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Resumen y Abstract Vi

Resumen

El etileno es una materia prima importante en la industria petroquimica. Para su produccion
mediante craqueo de combustibles fosiles se usan altas temperaturas y presiones.
Ademas del gasto energético se libera una cantidad alta de gases con efecto invernadero,
por lo que su impacto ambiental resulta alto. Con el fin de evitar estos efectos adversos es
necesario usar un proceso alternativo, con temperaturas y presiones mas bajas, y que
ademas use materia renovable. En Colombia, hay una alta oferta de biomasa que podria
ser usada para generar este producto con valor agregado. Sin embargo, con el fin de no
competir con la industria alimenticia, la biomasa disponible deber& provenir de residuos,
los cuales han de tener un pretratamiento. Tradicionalmente, se han usado procesos
termoquimicos como la hidrdlisis, sin embargo, esto genera desventajas para el proceso
ya que representa un gasto energético y puede generar un sustrato con compuestos
téxicos para las células. Como alternativa para este pretratamiento, en este trabajo se

evaluo la fermentacion de syngas proveniente de residuos agroindustriales colombianos.

Debido a que en la naturaleza aln no se han identificado microorganismos que realicen el
proceso de fijacién de gas para sintetizar etileno, el objetivo de este estudio fue desarrollar
una plataforma biosintética para la bioconversién del syngas en etileno, implementando
herramientas de ingenieria metabdlica y termodinamicas. Para ello se utiliza un enfoque
de disefio racional, construyendo inicialmente un modelo de black box, seguido de un
modelo de escala gendmica, ademas de implementar la evaluacion del potencial
economico. Aunque el proceso es energéticamente costoso para la célula, resultaria viable
si se implementan reacciones de la ruta de Wood-Ljungdahl y de produccién de etileno de
manera anaerdbica. Ademas, se hace econémicamente factible si se usa un syngas que

contenga mas del 50% del contenido de sustrato Util y su precio sea menor a 0.09 USD/kg.
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Abstract

Ethylene is an important building block in the petrochemical industry. The production
process by cracking use high temperatures and pressures. In addition to this energy cost,
it releases a high amount of greenhouse gases posing a high impact on the environment.
In order to avoid these adverse effects, it is necessary to use an alternative process, at
lower temperatures and pressures, and preferably using renewable feedstocks. In
Colombia, there is a high supply of biomass, which could be used to generate this product
with added value. However, in order to prevent competition with the food industry, the
available biomass should come from waste that may require some pretreatments.
Traditionally, thermochemical processes such as hydrolysis have been used, however, it
represents disadvantages for the process due to the energy expenditure and toxic
compounds for the cells that the final substrate could contain. With the purpose of studying
an alternative process to the traditional pretreatment, in this work we explore syngas

fermentation of Colombian agroindustrial waste.

There are no yet known microorganisms that naturally carry out the gas fixing process to
synthesize ethylene. Therefore, the objective of this study was to develop a biosynthetic
platform for the bioconversion of syngas into ethylene, implementing metabolic engineering
and thermodynamic tools. Using a rational design approach, we obtained a black box
model, followed by a genome scale model, as well as an economic evaluation. This
indicates that the process, although it is energetically expensive for the cell, it may become
feasible if reactions of the Wood-Ljungdahl route and ethylene production are implemented.
In addition, it becomes economically feasible if the syngas used contains more than 50%

of the useful substrate and its price is lower than 0.09 USD / kg.
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Introduccioén

Los microorganismos tienen capacidades bioquimicas diversas debido a las diferentes
rutas metabdlicas que poseen. Esto les permite asimilar diferentes compuestos desde
diéxido de carbono hasta amonio para generar diferentes productos. Sin embargo, pocos
compuestos se producen industrialmente a través de conversion microbiana debido a que
los bioprocesos no siempre son econémicamente rentables. Para lograr esto es necesario
gue los microorganismos utilizados generen preferiblemente altas productividades,

concentraciones y altos rendimientos del compuesto de interés.

La ingenieria metabodlica permite mejorar la eficiencia de los procesos fermentativos,
ademas de expandir el espectro de productos que puede sintetizar un microorganismo.
Esta herramienta junto con la biologia de sistemas, toma importancia ya que hace posible
el mejoramiento de microorganismos para lograr plataformas sostenibles que usen
materias primas renovables tales como lignocelulosa o biomasa de desechos con el fin de
generar productos de valor agregado. Esto es una alternativa para dar solucion a los
problemas que genera el uso de recursos fésiles en procesos petroquimicos,
principalmente ambientales, por el gasto energético y emisiones contaminantes. Sin
embargo, el disefio de cepas y su modificacidon no es una tarea sencilla, debido a que las
rutas metabdlicas propias de los sistemas biol6gicos han evolucionado mediante fuertes

regulaciones que en la naturaleza les permiten ser sistemas robustos (Gu et al., 2019).

Uno de los procesos méas contaminantes de la industria petroquimica es la produccion de
etileno, debido a su alto gasto energético y emisiones contaminantes. El etileno es un
importante producto de la industria quimica. Es usado cominmente como materia prima
en diferentes procesos para sintetizar polietileno, glicol, vinil, entre otros (Flickinger, 2010).

Sus derivados tienen mudltiples aplicaciones en la industria automotriz, construccion,



2 Introduccién

agroquimicos, textiles, detergentes y empaques (Thiruvenkataswamy, Eljack, Roy,
Mannan, & El-halwagi, 2016). Este producto quimico destaca como uno de los mas
demandados, alcanzando una demanda global de 150 millones de toneladas al afio. Cabe
destacar que su demanda va en aumento debido a sus aplicaciones, por lo que se
pronostica crecimiento en su mercado(Bernabé, Gallego, Haro, & Azapagic, 2018).

El etileno se produce principalmente en la industria petrogquimica mediante la pirolisis de
nafta, donde se lleva a cabo un precalentamiento de la corriente de alimentacién a
temperaturas entre 750 y 850°C. El rendimiento del proceso depende fuertemente de la
materia prima usada en el proceso, variando entre 35% y 80% (Mohsenzadeh, Zamani, &
Taherzadeh, 2017). La produccion de etileno es uno de los procesos quimicos tradicionales
con mayor demanda energética y emisién de gases con efecto invernadero (Ghanta,
Fahey, & Subramaniam, 2013), ademas de usar materiales fésiles como materia prima.
Debido a los impactos ambientales del proceso, el interés por el uso de materias primas

renovables ha aumentado en las Ultimas décadas. (Mohsenzadeh et al., 2017)

La produccion de bioetileno es una alternativa para modificar el proceso de sintesis
tradicional. Debido a que la biomasa usada como sustrato es una fuente de carbono
renovable, que se puede encontrar en diferentes formas y cantidades. Ademas, es posible
recurrir a material lignocelulésico, asi como a desechos agroindustriales para evitar la
competencia con el mercado alimenticio. Sin embargo, no todos los microorganismos
tienen capacidades metabdlicas para usar estas fuentes de carbono como sustrato. Por
esta razon, se llevan a cabo pretratamientos que liberen los azucares fermentables.
Durante este proceso se generan gastos energéticos y se generan inhibidores para el
crecimiento de algunos microorganismos, ademas de que se desecha parte de los residuos
por ser compuestos no fermentables (Daniell, Kbpke, & Simpson, 2012). Con el fin de dar
solucion a esta problematica, es necesario contemplar alternativas de fermentaciones no

convencionales.

La fermentacion de gases es un proceso que ha ganado interés en los Ultimos afios, pues
permite la produccion de diferentes combustibles y compuestos quimicos. Esta tecnologia
aprovecha diferentes fuentes de carbono renovables desde materia organica gasificada
hasta gases de desecho industrial. A diferencia de la fermentacibn de material

lignoceluldsico, donde se deja de aprovechar un 40% de la materia prima, la fermentacion
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gaseosa permite usar casi por completo la biomasa. La conversion del syngas se ha
llevado a cabo durante décadas mediante el proceso de Fisher-Tropsch (FTP), a pesar de
ser un proceso poco selectivo, de implementar costosos catalizadores, asi como utilizar
altas temperaturas y presiones. En el caso de los procesos biolégicos la ventaja es
evidente ya que los microorganismos son altamente selectivos por la presencia de
catalizadores enzimaticos, ademas de verse poco influenciados por la proporciéon de los
gases del sustrato, lo que es de vital importancia en el FTP. (Bengelsdorf, Straub, & Diirre,
2013)

Colombia es un pais que cuenta con muchos recursos naturales que no solo se ven
reflejados en biodiversidad, sino en biomasa disponible. Como se menciona en el Atlas del
potencial energético de la biomasa residual en Colombia (Escalante, Oduz, Zapata,
Cardona, & Duarte, 2011), anualmente se producen cerca de 17 millones de toneladas de
residuos agricolas, 207 millones de toneladas provenientes del sector pecuario y
aproximadamente 400 toneladas del sector urbano. Estos residuos tienen un potencial
energético de 538.000 TJ/afio si se procesara la biomasa mediante combustion, pirolisis,
gasificacion, termdlisis o digestiébn anaerdbica para generar calor o electricidad. Esta
biomasa disponible debe tener un tratamiento adecuado, ya que ademas de desperdiciar

esta fuente de carbono, una mala disposicion generaria problematicas ambientales.

Ademas de las alternativas propuestas en el atlas de la biomasa para el uso de este
recurso, debe considerarse el uso de los gases para obtener productos de valor agregado.
Diferentes microorganismos poseen la capacidad de fijar gases como monéxido de
carbono, dioxido de carbono e hidrégeno para generar productos como acetato, butanol,
etanol, lactato, entre otros. Sin embargo, no son usados en la industria en procesos
comerciales debido a sus bajos rendimientos. En este caso, es posible hacer uso de
herramientas para el disefio de cepas, con el fin de modificar microorganismos robustos
gue se usen en la industria y puedan transformar estos gases en una gama mas amplia de

productos.

A pesar de que diferentes microorganismos tienen capacidades metabdlicas para consumir
syngas como sustrato o producir etileno, no se han reportado atiin microorganismos con la
magquinaria metabolica necesaria para realizar ambos procesos naturalmente. Por este

motivo es necesario diseflar el proceso a diferentes escalas, especialmente un
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microorganismo con capacidades metabdlicas que le permitan integrar ambos procesos

en su sistema bioquimico.

El objetivo principal de este trabajo es el disefio in silico de una plataforma biosintética para
la produccién de etileno a partir de syngas. Para ello se hara uso de herramientas de
ingenieria metabodlica y termodindmicas. Siguiendo un enfoque de disefio racional, se
evaluara el proceso no soOlo a nivel metabdlico, sino que se determinaran los
requerimientos energéticos usando modelos de caja negra. Ademas, se desea evaluar el
potencial econémico del proceso en una etapa temprana, para determinar no solo la
viabilidad econémicamente, sino las restricciones necesarias en el metabolismo celular y

para el disefio del proceso a escala industrial.

El modelo metabdlico a escala genémica se construira a partir del metabolismo propio de
un microorganismo chasis u hospedero, que sera modificado mediante la insercién de
reacciones propias de microorganismos que fijen CO, CO2 y H, o produzcan etileno. Su
consistencia se evaluara mediante andlisis de balance de flujos, con restricciones
establecidas en el modelo de caja negra. A pesar de que no se evaluaran los procesos de
pretratamiento o de separacion del producto, se busca establecer si con los requerimientos
metabdlicos celulares es posible tener un rendimiento adecuado para que el proceso sea

econdmicamente factible en el mercado.



1. Marco teorico

1.1 Gas de sintesis

El gas de sintesis (0 syngas) es una mezcla de hidrogeno, monéxido de carbono y didxido
de carbono principalmente. Este gas se produce mediante la gasificacion de materia
organica a elevadas temperaturas (600 — 900°C) en presencia de un agente gasificante,
bien sea oxigeno, aire, vapor de agua o una mezcla de estos (Latif, Zeidan, Nielsen, &
Zengler, 2014). El proceso de gasificacion involucra cuatro pasos principales: secado de
la biomasa, pirolisis, oxidacion y reduccion. Dependiendo de las condiciones de operacién
durante la gasificacion, el syngas puede contener impurezas y es necesario llevar a cabo
un paso adicional de purificacién para remover los subproductos en aplicaciones como

generacién de electricidad.

La tecnologia que implementa el proceso de gasificacion se ha desarrollado para diferentes
escalas, configuraciones del proceso, agentes gasificantes y condiciones de operacion, lo
gue ha permitido disefiar procesos econémicamente viables. El syngas se usa
principalmente como una fuente de calor o vapor para calefaccion y en procesos
industriales, como se menciond anteriormente, para producir energia eléctrica. Ademas,
es una fuente de hidrogeno puro y monoxido de carbono que se usa como precursor de

una amplia variedad de compuestos quimicos en procesos como Fischer-Tropsch.

Tradicionalmente, la sintesis de compuestos organicos a partir de syngas se ha llevado a
cabo mediante el proceso termoquimico Fischer-Tropsch, el cual requiere altas presiones
y temperaturas (Daniell et al., 2012). No obstante, es posible transformar el syngas

mediante procesos biolégicos. Las principales ventajas de la bioconversién son
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precisamente las bajas temperaturas y presiones que se requieren, asi como la mayor
tolerancia del biocatalizador a las impurezas del gas de sintesis (Bengelsdorf et al., 2013).
Las principales bacterias involucradas en la bioconversion de gas de sintesis estan
catalogadas como bacterias acetogénicas, entre ellas, bacterias del género Clostridium,
Acetobacterium y Eubacterium (Schiel-Bengelsdorf & Durre, 2012). Estos
microorganismos usan la ruta reductiva de acetil-CoA o ruta de Wood-Ljungdahl para la
conversion de gas de sintesis. Mediante esta ruta es posible sintetizar diversidad de
compuestos ya que se usa el acetil-CoA como intermediario (Schiel-Bengelsdorf & Diirre,
2012). Entre los productos méas destacados se encuentran &cido acético, etanol, 2,3-
butanodiol, &cido butirico y butanol (Bengelsdorf et al., 2013). Ahora bien, con el fin de
diversificar los productos obtenidos mediante la fermentacion del syngas, se han usado
herramientas de ingenieria metabdlica y biologia sintética en diferentes microorganismos
(Daniell et al., 2012).

La fermentacion de gas de sintesis es una alternativa que ofrece ventajas sobre otros
procesos de bioconversion que requieren pretratamientos de la biomasa. En las
fermentaciones acuosas tradicionales, la biomasa proveniente de residuos
agroindustriales debe pasar por procesos como hidrdlisis, con el fin de liberar los azucares
fermentables, sin embargo, parte de la materia organica no puede ser usada por los
microorganismos y se desecha. La gasificacién, por su parte, es una alternativa que
permitiria un mejor aprovechamiento del carbono y no requeriria un tipo especifico de
biomasa para llevarse a cabo (Redl, Diender, @lshgj, Sousa, & Toftgaard, 2016). Por esta
razon, la fermentacién de syngas es una posible ruta para valorizacion de biomasa,

especialmente si proviene de desechos agroindustriales o material lignocelulésico.

1.2 Etileno

El etileno o eteno es un hidrocarburo formado por dos atomos de carbono unidos mediante
un doble enlace, los que a su vez se enlazan con dos atomos de hidrégeno cada uno

(CzH4). Es un compuesto muy versatil puesto que su doble enlace entre carbonos (enlace
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) tiene una alta densidad de electrones y es susceptible al ataque de electrdfilos, por esta
razon es altamente reactivo. Debido a su alta actividad quimica, el etileno se usa para la
produccion de importantes monémeros y tiene un amplio nimero de derivados usados en
la industria. Principalmente se emplea para la produccion de polietileno de bolsas plasticas,
sin embargo, se puede convertir en una gran variedad de compuestos quimicos, entre ellos
oxido de etileno, estireno, PVC, etanol, acido acrilico y poliestireno usados para la
elaboracion de detergentes, surfactantes y envases de aislamiento. Lo que evidencia la
utilidad del compuesto (Lynch, 2014).

El proceso de produccion mas usado alrededor del mundo actualmente es el craqueo, este
proceso no catalitico propicia el fraccionamiento térmico de materia prima como etano,
propano o combustibles liquidos, mediante la implementacion de altas temperaturas y
bajas presiones. Ademas de este proceso, se ha usado la transformacion de metanol a
olefinas, Fischer-Tropsch y recuperacion de gas de refinerias. Estos procesos son
altamente energéticos, especialmente el craqueo, que ademas genera subproductos que
requieren de arduos procesos de purificacién (Verma, Singla, Lal, & Sarma, 2016). Por
esta razon se han explorado nuevos procesos para la produccion de etileno, que requieran

temperaturas y presiones menores y puedan implementar materias primas mas baratas.

El etileno se puede obtener mediante procesos biol6gicos, ademas de las rutas
termoquimicas mencionadas, pues en plantas es una importante fitohormona involucrada
en sefializacion. Sin embargo, la cantidad que se produce es minima (Pirkov, Albers,
Norbeck, & Larsson, 2008). Ademas de las plantas, algunos microorganismos tienen la
capacidad de producir etileno. Estos se descubrieron a mediados de 1990, cuando se
demostré que el gas se formaba tanto en mohos verdes de frutas citricas (Penicillium
digitatum), como en patégenos de humanos (Blastomyces dermatitidis) (Eckert et al.,
2014).

Se conocen dos posibles rutas metabdlicas para la produccion de etileno, la ruta de L-
metionina dependiente de &cido 2-ceto-4-metiltiobutirico (KMBA) y la ruta de 2-
oxoglutarato dependiente de la enzima formadora de etileno (efe). En una evaluacion
realizada por Nagahama et al. 1992, se encontrd que solo una de 227 cepas productoras

de etileno (Pseudomonas syringae) usa la ruta de efe, sin embargo, presenté el mayor
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rendimiento y eficiencia (Lynch, 2014). Actualmente seria posible mediante la biologia
sintética e ingenieria metabodlica hacer que microrganismos produzcan etileno con unos
rendimientos mayores, para lograr que el proceso de bioproduccion sea viable

economicamente y de esta manera cubrir la demanda del mercado.

1.3 Microorganismo hospedero

Un chasis es una célula hospedera usada como recipiente para implementar ingenieria en
sistemas bioldgicos. Este es importante para lograr la propagacion y expresion de la
informacion genética y obtener organismos que cumplan una serie de especificaciones
técnicas. A pesar de que hay una gran variedad de hospederos potenciales, estos no
pueden ser seleccionados aleatoriamente, por el contrario, es necesario hacerlo
cuidadosamente de acuerdo a la tarea que se desea llevar a cabo. Entre los principales
factores que se deben tener en cuenta, se pueden mencionar de manera general la
resistencia del chasis a las condiciones ambientales de la aplicacién final, propiedades

metabdlicas y su versatilidad a la hora de ser manipulado a nivel molecular.

Los microorganismos mas usados en biologia sintética son bacterias como Escherichia
coli y Bacillus subtilis, ademas de la levadura Saccharomyces cerevisiae. Estos
microorganismos son modelos ampliamente estudiados a escala de laboratorio, por lo que
se cuenta con una gran variedad de herramientas moleculares disponibles para su
manipulacién. Asi mismo, cumplen con especificaciones técnicas importantes, entre ellas
se encuentran el rapido crecimiento con bajas exigencias nutricionales, la capacidad de
consumir diferentes sustratos y usar diferentes aceptores finales de electrones. Esto en
especial permite que se puedan implementar condiciones tanto aerdébicas como
anaerobicas, ademas de permitir aplicaciones en procesos electroquimicos. En cuanto a
la membrana celular, es necesario que sea resistente y si es el caso, permita
modificaciones como insercion de proteinas de membrana o anclaje de anticuerpos, entre
otras aplicaciones. Ademas de la fisiologia es necesario comprender mas profundamente

la estructura de la red metabdlica y la forma en que puede interactuar con nuevos genes
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insertados. Una mejor comprension del sistema se ve reflejado en predicciones mas

precisas.

1.4 Escherichia coli

Originalmente fue llamada “Bacterium coli commune”, fue aislada en 1884 por Theodor
Escherich y actualmente es una de las bacterias mas estudiadas. Existen cepas que son
inofensivas, asi como otras que son patégenas y causan afecciones tanto intestinales
como en otros tejidos. E. coli es una bacteria Gram-negativa, un bacilo no formador de
esporas de aproximadamente 0.5 um de diametro y de 1.0-3.0um de longitud. Posee
flagelos peritricos que le otorgan movilidad en medios liquidos ademas de pilis que les
permite adherirse, especialmente en fases de colonizacion o tienen funciones sexuales.
Algunas cepas producen capsula de polisacaridos compuesta por antigenos K y antigenos
M que se sintetizan bajo condiciones de alta osmolaridad, baja temperatura o humedad
(Batt, 2014).

Esta bacteria es aerobia facultativa, tiene la capacidad de reducir nitratos a nitritos. Cuando
crece en medios con glucosa u otros carbohidratos produce acidos y gases como
hidrogeno y diéxido de carbono. Ademas de fermentar lactosa y glucosa, esta bacteria
puede metabolizar D-manitol, D-sorbitol, L-arabinosa, maltosa, D-xilosa, trehalosa y D-
manosa. Puede crecer en un amplio rango de temperatura entre los 15°C y 48°C, sin
embargo, el intervalo de temperatura para el crecimiento 6ptimo es de 37°C a 42°C. Puede
crecer en medios con pH de 5.5-8.0 y el 6ptimo es un pH neutro. Sus sistemas de genes
multiples le permiten adaptarse facilmente al medio. Su tiempo de duplicacion es de 25

minutos a 37°C aproximadamente (Balows, Triper, Dworkin, Harder, & Schleifer, 2013).

E. coli no puede fijar nitrgeno molecular, pero usa diferentes compuestos como amonio o
aminoacidos como fuente de nitrdgeno. La mayor velocidad de crecimiento se logra con
glucosa como fuente de carbono. El metabolismo central se lleva a cabo por la ruta de
Embden-Meyerhof-Parnas, la via de pentosas fosfato y el ciclo de los acidos tricarboxilicos.
Ademas, por ser aerobia facultativa genera diferentes productos mediante la fermentacion
mixta (Forster & Gescher, 2014).
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Es una bacteria ademas de bien estudiada, robusta. Por lo que se ha usado no solo como
un microorganismo modelo, sino como un productor de diferentes quimicos mediante su
modificacion genética. Esta bacteria ha sido usada para aplicar ingenieria con el fin de
mejorar los rendimientos de algunos flujos metabdlicos por la facilidad de acumular
importantes precursores. Diferentes estudios han mostrado que E. coli puede ser usada
como chasis por su capacidad de sintetizar importantes metabolitos como piruvato, acetil-
CoA, malonil-CoA y shikimato para posteriormente convertirlos en alcohol, acidos
organicos, acidos grasos, aminoacidos, isoprenoides y compuestos aromaticos
(Matsumoto, Tanaka, & Kondo, 2017)

1.5 FBA

El andlisis de balance de flujos, FBA por sus siglas en inglés, es un enfoque matematico
basado en restricciones para la evaluacion de flujos de metabolitos a través de una red
metabdlica, especialmente de modelos a escala gendmica. Esta herramienta permite
predecir velocidades de crecimiento, asi como la velocidad de producciéon o consumo de

algun metabolito de interés.

Los principales pasos para realizar un FBA son:

. Definicion del sistema

. Obtencién de la estequiometria de las reacciones involucradas en el sistema
. Definicion de la funcién obijetivo, restricciones bioquimicas y termodinamicas
. Optimizacion

Para hallar soluciones matematicas esta herramienta requiere de una representacion
matricial, donde se organizan de manera esquematica los coeficientes estequiométricos
de las reacciones involucradas en el metabolismo. Esta matriz S,,,, relaciona las

velocidades de flujo de las reacciones v,,, con el cambio de las concentraciones de los

. . d. . .
metabolitos en el tiempo d—’tc de la siguiente manera:
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dx

i Sv (1.2

Que en estado estacionario se puede expresar de la siguiente manera:

dx
at

Sv=0 (1.2
El vector v contiene tanto los flujos internos como los de transporte.

Usualmente existen mas metabolitos que reacciones, por lo que el sistema esta
subdeterminado y es necesario establecer restricciones adicionales. Estos pueden ser
fisico-quimicos, topolégicos, dependientes del medio o regulatorios, aunque lo mas usado

son mediciones de determinados fluxes.

Las principales restricciones del sistema estan contenidas en la matriz estequiométrica.
Estas igualdades aseguran que la distribucion de fluxes cumpla con la suposicion de
estado estacionario y los compuestos estén balanceados correctamente. Ademas de estas
restricciones estequiométricas, el espacio de solucién se puede reducir si se imponen

limites a los fluxes, en este caso la expresion matematica seria en forma de desigualdades.

Después de tener una representacion y delimitacién clara del sistema, es necesario
establecer una funcién objetivo, como se muestra en la ecuacion (1.3). Las mas usadas
son la tasa de crecimiento y produccion de ATP, debido a que se asume que la célula ha
evolucionado hacia un sistema 6ptimo que le permita crecer usando la minima cantidad de
nutrientes. Sin embargo, esto no siempre es comparable con datos experimentales, por lo
gue se implementan otras funciones objetivo tales como la minimizacién de produccion de
ATP, en el caso que se desee optimizar la eficiencia energética de la célula o la
maximizacion de la produccién de algin metabolito de interés, si se desea evaluar las
capacidades celulares. En algunos casos es posible implementar varias funciones objetivo

en una misma optimizacion, dependiendo de las necesidades del estudio.
Max CTvs.tS.v=0 (1.3)

Donde es c la funcion objetivo.
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Finalmente, la solucién se obtiene mediante programacion lineal, donde el resultado es

una distribucion de fluxes y se puede interpretar como la capacidad metabdlica del sistema.

1.6 Homologia de secuencias

Determinar el grado de similitud entre secuencias es un procedimiento usado
principalmente en el estudio de nuevos genomas. Este andlisis permite obtener
alineamientos mas precisos a partir de multiples secuencias, tener una blsqueda mas
sensible, ademas de hacer analisis evolutivo y predecir el fenotipo de los microorganismos.
Con base en la similitud entre secuencias es posible inferir si existe homologia, es decir,
comparten un ancestro comuan. Siempre y cuando los resultados sean estadisticamente

significativos.

Existen diferentes softwares disefiados para el andlisis de semejanza entre secuencias,
entre los mas usados se encuentran BLAST, FASTA y SSEARCH. A pesar de que la
distribucion esperada de los alineamientos similares hallados por casualidad se describe
mediante una distribucion de valores extremos, estos programas computacionales,
reportan el E-value, que representa el nimero esperado de veces que una puntuacion
puede obtenerse por casualidad. Asi mismo, se reporta el porcentaje de identidad y el bit
score, siendo las estimaciones estadisticas mas usadas para el andlisis entre los

resultados que arrojan, debido a su facil interpretacion.

En algunos casos, la similitud se puede determinar por medio del porcentaje de identidad.
Si se usa este criterio para establecer homologia entre dos secuencias es necesario que
el porcentaje sea mayor a 30%. Sin embargo, este criterio no es confiable en la mayoria
de casos debido a su baja sensibilidad. Por esta razén es preferible usar el criterio de E-
value o el bit score. El valor esperado E-value depende del tamafio de la base de datos,
su significancia disminuye proporcionalmente al tamafio de la base de datos. Por esta
razén en bases de datos locales pequefias es mas probable encontrar secuencias
homologas, que en una de mayor tamafio. A diferencia de este estadistico, el bit score, no
depende del tamafio de la base de datos. Este representa el tamafio de la base de datos

necesario para que la coincidencia encontrada entre los datos sea solo por casualidad. Si
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se usa este criterio de seleccion, es necesario que el valor sea mayor a 50 para establecer
homologia entre las secuencias. Mientras que el E-value debe ser menor a 1e1° (Pearson,
2013).

Los alineamientos entre secuencias se pueden hacer tanto con secuencias de nucledtidos,
como de aminodcidos. Sin embargo, comparar secuencias de nucleétidos traducidas con
proteinas es un analisis mucho mas sensible que la comparacion entre secuencias de
nucledtidos. Puesto que entre proteinas es posible en algunos casos detectar homélogos
con E-values de 0.001, mientras que entre secuencias de nucledtidos un alineamiento con
E-value igual a 1e® puede ocurrir por casualidad. En consecuencia, es recomendable el
uso de secuencias proteicas para la busqueda de secuencias homologas. Que a pesar de
no ser suficiente para establecer si dos proteinas tienen la misma funcion, es posible
asumir que una alta similitud entre dos secuencias implica que tengan una estructura

similar (Pearson, 2013).

1.7 Precio del etileno y costo de produccion del syngas

1.7.1 Precio del etileno

El precio del etileno se ve afectado por diferentes factores externos, reportes de Chemical
Industry News & Chemical Market Intelligence, ICIS, muestran su variacion durante los
ultimos diez afios en Estados Unidos, como se muestra en la Figura 1-1. Fluctuacién del
precio del etileno entre 2008 y 2018. Tomado de ICIS (2018). En esta se evidencia la gran
fluctuacion del precio a través del tiempo. Dos eventos importantes se pueden rescatar de
esta informacién y son las caidas dréasticas del precio en el afio 2008 y 2016. En el primer
caso, la variacién se dio por la crisis financiera que atravesaban los Estados Unidos. La
segunda caida del precio se debi6 al desastre causado por el huracan Harvey que afecté
la economia norteamericana fuertemente, ademas de esto, el precio se vio influenciado

por la reduccién en el precio del petréleo a nivel mundial. Se resalta también el hecho de



14 Tesis de investigacion

gue la demanda tiene una influencia directa sobre produccién de etileno. La disminucién

en fabricacion de derivados tiene una repercusion directa en el consumo de materia prima.

Figura 1-1. Fluctuacion del precio del etileno entre 2008 y 2018. Tomado de ICIS (2018).

US ethylene spot (10 year history)

Las variaciones en el precio del etileno no son tan grandes desde mediados del 2016.
Después de la caida en el precio en mayo de 2017, este aumentd nuevamente alcanzando
la referencia anterior. En este reporte concuerdan tanto S&P GLOBAL PLATTS como ICIS,
proveedores de informacion de materiales petroquimicos. En la Figura 1-2 se muestra la
variacion del precio del etileno en los Ultimos meses del afio 2017 y comienzos del 2018

reportado por ambas entidades.

El precio promedio del etileno durante los 5 meses reportados por PLATTS GLOBAL es de
1109.61 USD/mt, como se muestra en la jError! No se encuentra el origen de lar
eferencia. Durante este periodo de tiempo no se da una fluctuacién muy grande en el
precio, sin embargo, este puede cambiar en el transcurso de los proximos afios. Para
efectos practicos el analisis se llevara a cabo con este valor, que ademas es uno de los

mas bajos reportados.
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Figura 1-2.Fluctuacion del precio del etileno a) entre mayo de 2017 y marzo de 2018.
Tomado de (ICISb, 2018). b) entre febrero de 2017 y febrero de 2018. Tomado de (Global-
Platts, 2018).
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Tabla 1-1. Resumen del Precio del etileno desde octubre de 2017 y febrero de 2018.
Tomado de (Global-Platts, 2018).

Mes Precio USD/mt
Octubre de 2017 1103.66
Noviembre de 2017 1084.05
Diciembre de 2017 1106.96
Enero de 2018 1152.63
Febrero de 2018 1100.77

1.7.2 Precio del syngas o gas de sintesis.

La produccién de syngas a partir de biomasa es un proceso que ha ganado interés en los
ultimos afios, especialmente por la problematica energética que atraviesa el mundo cuya
principal fuente de energia son los combustibles fésiles. La biomasa es una fuente de
materia prima constante ya que es renovable, ademas presenta ventajas sobre los
combustibles fésiles por contener bajas cantidades de sulfuros, producir menos cenizas y
generar menos emisiones al aire. Aungue la biomasa es una materia prima prometedora,
el proceso de gasificacion es endotérmico y requiere grandes cantidades de energia, este
factor es la principal restriccion para tener una alta eficiencia térmica. (Atikah, Abdullah,
Ha, & Inayat, 2016)

El precio del syngas, asi como su composicion se ven afectados principalmente por
variables del proceso como el tipo de reactor, el agente gasificante, las condiciones de
operacion, la materia prima, entre otros. Por esta razén no es posible establecer un valor
anico (Atikah et al., 2016).

En la Tabla 1-2 se presentan algunos costos reportados para diferentes procesos de
produccion de syngas. Los valores mas elevados pertenecen a la produccion de hidrégeno

por medio de gasificacion de biomasa, esto se debe a la necesidad de implementar etapas
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adicionales entre ellas la purificacion que permite obtener una concentracion mas alta de
hidrogeno. En los demas casos el principal objetivo no es la produccién de hidrogeno, por
lo que las condiciones del proceso son diferentes, asi como la composicion final del
syngas. Este factor es importante para los usos que se le den al gas posteriormente,

especialmente en procesos de transformacion o sintesis.

Tabla 1-2. Costos de gasificacion para diferentes procesos, segun el pais y material
gasificado

Proceso Material Costo Pais Ao Referencia
gasificado (USD/kg)
1 Biomasa 1.69 China 2008 (Lv, Wu, Ma, & Yuan,
residual 2008)
2 Fruto vacio de 1.91 Malasia 2010 (Inayat, Ahmad,
palma de aceite Mutalib, & Yusup,
2010)
3 Astillas de 1.38 Estados 2011 (Kim, Parajuli, Yu, &
madera Unidos Columbus, 2011)
4 Carbon 0.045 Estados 2016 (Pei, Korom, Ling, &
Unidos Nasah, 2016)
5 Astillas de 0.11 Singapur 2018 (Yao, You, Ge, &
madera Wang, 2018)

Inayat y colaboradores reportan el costo del proceso de produccién de hidrégeno como
1.91 USD/kg. Los frutos vacios de palma son abundantes en Malasia debido a que es uno
de los mé&s grandes productores de aceite de palma y se generan mas de 17 millones de
toneladas por afio de residuos. Segun este estudio es posible disminuir del costo del
proceso a 1.84 USD/kg (Inayat et al., 2010), si se implementa un sistema térmico integrado.
Un costo similar presentan Lv y colaboradores, 1.69 USD/kg. En este caso la biomasa

proviene de diferentes residuos agroindustriales. A pesar de que el andlisis se lleva a cabo
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en China y con diferente biomasa, el costo del proceso es similar al anterior, ya que

involucra las mismas etapas para produccion hidrégeno (Lv et al., 2008).

A diferencia de los dos casos anteriores, Kim y colaboradores (2011) presentan un analisis
econdémico para un proceso de gasificacién sencillo, que no incluye la purificacién de
hidrogeno. La biomasa fue astillas de madera, sin embargo, hay un costo adicional de
transporte y almacenamiento de la materia prima. Este estudio indica que es necesario
aumentar la capacidad de la planta, de 60 Nm3h* a 230 Nm3h! para que el proceso tenga
un menor costo, ya que el calculado es de 1.38 USD/kg h. (Kim et al., 2011). Yao y
colaboradores (2018) analizan también la gasificacion de astillas de madera, sin embargo,
lo hacen mediante modelos. Su analisis econémico indica que el costo del proceso
depende de diferentes variables, entre ellos la relacién de equivalencia entre el flujo de
aire y la velocidad de alimentacion de la biomasa. El valor 6ptimo para el costo del gas de
sintesis es 0.11 USD/kg (Yao et al., 2018). Es necesario resaltar que esto afecta no solo
el precio, sino la composicién del gas.

El costo de gasificacion reportado por Pei y colaboradores es de 0.045 USD/kg, el estudio
se realiz6 en Estados Unidos y el material gasificado fue carb6n subterraneo. El syngas
obtenido tiene un alto contenido de hidrégeno, de relacion 1:2 de CO:H.. El factor de mayor
influencia para el precio es la profundidad del carbén y el espesor de las grietas donde se
ubica. En este proceso se incluyen etapas de reaccion shift y purificacion del gas. Sin
embargo, se da in situ, por lo que no se incluyen los costos de transporte o pretratamiento

del material gasificado. (Pei, Korom, Ling, & Nasah, 2014)



2.Problema de investigacion y objetivos

2.1 Planteamiento del problema

¢, Qué modificaciones se deben hacer en el metabolismo de un microorganismo que no es

productor natural de etileno para sintetizar este compuesto a partir de syngas?

2.2 Hipotesis.

La implementacion de la ruta de Wood Ljungdahl o Calvin-Benson-Bassham y la enzima
formadora de etileno (efe) en microorganismos que no son productores naturales de
etileno, permiten la sintesis de este compuesto a partir de syngas (CO, CO;, Hz, CH4) en

un microorganismo chasis u hospedero

2.3 Objetivos

2.3.1 Objetivo general.

Desarrollar in silico un modelo metabdlico de una plataforma biosintética, que permita la
transformaciéon de syngas a etileno en un microorganismo chasis, mediante la

implementacion de andlisis termodinamico y estrategias de la ingenieria metabdlica.
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2.3.2 Objetivos especificos.

e Estimar la viabilidad termodindmica y los requerimientos energéticos del proceso
de conversion de syngas a etileno

o Determinar cuales enzimas de la ruta de produccion de etileno estan presentes y
cudles estan ausentes en el microorganismo hospedero o chasis, para reconstruir
el sistema de biosintesis.

e Reconstruir in silico la red metabdlica para la produccion de etileno a partir de
syngas en un microorganismo chasis mediante el uso de herramientas de la
ingenieria metabdlica.

¢ Plantear diferentes escenarios para la produccion de etileno donde se evalten los
rendimientos del proceso si se usa como sustrato syngas proveniente de biomasa

residual colombiana
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3.Materiales y métodos

3.1 Construccion del modelo de caja negra

Para construir el modelo de caja negra se usé la metodologia planteada por Sef Heijnen
en el texto Biothermodynamics (von Stockar & van der Wielen, 2013). Donde el sustrato
se distribuye para crecimiento, mantenimiento y sintesis del producto de interés, siguiendo

la estructura de las relaciones matematicas de Herbert-Pirt.

Inicialmente se especifican los sustratos y productos de interés del proceso. Con base en
esta informacion, se debe proponer la reaccion catabdlica y verificar que esté balanceada
estequiométricamente. Posteriormente se calcula su energia libre de Gibbs mediante la
ecuacion (3.2), la cual debe ser corregida bajo las condiciones celulares de pH,
temperatura, concentracion, fuerza idnica, entre otros. Con base en este valor se determina
si la reaccién es exergonica, es decir si genera energia util, con el fin de usarla como
reaccion catabolica y acoplarla a los procesos anabdlicos del sistema. Si no es posible, se

debe proponer una nueva reaccién o un producto catabolico diferente.

ApgeG™ = —AgG™ (3.1)
Donde A.,:G° es la energia catabdlica producida bajo condiciones celulares.

ARG™ = ¥ n,ArG™, — X, ArG™, (3.2)

Siendo Ame;, la energia libre de Gibbs de formacién de cada producto y Ame'r la de los

reactivos, n, es el coeficiente estequiometrico de los productos y n, de cada reactivo.
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Después de tener la reaccion catabdlica, se establece la reaccion anabdlica para la

producciéon de biomasa, que debe cumplir con los balances de carga y masa. Ademas, si

el producto de interés tiene una energia libre de Gibbs positiva, es necesario establecer

una reaccion anabdlica para este, ya que no es una reaccion endergénica. Finalmente,

teniendo en cuenta tanto las reacciones anabdlicas como las catabdlicas, se establecen

los pardmetros de la distribucion de sustrato de Herbert-Pirt con base en la energia libre

de Gibbs catabodlica. Como se muestra a continuacion:

Coeficiente de mantenimiento:

Este depende Unicamente de la temperatura del proceso

m G (3.3)

s = Acqt G
Donde mg es el coeficiente de mantenimiento y m; [kJ de energia libre de Gibbs
por hora necesaria para el mantenimiento de 1 C-molX] es la energia requerida

para el mantenimiento celular.

g = 450|228 (1 1) X

Donde T [K] es la temperatura absoluta y R la constante universal de los gases
[J/mol.K]

Coeficiente a para la formacidén de biomasa:

El coeficiente a se divide en dos términos, el primero de la ecuacion (3.5) hace

referencia al anabolismo propiamente dicho, son los electrones necesarios para la

formacion de una C-mol de biomasa, provenientes del sustrato. El segundo término,

por su parte, hace referencia a la energia necesaria para la formacion de una C-mol de

biomasa, esta proviene de la reaccion catabdlica.

¥x ag
_Yx, G 35
a Yp AcatG ( )
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Donde yy es el grado de reduccion de la biomasa, yj, es el grado de reduccién del
sustrato Unico, fuente de carbono y energia, a; es la energia necesaria para
sintetizar 1 C-molX a partir de la fuente de carbono y el donador de electrones
disponible.

Esta metodologia fue planteada para un proceso con un Unico sustrato, sin
embargo, fue necesario realizar un procedimiento alternativo ya que el sustrato
usado, syngas, es una mezcla de gases, donde la fuente de electrones no es
necesariamente la fuente de carbono. En este caso es posible tener dos 0 mas

sustratos.

El término que hace referencia al anabolismo (::—X) se determina mediante un
D

balance estequiométrico de la reaccioén anabdlica para la formacion de biomasa
establecida. Esto, con el fin de que los electrones provenientes de los sustratos no
sean asignados arbitrariamente a la hora de ser transferidos a la biomasa, sino que
concuerden con los balances de masa y carga. Al realizar este procedimiento, cada

sustrato tiene un coeficiente asignado, aunque no se calcule de forma directa.

Posteriormente, se estima el término asociado al catabolismo. Este calculo puede
hacerse usando correlaciones reportadas por Heijnen, Loosdrecht y Tijhuis (1992),
dependiendo del sustrato y composicion quimica. El valor obtenido con el segundo
término de la ecuacion (3.5), representa el nimero de veces que se debe llevar a
cabo la reaccién catabodlica para tener la energia necesaria en la sintesis de una
mol de biomasa. Por lo que se deben multiplicar todos los coeficientes
estequiométricos de la reaccién catabdlica por este término.

Finalmente, se suman la reaccion de formacion de biomasa y la reaccion
catabdlica, con sus respectivos coeficientes, formando una reaccién global

balanceada.
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e Coeficiente b paralaformacion de producto:
Este coeficiente se debe estimar en caso de que el producto sea anabdlico y

requiera energia para su formacion.

_ ]/_P ARG
|b| N Ys + AcatGM (36)

Donde ARG es la energia que necesita la reaccion de produccion del metabolito de
interés, en caso de ser positiva, el procedimiento se hace de manera similar al
coeficiente a. Sin embargo, la energia libre de Gibbs de la reaccién catabdlica, se
debe multiplicar por un factor de eficiencia, que equivale a la energia realmente (til

en la célula. Este factor n es usualmente 0.5.

Finalmente, se establecen las relaciones qp (1) para los productos catabdlicos usando los

coeficientes de Herbert-Pirt ya encontrados.

3.2 Evaluacion econdmica

Para determinar el potencial econémico del proceso, es necesario calcular la diferencia
entre el precio comercial del etileno y el costo de produccion del gas de sintesis. Debido a
gue es un célculo previo al disefio, se usa la informacion del modelo de caja negra para

determinar la relacion entre el consumo de sustrato (CO y Hy) y la produccion de etileno.

El precio de referencia del syngas en el mercado se tomo de reportes publicados por S&P
Global Platts e ICIS (ICIS, 2018; Global-Platts, 2018). Debido a sus fluctuaciones, se
promedio el valor reportado durante 5 meses. En cuanto al precio del syngas, se tomo el
costo de produccion con base en diferentes reportes, como se muestra en la Tabla 1-2.

Para cada uno de los procesos de gasificacion, se establece la composicion del syngas y
se le asigna un rendimiento de acuerdo a las reacciones establecidas en el modelo black

box, dependiendo de la razén CO:H, de cada gas.
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Para cada proceso evaluado, se determina el reactivo limite y mediante relaciones
estequiométricas se calcula la cantidad de gas necesaria para producir 1 kg de etileno,
teniendo en cuenta la cantidad de gas util (CO y H.) en el syngas. Finalmente, usando el
costo reportado del syngas, se estima la inversion en sustrato y se compara con el precio
comercial del producto. En caso de que la inversion que se debe hacer en sustrato y el
precio del etileno fuese mayor a uno, el proceso no es econémicamente rentable, ya que

no se generaria ningln margen de rentabilidad.

Rendimiento real = Yys * Gas util (3.7)

Precio de syngas * 100 (3.8)
Rendimiento real

Inversion =

Donde Y, representa el rendimiento tedrico que logra el microorganismo para producir
etileno a partir de syngas. El gas util es la cantidad de sustrato (CO y H) que se encuentra
presente en el syngas (contenido volumétrico de CO y H; en el syngas), excluyendo los

demas gases y el reactivo en exceso.

Finalmente, para determinar las condiciones del gas ideal para el proceso, se fij6 el precio
del syngas como el 70% del precio comercial del etileno. Asegurando asi un 10% de
ganancia y un 20% para llevar a cabo todas las otras operaciones del proceso.
Posteriormente, se establecio el rendimiento del proceso como se muestra en la ecuacion
3.9.

Precio Syngas [L] (3.9)

mol syngas

- X i USD
Precio Etileno [7]
mol etileno

L. . mol etileno
Rendimiento ideal [ ]
mol syngas.

Seguidamente, conociendo el rendimiento de la reaccion, se hallé la cantidad de gas util

gue debe tener el gas de sintesis, con la ecuaciéon 3.10
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mol etileno] (3.10)

mol syngas
mol etileno ]
mol sustrato

Rendiemitno ideal [

, .. [mol sustrato
Gas util ] =

mol syngas

Por ultimo, se determinan la concentracidbn de cada sustrato en el gas, de acuerdo a
relacién entre fuente de carbono e hidrégeno que genere mayor rendimiento de acuerdo a

los resultados del black box

Figura 3-1. Diagrama de la metodologia implementada para la evaluacion econdémica

Establecer la composicién del syngas

v

Determinar la relacion molar entre el CO y

H2 (sustratos del proceso)

v
* ¥

CO:H2 <2 CO:H:z >2
{ v
Rendimiento 1: (mol Rendimiento 2: (mol
etileno/mol sustrato) etileno/mol sustrato)
\/ e |
Calcular el reactivo limite -- >i Con base en el blackbox i

v

Determinar cuénto sustrato se necesita para

formar 1 kg de etileno mediante estequiometria

v

Estimar la cantidad de gas (til para el proceso

v R

Estimar la diferencia entre la

1
1
inversion v el precio final del etileno | ~ > ‘
' Ho, asi como el reactivo en exceso
* b e e e e e —————
- . . (T Tmmm s m T m T mmm T m e m e !
Estimar el precio de esta cantidad de i\ Teniendo en cuenta los sustratos, |
- . 1
syngas, con base en los reportes 'f reactivo en exceso, y los gases !
(inversion) | __due no se usan en el proceso !
* __________________________________
v

Calcular cuanto syngas bruto se
requiere para cumplir con el
reauerimiento de sustrato
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3.3 Reconstruccion del modelo metabdlico a escala
genomica

Para reconstruir el modelo a escala genémica se us6 el modelo de E. coli reportado por
Taymaz (2010). Inicialmente se establecié la velocidad de crecimiento del microorganismo
chasis y con base en esto la reaccion de biomasa. Debido a que se reporta Unicamente la
reaccion de formacion de biomasa para una velocidad de crecimiento, se tomé la
composicion porcentual de macromoléculas celulares y se convirti6 en porcentajes
molares para reestructurar la reaccion de biomasa. Asumiendo que la composicion de tales
macromoléculas como proteinas, ADN o ARN es constante sin importar la velocidad de

crecimiento del microorganismo.

El modelo se reconstruy6 en cobra con la nomenclatura de BIGG. Las reacciones fueron
verificadas en las bases de datos KEGG y MetaCyc. Donde se confirmé la direccionalidad
de las reacciones y la estequiometria. Después de tener el modelo se usé el comando
checkMassChargeBalance para verificar los balances de masa y carga de todas las

reacciones.

Del modelo original se modificaron las reacciones que no tenian una estequiometria
correcta de acuerdo al estado de protonacién en que se tomaron los metabolitos para las
condiciones celulares. Ademas, se modificaron las reacciones que contenian oxigeno, con
el fin de que el modelo metabdlico pudiese corresponder con el de modelo Black box
planteado, que se hizo bajo condiciones anaerébicas, debido a las ventajas que esto

representa para los procesos biol4gicos.

Después de tener el modelo del microorganismo chasis, se buscaron reacciones que
permitieran incorporar los componentes del syngas y el etileno en la red metabdlica usando
metabolitos intermediarios presentes en el metabolismo natural del chasis. Estas
reacciones se verificaron en las bases de datos ya mencionadas y se verificé su balance
de masa y electrones. Estas reacciones se acoplaron al modelo metabdlico del

microorganismo chasis para realizar los andlisis de flujos posteriores.
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3.4 Determinacion de la presencia o ausencia
de los genes codificantes para las enzimas
necesarias en las nuevas reacciones

implementadas.

Para establecer si el microorganismo chasis tiene la maquinaria metabdlica necesaria para
llevar a cabo las nuevas reacciones agregadas al modelo, 0 si es hecesario expresar genes
heterélogos, es necesario evaluar el genoma mediante un alineamiento BLAST. Esto
permite establecer homologia entre los genes y predecir cuales enzimas no pueden ser

expresadas por el hospedero.

Después de elegir las reacciones adicionales para la fijacién de gas (CO, CO; y Hy) y
produccion de etileno, se establecieron las enzimas correspondientes a cada una de las
reacciones usando la base de datos BRENDA. Luego, se descargaron las secuencias de
aminoacidos en formato FASTA de cada enzima de la base de datos UNIPROT. Las
secuencias se tomaron de microorganismos referencia que contienen la ruta metabdlica
de interés. Sin embargo, en caso de que la secuencia no estuviese curada para estos
microorganismos, se recurrid a otros microorganismos de referencia para evaluar los

alineamientos mediante el andlisis de BLAST con informacién verificada manualmente.

Se construy6 una base de datos local de nucle6tidos con el genoma del microorganismo
chasis seleccionado, en este caso E. coli K12. Y se procedié a realizar el analisis de
BLAST. Para este caso particular, se uso el tblastn, debido a que la base de datos se
encuentra en secuencia nucleotidica y los query en secuencia de aminoacidos. Por esta
razén, es necesario traducir la base de datos a amino&cidos para comparar las secuencias.
Finalmente, para determinar la presencia o ausencia de las enzimas en el microorganismo
chasis, se usan los criterios de % de covery, E-value y bit score. Para el E-value, el umbral
se establecié en 1le®, es decir, si un alineamiento posee un valor menor, las secuencias
son homologas. Por su parte, el umbral del bit score es 50, valores mayores a este, indican

la presencia de un gen homologo. Para el porcentaje de identidad, la cobertura debe ser
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mayor a 30%, sin embargo, este valor no tiene una gran precision para detectar genes

homologos por lo que no serd un criterio determinante.

3.5 Evaluacion termodinamica

Para determinar los coeficientes estequiométricos del modelo black box es necesario
calcular la energia libre de Gibbs de las reacciones involucradas, tanto las reacciones
anabdlicas, como las catabdlicas. De manera andloga, se debe hacer una evaluacion a la
ruta metabodlica paso a paso, para establecer la viabilidad de las nuevas reacciones
implementadas.

Se evallan las reacciones pertenecientes a la reaccion catabdlica del modelo metabdlico
reconstruido y se evalla la energia libre de Gibbs de cada una bajo las condiciones
celulares. Para las reacciones catabdlicas se determina si son o no exergoénicas, en caso
de no serlo, se estima la relacién entre la concentracién de productos y reactivos para que
la reaccién ocurra de manera espontanea o se aleje del equilibrio como se muestra en el

siguiente esquema.

Debido a que ya las energias libres de formaciébn se encuentran corregidas por
temperatura, presion, pH y concentracion, se modifica la relacion entre la concentracion de

los productos y reactivos como se muestra a continuacion

ArGIV

AsG' + RT In(S/1) (3.12)

ArGPM = ArG® + RT In(P/1) (3.13)

Al restar estas ecuaciones para hallar la energia libre de Gibbs para la reaccién
ARG™ = DGV — ApGI (3.14)
ARG™ = [AfG°' +RT In (?)] - [Afm' +RT In G)] (3.15)

ARG™ = ARG° + RT In([P]/[S]) (3.16)
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Posteriormente, se despeja la relacion entre la concentracién de producto y sustrato para
hallar las condiciones que hacen posible obtener una energia de reaccion negativa y

alejada del equilibrio

[P1/15] = exp (22" -2 (3.17)

Finalmente se estima la relacion entre la concentracién de algunos metabolitos usando las
concentraciones intracelulares reportadas por Taymaz (2010) para una velocidad de
crecimiento igual a 0.1 h.

3.6 FBA (Flux Balance Analysis)

Para llevar a cabo el andlisis de FBA se usa Cobra, toolbox de Matlab. Después de
reconstruir el modelo se establecen los limites entre -1000 mol/C-molX h y 1000 mol/C-
molX h para las reacciones, siendo este el intervalo para reacciones reversibles y 0,1000

los limites para las reacciones irreversibles.

Para reducir el espacio solucion del analisis FBA durante la optimizacion del sistema, es
necesario fijar el valor de fluxes. En este caso, con base en la informacién obtenida en el
modelo black box, se establece el valor para los fluxes correspondientes a la velocidad de
crecimiento, ademas del transporte de metabolitos extracelulares diferentes al etileno. Asi
mismo, se debe fijar la funcién objetivo, en este caso, la produccidn de etileno ya que es
el producto de interés. Finalmente se procede a realizar el analisis FBA mediante

optimizaciones de programacion lineal.



4.Resultados y discusion

4.1 Determinacion de los parametros del modelo black
box

Para establecer la distribucion del sustrato se usa la ecuacién de Herbert-Pirt que se
expresa en términos de la velocidad especifica de crecimiento y velocidad de formacion
de productos. Para esto es necesario plantear las reacciones anabdlicas, catabdlicas y de
mantenimiento. En primer lugar, se establece la reaccion catabdlica, posteriormente la

anabdlica y finalmente se calcula el coeficiente de mantenimiento.
4.1.1 Coeficientes estequiométricos de lareaccion catabdlica

En primer lugar, se proponen diferentes reacciones para produccion de etileno a partir de
CO, H, y CO,, componentes que se encuentran en mayor proporcion en el gas de sintesis.
El mondxido de carbono es la principal fuente de carbono contemplada en este estudio
debido a que es también una fuente de electrones. Al usarlo como sustrato, en la reaccién
de produccién de etileno, es posible observar que los productos varian de acuerdo a la
relacion CO:H,, ademas, hay infinitas combinaciones, por lo que se plantearon dos casos
extremos, donde la relacién de mondéxido de carbono e hidrégeno es 2 y cuando es 0.5.
El diéxido de carbono, presentado como un tercer caso se evalla debido a que es un
componente presente en algunos gases, por lo que puede ser también aprovechado en
el proceso fermentativo como fuente de carbono. En este caso solo hay una fuente de
electrones, el hidrégeno, por lo que solo hay una posible reaccion.

Las posibles reacciones catabdlicas consideradas se muestran a continuacion:
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Caso 1: 2C0 +4H, & CyH, + 2 H,0
Caso 2: 4C0 + 2H, & CyH, +2C0,
Caso 3: 2C0, + 6H, < C,H,+4 H,0

Posteriormente se calcula la energia libre de Gibbs de las tres reacciones balanceadas,
bajo condiciones estdndares y se corrigen segun el pH, temperatura, fuerza iénica y

concentraciones respectivas en condiciones celulares.
—AgG'° =% Npj * AfG"Opi — X ng; * AG'% (4.1)

Donde n,; y ng representan los coeficientes del producto i y sustrato i en la reaccion
catabdlica. Asi mismo, AsG'°,; ¥ ArG'°; son las energias de formacion de productos y
sustratos bajo condiciones celulares. Las energias libres de Gibbs usadas en el calculo

se reportan en las Tabla 4-1.

Tabla 4-1 Energia libre de Gibbs de formaciéon estandar, bajo condiciones celulares
corregidas por temperatura (298 K) y pH (7). (AfG’°) y energia libre de Gibbs en
condiciones celulares corregida por concentracion (1mM).

Compuesto A;G° kJ/mol  AgG° kJ/mol  AfG"™ kJ/mol Y
COaq) -119.9 -119.9 -137.0 2
COx2ag) -386.0 -386.0 -403.1 0

Ha(aq) 17.6 97.6 80.5 2
CoHaga) 81.4 2415 224.4 12
H20 ) -237.2 -156.1 -173.2 0

Tabla 4-2 Energia de reaccion para la formacién de etileno a partir de syngas
Reaccion AfG" AfG'™ kJ/mol
kJ/mol
Caso 1 2C0 + 4H, < CyH, + 2 H,0 -221.3 -204.3
Caso 2 4CO + 2H, & C,H, +2C0, -246.1 -223.9

Caso 3 2C0, + 6H, & CH, +4H,0  -196.5 -184.7
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Como se muestra en la Tabla 4-2 todas las reacciones son exergonicas, por lo que pueden
ser usadas como reacciones catabdlicas en el sistema. Sin embargo, en todos los casos
la energia disponible es diferente. Las reacciones de los dos primeros casos, generan una
mayor cantidad de energia, en estas los sustratos son los mismos, pero los coeficientes
estequiométricos tienen una distribucion diferente. A pesar de que ambos sustratos,
monoxido de carbono e hidrégeno poseen la misma cantidad de electrones, el contenido
de energia libre de Gibbs por electrén del monéxido es mayor que en el hidrégeno (Cueto
et al., 2015). En el caso 3, la energia libre de Gibbs de la reaccién es menor debido a que
todos los electrones se concentran en el hidrégeno. Ademas, la fuente de carbono es
COg, carbono inorganico sin electrones, lo que dificulta su transformacién en comparacién

al monoxido de carbono.

Debido a que estas reacciones aportan energia al sistema, no se implementaran
reacciones aerobias. En este proceso es algo conveniente, pues ademas de los costos
de operacién que representa el sistema de aireacion, la mezcla de oxigeno con syngas
es potencialmente explosiva, por lo que es preferible llevar a cabo una fermentacion

anaerobia.

4.1.2 Coeficientes estequiométricos de la reaccién anabdlica

La reaccion anabdlica se refiere a la cantidad de sustrato consumido para la produccion

de biomasa y se calcula usando la ecuacion (3.5).
4.1.2.1. Distribucién de electrones para la produccion de biomasa

Para establecer la reaccion catabdlica se plantearon 3 posibles reacciones con el fin de
evaluar las dos principales fuentes de carbono del syngas, CO y CO.. En este caso,
cuando se usa el monéxido de carbono, hay infinitas combinaciones para los coeficientes
estequiométricos, por lo que se evaluaron solo dos posibilidades. Asi mismo, para
establecer la reaccion anabdlica de producciéon de biomasa, se tienen en cuenta ambos

sustratos como fuente de carbono. En ambos casos, el hidrégeno es donador de
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electrones, sin importar si la fuente de carbono tiene electrones disponibles, como es el

caso del mondxido.

Los demas compuestos involucrados en la reaccion son amonio, sulfato y fosfato, fuentes
de nitr6geno, de azufre y fosforo para la biomasa. Estos fueron tomados de la composicion
del medio de crecimiento de E. coli reportado por Taymaz (2010). De este mismo reporte
se tomd la composicién elemental de la biomasa para las velocidades de crecimiento de
0.1 h't y 0.3 h. Para la primera velocidad de crecimiento la férmula para biomasa es
CH; 68500.346N0.25350.006743Po.006ss Y Para la segunda velocidad de crecimiento es
CH164200364N026850.00668P0.0121- EN €Stas reacciones no se usa el oxigeno como sustrato,

pues como se menciond el proceso es anaerobio.
Las reacciones planteadas para los dos sustratos son:
Fuente de carbono: CO

-aCO—bH,—cNHf —dS0;?—eHPO;? 4+ CH1,68500346N0.25350.006743P0.00658 + f H* +
g Hy0 +h CO,

Fuente de carbono: CO;

—a C0, —b Hy —c NHf —d SO;% — e HPO;* + CH168500346N0.25350.006743P0.00658
+fH" + g H,0

Las reacciones se normalizaron con el fin de expresar todos los coeficientes en términos
de 1 mol de biomasa. En este caso, los coeficientes a, b, ¢, d, e, f, g y h, representan los
rendimientos bien sean de consumo o produccidon de su respectivo metabolito y se
representan en el vector x (Ecuacion 4.2). El balance elemental, de cargas y de electrones
se expresa en forma matricial como se muestra a continuacién, donde en las filas se
presenta cada balance, mientras que las columnas representan cada uno de los

metabolitos involucrados en la reaccion de biomasa planteada.
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Balance
Electrones  (y) 2 -2 0 0 O 0 a -4.307
Carga 0O 0 -1 1 0 0 b 0
Carbén © -1 0 0 O 1 c -1
Oxigeno (O) -1 0 0 4 4 0 1 2 d = -0.346
Hidrogeno  (H) O -2 4 0 -1 1 2 0 e -1.685
Nitrégeno  (N) 0O 0 -1 0 O 0 f -0.253
Azufre (S) 0O 0 o0 -1 0 O 0 g -0.00674
Fosforo h
(P) O 0 0o O -1 0o O 0 -0.00658
A X b
El sistema se puede expresar de la forma:
Ax=Db 4.2)

Donde A es la matriz de coeficientes, x es un vector que contiene las variables [a, b, c, ...]
y b son los valores independientes en la igualdad, en este caso los relacionados con la
biomasa ya que su coeficiente se ha fijado como 1 y no es una incognita. Para solucionar
el sistema es necesario que la matriz de coeficientes A sea invertible. Sin embargo, para
la reaccion que tiene como sustrato mondxido de carbono, se encontr6 que la matriz A es
singular por lo que no es invertible. A pesar de que el rango de la matriz es 8, el de su
transpuesta es 7, por lo que existe una dependencia lineal. Por esta razén, al coeficiente
h se le asigné un valor de cero. Ademas, se elimin6 una reaccién para obtener un sistema

con 7 ecuaciones y que la matriz pueda ser invertible.

Para la segunda reaccion se realizé el mismo procedimiento. Sin embargo, se eliminé uno
de los balances con el fin de obtener una matriz cuadrada invertible, debido a que se
tienen 7 variables y 8 reacciones. De esta manera se soluciond el sistema y
posteriormente se corroboré la consistencia de la solucion con la ecuacién no usada en

la matriz.

Los coeficientes de la reaccién de produccion de biomasa se muestran en la Tabla 4-3.
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Tabla 4-3. Coeficientes de la reaccién de producciéon de biomasa, para los dos casos
planteados, teniendo CO o CO; como sustrato.

a b c d e f g h

Fuente de carbono:
CcO 1 1.1537 0.253 0.00674 0.00658 0.2263 0.707 O

Fuente de carbono:
CO; 1 2.1537 0.253 0.00674 0.00658 0.2263 1.707 -

a: fuente de cabono (C0/C0,),b:Hy,c: NH},d:S0;2,e: HPO; 2, f: H', g: H,0,

h: CO,(subproducto de la primera reaccion)

Con este procedimiento se establece la distribucion de electrones de los sustratos que se
consumen por C-mol de biomasa. Como se muestra en la Tabla 4-3 la fuente de carbono
requiere igual cantidad de moles para la formacion de 1 C-mol de biomasa, sin importar
si es monoxido o dioxido de carbono. Sin embargo, en el primer caso, debido a que el
monoxido de carbono también es un donador de electrones, se requiere menos cantidad
de hidrogeno (coeficiente b) para suplir la demanda de la biomasa, esto resulta ademas,
en una menor produccion de agua (coeficiente g). Los demas coeficientes de consumo
de amonio, sulfato o fosfato, no presentan diferencia, debido a que dependen Unicamente

de la composicién de la biomasa.

4.2.1.2. Requerimiento energético para la produccién de biomasa

Para calcular el segundo término de la ecuacion del coeficiente a (ag/Acq:G), son
necesarios la energia libre de Gibbs de la reaccién catabdlica y el valor de a;, el primero
se tomé de la base de datos eQuilibrator—the biochemical thermodynamics calculator
(Flamholz, Noor, Bar-even, & Milo, 2012), tomando los valores propuestos por Alberty,

(1998), que posteriormente se corrigieron a condiciones fisiologicas.

Por su parte, la demanda energética de la célula para la formacion de nueva biomasa ag,

puede ser calculada mediante correlaciones. Cuando el crecimiento es heterotréfico, la
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energia libre de Gibbs necesaria depende Unicamente de la naturaleza de la fuente de
carbono organico, debido a que es también la fuente de electrones. En estos casos,
cuando el grado de reduccion por carbono es cercano a 4, llevar a cabo la conversion a
biomasa, es no energéticamente costoso, ya que el grado de reduccion de la biomasa es
aproximadamente 4.2. Cuando se tienen cadenas carbonadas pequefias y el grado de
reduccion se aleja de 4, es necesario llevar a cabo reacciones adicionales, especialmente

para formar enlaces carbono-carbono (von Stockar & van der Wielen, 2013).

En el caso de crecimiento autotréfico, esta energia también depende de la naturaleza de
la fuente de carbono. Sin embargo, el donador de electrones tiene una gran influencia, ya
gue determina la necesidad de usar el transporte inverso de electrones. En el caso del
CO o0 Ha, no es necesario el uso de este mecanismo. Mientras que la reduccién de CO; a

biomasa es mucho mas costosa, debido a que este compuesto no posee electrones.
El valor de a; se tomé del reporte de Heijnen y colaboradores (Heijnen et al., 1992), que

se muestra en la Tabla 4-4.

Tabla 4-4. Energia libre de Gibbs necesaria para sintetizar un mol de biomasa a;, segun

la fuente de carbono.

Fuente de Grado de Longitud de  ag kJ/C- Desviacién
carbono reduccion la cadena de mol X estandar
carbono reportada (%)
CcoO 2 1 1105 -
CO2 0 1 1061 16

Dividiendo estos valores por la energia libre de Gibbs proveniente del catabolismo es
posible calcular la segunda parte de la ecuacion (3.5), estos valores se reportan en la
Tabla 4-5.
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Tabla 4-5. Valores de a; /A.,:G para el coeficiente a de la ecuacion Herbert-Pirt

Caso ag/Aca:G Reaccion catabdlica asociada el anabolismo
1 6.500 13CO + 26 H, & 6.5 C,H, + 13 H,0
2 5.672 22.688 CO + 11.344 H, & 5.672 C,H, + 11.344 CO,
3 7.307 14.614 CO, + 43.842 H, < 7.307C,H, + 29.228 H,0

Este coeficiente corresponde al nUmero de veces que es necesario correr la reaccion
catabdlica para obtener la energia que requiere la sintesis de una mol de biomasa. Para
acoplar ambos coeficientes se suman la reaccion anabdlica de formacion de biomasay la

reaccion catabdlica multiplicada por el factor a; /A 4:G.

—13C0 — 26 H, + 6.5 C,H, + 13 H,0 +

—CO — 1.1537 H, — 0.253 NH; — 0.006743 SO; 2 — 0.00658 HPO}>
+ CH; 68500.346N0.25350.006743Po.006ss + 0.2263 H* +0.707 H,0

—14 €O — 27.1537 H, — 0.253 NH; — 0.006743 SO;2 — 0.00658 HPO}>
+ CH; 68500.346N0.25350.006743Po.00658 + 0.2263 H* +13.707 H,0
+6.5CyH,

Para hallar las demés reacciones anabdlicas se realiza el mismo procedimiento y las

reacciones resultantes se muestran a continuacion:
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Tabla 4-6. Reacciones anabdlicas para la produccion de biomasa a partir de diferentes
fuentes de carbono (CO y COy).

Caso Reaccioén

1 —14CO — 27.1537 H, — 0.253 NH} — 0.006743 SO;% — 0.00658 HPO;
+ CHy 68500.346N0.25350.006743Po.00658 + 0.2263 H*
+13.707 H,0 + 6.5 C,H,

2 —23.688 CO — 12.4976 H, — 0.253 NHf — 0.006743 SOZ2 -

0.00658 HPO,? + CH, 63500346 No.25350.006743Po.006ss + 02263 HT +
0.707 H,0 + 5.67 CoH, + 11.344 CO,

3 —15.614 CO, — 45.9956 H, — 0.253 NH} — 0.006743 SO}

—0.00658 HPOZZ + CH1.68500.346N0.25350.006743P0.00658
+0.2263 H* + 30.935H,0 + 7.307 C;H,

4.1.3 Coeficiente de mantenimiento

El coeficiente de mantenimiento se calcula con la ecuacién (3.3). Para esto la temperatura

se establecié en 298.15 K y la constante de los gases usada fue 8.314 J/mol.K.

69000 1 1
mg = 4.5exp [_ 8.314] /mol.K (298.15 - ﬁ)] (4.3)

Luego el coeficiente m; €s:

k] para mantenimiento

me = 4.56 (4.4)

C—mol

Debido a que la energia que se necesita para el mantenimiento celular depende

Unicamente de la temperatura, se usara el mismo valor para calcular el coeficiente de
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mantenimiento para los tres casos planteados, donde el sustrato puede ser monéxido de
carbono en diferente proporcion, o bien diéxido de carbono. El coeficiente de
mantenimiento de mantenimiento se calculé con la expresion (3.3) y los resultados se

muestran en la Tabla 4-7.

Al igual que para el célculo de la energia necesaria para el anabolismo, el coeficiente m;
representa las veces que se debe correr la reaccion catabdlica para tener la energia
suficiente para el mantenimiento. En este caso se debe multiplicar la reaccién catabdlica

(Tabla 4-2) por cada uno de los coeficientes calculados.

Como se puede observar en estos resultados, el sustrato que se debe consumir en el
tercer escenario planteado, es mayor, pues esta reaccién catabdlica libera menos
energia, haciendo mas costoso energéticamente el mantenimiento de una misma
biomasa. En el caso del monoxido de carbono, si la relacion de H,:CO es 1:2, se necesita
menos sustrato para el mantenimiento debido al mayor contenido energético del
monoxido de carbono. Sin embargo, la diferencia entre este primer caso y el segundo no
es muy grande, pues la energia libre de Gibbs que liberan ambas reacciones es similar.
Por ende, el costo energético para el mantenimiento de la misma cantidad de biomasa en

ambos casos sera similar.

Tabla 4-7. Coeficientes de mantenimiento celular para los tres diferentes casos de

catabolismo propuestos.

Caso mg Reaccion catabdlica (mantenimiento)
1 0.027 0.054C0 + 0.108H, « 0.027C,H, + 0.054 H,0
2 0.023 0.092C0 + 0.046H, < 0.023C,H, + 0.046C0,

3  0.031 0.062C0, + 0.186H, © 0.031C,H, + 0.124 H,0
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4.1.4 Expresiones cinéticas de velocidad consumo o produccién
de metabolitos

Las expresiones de Herbert-Pirt y las de velocidad de consumo o produccion de cada
metabolito involucrado en el proceso se obtuvieron con los coeficientes de las reacciones
anabdlica y catabdlica. Para cada metabolito, se multiplicé su coeficiente estequiométrico
en la reaccién anabdlica por u y seguidamente se sumo a su coeficiente estequiométrico
en la reaccion catabdlica. Al realizar este procedimiento, es evidente que todo el
metabolismo depende de una variable, la velocidad de crecimiento. Al fijar este valor es

posible conocer la distribucién de sustratos y productos.

Las expresiones de velocidad de consumo o producciéon de metabolitos se muestran en
el la Tabla 4-8.

Tabla 4-8. Ecuaciones de velocidad de consumo o produccién de metabolitos en términos
de la velocidad de crecimiento u (para la composicion de la biomasa a u = 0.1h71)

Metabolito Caso 1 (H2:CO es 2:1) Caso 2 (H2:CO 1:2) Caso 3
co qco = —14u —0.054 qco = —23.688u — 0.092 -
co, - dco, = 11.344p + 0.046  qco, = —15.614u — 0.062
H, qu, = —27.1537u—0.108  qy, = —12.497u — 0.046  qy, = —45.9956u — 0.186
H,0 qy = 13.707u + 0.054 qy = 0.707u qw = 30.935u + 0.124
NH}; Ayt = —0.253 Ayt = —0.253 Ayt = —0.253u
502 5052 = —0.00674y A5o;2 = —0.00674y Aso;2 = —0.00674y
HPO}? Qupog2 = —0.00658y Aypo;2 = —0.00658 Aupo;? = —0.00658y
H* qu+ = 0.226p qu+ = 0.226p qu+ = 0.226pu
C,H, deyn, = 651+ 0.027 dcyn, = 5.671+ 0.023 de,n, = 7-307u +0.031
Biomasa u u u

En la Tabla 4-8 se presentan las ecuaciones cinéticas para los tres casos planteados en
el metabolismo. En el primer caso, no se presenta ecuacion para el consumo o produccion

de dioxido de carbono, debido a que este metabolito celular no se genera en el
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catabolismo, ni en la formacién de biomasa. De manera similar en el caso tres, donde no
se presenta ecuacion cinética para el monoéxido de carbono, ya que no es un metabolito
involucrado en la reaccion. En este ultimo caso, la Unica fuente de carbono es el di6xido

de carbono.

Al comparar los tres casos, es posible observar que el mayor consumo de sustrato, tanto
fuente de carbono como de electrones, se da cuando se alimenta dioxido de carbono.
Esto puede explicarse por la dificultad de reducir este compuesto. El diéxido de carbono
es una cadena pequefia, que ademas carece de electrones, por lo que su grado de
reduccion esta muy alejado del de la biomasa. Esto se ve también reflejado en los
coeficientes de mantenimiento, que son mayores que los dos primeros casos. Esto indica
gue la energia que aporta el diéxido de carbono es nula y se requiere una mayor cantidad

de sustrato para mantener las funciones celulares.

En cuanto a la produccion de etileno, compuesto de interés, es posible observar que el
mayor coeficiente se logra en el tercer caso. Sin embargo, es necesario analizar que el
consumo energeético de sustrato es mucho mayor, por lo que el rendimiento en este caso
es menor que en los casos 1y 2. Cuando se usa mondéxido de carbono, se obtiene una
mayor produccién con una relacion del sustrato H,:CO de 2:1 (columna 1). Debido a que

en este proceso no se pierde carbono en forma de CO, como en el segundo caso.

Para hallar la expresion de Herbert-Pirt con la composicion de la biomasa a una velocidad
de crecimiento igual a 0.3 h, se realiz6 todo el procedimiento explicado anteriormente
cuando la velocidad de crecimiento es 0.1 h. Las expresiones del modelo black box

correspondientes a la velocidad de crecimiento p =0.3 h'* se muestran en la Tabla 4-9.

Como se observa en los resultados de la Tabla 4-10, la diferencia que hay entre las
ecuaciones cinéticas de unay otra composicion celular se evidencia principalmente es los
metabolitos asociados Unicamente a la biomasa, como consumo de amonio, sulfato o
fosfato, mientras que los términos asociados al catabolismo, como lo es la produccién de
etileno, el consumo de la fuente de carbono o hidrogeno, no presentan diferencias

significativas.
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Tabla 4-9. Reacciones anabdlicas para la produccion de biomasa a partir de diferentes

fuentes de carbono (CO y CO;) con la composicion de biomasa correspondiente a la
velocidad de crecimiento 0.3 h.

Caso Reaccioén

1 —14 CO — 27.105 H, — 0.268 NH} — 0.00668 SO, > — 0.0121 HPO,>

+ CH; 64200.364No.26850.00668P0.0121 + 0.2312 H*
+13.7112 H,0 + 6.5 C,H,

2 —23.688 CO — 12.449 H, — 0.268 NH;} — 0.00668 SO;% — 0.0121 HPO;? +
CH1.64200364N0 26850.00668P0.0121 + 0.2304 H* 4+ 0.7112 H,0 +
5.67 C,H, + 11.344 CO,

3 —15.61 C0O, — 45.948 H, — 0.268 NH; — 0.00668 S03% — 0.0121 HPO} >

+ CHy 64200.364No.26850.00668P0.0121 + 0.2304 H*
+29.939H,0 + 7.307 C,H,

Tabla 4-10. Ecuaciones de velocidad de consumo o produccién de metabolitos en

términos de la velocidad de crecimiento p (para la composicién de la biomasa a u =
0.3h71)

Metabolito Caso 1 Caso 2 Caso 3

co qco = —14u —0.054 qco = —23.688u — 0.092 -

co, - Qco, = 11.344u + 0.046 dco, = —15.61 — 0.062

H, qu, = —27.1054 — 0.108 gy, = —12.449u — 0.046 gy, = —45.948u — 0.186
H,0 q, = 13.711u + 0.054 q, =0.711pu q, = 29.939u + 0.124
NH}; qyy; = —0.268u qyy; = —0.268u qup: = —0.268u
50,2 Ggo;2 = —0.00668 4 Ggo;2 = —0.00668 i go;2 = —0.00668 4

HPO;? Qupoz2 = —0.0121p Qpos2 = —0.01214 Qpoz2 = —0.0121p

H* qu+ = 0.2304u qu+ = 0.2304u qy+ = 0.2304u
CyH, dc,u, = 6.51 + 0.027 dc,n, = 5.67u +0.023 dc,n, = 7-307u + 0.031

Biomasa u u u
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La relacién entre la velocidad de crecimiento y las velocidades de consumo o produccion
son lineales debido a que el etileno es un producto catabélico asociado al crecimiento.
Cuando la velocidad de crecimiento es cero, hay consumo o produccion de metabolitos
como mondéxido de carbono, hidrogeno y etileno, sin embargo, no se observa
adecuadamente debido a la escala, ya que es del orden de le-2. Esta actividad
metabdlica se debe al mantenimiento celular, aunque no haya crecimiento. No obstante,

la produccion de etileno aumenta al aumentar la velocidad de crecimiento celular.

En la Figura 4-1. es posible observar la relacion entre diferentes sustratos y productos con
el etileno. En este caso, el intercepto con el eje depende de la relacion del metabolito con
el anabolismo y mantenimiento celular. Compuestos como el amonio, sulfato, fosfato o
protones, tienen relevancia Unicamente cuando hay produccion de biomasa, por lo que el
intercepto es cero. Mientras que compuestos como CO e H;, presentan un intercepto
diferente de cero cuando no hay formacion de biomasa. Ademas, se puede inferir a partir
de la relacién entre la fuente de carbono con el etileno, que a medida que aumenta la
velocidad de crecimiento, mas carbono se debe consumir por mol de producto, ya que es

necesario para la sintesis de biomasa.

Al igual que se observa en las ecuaciones de velocidades de consumo o produccion de
metabolitos (Tablas 4-8 y 4-10), hay diferencias marcadas entre los 3 casos evaluados.
Un comportamiento destacado es que la produccion de etileno no se ve fuertemente
afectada por el cambio de fuente de carbono siempre y cuando se tenga electrones
disponibles, en este caso provenientes del hidrégeno. Pasa lo contrario con los sustratos,
se puede observar que el hidrogeno es consumido en altas cantidades en el caso 3, donde
la fuente de carbono es Unicamente el didxido de carbono. Esto refleja claramente el costo

energético que conlleva el uso de sustratos inorganicos.

En cuanto al agua, se ve una clara diferencia entre los 3 casos. En el segundo caso la
produccion es muy baja, mientras que en los demas casos se generan altas cantidades
de agua. Algo que se debe resaltar en esta situacion es la relacion del metabolito con los
procesos anabdlicos de formacion de biomasa, mantenimiento y catabolismo. En el primer

caso la formacion de agua esta asociada a los 3 procesos celulares, por lo que se genera
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en altas cantidades. Mientas que, en el segundo caso, el agua se genera Unicamente

como resultado de la formacién de biomasa.

Figura 4-1. Velocidades de consumo o produccion [mol/C-molX*h] vs la velocidad de

crecimiento para los 3 casos establecidos en el modelo black box

Velocidad de consumo de CO Velocidad de consumo de H_ Velocidad de consumo/produccion de CO,,
10 20

A

06 08 1 >l 02 04 06 08 1 0 02 04 08 08 1
uh-1] ufh-1] uih-1]
Velocidad de produccion de etieno Velocidad de produccion de agua

0 02 04

ufh-1} )

Finalmente, si comparamos los tres casos, cuando se tiene como fuente de carbono el
monoéxido, ademas de obtener una cantidad similar de etileno, el consumo electrones es
similar sin importar si hay mayor cantidad de hidrégeno o de diéxido en el sistema.
Mientras que, si se usa di6xido de carbono, es necesario consumir una alta cantidad de
hidrégeno por lo que el rendimiento es menor, aunque se observe una mayor cantidad de
etileno. Esto indica que el proceso es costoso energéticamente en el tercer caso y aunque
con los tres casos planteados es posible obtener el producto de interés, el costo
energético de los tres procesos difiere especialmente de acuerdo a la naturaleza de la

fuente de carbono.
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4.2 Evaluacion del potencial econdémico de Ila
produccion de etileno a partir de syngas

La produccién de etileno se da principalmente a partir de sustratos no renovables. Sin
embargo, el uso de materias primas renovable es un proceso de alto interés pues presenta
diferentes beneficios, especialmente ambientales (Haro, Ollero, & Trippe, 2013). Para
que el proceso petroquimico tradicional pueda ser reemplazado por un bioproceso es
necesario garantizar que sea viable tanto técnica como econémicamente. Por esta razon,
se llevard a cabo un analisis preliminar del potencial econdmico del proceso y
estableceran las condiciones bajo las cuales se logra un margen de rentabilidad
adecuado.

Como menciona Douglas (1988) en su texto Disefio Conceptual para Procesos Quimicos,
el costo de las materias primas es un factor dominante en el disefio de procesos. Por esta
razoén, los balances de materia y energia juegan un papel muy importante. Siguiendo esta
linea de pensamiento, se propone usar el modelo de caja negra para el analisis preliminar

ya que es un enfoque simple que permite un analisis rapido.

Figura 4-2. Diagrama global del proceso de produccion de etileno a partir de syngas.

Syngas
{CD.' CO;z, Hz, CHQ} Etileno
— _ >

4.2.1 Comparacion de costos

Como se reporta en la seccion 1.7, el etileno tiene un precio en el mercado de 1.109
USD/kg aproximadamente, mientras que el costo del syngas varia entre 0.045 y 1.91

USD/kg. Con esta diferencia inicial es posible determinar que no todos los procesos de
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gasificacion son econ6micamente viables, ya que el precio de la materia prima para el
proceso es mayor que el del producto mismo. Es importante resaltar que no todos los
componentes del gas de sintesis seran usados durante la bioproduccion de etileno, por
ende, el rendimiento no ser& del 100%.

Teniendo en cuenta estos requerimientos, es posible descartar tres de los procesos de
gasificacion reportados ya que tienen un costo mayor al precio comercial del etileno. Los
Unicos costos de gasificacion que podrian generar ganancias son los que usan carbon
(0.045 USD/kg) y astillas de madera (0.11 USD/kg) como biomasa.

Para el andlisis del potencial econémico, se restringe el espectro de reacciones durante
la fermentacion a los dos primeros casos del black box, fijando la velocidad de crecimiento
en 0.1 h. Debido a que la diferencia entre estas reacciones es la relacion entre el
hidrégeno y el mondéxido de carbono, dependiendo de la composicion del gas se asigna
el respectivo rendimiento molar. En la Tabla 4-11 se muestra la composicion del gas y su
precio en USD/mol, asumiendo que la masa molar del syngas humedo es 21.9 g/mol como
reporta (Pei et al., 2014). Ademas, se muestra el reactivo limite de la reaccion y el
rendimiento de la bioconversion, teniendo en cuenta la cantidad de gas que seria usado
realmente durante la fermentacion (RR%), sin contemplar procesos de reciclo o filtracion

gue modifiquen la composicién del gas.

Tabla 4-11. Precio del syngas, composicion y rendimiento para la produccién de etileno

Proceso Costo H2 CO Ratio RL R % RR% Referencia
USD/mol %mol %mol
1 (Lv et al.,
0.0370 56.3 8.9 6.32 CO 15.8 4.217
2008)
(Inayat et al.,
2 0.0418 79.9 20 3.99 CO 15.8 9.478
2010)
(Kim et al.,
3 0.0302 18 22 0.82 CO 15.8 5.178
2011)
(Pei et al.,
4 0.0098 38.8 15.6 249 CO 158 7.392

2016)
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Continuacion Tabla 4-11

5 0.0024 21.73 17.5 1,24 H, 15.8 4.133
5.1 0.0014 27.59 18.64 1,48 H, 15.8 4.387
5.2 0.0021 23.65 17.21 1,37 H, 15.8 4.051
(Yao et al.,
5.3 0.0021 19.71 16.84 1,17 H, 15.8 3.964 2018)
5.4 0.0021 16.49 16.84 0,98 CO 15.7 3.964
5.5 0.0020 13.62 16.13 0,84 CO 15.7 3.796
5.6 0.0019 10.39 16.13 0,64 CO 15.7 3.797

El proceso 5.X hace referencia al mismo proceso de gasificacion bajo diferentes condiciones,
donde se varia el flujo de aire desde 0.1 hasta 0.6.

Ratio es la relacién molar H2:CO, RL. Reactivo limite, R% rendimiento molar de la reaccién, RR%
es el rendimiento total del proceso, teniendo en cuenta la cantidad de gas util presente en el
syngas.

El rendimiento molar no varia significativamente entre los casos uno y dos del modelo
black box (relacion de hidrégeno:mondxido de carbono 2:1y 1:2) debido a que la cantidad
de moles de sustrato es similar. Sin embargo, si se analiza el rendimiento masico, la
diferencia es grande debido a la variacién de peso molecular entre el hidrégeno y el
monoxido. En el caso 1 se consume el doble de hidrégeno y su rendimiento masico es
40.2%, mientras que en el segundo caso se consume el doble de mondxido de carbono y
el rendimiento es de 22.9%. A pesar de que las moles totales de sustrato (H,+CO) son
similares, su peso es menor si hay mayor proporcién de hidrégeno, por lo que el

rendimiento aumenta.

Enla

Figura 4-3 se muestra la inversion que se debe hacer en syngas para producir un mol de
etileno. En esta gréfica es posible observar que, con el rendimiento y composicion del
gas, Unicamente dos procesos de gasificacion tienen un costo menor al precio del etileno.
Sin embargo, estos no aseguran una ganancia minima del 10% del precio del producto

final.

Bajo las condiciones expuestas, no es posible tener un proceso rentable para la
produccion de etileno a partir del syngas obtenido por los autores consultados. Sin

embargo, se deben contemplar otros escenarios, con una composicion mayor de
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sustratos (H> y CO) en el gas, ya que esto permitiria aumentar el rendimiento global del
proceso. Es posible también considerar procesos adicionales que enriquezcan el gas o

permitan recircularlo para aumentar la conversion.

Figura 4-3.Inversién en syngas necesaria para obtener un mol de etileno, de acuerdo a

la composicion del gas proveniente de diferentes procesos de gasificacion

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4 o
0.3
0.2
0.1

Inversion USD

0 1 2 3 4 5 6 7
Relacién H2/CO

® Inversién Precio del etileno Lineal (Precio del etileno)

En la Tabla 4-12 se muestra la composicion que debe tener el gas para que el proceso
genere una ganancia minima del 10%. En este caso, de los requerimientos econémicos
del proceso se destinan 80% para el sustrato y 20% a los demas gastos. Sin embargo,
esta distribucién puede variarse de acuerdo a las necesidades, en caso de que se requiera
una mayor inversion en etapas de acondicionamiento del syngas antes de la fermentacion.
Este andlisis se realizd Unicamente para los gases reportados en la Tabla 4.11 con un

costo menor al precio del syngas.

Para los gases analizados, es necesario aumentar la concentracién de gas util por lo
menos al doble con el fin de que el proceso sea rentable. En este caso es necesario
implementar soluciones estratégicas y mejorar la tecnologia de gasificacion para que no

solo se aumente la concentracion del hidrégeno, ya que el syngas enriquecido en
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hidrogeno es altamente energético, pero no permite la transformacion de la totalidad del
sustrato por la falta de monéxido de carbono. Un proceso de gasificacion adecuado para
generar syngas como sustrato debe generar una alta concentracion de los gases (Utiles,

ademds de que estos se encuentren en una proporcién adecuada.

Tabla 4-12. Rendimiento y composicién ideal para que el bioproceso de produccion de

etileno a partir de syngas sea econémicamente viable

Proceso Rendimiento ideal Gas util como

_ H2 CO

(mol etileno/mol sustrato

(%omol) (%omol)

gas) (%omolar)
0.045 28.65 19.10 9.55
0.110 70.04 46.69 23.34
5.1 0.065 41.32 27.55 13.77
5.2 0.098 62.06 41.37 20.69
5.3 0.096 60.90 40.60 20.30
5.4 0.096 60.53 40.35 20.18
55 0.093 58.72 39.15 19.57
5.6 0.088 55.60 37.07 18.54

Para que el proceso sea econ6micamente viable el syngas debe tener un precio
aproximadamente de 0.0020 USD/mol. Ademas, la cantidad de gas util debe estar
alrededor de 50% y la composicion de este gas deberia tener una distribucion del doble
de hidrégeno, ya que esta genera un mayor rendimiento en la reaccién de bioconversion
segun el modelo black box. Con base en la informacién que brinda el modelo de black box
se obtienen composiciones de syngas similares a las requeridas por procesos
termoquimicos de conversion como Fischer-Tropsch, donde la concentracion de
hidrogeno dobla la de mondéxido de carbono. Sin embargo, es necesario tener en cuenta
gue los casos evaluados solo fueron extremos como representacion del espectro de

posibles composiciones del syngas.



Capitulo 4 51

Los requerimientos planteados para que el proceso sea rentable corresponden a las
condiciones extremas, que posteriormente seran evaluadas mediante un modelo
metabdlico. Sin embargo, el syngas debe cumplir con especificaciones de composicion
para que el proceso sea globalmente viable. Esto implica mayores esfuerzos de
investigacion enfocados en el proceso de gasificacion, pero plantear soluciones a este
nivel esté fuera del alcance del presente trabajo.

4.3 Reconstruccion de la red metabdélica en el
microorganismo chasis E. coli

La red metabdlica se construy6 a partir del modelo minimo metabdlico a escala
gendmica reportado por Taymaz, (2010) para el crecimiento de E. coli K12 bajo
fuente limitada de carbono. Este modelo cuenta con 284 reacciones, incluyendo
las de formacion de macromoléculas como carbohidratos, lipidos, RNA y DNA,
principales componentes de la biomasa, cuya formacion se representa en una sola
reaccion. Este modelo esta construido para una velocidad de crecimiento de 0.1
h?, debido a que la composiciéon de la biomasa depende fuertemente de este
parametro. Posteriormente, se agregaron las reacciones pertenecientes a la ruta

de Wood-Ljungdahl y las reacciones para la produccion de etileno.

Del modelo original, se usaron Unicamente 280 reacciones, debido a que no se
contempl6 el crecimiento en acetato como fuente de carbono. Ademas, se
modificaron 5 reacciones con el fin obtener un balance completo tanto de materia
como de cargas y electrones. Las reacciones modificadas se muestran en la Tabla
4-13.

La reaccién nimero 66 del modelo original se modificod ya que el proceso es
anaerdbico, como se menciond anteriormente. Por esta razén era necesario
establecer una reaccion alternativa para la produccién de 2-keto-4-

methylthiobutyrate, metabolito intermediario en reacciones de formacion de

biomasa.
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Tabla 4-13. Modificaciones del modelo metabdlico para E. coli reportado por Taymaz

(2010)

Reaccién original Modificacién
66. DKMPPD dkmpp + h20 + 02 => 2kmb + for + dkmpp + 3 h2o + 2 nad =>
(2) h + pi 2kmb + for + 4 h + pi + 2
nadh
211. MTHFC  h20 + methf <=> 10fthf h20 + methf <=> 10fthf + h
212. MTHFD  milthf + nadp <=> methf + nadph + mlthf + nadp <=> methf +
h nadph
267. PRFGS atp + fgam + gIn-L + h2o => adp + atp + fgam + gIn-L + h20 =>
fpram + glu-L + h + pi adp + fpram + glu-L+ 2 h +
pi

Tabla 4-14En la Tabla 4-14 se muestran las reacciones usadas para la formacion
de macrocomponentes y de biomasa, debido a que se realiz6 un ajuste en los

decimales, con el fin de reducir el error del modelo respecto al modelo black box.

Al modelo original se le agregaron 12 reacciones intracelulares entre las cuales se
encuentran las pertenecientes a la ruta metabdlica de Wood-Ljungdahl para la
fijacion de syngas, asi como reacciones del sistema energético y de formacion de
etileno. Obteniendo un total de 291 reacciones intracelulares. Ademas de estas
reacciones, se implementaron 5 nuevas de transporte para permitir el intercambio
celular de los nuevos sustratos y productos. EI nimero total de reacciones de

transporte es 24.

Para la formacion de etileno se usé la enzima EC 1.18.6.1. Pues a pesar de que
la enzima formadora de etileno ha sido ampliamente estudiada y se ha expresado
en el microorganismo chasis, necesita de oxigeno para llevar a cabo la reaccion.
Las rutas reportadas en plantas también son altamente dependientes de oxigeno.
Sin embargo, debido a que el proceso se plante6 desde un principio como
anaerobio, era necesario recurrir a otros sistemas metabdlicos. A pesar de que la

enzima usada es una nitrogenasa, puede usar como sustrato acetileno para
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producir el compuesto de interés (Zumft, Paneque, Aparicio, & Losada,
1969)(Dance, 2004)(Chan, Wu, Dean, & Seefeldt, 2000).

Tabla 4-14. Reacciones de componentes celulares y biomasa implementados en el
modelo

Reaccion Estequiometria

0.113 ala-L + 0.0512 arg-L + 0.0532 asn-L + 0.0532 asp-L + 0.0176 cys-L +

0.0599 gIn-L + 0.0599 glu-L + 0.0872 gly + 0.0182 his-L + 0.0493 ile-L +
Aaprot 0.0541 leu-L + 0.0605 lys-L + 0.0259 met-L + 0.0350 phe-L + 0.0416 pro-L +
0.0501 ser-L + 0.0545 thr-L + 0.0114 trp-L + 0.0290 tyr-L + 0.0752 val-L =>

Aaprot
Aaprot_Bio _ _
Prot 0.0001 Aaprot + 4 atp + 3 h20 => 4 adp + 0.0047738 Biom_Prot + 4 h + 4 pi
m_Pro
0.262amp + 2 atp+0.2cmp +0.322gmp +1 h20 + 0.216 ump=>2adp + 2 h
amp_RNA _
+ 2 pi + 0.0009584 RNAtot
2 atp + 0.246 damp + 0.254 dcmp + 0.254 dgmp + 0.246 dtmp + 1 h20 => 2
damp_DNA

adp + 0.0009746 DNA + 2 h + 2 pi
0.0007400 Biom_Prot + 0.000000865 DNA + 0.0109 etha + 0.0122 glyc +
Biomass 0.000956 glycogen + 0.00304 hdca + 0.00235 hdcea + 0.0000543 Ips_EC +
(0.1h-1) 0.00154 ocdcea + 0.000156 peptido_EC + 0.000784 ptrc + 0.00000535
RNAtot + 0.000159 spmd + 0.0076 h => 1 Biom_01
0.0007330 Biom_Prot + 0.00000161 DNA + 0.0087 etha + 0.0097 glyc +
Biomass  0.0007582 glycogen + 0.002417 hdca + 0.00187 hdcea + 0.00004292 Ips_EC
(0.3h-1) +0.001219 ocdcea + 0.000124 peptido_EC + 0.0006249 ptrc + 0.000009939
RNAtot + 0.0001209 spmd + 0.01978 h => Biom_03

En cuanto al sistema energético, fue necesario implementar enzimas que
permitiesen poner los electrones del hidrégeno en una forma util para la célula.
Los complejos enzimaticos usados fueron el Rnf, nfn y HydABC. En primer lugar,
a partir del hidrégeno molecular se generan protones, mientras que los electrones
se transfieren a la ferredoxina oxidada, que pasa a un estado reducido,

posteriormente, por medio de la translocacion de protones, los electrones pueden
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pasar de la ferredoxina reducida al NAD, para formar NADH (Schuchmann &
Muller, 2014). Los electrones que se expulsaron de la célula forman un gradiente
de concentracion que permite posteriormente formar ATP mediante la accion de
una enzima ATPasa. A pesar de que este mecanismo puede variar, en este caso
se decidi6 usar protones para la generacion de ATP, ya que después de ingresar
a la célula, se pueden fijar para la formacion del producto, asi como la biomasa.

Las reacciones intracelulares adicionales se muestran en la Tabla 4-15. Ademas
de estos cambios, se implement6 una reaccion extra, catalizada por la enzima
formate C-acetyltransferase (E.C. 2.3.1.54), reportada en E. coli. Debido a que en
el modelo original la reaccion para convertir piruvato en acetil CoA, catalizada por
la enzima piruvato deshidrogenasa, no es reversible. Ademas, para convertir el
acetil CoA en piruvato, se requiere energia en forma de ATP. Esta nueva reaccion
se reporta como reversible en la base de datos BRENDA, sin embargo, se verifico
la energia libre de Gibbs para la reaccidbn bajo condiciones celulares
(concentracion 1mM para todos los metabolitos, pH 7, temperatura 25°C) y
presenta un valor positivo. Por esto fue necesario calcular las condiciones que

hacen posible la regeneracién del piruvato en esta ruta hipotética.

Se vari6 la relacién entre las concentraciones de los productos y sustratos, como
se muestra en la Figura 4-44 y se observa que al disminuir la concentracién del
producto, es decir del piruvato, la reaccién se aleja del equilibrio y toma un valor

negativo que indica la posibilidad de llevar a cabo la reaccion.

Es posible implementar esta reaccion en el modelo, siempre y cuando el piruvato
sea consumido por otras reacciones y asi se mantenga en una baja concentracion
celular. Esto es posible debido a que este metabolito es intermediario en la
formacion tanto de biomasa como del etileno, lo que genera un consumo de

piruvato constante en la célula.
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Tabla 4-15. Reacciones adicionadas al modelo a escala genémica para la produccién de

etileno a partir de syngas

Reaccion  Sistema Numero Reaccion
EC
ACALD Etileno 1.2.1.10 accoa + h + nadh <=> acald + coa + nad
ACDH Etileno 4.2.112 acald <=> h20 + ethy
NEFE Etileno 1.18.6.1 ethy + fdxr_42 + h + atp + h2o0 <=> ethe + fdxo_42 + adp + pi
FO? Energia - 2h2 +2fdxo_42 <=>2fdxr 42 +4h
R095082 Energia - 3 h+nad + fdxr_42 <=> nadh + 2 h[e] + fdxo_42
nfn Energia 1.6.1.1 nadh + nadp <=> nadph + nad
FDH WL 1.2.1.2 co2 + nadph <=> nadp + for
METR WL 2.1.1.258 5mthf + cfesp + h -> thf + mecfsp
CODH_ACS WL 2.3.1.169 mecfsp + co + coa -> accoa + h + cfesp
CODH4 WL 1.2.7.4 co + fdxo_42 + h20 <=>co02 + 2 h + fdxr_42
PC WL 6.4.1.1 atp + co2 + pyr + h2o <=>adp + oaa+ pi+2h
PPCK WL 4.1.1.49 atp + oaa <=> adp + co2 + pep

@ Tomado del reporte de Schuchmann y Miiller (2014) , WL: Wood-Ljungdahl pathway

Con el fin de examinar la estructura del modelo, ademas de verificar el balance de

las reacciones tanto de masa como de carga, se verifico la presencia de todos los

precursores de la biomasa, la presencia de metabolitos que no se producen o

consumen en la ruta, entre otros. Se encontré que la ferredoxina no puede ser

sintetizada por ninguna de las reacciones planteadas en el modelo, sin embargo,

los demas metabolitos necesarios para la formacién de biomasa se encuentran

presentes. En cuanto a las reacciones blogueadas, estas dependen del escenario

planteado, en el caso 3 planteado en el black box, donde el diéxido de carbono es

la fuente de carbono, se encuentra bloqueada la reaccion de consumo de

monoxido. Sin embargo, sin importar sin la fuente de carbono es CO o CO., la

reaccion de consumo de glucosa se encuentra bloqueada.
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Figura 4-4.Energia libre de Gibbs para la reaccién R00212 (formate C-acetyltransferase,

E.C. 2.3.1.54) respecto a la concentracion de piruvato.
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Figura 4-5. Esquema de las reacciones implementadas en el modelo metabdlico
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Se aclara que el modelo contempla Unicamente los compartimientos extracelular y

citosdlico por lo que se trata de un microorganismo procariota.

4.4 Determinacion de la presencia o ausencia de los
genes codificantes para enzimas involucradas en
las nuevas reacciones implementadas.

Después de ampliar el modelo metabdlico con nuevas reacciones para el consumo de
syngas y produccion de etileno, es necesario establecer cuales enzimas deben ser
expresadas en el microorganismo chasis para tener una plataforma de bioconversion
funcional. Para esto se realiz6 un analisis con BLAST local mediante un tblasn, donde el
genoma del microorganismo chasis es la base de datos y las secuencias proteicas
pertenecientes a las enzimas que catalizan las nuevas reacciones implementadas los
query alienados. Los resultados del analisis estadistico, porcentaje de identidad, E-value

y Bit-score se muestran en la Tabla 4-16.

Tabla 4-16. Resultados del alineamiento BLAST para las huevas enzimas implementadas

en el modelo metabdlico.

E- Bit-
Reaccion Enzima Microorganismo % identity
value score
FDH Formate dehydrogenase E. coli 99.9 0 2054
FTHFLI Formate--tetrahydrofolate ligase  Clostridium botulinum 24.14 0.27 31.6
Clostridium
) 55.5 8.7 26.6
acetobutylicum
MTHFC Bifunctional protein FolD E. coli 100 0 587
Acetobacterium 1.37E-
31.09 133
woodii 35
MTHFD_1 Bifunctional protein FolD E. coli 100 0 617
Acetobacterium
28.89 055 293

wieringae
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Continuaciéon Tabla 4-16

5-
o Moorella 3.15E-
METR methyltetrahydrofolate:corrinoid/iron- _ 27.12
) thermoacetica 13
sulfur protein co-methyltransferase
Clostridium 7.99E-
_ . 26.506 59.7
ljungdabhlii 11
CODH CO dehydrogenase/acetyl-CoA Moorella
_ 2464 038 31.6
_ACS synthase thermoacetica
Clostridium
. . 27.04 0.087 32.7
ljungdabhlii
Acetyl-CoA decarbonylase/synthase _
_ Methanosarcina
CODHA4 complex subunit alpha/beta-1/2 | . 26.04 4 27.3
_ thermophila b2
carbon monoxide dehydrogenase
Methanosarcina
_ 26.74 0.019 35.8
thermophila al
Methanosarcina
_ 31.37 29 27.7
thermophila b1
Methanosarcina
. 24.47 0.013 36.6
thermophila a2
ACALD Aldehyde-alcohol dehydrogenase E. coli 100 0 1640
Clostridium
] 56.381 O 993
acetobutylicum
Acetobacterium
. 59.4 0 992
woodii
Pelobacter 2.78E-
ACDH Acetylene hydratase _ 25.884 154
acetylenicus
_ ) _ Azospirillum
NEFE Nitrogenase iron protein ] 34.694 2.3 27.3
brasilense
Azobacteroides
_ 25 14 27.7
pseudotrichonymphae
Clostridium
39.31 0.002 37

acetobutylicum
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Continuaciéon Tabla 4-16

Clostridium 1.90E-
FO Iron hydrogenase|Hydrogenase-1 : 20.717 51.6
pasteurianum 07
E. coli 100 0 1244
lon-translocating oxidoreductase - : . 8.18E-
R09508 : Clostridium ljungdahlii 37.037 296
complex subunit C
NFN nucleotide transhydrogenase Escherichia coli 100 0 942

En la Tabla 4-16 se pude observar que 8 de las 13 secuencias analizadas poseen
homologia con secuencias pertenecientes al microorganismo chasis, estas se resaltan en
azul. 6 de ellas se encontraron directamente en el microorganismo hospedero. Para estas
enzimas el porcentaje de cobertura es 100% o un valor cercano, mientras que el E-value
fue cero y el bit-score entre 500 y 2000. Lo que confirma que es una secuencia altamente
similar. En algunos de los casos se evalu6 ademas de la secuencia de E. coli, una
secuencia de microorganismos modelo, del cual proviene la nueva reacciéon. Como el caso
de la enzima Bifunctional protein FolD, que hace parte de la ruta Wood-Ljungdahl presente
en bacterias acetogénicas. En este caso se puede observar que la segunda secuencia
analizada posee un porcentaje de cobertura pequefio, sin embargo, su E-value es
pequefio. En este caso es posible que ambas enzimas posean un sitio activo similar y
puedan llevar a cabo la misma reaccién. Caso similar a la enzima Aldehyde-alcohol
dehydrogenase, que para secuencias provenientes de otros microorganismos posee un

porcentaje de cobertura mayor a 50% y un E-value de cero.

Cuatro de las secuencias analizadas, las pertenecientes a las enzimas Nitrogenase iron
protein (NEFE), Acetyl-CoA decarbonylase (CODH4), CO dehydrogenase/acetyl-CoA
synthase (CODH_ACS) y Formate--tetrahydrofolate ligase (FTHFLi), no cumplieron con
los criterios de seleccion (E-value <le-6, % identity > 30%, Bit-score > 50), por lo que se
infiere que el microorganismo hospedero no posee enzimas con la misma funcién. Sin
embargo, en el caso de la ultima enzima, enzima 5-methyltetrahydrofolate:corrinoid/iron-
sulfur protein co-methyltransferase (METR), se encontraron valores muy cercanos al
umbral del criterio de seleccion. En este caso no se afirmara que existe homologia de

genes ya que el porcentaje de cobertura es muy pequefio. Es necesario hacer una
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evaluacion minuciosa del sitio activo de la enzima codificada por la secuencia y la enzima

del microorganismo modelo para tener conclusiones veridicas.

Los resultados del BLAST indican que es necesario expresar 5 de las enzimas que
catalizan las nuevas reacciones implementadas en el modelo metabdlico para hacer el
proceso viable. Las dem4s reacciones se encuentran presentes en el microorganismo, sin
embargo, no se habian incluido, pues como se menciond anteriormente, el modelo
metabolico del chasis usado es un modelo minimo. En este caso, al ampliar el modelo,
se representan las funciones minimas necesarias para que se pueda completar la

transformacion de syngas en etileno, ademas de la produccién de biomasa.

4.5 FBA

4.5.1 Consistencia del modelo

Para evaluar la consistencia del modelo se llevé a cabo un analisis de balance de flujos.
Para optimizar el sistema se usé la herramienta Cobra toolbox de Matlab (Heirendt, L.,
Arreckx, S., Pfau, T., Mendoza, S. N., Richelle, A., Heinken, A, ... & Magnusdottir, 2017).
Se establecio la reversibilidad de cada reaccién mediante la modificacion de limites para
los fluxes. La reversibilidad de las reacciones se verific6 mediante reportes de las bases
de datos, tanto del chasis como de las nuevas implementadas en el modelo expandido
para produccién de etileno a partir de syngas. Ademas, para llevar a cabo el analisis de
balance de flujos con una velocidad de crecimiento Unica, correspondiente al escenario
propuesto por el black box, se fij6 el flux de amonio, cuya funcion es servir de Unica fuente
de nitrégeno. De esta manera se establecié como Unica funcion objetivo la maximizacion

del flux de etileno.

Para cumplir con las restricciones impuestas por el modelo black box se restringio el
espacio solucion del modelo metabdlico (FBA) a los fluxes de metabolitos extracelulares

estimados a partir de la estequiometria correspondiente a una velocidad de crecimiento
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de 0.1 hl. Estos resultados se muestran en la Tabla 4-17, donde los metabolitos con

fluxes establecidos previamente como restricciones se muestran en negrita.

La diferencia obtenida entre el modelo de black box y el modelo metabdlico es minima
como se muestra en la Tabla 4-17. El error cuadratico medio (ECM) es pequefio
comparado con el valor del flux més bajo. Algunas de las diferencias se deben al sistema
de redondeo del software, evidente en el caso 2, donde el valor fijado en el software fue
de -2.4608, sin embargo, después del analisis FBA, el flux extracelular se muestra con un
valor de -2.461. Esto mismo pasa con el caso 3, los cuales presentan el mayor error.

Tabla 4-17.Comparacién entre las velocidades de consumo y produccion de metabolitos
del modelo black box y fluxes [mol/C-molX*h] extracelulares del modelo metabdlico
obtenidos mediante FBA

Metabolito Caso 1 Caso 2 Caso 3
Black box FBA Black box FBA Black box FBA
co -1.454 -1.454 -2.4608 -2.461 0 0

CcO, 0 0 1.1804 1.18 -1.6234 -1.623

H, -2.823 -2.823 -1.2957 -1.296 -4.7855 -4.786
H,0 1.4247 1.425 0.0707 0.07063 3.2175 3.217
NH} -0.0253 -0.0253 -0.0253 -0.0253 -0.0253 -0.0253
H* 0.0226 0.02266 0.0226 0.02266 0.0226 0.02266

50;* -0.000674 -0.000674 -0.000674 -0.000674 -0.000674 -0.000674
HPO;?  -0.000658 -0.0006579 -0.000658 -0.0006579 -0.000658 -0.0006579

C,H, 0.677 0.6769 0.59 0.59 0.7617 0.7617
Biomasa 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
ECM le-8 2e-8 6e-8

El modelo de black box inicialmente se construy6 con la formula molecular reportada como
se explica con antelacion. Sin embargo, para disminuir el error se corrigié la formula

aumentando la cantidad de decimales con base en la composicion macromolecular. Para
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la velocidad de crecimiento de 0.1 h* se obtuvo un consumo de amonio, sulfato y fosfato
igual en los tres casos, pues estos dependen Unicamente de la formacion de biomasa. La
formacion del producto de interés, etileno, no involucra ninguno de estos metabolitos.

Los resultados del analisis FBA corresponden al modelo de black box, lo que indica que
es consistente. En los tres casos el error es similar, por lo que no existe un sesgo para
algun escenario especifico y se puede usar el modelo metabdlico para evaluar el fenotipo
del microorganismo bajo diferentes escenarios. El proceso planteado inicialmente para la
producciéon de etileno a partir de syngas, podria llevarse a cabo bajo condiciones
anaerdbicas si se implementan las enzimas necesarias en un microorganismo chasis.

Esto sin tener en cuenta mecanismos regulatorios de la célula.

Tabla 4-18. Comparacion entre el andlisis FBA para el modelo 1 (0.1 h'!) y el modelo 2

(0.3 h!) usando las mismas restricciones para el espacio solucién.

Metabolito Caso 1 Caso 2 Caso 3
Modelol Modelo2 Modelol Modelo2 Modelol Modelo 2
co -1.454 -1.454 -2.4608 -2.4608 0 0

CcOo, 0 0 1.182 1.182 -1.623 -1.623

H, -2.823 -2.823 -1.2907 -1.2907 -4.784 -4.784

H,0 1.426 1.426 0.0673 0.0692 3.266 3.2186
NH} -0.0253 -0.0253 -0.0253 -0.0253 -0.0253 -0.0253
H* 0.0226 0.02179 0.0226 0.02179 0.0226 0.02179

50,2 -0.000674 -0.000626 -0.000674 -0.000626 -0.000674 -0.000626
HPO;* -0.0006579 -0.001135 -0.0006579 -0.001135 -0.0006579 -0.001135

C,H, 0.6769 0.6798 0.589 0.5921 0.761 0.7643
Biomasa 0.1 0.093 0.1 0.093 0.1 0.093
ECM 6e-6 6e-6 2e-4

A pesar de que la mayoria de reacciones estdn activas, algunas reacciones

pertenecientes a la glicdlisis o al ciclo TCA, tienen un flux igual a cero. En el caso de la
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glicdlisis no se forma el piruvato a partir de fosfoenolpiruvato, este Gltimo se consume en
reacciones involucradas en la formacion de precursores de la biomasa. En el caso del
ciclo TCA, es posible ver que una de las reacciones intermediarias, en la formacién de
fumarato a partir de succinato tiene un flux igual a cero. En este caso el fumarato se
obtiene de otras reacciones que no involucran transferencia de electrones, por lo que no
tienen influencia alguna en el estado redox de la célula. En este modelo se encuentra
también inactivo el sistema de consumo de oxigeno y transporte de electrones
relacionados con ello. Ademas de reacciones de transporte de metabolitos como glucosa,

y productos como etanol y acidos organicos.

Debido a que la composicién de la biomasa puede tener una alta influencia en el modelo,
se decidi6 analizar los dos modelos con composicion de biomasa estimada con una
velocidad de crecimiento de 0.1 y otro con 0.3 ht. En este caso se busca estimar el error
gue se puede cometer al usar una reaccion de formacion de biomasa bajo condiciones de

diferentes de velocidad de crecimiento en el mismo microorganismo.

En la Tabla 4-18 se puede observar que la diferencia esta principalmente en los
metabolitos relacionados con la biomasa. Sin embargo, en algunos casos pueden verse
afectadas las predicciones del fenotipo. Particularmente para estos resultados, se puede
observar que el producto se sobreestima si se usa el modelo para 0.3 h' con una
velocidad de crecimiento de 0.1 h, esto debido a la diferencia de energia catabdlica
involucrada en la produccion de biomasa. Ademas, el flux de agua varia altamente para
compensar las variaciones en la produccion de protones. Estas alteraciones son
causadas principalmente por la diferencia en la demanda de amonio, sulfato y fosfato. Sin
embargo, si no se cuenta con la composicion de la biomasa exacta, este podria ser un
acercamiento que muestra el comportamiento entre las velocidades de consumo y
produccion de diferentes metabolitos y permitiria hacer predicciones, aunque no sea un

valor exacto.
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45.2 Caso de estudio

Con el fin de evaluar el comportamiento de la plataforma biosintética disefiada, se
analizaron diferentes escenarios a partir de gases de sintesis obtenidos a partir de
biomasas colombianas. Pues como se ha mencionado, la composicion del syngas varia
de acuerdo al proceso de gasificacion, a la tecnologia usada y a las condiciones del
proceso y la materia prima usada. El syngas evaluado proviene principalmente de
residuos agroindustriales, los cuales tienen una alta oferta segun el Atlas del potencial

energético de la biomasa residual en Colombia (Escalante et al., 2011).

Los diferentes escenarios se evaluaron con el modelo a escala genémica por medio de
un analisis FBA, donde la composicién del gas fue la principal variable para la
optimizacion. Para la evaluacion se asumio un flujo total de gas igual a 4 mol syngas C-
molX?! hl. Este flujo se establecié con base en el black box, siendo la cantidad de gas
promedio necesario para lograr una velocidad de crecimiento de 0.1 h™. El flujo de cada
sustrato se hallé con base en las composiciones reportadas en los diferentes procesos de
gasificacion de biomasas colombianas realizados en la Universidad Nacional de Colombia
— Sede Medellin.

Debe resaltarse que, para esta evaluacién, se asume que el gas que se alimenta, se
transfiere a la fase acuosa y esta disponible para el consumo, es decir, se supone que la
transferencia de masa no presenta resistencia y es igual para los tres tipos de gases. Sin
embargo, para el disefio del proceso o para un analisis a escala de reactor debe tenerse
en cuenta este fendmeno ya que es uno de las principales limitantes para la

implementacion de sustratos gaseosos.

A continuacion, se presentan los resultados de las simulaciones para los flujos de etileno
a obtener en cada uno de los diferentes escenarios donde se varia la composicion del

syngas. De igual manera se presentan los rendimientos del proceso correspondientes
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Escenario 1. Syngas proveniente de residuos agronindustriales de café, arroz y madera.

Para el primer caso estudiado se usé el syngas producido a partir de co-gasificacion de
carbdn y biomasa en un lecho fluidizado. En este estudio, se analizaron dos mezclas, en
la primera se us6 6% de biomasa, mientras que la segunda se us6 15%. Para obtener el
gas de sintesis, se evaluaron 3 tipos de biomasa, aserrin, cdscara de café y cascara de
arroz (Vélez, Chejne, Valdés, Emery, & Londofio, 2009).

En la Tabla 4-19 se muestra la composicion de cada gas, asi como la cantidad de etileno
obtenido y el rendimiento.

Tabla 4-19. Flujo de etileno obtenido a partir de syngas proveniente mezclas de carbény
de biomasa residual (cascara de café, aserrin y cascara de arroz) en porcentajes de 6%
y 15%

Gas Relacion

. % de Etileno -
Biomasa _ H, % C0,% CO% Y¢p ULl H»/CO
biomasa mol/C-molX h
%
Céascara de 6 14 8 8.2 0.11 9.28 30.2 1.71
café 15 10 7 8.2 0.09 8.47 252 1.22
; 6 10.7 10 11.8 0.11 8.78 325 0.91
Aserrin
15 12 8.4 6.8 0.09 8.22 27.2 1.76
Céascara de 6 11.4 9.3 6 0.08 750 26.7 1.90
arroz 15 14 10 5 0.09 783 29 2.80

La cantidad de etileno obtenida en las simulaciones presentadas tiene una diferencia 27%
con referencia al mayor flujo, es decir, 0.11 mol Etileno/C-molX h. El rendimiento mas
grande se obtuvo con el syngas proveniente de cascara de café con bajo contenido de
biomasa. Por su parte la cascarilla de arroz gener6 el menor rendimiento. En el primer
caso la relaciéon de hidrégeno y monoéxido es cercana a 2, ademas la cantidad de gas (til,

es alta. A diferencia del caso de la cascarilla de arroz, donde la relaciéon es cercana a dos,
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sin embargo, el contenido de gas util es menor. En estos dos casos hay un factor
importante que se debe resaltar, en el primero, la cantidad de monéxido de carbono y de
diéxido de carbono es similar, mientras que en el segundo caso, el contenido de dioxido
de carbono es mayor, como se mencioné anteriormente, para usar diéxido de carbono
como sustrato es necesario tener un mayor gasto de hidrégeno y en este escenario la
cantidad de este gas es solo 11.4%, por lo que no es suficiente para compensar loe

electrones necesarios para la fijacién del diéxido.

Para estas muestras de syngas, la cantidad de gas util para el sustrato no supera el 33%,
por lo que el rendimiento total es bajo. A pesar de que no se conoce el costo de este
syngas, debido a su composicion, se puede deducir que no hay sobrecostos en
enriguecimientos del gas. Sin embargo, con base en los resultados de la evaluacién
econdémica, es posible afirmar que la inversién en sustrato seria alta debido al bajo

contenido de gas util, aunque el costo de produccion de gas de sintesis sea bajo.

Escenario 2. Syngas proveniente de biomasa residual de bagazo de cafia y carbén

Para este caso se us6 syngas proveniente de bagazo de cafia. Para la gasificacion se
implementd tanto la biomasa, como su mezcla con carbén en una relacién bagazo:carbén
de 5:1. El proceso de gasificacion se llevo a cabo en un lecho fluidizado a escala piloto.
La temperatura usada durante el proceso fue entre 800 y 900°C. Ademas, se uso aire en

lugar de vapor de agua (Macias, Chejne, Montoya, & Blanco, 2018).

Tabla 4-20. Flujo de etileno obtenido a partir de syngas proveniente de biomasa residual

(cafia y carbdén)

_ Etileno Gas dtil Relacion
Biomasa H, % €C0,% CO% Y¢p
mol/C-molX h % H,/CO
cafa 9.64 40.29 47 0.34 8.81 96.93 0.21
bagazo+carb6n 18.96 47.66 28.31 0.28 7.35 94.93 0.67

carboén 15.94 43.72 36.79 0.32 8.18 96.45 0.43
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En este caso la cantidad de etileno obtenida seria mayor que en el primer escenario,
aungue el rendimiento es similar. Esto se debe a que se cuenta con una gran cantidad de
fuente de carbono, pero el contenido de hidrégeno es muy bajo para los tres casos. En
este escenario, el gas Gtil es mucho mayor que en otros de los escenarios estudiados, sin
embargo, la relacion entre los diferentes gases de sustrato, no es la mas adecuada, como
se observa en la Tabla 4-20, es menor a 1. Por lo que se desperdiciaria una gran cantidad
de syngas, pues a pesar de que se implementen reciclos, no se tendria el hidrégeno

necesario para sintetizar el etileno ni la biomasa.

En este escenario se presenta una singularidad que vale la pena resaltar. Al implementar
carbdn en la gasificacion, la cantidad de hidrégeno aumenta, sin embargo, la produccién
de etileno disminuye. Esto se puede explicar ya que en el primer caso el contenido de
monoxido de carbono es mayor que el de diéxido, por lo que se necesita menor cantidad
de hidrégeno para la formacion de biomasa. Mientras que, en el segundo caso, la mayor
fuente de carbono es el diéxido, por lo que necesita mayor cantidad de hidrogeno para
generar una cantidad similar de etileno. Aunque la cantidad de hidrégeno es casi el doble,
la cantidad de electrones requeridos para fijar el carbono es mayor lo que genera un

menor rendimiento.

En el estudio se determin6é que diferentes temperaturas y flujos de combustible o aire
afectan fuertemente el contenido final del syngas. En este caso, es necesario explorar
condiciones de operacion que favorezcan la produccion de syngas con un mayor
contenido de hidrégeno. Pues bajo las condiciones evaluadas se obtienen bajos

rendimientos y se desperdiciaria una gran cantidad de sustrato.

Escenario 3. Syngas proveniente de residuos de bagazo de cafia de azUcar, cascara de
arroz y cascara de almendra de palma.

Para la gasificacion de estas biomasas residuales, se llevaron a cabo dos etapas. Primero
una pirolisis y posteriormente se llevé a cabo la gasificacion del carbon producido en la

primera etapa (Macias et al., 2018).
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Tabla 4-21. Flujo de etileno obtenido a partir de syngas proveniente de pirolisis de

biomasa residual (bagazo de cafa de azlcar, cascara de arroz y cadscara de almendra de

palma)
. Gas .
) Etileno > ... Relacion
[0) [0) 0]
Biomasa H, % C0,% CO% mol/C-molX h Ysp Lg}(l)l H,/CO
Bagazodecafiade ,,, 173 493 0.43 13.23 81.3 0.41
azucar
Cascatrilla de arroz 21.3 15 45.5 0.41 12.51 81.8 0.47
Cascarade almendra 1, , 54,4 404 0.32 10.32 782 0.27
de palma

Tabla 4-22. Flujo de etileno obtenido a partir de syngas proveniente de gasificacién de

biomasa residual (bagazo de cafa de azlcar, cascara de arroz y cascara de almendra de

palma)
) Gas )
_ Etileno ~ Relacién
Biomasa H, % C0,% CO% Yep  Util
mol/C-molX h H»/CO
%
Bagazo de cafa de
] 51.85 154 32.2 0.52 13.18 99.45 1.61
azucar
Cascarilla de arroz 46.29 20.2 326 0.49 12.36 99.09 1.42
Céscara de almendra de
44.07 472 55 0.29 7.61 96.77 8.01

palma

En ambos casos, tanto en la pirolisis como en la gasificacion, se obtiene una alta cantidad
de etileno, en comparacion con los demas gases de sintesis evaluados. La cascara de
almendra de palma, es la materia prima que genera el menor rendimiento en la conversion
de syngas a etileno. Como se puede ver en la Tabla 4-21 el gas generado presenta menor
cantidad de hidrogeno que de fuente de carbono en el caso de la pirolisis. Mientras que,
en la gasificacion, debido a que la mayor fuente de carbono es dioxido de carbono, se

necesita una mayor cantidad de hidrogeno para la sintesis del etileno, como lo indica el
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modelo black box. En cuanto al bagazo de cafia de azucar, la fuente de carbono
predominante es el monéxido de carbono. En este caso se puede aprovechar en mayor
medida el sustrato. El contenido de gas util como sustrato de este syngas es alto, incluso
en el gas generado por la pirolisis, por lo que puede ser econémicamente benéfico.

Si se comparan la pirolisis y la gasificacion, para el caso del bagazo de cafia de azucar,
en ambos casos se obtiene mayor cantidad de mondéxido que de didxido. Aunque si se
usa pirolisis, se obtiene mayor cantidad de monéxido que de hidrégeno, como se ve en la
relacion hidrégeno (0.41). Mientras que usando la gasificaciéon se obtiene una relacién de
hidrogeno y monéxido de 1.6. Estos resultados concuerdan con lo que predice el modelo

black box, si se usa mayor cantidad de hidrégeno la produccion de etileno es mayor.

Escenario 4. Syngas proveniente de biomasa residual del sector floricultor del oriente

antioquenfio.

En este caso el gas de sintesis se obtuvo a partir de biomasa residual de cultivos de
pompon, aster y hortensia con vapor de agua como agente gasificador. Para el proceso
se usaron temperaturas entre los 700 y 750°C, ademas se us6 un reactor de lecho
fluidizado (Yepes & Chejne, 2012).

Tabla 4-23. Flujo de etileno obtenido a partir de syngas proveniente de biomasa residual

del sector floricultor del oriente antioqueiio.

Etileno _ _
_ Gas util % Relacion H2/CO
Tiempo [h] Hy % €0, % €O % mol/C-molX h Ygp
0.5 59.6 225 13.9 0.45 11.83 96 4.29
1 534 272 147 0.42 10.97 95.3 3.63
1.5 46.7 29.8 184 0.40 10.49 94.9 2.54
2 541 249 184 0.45 11.48 97.4 2.94
25 514 282 181 0.43 10.94 97.7 2.84

3 49.5 30.2 182 0.42 10.61 97.9 2.72



70 Tesis de investigacion

Continuaciéon Tabla 4-23

3.5 30.7 443 221 0.32 8.14 97.1 1.39
4 39.6 424 156 0.33 8.51 97.6 2.54
4.5 426 421 134 0.34 8.60 98.1 3.18
5 322 521 137 0.27 6.89 98 2.35
5.5 33.8 532 114 0.27 6.74 98.4 2.96

La fuente de carbono més abundante en este escenario es el dioxido de carbono. Sin
embargo, la cantidad de hidrégeno varia con el tiempo, inicialmente la cantidad de
hidrogeno es muy alta, pero disminuye durante la gasificacién y al finalizar el proceso la
concentracion de dioxido supera a la de hidrogeno. Bajo este escenario, la existencia de
un reactivo limitante genera el desperdicio de gas y un bajo rendimiento. Esto se explica
por el alto requerimiento energético del proceso cuando se usa CO, como fuente de

carbono ya que es un compuesto inorganico sin electrones disponibles.

En este escenario debe resaltarse que el contenido de gas util para sustrato es alto,
alrededor del 97%. La composicion de este gas, respecto a gas Util, asi como a la relacién
entre los diferentes sustratos, presenta amplias ventajas. La relacion entre hidrégeno y
monoxido es cercana a 2, sin embargo, debido al alto contenido de diéxido a partir de las
4 horas de gasificacién, generan una disminucién del rendimiento, por lo que seria
recomendado usar el gas de las primeras horas de gasificacion e implementar diferentes
condiciones de operacion que permitan mantener la produccion de syngas con
composicién constante. Esta biomasa y proceso de gasificacion pueden ser
implementados para la produccién de etileno. Sin embargo, es necesario evaluar el costo

de produccion del syngas, para saber si es econémicamente viable.

Escenario 5. Syngas proveniente de residuos agroindustriales de cultivos de flores

En este caso, a diferencia del syngas anterior producido a partir de flores en el escenario
4, se evaluaron diferentes agentes de gasificacion, vapor, aire y una mezcla de estos. La
temperatura usada fue 850°C y se llevé a cabo en un lecho fluidizado (Sarmiento, Maya,
Chejne, & Lora, 2015).
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Tabla 4-24. Flujo de etileno obtenido a partir de syngas proveniente de biomasa residual

del sector floricultor

- Etileno Gas Relacion
Agente gasificador H, % €0, % CO % moliC-molX h Ysp atil % Ho/CO
Vapor 448 244 219 0.408 11.218 91.1 2.05
Aire 239 9.2 182 0.248 12.124 51.3 1.31
Vapor + Aire 34.7 16.2 209 0.334 11.657 71.8 1.66

Para este proceso de gasificacion, se puede ver que el mejor rendimiento se obtiene al
usar como sustrato el gas generado con aire como agente gasificante, a pesar de no ser
el que posee mayor contenido de gas util. No obstante, la diferencia entre los rendimientos
del etileno usando los tres posibles agentes gasificantes no es muy grande, es de 7%
entre el primer y segundo caso y 4% entre el segundo y tercer caso. Sin embargo, la
cantidad de etileno generada con el syngas generado con vapor o mezcla vapor aire, es
mayor. Ademas, la cantidad de gas Util en estos gases también es mayor. Siguiendo esta
premisa, la inversidon en syngas como sustrato para el proceso de bioconversién seria

menor.

Al igual que en el anterior escenario, donde se usan flores como biomasa para la
gasificacién, la cantidad de hidrogeno es alta, por lo que se puede consumir la fuente de
carbono en su mayoria. También es evidente que la relacion entre el mond6xido de carbono
e hidrogeno es cercana a dos, por lo que el mondxido de carbono seria usado

eficientemente durante el proceso de produccion de etileno.

Como se observa en los resultados, de acuerdo a la composicién de cada gas, se obtienen
diferentes rendimientos de etileno. De acuerdo al andlisis de flujos, el syngas que mayor
cantidad de etileno genera es el proveniente de bagazo de cafa de azlcar. Sin embargo,
los residuos del sector floricultor, presentaron un buen rendimiento. Ademas, en algunos
procesos el syngas tiene una concentracion de gas Util mayor al 90%, lo que es favorable

desde el punto de vista econémico, ya que este hecho disminuye la inversién en sustrato.
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Como se habia analizado en el estudio de potencial econémico, la composicion del gas
es de gran importancia. Esto se ve reflejado en los bajos rendimientos si los sustratos no
se encuentran en una proporcion adecuada. Ademas, es posible descartar algunos
procesos de gasificacién debido a su bajo contenido de gas util. De manera anéloga, es
posible ver que algunos de los escenarios planteados poseen gases con altas
concentraciones de los sustratos de interés, superando el limite inferior planteado en el
analisis economico. Lo que indica que es posible llevar a cabo el proceso, siempre y

cuando el costo de gasificacion se encuentre alrededor de 0.09 USD/Kg.

4.6 Evaluacion termodinamica de las reacciones
metabdlicas del catabolismo

El catabolismo tiene una gran importancia en el proceso ya que es el mecanismo que
aporta energia para la produccion del compuesto de interés, ademas de permitir la
producciéon de biomasa y su mantenimiento. En este proceso la energia se esta
obteniendo de compuestos inorganicos que presentan una dificultad mayor para la
bioconversiébn que los compuestos organicos usados tradicionalmente en las
fermentaciones. Debido a que el microorganismo usado como chasis no es naturalmente
autotrofo, su sistema metabdlico no esta disefiado para llevar a cabo la fijacion del gas,
por este motivo se decidié evaluar la viabilidad de las reacciones involucradas en la

fijacion del gas y produccion de etileno.

Se evalud la viabilidad de las reacciones metabdlicas involucradas en el catabolismo,
debido a que suimplementacion fue la mayor modificacion del modelo metabdlico a escala
gendmica. Las demas reacciones pueden llevarse a cabo sin problema en E. coli debido
ala presencia de enzimas y se tiene evidencia experimental. La energia libre de Gibbs de
las reacciones se muestra en la Tabla 4-25. Tanto bajo condiciones estandares como para

condiciones celulares.

Para aquellas reacciones donde no fue posible conocer las energias de formacién de
todos los metabolitos involucrados, la evaluacion de la energia libre Gibbs se realizé

mediante el analisis de lump reactions, es decir, teniendo en cuenta varias reacciones en
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conjunto. Tal fue el caso de las reacciones METR, CODH_ACS, ACDH y NEFE, pues no
se contd con la informacion de la energia de formacion de la proteina mecfsp
(Methylcorrinoid iron sulfur protein) y del acetileno. Como alternativa, se tomaron dos
reacciones globales donde se involucran todos los pasos intermedios.

Al analizar las reacciones involucradas en el catabolismo, como se muestra en la Tabla
4-25 es posible ver que la mayoria posee una energia libre de Gibbs negativa. Después
de realizar la correccion por concentracién bajo condiciones celulares (1 mM), algunas
energias de reaccién cambian favorablemente, como en las reacciones MTHFC y ACALD.
Estas presentan una energia positiva a condiciones normales, pero al corregir la
concentracion la energia de reaccion es cercana a cero, lo que indica que esta cerca al
equilibrio y es posible modificar la direccién de la reaccion con la relacion de concentraciéon
de sustratos y productos. En el caso de la reaccion FTHFLI, la energia que bajo
condiciones normales de concentracion estaba cerca al equilibrio, se aleja de él, al tener

una energia mucho menor

Tabla 4-25. Energia libre de Gibbs de las reacciones del modelo metabdlico involucradas

en el catabolismo, bajo condiciones celularesa 1 M (A,.6G°) y 1mM (A,.G'™).

Reaccion AG" A.G'™ e Kj
st [
FDH nadh + co2 <=> nad +for 13.1 13.1 -10.811
FTHFLI for + atp + thf <=> pi + adp + 10fthf -4.8 -13.72 -18.433
MTHFC 10fthf + 2 h <=> methf + h20 15.1 -2.01 1.603
MTHFD_1 methf + nadph <=> nadp + mithf+ h  -18.8 -18.78 14.973
MTHFR2_1 mithf + nadh + h <=> 5mthf + nad -37.8 -37.8 -30.263
METR 5mthf + cfesp + h -> thf + mecfsp
mecfsp + co + coa -> accoa + h +

CODH_ACS cfesp
Lump 1 5mthf + co + coa -> thf + accoa -54.8 -37.8 -30.248

co +fdxo 42 +h20<=>c02+2h+
CODH4 fdxr_42 -71.3 -54.2 -43.371
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Continuacion Tabla 4-25

accoa + h + nadh <=> acald + coa +

ACALD nad 17 -0.2 -0.153
ACDH acald <=> h2o + ethy

ethy + fdxr_42 + h + atp + h2o <=>
NEFE ethe + fdxo_42 + adp + pi

acald + fdxr_42 + h + atp <=> ethe
Lump 2 + fdxo_42 + adp + pi -1 -18.11 -13.790
FO 2h2 +2fdxo 42 <=>2fdxr 42+4 h -120 -85.78 -205.19

3 h+nad + fdxr_42 <=> nadh + 2

R09508 h[e] + fdxo_42 25.5 25.5 -82.176
Nfn nadh + nadp <=> nadph + nad 0.9
TOTAL - - -417.86

Para el proceso, la reaccion limitante es la fijacién de di6xido de carbono. La energia de
esta reaccion es positiva. Ademas, al corregir la concentracién no hay cambio en la
energia libre de Gibbs. EI CO, estd pasando de una forma inorganica a una forma
organica, como lo es el formato, como se mencioné anteriormente, debido a que el diéxido
de carbono debe reducirse, necesita ganar electrones, que en este caso provienen del
NADH. Esto implica gasto energético. Para que la reaccion pueda correr en la direccién
deseada, es decir que el CO2 sea un sustrato y genere formato como producto, es
necesario que la relacion entre la concentracién del formato y la del didxido sea de 1e-6,
teniendo en cuenta que la relacion NADH/NAD en E. coli es de 75 aproximadamente,
como lo reporta Taymaz (2010). Bajo estas condiciones es posible obtener una energia
libre de Gibbs de -10 kJ/mol, alejada del equilibrio.

La relacion entre el producto y sustrato de la reaccion FDH, indica que debe haber una
cantidad de formato muy baja. En este caso, como se muestra en la Tabla 4-25, la
reaccion que consume este compuesto, FTHFLi, tiene una energia libre de Gibbs
negativa, por lo que facilmente procede siempre y cuando haya sustrato. Ademas, se debe
tener en cuenta que el CO es un gas que se difunde facilmente a través de la membrana
celular por su tamafio, ademas de ser una molécula sin carga. De este modo, si se logra

una buena transferencia de masa y hay un suministro constante del gas, la concentracion
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del sustrato ser& mayor que la del formato, ya que la reaccion de formacion de dioxido a
partir de mondxido es altamente exergdnica y se puede dar con facilidad. Se tendria una

respuesta similar si se alimentara dioxido de carbono como sustrato.

Otra reaccion que presenta una alta energia libre de Gibbs de reaccién es la R09508, lo
gue indica que la transferencia de electrones se ve favorecida desde el NADH hacia la
ferredoxina oxidada. Para que se de en sentido contrario la concentracion de NADH debe
ser baja. Sin embargo, esta molécula es muy conservada en los sistemas celulares ya
gue es responsable de mantener el grado de reduccion. A pesar de esto, si la
concentracion de la ferredoxina oxidada respecto a la concentracion de su forma reducida
es 4e-5, la reaccioén se puede dar en el sentido deseado. Para esta reaccién lo importante
es mantener los electrones en una forma que puedan ser usados por otras reacciones,
por lo que, al ser consumidos, los metabolitos cambian su estado de oxidacion y es

necesario regenerarlos de nuevo.

De acuerdo a los flujos de las reacciones en el caso 1, la sumatoria total de la ruta

Kj
Cmol—xh’

usada por las demas reacciones anabdlicas. A pesar de que hay un cuello de botella en

metabdlica construida para el catabolismo es negativa, -417.86 que puede ser

la reaccion de fijacion de carbono inorgéanico, si se logra tener una concentracion baja de
formato intracelular, la ruta puede llevarse a cabo. Ademas, al acoplar la reaccién R09508
con las demas, la produccién de energia neta es negativa, por lo que es posible llevarse
a cabo en el microorganismo chasis. Aclarando que no se han tenido en cuenta
regulaciones de tipo transcripcional o enzimatico que puedan afectar el comportamiento

celular.

4.7 Optimizacion de la composicidén de syngas

4.7.1 Andlisis de diferentes composiciones
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Como se observo en la discusion de los 5 escenarios para la biosintesis de etileno, la
composicion del syngas varia de acuerdo al proceso de gasificacion, a la biomasa
utilizada, a la tecnologia usada y a las condiciones del proceso. Por esta razon se hace
necesario evaluar nuevos y diferentes escenarios con el fin de predecir el comportamiento
del microorganismo frente a diferentes composiciones del syngas con el fin de establecer
las condiciones ideales para desarrollar el proceso de una manera factible técnicamente.
Para hacer esta evaluacion se asume un gas cuya composicién consta de mondéxido de
carbono, dioxido de carbono e hidrégeno en su totalidad. De esta manera se varié la

cantidad de cada uno, asegurando que siempre la suma de estos tres fuese 100%.

Para llevar a cabo el FBA en cada uno de los casos, se fijo la velocidad de crecimiento
en 0.1 hl y la funcién objetivo fue la maximizaciéon de la produccién de etileno, al igual
gue en el analisis de consistencia entre el black box y el modelo metabdlico. Sin embargo,
para los sustratos (Hz, CO y COy), no se fijo el flux, tnicamente se establecié un limite
inferior de acuerdo a la concentracién de cada gas. Esto hace posible, que se consuma
menos gas del suministrado, es decir, en algunos casos, no se consumira la totalidad del
gas alimentado. Esto es evidente por la relacién estequiométrica entre los sustratos, en
algunos escenarios donde la composicion del gas no esté balanceada, habra reactivos
limites. Fijar el flujo impediria la solucion del sistema, mientras que imponer Unicamente
el limite inferior, permite tener una mayor flexibilidad, ademés de mostrar en qué casos

no es posible consumir todo el gas suministrado.

La composicion del monoxido de carbono se varié entre 0% y 90%, al igual que el diéxido
de carbono, el hidrégeno por su parte se varié entre 2% y 95%. En todos los casos se
impuso la restriccion de que la cantidad de gas fuese 100% usando siempre un mismo
flujo molar de syngas para la simulacion. La variacién en la produccién de etileno se

muestra en la

Figura 4-6 construidas con el paquete de R ggtern: Ternary Diagrams Using
ggplot2.(Hamilton & Ferry, 2018)

En el caso del monoxido de carbono, se observa que al aumentar su concentracion se
aumenta la produccién de etileno. No obstante, en los casos extremos donde la

concentracion del monéxido es muy alta, o0 muy baja, el etileno producido se disminuye,
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esto debido al desbalance que se genera en la composicién de hidrogeno. En el primer
caso, la concentracion de hidrogeno es muy baja, en el segundo, es muy alta. Lo que
genera que haya reactivo en exceso, bien sea hidrégeno o monéxido de carbono. El
comportamiento del hidrégeno es similar al del monoxido de carbono. Al aumentar en el
gas la cantidad de hidrégeno aumenta la produccion de etileno, pero en los casos

extremos, la produccién disminuye.

Figura 4-6. Produccion de etileno para diferentes composiciones de syngas [mol
etileno/C-molX h]

Flux de Etileno
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En la jError! La autoreferencia al marcador no es valida. se muestra la cantidad de
gas desperdiciado, de acuerdo a la composicion del syngas. Esto hace referencia al gas
en exceso que no se consume para produccién de etileno. Debido a que el sistema se
restringié unicamente en el limite inferior, es posible que no se consuma la totalidad del
gas. Al comparar este grafico de desperdicio de gas, con el de produccién de etileno, es
posible observar que en las zonas donde se obtiene una mayor produccion de etileno, el
syngas que no se usa tiende a cero. Sin embargo, se puede ver que cuando no hay

mondxido de carbono como sustrato, a pesar de que se usa todo el gas, el rendimiento
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es bajo. Esto gracias a que parte de los electrones del hidrégeno se usan para activar el
diéxido de carbono como fuente de carbono.

Figura 4-7.Cantidad de gas desperdiciado para las diferentes composiciones de syngas

[mol gas/C-molX h].
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De los dos gréficos se puede concluir que el escenario ideal para la produccién de etileno
es cuando se tienen cantidades similares de hidrégeno y monéxido de carbono. A pesar
de que el di6xido de carbono es un sustrato Util, al disminuir su concentracion se favorece
la produccion de etileno. Sin embargo, debido a que los gases de sintesis varian
fuertemente su composicion, es posible hacer uso de ambas fuentes de carbono, con

diferente rendimiento dependiendo de la relaciébn molar de los sustratos.

4.7.2 Optimizacion de la composicion del syngas
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Para optimizar la composicion del syngas se construydé un modelo lineal de segundo
orden, donde la produccién de etileno depende Unicamente de la concentracién
porcentual del hidrégeno y monéxido de carbono. El tercer compuesto, didxido de carbono
no se us6 como variable en el modelo, pues el sistema planteado es ternario y la
concentracion del tercer compuesto depende de la composicion de los otros dos gases.
El modelo ajustado mediante minimos cuadrados se muestra a continuacion, su R-

cuadrado ajustado es de 92.5%.
$ = 0.328 + 0.538x¢o — 0.050x%, + 0.663xy, + 1.731xcoxy, — 0.441x7, (4.5)

Para realizar la optimizacion se aplico el método de multiplicadores de Lagrange, donde
se establecié como restriccion que el contenido de diéxido de carbono fuese cero. Esto
con base en los resultados exploratorios obtenidos en las Figuras 4-6 y 4-7. La restriccion

se muestra en la ecuacion 4.6

Xco +xp, = 1. (4.6)

Aplicando el método de multiplicadores de Lagrange, el problema de optimizacién se

puede expresar asi:

Fop (xco'tz) = f(xco'tz) - Ag(xco'tz)' 4.7)

Donde f(x¢p,xy,) = 9 s el modelo ajustado) y g(xco, xy,) = xco + xu, — 1 procede de la

restriccion (4.6). Para el punto critico, se debe resolver el siguiente sistema de

ecuaciones:
dF,, (4.8)
=0
ox

Resolviendo las derivadas respectivas, el sistema de ecuaciones se puede expresar de

la siguiente manera:

oF, 4.9
% =0.538 — 0.1x¢0 + 1.731xy, — 1 = 0, (4.9)

0xco
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dF, 4.10
ax0b = 0.663 + 1.731x¢, — 0.882xy, — A =0, (4.10)
Hy

Xco + tz —-—1=0 (411)

Finalmente, la concentracion en porcentaje molar obtenida para las dos variables de

interés es:
Xco = 05598
xy, = 0.4401

Para hacer este analisis de FBA se us6 el mismo flux total de gas que en el escenario
evaluado para verificar el black box mostrado en la Tabla 4-17. Bajo estas restricciones

se obtiene la siguiente distribucion de flujos extracelulares:
Black box parala maxima produccion de etileno

—2.394 CO — 1.883 H, — 0.0253 NH;} — 0.000674 SO;2 — 0.000658 HPO; 2
+0.677 C,H, + 0.9404 CO,

En este escenario se observa una mayor produccién de etileno si se compara con el
escenario donde la relacién entre hidrégeno y monéxido de carbono es 1:2. Sin embargo,
esta produccion es igual al caso 1 donde relacion entre hidrégeno y monéxido de carbono
es 2:1. Debido a que se us6 la misma cantidad de syngas, el rendimiento es el mismo en
ambos casos. Como se observa en las graficas del ternplot, hay diferentes distribuciones
de concentracion del syngas que generan la misma cantidad de etileno. Esto indica que
Nno es necesario tener procesos adicionales de enriquecimiento del gas para obtener
mayor produccion de etileno, ademas, los subproductos como agua o dioxido de carbono

disminuyen notablemente.

Este comportamiento se debe al contenido de electrones del hidrégeno y el monéxido de
carbono dado que poseen la misma cantidad de electrones. Es posible tener diferentes

distribuciones de consumo de estos gases para las reacciones, en el caso donde se use
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mayor cantidad de mondxido, el exceso de carbono sale en forma de dioxido de carbono
u otro subproducto que contenga los carbonos en exceso. Para el caso del hidrégeno, si
este se usa en mayor proporcion, el exceso de atomos de hidrégeno saldra en forma de
agua. Lo que no ocurre si se usa dioxido de carbono, puesto que la Unica fuente de
electrones es el hidrégeno en este caso, no se da tal flexibilidad.

El proceso de optimizaciéon dio como resultado un punto, sin embargo, como se observa
en la Figura 4-6, el mayor rendimiento se obtiene en una region, por lo gue no se generé
un maximo global, sino un maximo local. Como se explica anteriormente, de acuerdo a la
relaciéon entre el monéxido y el hidrégeno se genera mas agua o didxido de carbono como
subproducto. Contrario a lo que pasa en los bioprocesos normalmente, que se busca
maximizar el rendimiento de la fuente de carbono, se debe tener en cuenta que en este
caso el hidrégeno es una fuente importante de electrones, por lo que optimizar el consumo

de monéxido no tiene prioridad sobre el consumo de hidrégeno.

Con base la informacion obtenida, es posible decir que no es necesario tener una relacién
2:1 de hidrogeno y de monoxido de carbono como se estipula en los procesos como
Fischer-Tropsch. Lo que otorga a los bioprocesos una mayor flexibilidad y una ventaja
frente a los procesos termoquimicos, ya que se pueden usar gases con diferente

composicion y obtener el producto de interés.






5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

El proceso de produccion de etileno a partir de syngas es termodinamicamente factible.
Este gas representa ademas de una fuente de carbono, una fuente de electrones que
puede ser usada tanto en la formacion de biomasa, como en la formacién del producto de
interés. Ademas, la reaccion de formacion de etileno bien sea a partir de monoxido de
carbono o dioxido de carbono, libera energia util para el anabolismo y mantenimiento
celular.

A pesar de que la reaccion catabdlica de formacion de etileno es exergonica y libera
energia, esta es baja si se compara con los requerimientos para la sintesis de biomasa,
por lo que es necesario consumir una cantidad alta de sustrato para cumplir no solo con la
demanda de carbono, sino de energia para llevar a cabo las reacciones de polimerizacién
de los macrocomponentes celulares.

Las dos principales fuentes de carbono estudiadas, CO y CO;, pueden servir como sustrato
para el proceso. Sin embargo, cuando se usa monoéxido de carbono es posible usar menor
cantidad de syngas para la formacion de le misma cantidad de biomasa, ya que el uso del
diéxido tiene mayores requerimientos energéticos por su naturaleza inorganica y grado de
reduccion.

Para que el etileno tenga un precio competitivo en el mercado y su bioproduccion a partir
de syngas sea econdmicamente viable, es necesario mejorar la tecnologia de gasificacion,
debido a que el costo de produccion del syngas y su composicion tienen una gran influencia
en el costo del etileno.

El syngas usado para la bioproduccion de etileno debe tener un costo igual o menor a 0.09
USD/kg, ademas, debe contener por lo menos 50% de gas util (CO, H.). En este caso, el
precio del etileno seria competitivo en el mercado, si se cumple con los demas

requerimientos donde se garantice que en el reactor la transferencia de masa no sea
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limitante garantizando que todos los sustratos se transfieren de manera similar permitiendo
proveer una relacion molar deseada entre ellos con el fin de obtener los rendimientos
estimados metabolicamente.

No todos los genes que codifican para las enzimas catalizadoras de las nuevas reacciones
implementadas en el modelo pueden ser expresadas en la bacteria E. coli. Para cumplir
con los requerimientos del proceso desde el punto de vista metabdlico es necesario
modificar el microorganismo chasis e implementar 5 nuevos genes. Las enzimas
codificadas por estos genes catalizan reacciones de la ruta de Wood-Ljungdahl, para fijar
el syngas, asi como reacciones para la producir etileno y complejos enzimaticos que le den
la capacidad al microorganismo de usar los electrones presentes en el hidrogeno y
ponerlos en formas que la célula pueda asimilar como NADH o ferredoxina y de esta
manera pueda utilizados como energia bioldégica para realizar las transformaciones
deseadas.

El modelo metabdlico se encuentra balanceado en cuanto a materia, carga y estado de
reduccion, ademas concuerda con los resultados obtenidos en el modelo de black box. Los
resultados del andlisis de flujo FBA, presentan desviaciones minimas, con errores
cuadréticos medios del orden de le-8, debido principalmente al proceso truncamiento de
cifras decimales.

Mediante la evaluacion de diferentes escenarios de composicion del syngas se encontro
gue la mas alta produccién de etileno se logra cuando la Unica fuente de carbono es
monoxido, ademas la relacién entre la concentracién de hidrégeno y monéxido de carbono
es cercana a uno. En este caso se logra no solo un alto rendimiento, sino un mejor
aprovechamiento del sustrato. A diferencia de lo obtenido en el black box, donde el mejor
rendimiento se obtenia con la relacién H»:CO, 2:1. La cual es usada también en la industria
guimica en procesos como Fischer-Tropsch

El rendimiento del caso 6ptimo se puede igualar con diferentes composiciones de H. y CO.
Ademas, el dioxido de carbono también puede ser usado con este fin, aunque su
rendimiento sea menor. Esto confiere una mayor flexibilidad a los procesos bioldgicos y
otorga ventajas, pues ademas de ser un proceso altamente especifico, tiene menores
requerimientos técnicos del sustrato. A diferencia de los procesos termoquimicos que se
ven altamente afectados por la composicion del sustrato.

El syngas obtenido mediante la gasificacion de biomasas colombianas presenta altas
concentraciones de gas til como sustrato. Por lo que podria ser usado para la

bioproduccion de etileno, si el costo de su produccidon es aproximadamente de 0.09
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USD/kg. Ademas, hay diferentes tipos de residuos que pueden ser usados como biomasa
en la gasificacion, entre estos encontramos residuos de flores, bagazo de cafia de azucar
o cascarilla de arroz.

A pesar de que fue necesario implementar nuevas reacciones de transporte en el modelo,
estas no implican expresién de proteinas de transporte, ya que se trata de gases de
tamafio pequefio que pasan a través de mecanismos de difusion a través de la membrana.
Para que el modelo metabdlico planteado funcione adecuadamente, es necesario que se
cumplan algunos requerimientos termodindmicos, especialmente que las concentraciones
de algunos metabolitos sean bajas, con el fin de que las reacciones planteadas se den en
la direccion adecuada y el flujo de carbono se dirija a la formacién de productos como
biomasa o etileno.

Si bien para este trabajo se asumio que aspectos como la transferencia de masa no son
limitantes para el proceso, este es un factor fundamental en el estudio de sistemas donde
el sustrato se encuentra en fase gaseosa. En el grupo Bioprocess Intensification and
Rational Designh — BIRD, Sebastidn Moreno en su tesis de pregrado desarrollé el disefio
del reactor para llevar a cabo el proceso de biotransformacion de syngas en etileno. En
este se encontré que el reactor en forma de panal de abeja permite una transferencia
adecuada del sustrato por su amplia area de superficie, ademas, la concentracion de cada
sustrato en el gas alimentado no es un impedimento, ya que se puede regular con filtros
antes de su entrada al reactor. Con estos resultados preliminares es posible decir que la
transferencia de masa con un disefio adecuado del reactor no seria una limitante para el
proceso.

Con este trabajo fue posible cumplir los objetivos planteados. Se obtuvo un modelo
metabdlico coherente con el modelo black box planteado. Esto permitié plantear
modificaciones genéticas in silico para obtener un microorganismo chasis con la
maquinaria metabdlica para llevar a cabo el proceso de transformacién de syngas en
etileno. Ademas, se evaluaron diferentes gases de sintesis producidos a partir de biomasa
colombiana que generan rendimientos altos, ademas de tener altos contenidos de gas (til,
lo que indica que podrian ser usados para el proceso si su costo de produccién es
asequible.

Para conseguir estos resultados la mayor dificultad se presentd en el tipo de sustrato
usado, pues a diferencia de los procesos tradicionales, la fuente de electrones no es

necesariamente la fuente de carbono. Esto genero dificultades en la solucién matematica
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debido a la presencia de dependencias lineales, lo que implicé la modificacion de la
metodologia usada. Ademas de representar un reto en cuanto a las modificaciones
metabdlicas del microorganismo chasis ya que se tuvo que implementar reacciones que
permitiesen el aprovechamiento de electrones presentes en el hidrogeno ademas de las
de fijacion del carbono.

Con este trabajo fue posible determinar que la hipétesis planteada inicialmente no contenia
las condiciones suficientes para resolver el problema de investigacion. Si bien es cierto
gue implementar las reacciones de la ruta de Wood-Ljungdahl permite fijar el syngas, la
enzima formadora de etileno solo permite generar etileno bajo condiciones aerobias,
ademas es necesario tener en cuenta los requerimientos energéticos celulares, por lo que
a nivel metabdlico son necesarios complejos enzimaticos que permitan el aprovechamiento
de los electrones provenientes del hidrégeno, especialmente si se usa didxido de carbono

como sustrato.

5.2 Recomendaciones

En este trabajo se usd un enfoque de disefio racional de bioprocesos, donde se planted
un producto objetivo y se construyé una plataforma biosintética para cumplir con los
requerimientos establecidos. Seria igualmente interesante explorar la diversidad del
modelo para la produccion de otros metabolitos bajo diferentes escenarios. Al igual que la
implementacién de combinacién de funciones objetivo, con el fin de ver su influencia sobre
el producto de interés.

Es posible explorar otros microorganismos hospederos ya que, en este caso, a pesar de
gue el modelo metabdlico indica que las reacciones son posibles a nivel estequiométrico,
no hay certeza de que enzimas pertenecientes a microorganismos autotrofos se
implementen con facilidad en microorganismos heterétrofos. Para esto se sugiere el uso
de modelos cinéticos que tienen en cuenta la afinidad de la enzima y posibles efectos
regulatorios, con el fin de comparar ambos casos. Pues a pesar de que los modelos
estequiométricos son simples y utiles, no brindan este tipo de informacion.

En este trabajo, la evaluacion se centré en el disefio in silico del microorganismo chasis

como plataforma para la bioconversion del etileno mediante modelos metabdlicos. Para



Conclusiones 87

hacer el disefio completo del proceso, es necesario tener un enfoque mas holistico, que
retna tanto el andlisis metabdlico, como el disefio de las diferentes etapas del proceso,
ademas de un analisis econémico mas amplio. Esto con el fin de ver posibles limitaciones
desde otras perspectivas.

La biomasa de residuos agroindustriales generada en Colombia tiene un potencial grande,
pues el syngas generado posee una alta concentracion de gases Utiles como sustrato para
la produccién de etileno. En este caso se debe hacer un estudio econdémico para
determinar el costo de gasificacion y verificar que ademas de cumplir con los
requerimientos técnicos genere un proceso econdémicamente viable.

A partir de la informacién obtenida, se dedujo que el syngas es un sustrato que permite a
la célula obtener energia ademas de carbono. Sin embargo, seria importante evaluar otros
productos de mayor valor comercial, de esta manera, el costo del syngas podria ser mas
alto y dar mayor flexibilidad al proceso.

Algo de vital importancia si se desea implementar el proceso es la validacién del modelo.
Las evaluaciones realizadas en este trabajo indican cuales reacciones se deben
implementar, es decir cuales enzimas se deben expresar en el microorganismo chasis para
hacer el proceso viable metabdlicamente. Sin embargo, es necesario verificar la
coherencia de las predicciones y de ser necesario, reajustar el modelo a los resultados

experimentales, comprobando aspectos como los supuestos planteados.
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