion de un sistema integrado con un co-cultivo consorcio metanotréfico alcalofilo-
cianobacteria Synechococcus elongatus UAM-C/S03, con alimentacion de CH4 y una
proporcion 3:1 (bacteria:cianobacteria), se mantuvo durante 63 dias resultando en una
concentracion de biomasa siete veces mayor para el consorcio metanotréfico, lo que ocasiond
limitacion de oxigeno en el sistema durante largos periodos, sin embargo, logré acumular un

alto porcentaje de proteinas.

Los microcosmos bajo condiciones de luz y oscuridad con diferente concentracién de CHa,
permitieron suponer que la causa de la limitacion de Oz en el sistema, podria estar relacionada
con una inadecuada proporcion de microorganismos en el co-cultivo, pero para corroborar

esta informacion se requieren mas experimentos.

Asi mismo, se pudieron identificar los pardmetros que pueden encaminar a una operacion
sostenida de biorreactores, los cuales no se presentan en articulos u otras investigaciones y
son necesarias para contar con un sistema robusto y exitoso. Dentro de estos parametros se
encuentra la intensidad de luz suministrada al microorganismo fotosintético la cual es
necesaria para su crecimiento y evitar efectos de sombreado en el sistema, cuidando que no
se produzcan fotoinhibicion. Las proporciones de cada microorganismo deben ser
determinadas previo a la evaluacién de un co-cultivo y son cruciales para determinar si los
microorganismos pueden presentar interacciones sinérgicas como mutualismo para su

crecimiento y evitar limitacion de oxigeno en el sistema antes de ser implementado en escalas
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mayores y el pH y la temperatura éptima permiten que el sistema mejore las condiciones de

crecimiento y puedan mantenerse por largos periodos.
A manera de perspectivas y recomendaciones se propone:

e Probar otras proporciones bacteria-cianobacteria para reducir la limitacion de
oxigeno.

e Favorecer la transferencia de CHs mediante un proceso de recirculaciéon o aumento
de la agitacion.

e Incluir un condensador previo a la toma de muestra para eliminacion de humedad.

e Instalar un sistema Arduino que permita la captura de datos en un intervalo mas
amplio de tiempo.

e Probar un co-cultivo con otros microorganismos que permitan la captura y mitigacion
de GEL

e Probar biogés para un acercamiento a las aplicaciones de valorizacion de residuos.

e Estudiar la poblacion heteroétrofa del cultivo como Pseudoxanthomonas.

e Hacer repeticiones de los experimentos en reactor, para corroborar los resultados

obtenidos.
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ANEXOS

ANEXO 1. Técnicas de perfil bioquimico

A. Cuantificacion de carbohidratos por totales por el método de Dubois

Para cuantificar los carbohidratos totales se utiliza el método colorimétrico de Dubois et al.,
(1956), ya que es poco sensible a la interferencia por proteinas y el color producido es muy

estable.
Pretratamiento de muestra

Para muestras frescas se toma 1 mL de cultivo (V1) con concentracion de biomasa conocida,
el cual se centrifuga a 14 000 rpm durante 10 minutos. Se descarta el sobrenadante y la
pastilla celular se re-suspende en 1 mL de H2SO4 1M, agitando en vortex y se coloca tres

ciclos en el homogeneizador.

Posteriormente, se coloca a bafio maria a 100°C durante 20 minutos para llevar a cabo una
hidrélisis acida, se debe tener cuidado de que el tubo utilizado este bien cerrado para evitar
evaporacion del hidrolizado. Al término se centrifuga a 14 000 rpm por 10 minutos y se mide
el volumen de hidrolizado recuperado (V2). El extracto acido es utilizado para la

cuantificacion de carbohidratos totales mediante la metodologia de Dubois.

Curva estandar

Para la realizacion de la curva estandar, se debe preparar una solucidon patron de glucosa a
100 pg/mL. Para lo cual se pesan 0.01 g (10 mg) de glucosa y se afora a 100 mL con agua
destilada. De la solucion patrén, se hacen las diluciones descritas en la Tabla 1, en tubos de

2 mL (Eppendorf). Todos los puntos deberan realizarse por triplicado.

Tabla 1. Preparacion de la curva de calibracion.

Tubo Volumen Volumen Volumen Concentracion  Absorbancia
solucion de agua total de Glucosa (485 nm)
patron destilada
Blanc 0 uL 2000 L 2000 pL 0 pg/mL (Blanco)
0
1 400 uL 1 600 uL 2000 uL 20 pg/mL
2 800 uL 1200 uL. 2000 uL 40 pg/mL
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3 1200 pL 800 uL 2000 puL 60 pg/mL

4 1 600 uL 400 uL 2000 uL 80 ng/mL

5 2 000 uL 0 pnL 2000 uL 100 pg/mL
Una vez realizadas las diluciones y mezcladas en vortex, se lleva a cabo la metodologia de
Dubois. Los datos de la Tabla 1 se grafican y se ajustan, utilizando el método de minimos
cuadrados, a una ecuacion lineal obteniendo la R? y el valor de la pendiente (m). Donde

R?>0.98, en caso de obtenerse un valor inferior debera preparar nuevamente la curva.

Metodologia de Dubois

1. En un tubo de ensaye de al menos 5 mL agregar 500 pL de la muestra.

2. Agregar 500 pL de solucion acuosa de fenol al 5% (p/v) y agitar
ligeramente. Después dejar la muestra 40 min en reposo.

3. Terminado el tiempo, adicionar 2.5 mL de H>SO4 concentrado de manera lenta por
las paredes y agitar en el vortex usando pinzas para tubo de ensaye.

4. Enfriar la muestra a temperatura ambiente y medir la absorbancia a una longitud de
onda de 485 nm.
Nota: Utilizar 500 ul de H2SO4 1 M como blanco y seguir los puntos 2-5.

Cdlculos
A partir de la curva de patron se obtiene la concentracion (Ugcarbohidratos/mML) en el extracto
acido. Se considera el volumen de muestra (V1, mL), la concentracién de la muestra (X,

Zbiomasa/L) ¥ €l volumen total del extracto acido recuperado (V2, mL).

ugcarbohidmws) ( 1g ) (1000 mL) (Vol. extracto (V2 mL))
mL 1x10%ug 1L Vol.de medio (V1 mL)

(X gliio) * 100

% Carbohidratos =
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Curva de calibracion
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Figura 1. Curva de calibracion para carbohidratos.

B. Cuantificacion de proteinas por el método de Lowry

La extraccion de proteina se realiza mediante una hidrolisis alcalina utilizando NaOH (0.2

M) y la cuantificacion utilizando el método de Lowry et al., (1956).
Pretratamiento de muestra

Para muestras frescas se utiliza 1 mL de cultivo (V1) con concentracion de biomasa conocida,
el cual se coloca en tubos Eppendorf de 2 mL y se centrifuga a 14 000 rpm por 10 min.

Posteriormente se desecha el sobrenadante.

La pastilla celular se re-suspende en 1 mL de NaOH (0.2 N), agitando en vortex, se coloca
tres ciclos en el homogeneizador y posteriormente se coloca a bafio maria a 100°C durante
20 minutos para llevar a cabo una hidrolisis alcalina. Se debe tener cuidado de que el tubo
utilizado este bien cerrado para evitar evaporacion del hidrolizado. Al término se centrifuga

a 14 000 rpm durante 10 minutos.

Curva estandar

El stock de la solucion estandar se prepara utilizando Suero Albumina bovina (BSA, por sus

siglas en inglés). Se pesan 30 mg y se disuelven en 100 mL de NaOH (0.2N) para obtener
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una concentracion final de 300 mg/L. La solucidon estdndar se reserva y almacena en

refrigeracion y oscuridad hasta utilizarse.

La curva estandar se realiza utilizando diferentes volimenes del stock previamente descrita
para obtener concentraciones de 30, 60, 120, 180, 240 y 300 mgproteina/L (Tabla 2). Todos los
puntos deberan realizarse por triplicado. Una vez preparados los volumenes de soluciéon
estandar y solucion de NaOH (0.2N) se realiza el procedimiento de medicion de proteinas

por el método de Lowry utilizando el kit de Bio-Rad.

Tabla 2. Preparacion de la curva de calibracion de proteinas utilizando BSA como estandar.

Tubo Volumen de Volumen de Concentracion de Absorbancia
solucion estandar ~ solucion NaOH proteina BSA (750 nm)
(mL) 0.2 N (mL) (mg L)
Blanco 0 1.0 0
1 0.2 0.8 60
2 0.4 0.6 120
3 0.6 0.4 180
4 0.8 0.2 240
5 1.0 0 300

Los datos de la Tabla 2 se grafican y se ajustan utilizando de método de minimos cuadrados
a una ecuacion lineal obteniendo la R? y el valor de la pendiente (m). Donde R*>0.98, en

caso de obtenerse un valor inferior debera preparar nuevamente la curva.

Meétodo de Lowry

1. Enun tubo Eppendorf de 2 mL agregar 200 uL del extracto alcalino.

2. Agregar 100 uL de reactivo A de Bio-Rad.

3. Posteriormente agregar 800 puL de reactivo B de Bio-Rad y agitar manualmente hasta
homogenizar.

4. Dejar reaccionar en la oscuridad por 15 minutos y leer la absorbancia inmediatamente
a 750 nm, manteniendo las muestras siempre en oscuridad.

Nota: Como blanco se utiliza 200 pL de NaOH 0.2 N y siguiendo los pasos 2-4.
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Cdlculos
A partir de la curva de patron se obtiene la concentracion (Ugproteinas’/mL) en el extracto
alcalino. Se considera el volumen de muestra (V1, mL), la concentracion de la muestra (X,

Zhiomasa/L) ¥ €l volumen total del extracto acido recuperado (V2, mL).

(p-gproteinas) ( 1g ) (1000 mL) (Vol. extracto (V2 mL))
* 1

mlL 1x10%ug 1L Vol.de medio (V1 mlL) 00

% Proteinas =

Curva de calibracion

0.40 -
E 0301 y=0.001x +0.0059 L
S R? = 0.9967 P
<
§ 0.20 - L
E
2 T
3 0.10
< pe
0.00 &= , , , , . .
0 50 100 150 200 250 300

Concentracion (mg/L)

Figura 2. Curva de calibracion para proteinas.

C. Cuantificacion de productos intracelulares de reserva por el método de sulfo-
fosfo-vainillina (SPV)

Pretratamiento de muestra

Tomar 100, 200 o 300 uL de muestra de cultivo y poner en tubos HACH de acuerdo con la

concentracion de aproximada de biomasa, como se presenta en la siguiente Tabla 3.
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Tabla 3. Seccion de volumen de medio de cultivo para productos intracelulares.

Concentracion de biomasa de la muestra Cantidad de muestra a tomar (uL)
(g/L)
C<04 300
04<C<0.8 200
1<C 100

Agregar 2 mL de H2SO4 concentrado (98%) sobre las paredes del tubo. Posteriormente, tapar
los tubos y agitar en vortex. Calentar a 100 °C durante 15 min utilizando preferentemente
bafio Maria. Posteriormente dejar enfriar 5 min en bafio de hielo y seguir el procedimiento

de cuantificacion de lipidos con SPV.
Preparacion del reactivo Fosfo-vainillina (PV)

Se recomienda preparar el reactivo PV el mismo dia en que se va a usar o cuidar que no tenga
mas de una semana de preparado. Conservar en refrigerador y protegido de la luz ya que el

reactivo es fotosensible. Para preparar 500 mL de PV:

1. Disolver 0.6g de Vainillina en 10 mL de etanol absoluto y agitar hasta que se disuelva
por completo.

2. Agregar 90 mL de agua destilada y agitar continuamente.

3. Agregar 400 mL de Acido Fosfdrico concentrado (98%).

4. Almacenar en refrigerador y en oscuridad hasta su uso.

Preparacion de las soluciones y curva estandar

El stock de solucion estandar se prepara utilizando aceite de canola o de olivo comercial.
Para ello se pesan 20 mg de aceite y se disuelven en 10 mL de Cloroformo para obtener una
concentracion final de 2 pgiipidos/ L. La solucion estandar se reserva y se almacena a una
temperatura de -20°C antes de utilizarse. Se recomienda preparar un volumen grande de
solucion estandar debido a la dificultad de pesar el aceite y a su viscosidad. La curva estandar
se realiza utilizando diferentes volimenes del stock previamente descrita para obtener 10,

20, 30, 40, 50, 60 y 70 ugipidos.
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Calculos de volumen del stock

Los volumenes requeridos de la solucion estandar se calculan utilizando la ecuacion M =
C * V. Donde, M es la cantidad de lipidos requerida, C es la concentracion de la solucion

estandar (2pgiipidos/ WLsolucion estandar) Y V €l volumen requerido de la solucion estandar.

M/C=V
Ulen std
10ug;;
( .ugllp) < zlugllp > sln std
1 pLgin sta
(zoﬂgllp) < > ng: = 10uLgin sta
1 pLsin sta
(30,ugm,)< 2 Sg:l; = 15.ulen std
i
1 pLsin sta
(4'0#911'2))( 2 Sg:l; = ZOMlen std
i
ULgin sta
50u < ) = 25uL
( gllp) Z.ngup sin std
.Ulen std
60 = 30uL
( :ugllp) < 2,ug lip > ULgin sta
1 uLgip sta
(7Oﬂgllp)< 2 = > = 3S.ul'sln std
u lip

Los volumenes de solucion estandar se colocan en tubos HACH y se almacenan a 60 °C
durante 10 minutos con el fin de evaporar el solvente, después se agregan 100 puL de agua
destilada y 2 mL de H>SO4 concentrado. Posteriormente procesar siguiendo técnica de

cuantificacion de lipidos con SPV.
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Tabla 4. Preparacion de la curva de calibracion.
Tubo Volumen Lipidos Volumen H2SO4  Volumen de Absorbancia

de Stock (ng) de agua (mL) reactivo PV (530 nm)
(uL) (uL) (mL)
Blanco - - 100 2 5
1 5 10 100 2 5
2 10 20 100 2 5
3 15 30 100 2 5
4 20 40 100 2 5
5 25 50 100 2 5
6 30 60 100 2 5
7 35 70 100 2 5

Cuantificacion de lipidos con SPV en la muestra del cultivo

1. Agregar 5 mL del reactivo PV al tubo que contiene la muestra de biomasa procesada
(solida o liquida) o lipidos de la curva de calibracion. Se recomienda usar pipetas de
repeticion ya que el reactivo es fotosensible.

2. Tapar el tubo y mezclar manualmente por inversion e inmediatamente llevar a
incubar.

3. Laincubacién se hace a 37 °C por 20 min con agitacion a 200 rpm y en oscuridad.

4. Leer en el espectrometro a 530 nm.

NOTA: Para el blanco utilizar 100 pL de agua destilada y 2 mL de H2SO4

concentrado. Posteriormente, seguir los pasos 1-4.

Notas adicionales:

* Se recomienda dejar reposar los tubos en caso de que se presenten burbujas antes de leer
en el espectrometro para evitar interferencias.

* Desechar las muestras con SPV en un recipiente adecuado.

* Lavar los tubos que se utilicen con jabon, enjuagar con agua destilada y enjuagar con

alcohol para eliminar cualquier rastro de grasas.
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Calculos

A partir de la curva de patron se obtiene la cantidad de lipidos (1gLipidos). Se considera el

volumen de muestra algal (V1, mL), la concentracion de la muestra (X, gbiomasa’/L).

% Productos intracelulares

1g )(1000ml

B (llgzipidos) (1x106ug ) (Vol.de medio (V1 mL)

1L 100
—_ E 3
(X gbio)
L
Curva de calibracion
0.10 -+
.".
_ 008 1 8
g y = 0.0014x - 0.0006 [
a R2 = 0.9882
(=]
@ 0.06 - o
<
s 0.04 A
< e
2 P
8 .
< 0.02 { o
@
0.00 T T T T T T \
0 10 20 30 40 50 60 70

Concentracion (ug)

Figura 3. Curva de calibracion para lipidos.

D. Determinacion de nitratos por espectrofotometria UV
Procedimiento
1. Se filtran 10 mL en una membrana de 0.8 um para microalgas y 0.2 um para bacterias.
El filtrado se usa para la cuantificacion de NO3
2. Setoma 2 mL de la muestray se le adicionan 1 mL de HCI 1N.
NOTA: Se realiza una dilucion de la muestra 1:100 con agua MiliQ durante las etapas
iniciales de cultivo cuando la concentracidn de biomasa es baja y por tanto se esperan

los valores de nitratos mas altos, posteriormente pueden utilizarse diluciones menores
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3. Agitar en Vortex durante 30 segundos y leer a densidad dptica de 220 nm.
NOTA: El blanco se prepara con agua MiliQ y siguiendo los pasos 2-3.

Curva de calibracion

0.7 1
0.6 A
y = 20.041x + 0.014
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0.4 4 L

0.3 -

0.2 -
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0.1 -

0.0 & r r r r r r v
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NaNO3 (g/L)

Figura 4. Curva de calibracion para nitratos.
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ANEXO 2. Arbol de abundancias del CMA-B.

. ™ Ralstonia | Ralstonia pickettii (4.07%)
(5.01%)

W ‘Hydrogenophaga Hydrogenophaga palleronii (1.74%)
(2.70%)

. Methylocystis hirsuta (5.38%)

=== Methylocystis parvus (1.18%)
Methylocystis YOeysusP ’

(26.05%)
Methylocystis echinoides (10.96%)

. Methylocystis silviterrae (6.26%)

Hyphomicrobium
e Methylocyst 1.81%
(12.41%) ethylocystis rocea ( o)

e . mam Sphingomonadales we Sphingomonadaceae... Sphingopyxis Hyphomicrobium vulgare (2.16%)

(]:c::) (84.12%) 1.24%) (1.22%) . Y v Hyphomicrobium hollandicum (1.67%)
[ Hyphomicrobium facile (3.51%)
L 9 1 Hyphomicrobium aestuarii (2.74%)
Pseudoxanthomon
(32.24%)
Pseudoxanthomonas mexicana

Bacteroidota e mmm -Flavobacteriaceag=== Flavobacterium (30.14%)
(13.41%) 1 g (1.08%) (1.07%)
Chryseobacterium
(10.87%) Pseudoxanthomonas japonensi
- (1.18%)

Figura 5. Arbol de abundancias. I Chryseobacterium koreense (10.66%)
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ANEXO 3. Curva de equilibrio carbonatos/bicarbonatos con respecto al pH

Proporcion de carbono inorganico
total

Figura 6. Equilibrio del carbono con respecto al pH del medio (Modificado de Dodds, 2002).

ANEXO 4. Grafica de conteo celular vs biomasa de la cianobacteria Synechococcus
elongatus UAM—-C/S03
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Figura 7. Gréfica de conteo celular vs biomas de la cianobacteria S. elongatus UAM-C/S03
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