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RESUMEN 

La producción industrial de plásticos convencionales ha contaminado el medio ambiente 

por varios siglos generando daños irreversibles. En la actualidad, la biotecnología presenta 

alternativas ecoamigables usando microorganismos productores de biopolímeros para reducir los 

contaminantes ambientales ocasionados por los plásticos convencionales. Sin embargo, todavía 

requiere de investigación más profunda para lograr su escalamiento industrial. Para reducir el 

tiempo experimental, se ha desarrollado metodologías computacionales que detectan 

comportamientos entre los datos con la finalidad de reducir experimentos innecesarios. En esta 

investigación se analizó el proceso de producción de PHAs mediante herramientas informáticas 

en un ambiente computacional. Para ello, inicialmente se seleccionó la cepa bacteriana de mayor 

producción y aplicación biotecnológica usando referencias científicas. Posteriormente se 

analizaron los genes involucrados en la biosíntesis de PHAs. Finalmente, se describió un escenario 

teórico para la producción de estos compuestos a una escala de laboratorio. En esta investigación 

se determinó que C. necator H16 y DSM 545 son las cepas que presentan más información y 

aplicación productiva de polihidroxialcanoatos, sus rendimientos superan el 80% g PHAs/g 

biomasa. Además, se obtuvo que los principales genes involucrados en la biosíntesis de PHAs son 

phaA (acetil-CoA acetiltransferasa), phaB (acetoacetil-CoA reductasa) y phaC (ácido Poli(R)-

hidroxialcanoico sintasa), estos genes tienen la capacidad de sintetizar enzimas que transforman a 

las moléculas de Acetil-CoA en P3HB. Sin embargo, existen otros genes también involucrados en 

las rutas metabólicas de los polihidroxialcanoatos que se relacionan con la degradación o 

isomerización de ciertas moléculas. Finalmente, usando la información científica se desarrolló un 

escenario teórico para la producción de PHB usando C. necator H16 bajo los siguientes 

parámetros: pH 7, temperatura de incubación a 30 °C por 72 horas y 200 rpm para la agitación, en 

100 ml de volumen de medio y 5% v/v de concentración de inóculo. Estos parámetros fueron 

seleccionados bajo criterios frecuenciales usando los datos publicados en los artículos científicos. 

Se seleccionó a la melaza como fuente de carbono por su interés biotecnológico y disponibilidad 

en la zona norte del Ecuador. En conclusión, la aplicación de técnicas computacionales y 

bioinformáticas permitieron el proponer in silico la producción de bioplásticos identificando una 

cepa de mayor eficiencia y rendimiento en la producción biotecnológica de polihidroxialcanoatos. 

Palabras clave: Polihidroxialcanoatos, C. necator, Data mining, Bioprocesos, Bioplásticos 
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ABSTRACT 

The industrial production of conventional plastics has polluted the environment for several 

centuries, generating irreversible damage. Currently, biotechnology presents eco-friendly 

alternatives using biopolymer-producing microorganisms to reduce environmental pollutants 

caused by conventional plastics; However, further research is still required to achieve its industrial 

scaling. To reduce the experimental time, computational methodologies have been developed that 

detect behaviors among the data to reduce unnecessary experiments. In this research, the 

production process of PHAs in a computational environment was analyzed using computer tools. 

For this, initially the bacterial strain with the highest production and biotechnological application 

was selected using scientific references, then the genes involved in the biosynthesis of PHAs were 

analyzed, and finally a theoretical scenario for the production of these compounds on a laboratory 

scale was described using scientific information. In this investigation it was found that C. necator 

H16 and DSM 545 are strains that present the high information and productive application of 

polyhydroxyalkanoates, their yields exceed 80% g PHAs/g biomass. And the main genes involved 

in the biosynthesis of PHAs are phaA (acetyl-CoA acetyltransferase), phaB (acetoacetyl-CoA 

reductase) and phaC (Poly(R)-hydroxyalkanoic acid synthase), these genes can synthesize 

enzymes that transform Acetyl-CoA molecules in P3HB. However, there are other genes also 

involved in the metabolic pathways of polyhydroxyalkanoates that are related to the degradation 

or isomerization of certain molecules. Finally, using the scientific information, a theoretical 

scenario was developed to produce PHB using C. necator H16 under the following parameters: 

pH 7, 30 °C, 72 hours, 200 rpm for agitation, 100 ml volume of medium and 5 % v/v of inoculum 

concentration. These parameters were selected under frequency criteria using data published in 

scientific articles. Molasses was selected as a carbon source due to its biotechnological interest 

and availability in the northern of Ecuador. In conclusion, the application of computational and 

bioinformatics techniques allowed the in silico study for the production of bioplastics, obtaining a 

strain with greater efficiency and yield in the biotechnological production of 

polyhydroxyalkanoates. 

Keywords: Polyhydroxyalkanoates, C. necator, Data mining, Bioprocesses, Bioplastic 
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CAPÍTULO I 

1. INTRODUCCIÓN 

 1.1. Antecedentes 

La producción convencional de plásticos derivados del petróleo ha generado incalculables 

concentraciones de residuos contaminantes como aceites, polímeros, entre otros, esto ha impactado 

negativamente sobre los ecosistemas acuáticos, terrestres afectando a distintas formas biológicas 

y microbiológicas e incluso a los seres humanos, además del rápido agotamiento de recursos fósiles 

no renovables. La búsqueda de una alternativa para producción de materiales sustitutos del plástico 

convencional se ha vuelto un reto, ya que se pretende cumplir con la misma función polimérica y 

así lograr reducir el impacto ambiental.  

Existen diversos estudios que han abierto la posibilidad de producir plásticos 

biodegradables a partir de la biosíntesis microbiana. Según (Bengtsson et al., 2017), los 

polihidroxialcanoatos (PHAs) son biopoliésteres no tóxicos, biodegradables, biocompatibles y 

presentan propiedades físicas de resistencia y durabilidad que se asemejan a los plásticos 

convencionales. Investigaciones similares establecen que la producción a gran escala de PHAs 

tiene limitaciones de producción elevado en comparación con los plásticos convencionales y están 

limitados principalmente por la fuente de carbono residual que necesita de una hidrolización previa 

para su uso, generando gastos de operación (Long Huang et al., 2017). 

Según Samorì et al., (2015), los PHAs han llamado la atención debido a propiedades de 

biocompatibilidad, biodegradabilidad, ausencia de toxicidad y carcinogénesis, además son 

sintetizados por microorganismos usando sustratos provenientes de desechos industriales y 

presentan características físicas similares a las de los plásticos derivados del petróleo, como el 

polipropileno y polietileno. A pesar de las ventajas ambientales de los PHA frente a los plásticos 

petroquímicos, el problema fundamental que todavía afronta la producción de este polímero es su 

costo de producción (Takahashi et al., 2017). Cuando los PHAs se sintetizan, se acumulan en el 

citoplasma de las células bacterianas en forma de gránulos, que tienen un tamaño entre 0,2 y 0,5 

µm. Las bacterias los sintetizan como fuentes de carbono almacenadas en vesículas, 

probablemente cumplen con otras funciones en la célula bacteriana (C. Kourmentza et al., 2018). 
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Las recientes legislaciones y regulaciones contra el uso de productos plásticos han 

propiciado la búsqueda de nuevos materiales y sus aplicaciones. Los PHAs son la alternativa 

microbiana más prometedora y entre estos podemos encontrar una multitud de usos en diversas 

industrias como alimentaria, cosmética, médica, agrícola, entre otras. Teniendo en cuenta lo 

expuesto, los PHAs como materiales, tienen cada vez más importancia sobre un amplio rango de 

disciplinas, lo cual contribuye a acrecentar la necesidad de seguir investigando sobre estos 

materiales, con el fin de poder reducir y acabar eliminando el consumo de plásticos de fuentes 

fósiles. 

Las Bacterias utilizan los PHAs como reservas de energía y carbono para poder superar 

condiciones desfavorables, como pueden ser cambios de temperatura, presencia de peróxido de 

hidrógeno, irradiación ultravioleta, elevada presión osmótica o deficiencia de nutrientes entre otros 

(Reis et al., 2011). 

Hasta la fecha, la mayoría de estas bacterias productoras de PHA se clasifican como 

gramnegativas, aunque se ha descrito un número limitado de bacterias grampositivas productoras 

de PHAs correspondientes a los géneros: Bacillus, Caryophanon, Clostridium, Corynebacterium, 

Micrococcus, Microlunatus, Microcystis, Nocardia, Rhodococcus, Staphylococcus y 

Streptomyces. A nivel global, las bacterias gramnegativas productoras de PHAs a las que más se 

recurre se corresponden con las especies: Aegialites latus, Pseudomonas putida, Escherichia coli 

recombinante y Azotobacter vinelandii (Raza et al., 2018). Actualmente Cupriavidus necator es el 

microorganismo más estudiado para la producción rentable de PHA (Aramvash et al., 2015).  

Las bacterias del género Pseudomonas son productoras naturales de PHAs de cadena 

media, ya que contienen toda la maquinaria para sintetizar estos poliésteres a partir de diferentes 

fuentes de carbono. Este género bacteriano ha sido elegido por ser metabólicamente versátil y 

tolerar diferentes fuentes de carbono como una fábrica celular eficiente para la producción de 

PHAs. Estudios recientes se centran en el diseño de cepas con una capacidad aumentada para 

acumular PHAs, modificando sus vías biosintéticas y mejorándolas (Davis et al., 2013). 

En los últimos años, la implementación de herramientas bioinformáticas en la biosíntesis 

de PHAs ha sido un eje esencial para el desarrollo de alternativas en la producción de bioplásticos 

(Montenegro et al., 2017). Un ejemplo es la investigación de herramientas de biología sintética 

disponibles en P. putida KT2440 para la optimización del metabolismo de PHAs. Desde la 
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publicación y la reciente revisión del genoma de P. putida KT2440, se ha invertido mucho esfuerzo 

en explotar estas capacidades en aplicaciones biotecnológicas (Davis et al., 2013). Algunos de los 

desafíos de la biología sintética son la eliminación de rasgos no deseables y la mejora de los 

ventajosos, la inserción de nuevas actividades y comprender la funcionalidad de circuitos genéticos 

y metabólicos (Špoljarić et al., 2013).  

1.2. Problema  

Los plásticos sintéticos derivados del petróleo tienen características integrales de 

resistencia, ligereza y durabilidad, pero no poseen tipologías degradables, por ende, su uso es 

problemático, afectando directamente al ecosistema y a la salud humana. Como consecuencia, la 

búsqueda de una alternativa para degradar estos plásticos se orienta hacia el uso de microrganismos 

como bacterias, hongos y actinomicetos (Raza et al., 2018). Sin embargo, este proceso de 

biodegradación se torna muy lento, presenta costos elevados de operación y ciertos 

microorganismos no pueden degradar moléculas específicas que constituyen los plásticos como es 

el polietileno, el tereftalato los cuales se calculan que en 100 años se degradarían menos del 0,5% 

(Ching et al., 2016). Lo mencionado incita a prospectar nuevas alternativas como; como es la 

producción de polímeros de base biológica, denominados bioplásticos. 

Los bioplásticos han sido estudiados por varias comunidades científicas provocando un 

enorme incremento de estudios durante el periodo 2014 y 2016 y han desarrollado procesos como 

es el uso de materiales lignocelulósicos, biorrefinería de residuos, residuos de producción por 

pirólisis, entre otros para producir materiales biodegradables como el ácido poliláctico, 

polihidroxialcanoatos a base de almidón y muchos más. Los bioplásticos son producidos por una 

gran variedad de microorganismos y aunque son ecológicamente amigables con el ambiente, tienen 

desventajas por sus costos de producción, problemas en el reciclaje, baja disponibilidad de materia 

prima entre otros (Rodriguez-Perez et al., 2018). Esto conlleva a la búsqueda de alternativas de 

producción y comercialización industrial con la finalidad de promover la tecnología sostenible. 

La producción polihidroxialcanoatos (PHA) se consideran una alternativa sustentable ya 

que son sintetizados por microorganismos a partir de sustratos con bajo o sin valor económico 

como es la caña de azúcar, bagazo, almidón y en general de recursos renovables (Raza et al., 2018). 

Estudios preliminares sobre la obtención de PHAs promueven el desarrollo de futuros trabajos de 

investigación que abarquen problemáticas de transformación y optimización en la producción y 
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acumulación de estos polímeros. Una de las limitaciones para su industrialización a gran escala, 

es el alto costo de producción en comparación con los plásticos convencionales (Rodriguez-Perez 

et al., 2018). Por otro lado, investigaciones que han logrado obtener PHAs por bacterias se 

cuestionan sobre la importancia y actividad de los genes que intervienen en la producción de PHAs. 

Por lo que, la búsqueda de géneros microbianos que produzcan PHAs y el análisis genético en este 

proceso, son un campo de importancia investigativa que ayudarán en el desarrollo de nuevas 

alternativas para la producción de bioplásticos. 

 1.3. Justificación 

La producción de polihidroxialcanoatos es considerada como una alternativa sustentable 

en remplazo de los plásticos convencionales, ya que su interés radica en el bajo impacto ambiental 

de producción a partir de microorganismos como bacterias en ciertas condiciones de cultivo; pH, 

temperatura, tipo de sustrato, etc. Se estima que existen alrededor de 300 especies microbianas 

(Bacillus, Cupriavidus, Pseudomonas) capaces de sintetizar poliésteres naturales pertenecientes a 

los PHAs (Raza et al., 2018). 

Para que la producción de PHAs de origen bacteriano sea rentable, se deben considerar 

algunos factores críticos como: la bioprospección y selección de cepas bacterianas potenciales, 

rutas biosintéticas, herramientas bioinformáticas y tecnologías avanzadas con el objetivo de prever 

información fiable y no fracasar en el desarrollo in vivo, obteniendo también la fuente de carbono 

y nitrógeno, y procesos rentables de purificación, ya que, hasta la actualidad el desafío sigue siendo 

desarrollar un bioproceso con alta eficiencia de conversión de fuentes de carbono en PHAs al más 

bajo costo de producción (Rodriguez et al., 2018). Los rendimientos finales y el costo de PHAs 

dependen de la capacidad de acumulación de PHAs en las bacterias. Por lo tanto, los procesos de 

producción están estrechamente relacionados con la biodisponibilidad de la fuente de carbono y 

las condiciones ambientales como la temperatura, pH, entre otras que sean adecuadas para el 

efecto.  

La producción de PHAs es más sostenible que la producción de los polímeros sintéticos 

considerando el consumo de energía y las emisiones de gases de efecto invernadero. Existen 

industrias que le apuestan a la economía circular, esta ha ganado importancia como una extensión 

de la sostenibilidad implementando productos que sean amigables con el ambiente y proporcionen 
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aplicaciones comerciales útiles. Por lo cual, se sigue invirtiendo en investigaciones que aporten 

nuevas alternativas de producción de bioplásticos (De Donno Novelli et al., 2021). 

La biosíntesis de PHAs requiere de más estudios que corroboren datos y resultados que se 

pueda aplicar en el futuro. El desarrollo de nuevas estrategias de búsqueda y aprovechamiento de 

microrganismos nativos para evitar el uso de microorganismos modificados debido a que la 

mayoría son patentados y de difícil adquisición ya que son clave para sostener esta alternativa de 

producción de polímeros. El uso de la biología computacional permite potenciar la búsqueda de 

microrganismos ideales para la producción de PHAs, economizando gastos experimentales y 

obteniendo datos necesarios para implementar el bioproceso en un escenario in vivo (Oliveira-

Filho et al., 2021). 

Existen investigaciones que han logrado obtener PHAs a partir de bacterias, como es el 

caso de (Favaro et al., 2019) que requirieron de un análisis genético involucrado en la biosíntesis 

de PHA, haciendo uso de aplicaciones bioinformáticas para la búsqueda de géneros microbianos 

que produzcan polihidroxialcanoatos junto con el análisis de genes que intervienen en este proceso, 

los cuales permitirá diseñar posibles alternativas de producción de bioplásticos. Por esta razón, se 

planteó el objetivo de evaluar la producción biotecnológica de Polihidroxialcanoatos (PHAs) en 

bacterias mediante biología computacional. 

 1.4. Marco legal 

La Constitución de la Republica del Ecuador,  vigente desde (2008), Ley Orgánica de 

Soberanía Alimentaria, (2018) y Código Orgánico del Ambiente, (2017)  mencionan artículos 

relevantes para el desarrollo de este trabajo de investigación, relacionados con el desarrollo de 

alternativas en la producción de bioplásticos que se vinculan de forma directa con el cuidado del 

agua, suelos, biodiversidad y salud.   

Tomando en cuenta la alta contaminación global con desechos de materiales plásticos 

obtenidos por combustibles fósiles, es necesario generar nuevas alternativas para remplazarlos y 

cumplir con las normativas vigentes en el Constitución de la Republica del Ecuador, (2008). El 

uso de la biotecnología industrial es una alternativa para remplazar a los plásticos convencionales 

mediante la producción de biopolímeros por microrganismos nativos de la nación. Sin embargo, 
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existen limitaciones para su obtención, al ser sintetizados por microorganismos a partir de sustratos 

que generalmente son recursos renovables. 

Estas posibles alteraciones desvinculan del marco legal ecuatoriano a los procedimientos 

biotecnológicos. Sus consecuencias también se pueden respaldar en convenios, reglamentos, 

tratados o protocolos internacionales como: Convenio sobre Diversidad Biológica, (1992), 

Protocolo de Cartagena (2018) y Protocolo de Nagoya (2017), el cual ratifica el acceso a los 

recursos genéticos y participación justa y equitativa en los beneficios que se deriven de su 

utilización al convenio sobre la diversidad (2011). Por esta razón es importante realizar estudios e 

investigaciones previas sobre los efectos del uso de microorganismos y recursos renovables para 

evitar contaminaciones secundarias.  

De acuerdo con lo mencionado, el art. 385 de la Constitución de la República del Ecuador 

expresa que la difusión de conocimientos científicos y tecnológicos mejoran la calidad de vida, es 

por esta razón que la búsqueda de especies bacterianas productoras de polihidroxialcanoatos para 

la obtención de bioplásticos aportará con nuevos conocimientos para la aplicación de esta nueva 

alternativa. Por lo tanto, se interpreta en el art. 350 que el sistema de educación superior apoya la 

investigación científica y tecnológica; la innovación, promoción, desarrollo y difusión de los 

saberes y las culturas; la construcción de soluciones para los problemas del país, en relación con 

los objetivos del régimen de desarrollo (Constitución de la Republica del Ecuador, 2008). 

El Acuerdo Ministerial Nº034 emite ¨los lineamientos para el fomento de los 

bioemprendimientos como estrategia de conservación del patrimonio natural, mediante el uso 

sostenible de la biodiversidad (Art. 1). Dichos lineamientos serán aplicables a las “iniciativas 

público, privadas, academia y asociaciones comunitarias comprometidas con iniciativas de 

reducción de la deforestación sobre las cuales se fomentará el desarrollo de los 

bioemprendimientos, orientados hacia una bioeconomía sostenible como una estrategia de 

conservación del patrimonio natural, mediante el uso sostenible de la biodiversidad nativa en todo 

el territorio nacional, conforme a la normativa ambiental vigente”. Tomando en cuenta este 

acuerdo el actual gobierno lo emite como estrategia de conservación del patrimonio natural, para 

poder hacer uso adecuado de la biodiversidad. Dichos lineamientos fomentará el desarrollo de los 

bioemprendimientos orientados hacia una bioeconomía sostenible, (Ministerio del Ambiente, 

2019) 
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 1.5. Objetivos 

 1.5.1 General 

 Evaluar la producción biotecnológica de Polihidroxialcanoatos (PHAs) en bacterias 

mediante biología computacional. 

1.5.2. Específicos 

 Seleccionar las especies bacterianas de mayor productividad de PHAs mediante análisis de 

redes sociales artificiales (ASN).  

 Analizar los genes involucrados en la biosíntesis de PHAs utilizando aplicaciones 

bioinformáticas. 

 Elaborar un escenario teórico para la producción biotecnológica de PHAs a escala 

laboratorio.  

1.6.  Hipótesis de la investigación 

La producción biotecnológica de PHAs a partir de microorganismos bacterianos se puede evaluar 

mediante biología computacional 

 1.7. Pregunta directriz 

¿Es posible estudiar la producción de PHAs de forma biotecnológica a partir de microrganismos 

bacterianos usando biología computacional?  
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CAPÍTULO II 

2. MARCO TEÓRICO 

2.1. Bioplásticos 

Los bioplásticos son materiales biodegradables derivados de organismos biológicos que se 

pueden utilizar para reducir el problema de la contaminación ambiental generada por la industria 

de los plásticos derivados del petróleo. Los bioplásticos son biopolímeros maleables elaborados a 

partir de compuestos químicos inducidos o sintetizados por organismos como bacterias, hongos o 

plantas modificadas genéticamente. A diferencia de los plásticos tradicionales a base de 

hidrocarburos, los bioplásticos están sintetizados de recursos renovables y son biodegradables 

(Reis et al., 2011). 

El primer bioplástico conocido fue el polihidroxibutirato (PHB), descubierto en 1926 por 

Maurice Lemoigne utilizando la bacteria Bacillus megaterium. La importancia del descubrimiento 

de Lemoigne se mantuvo sin importancia por mucho tiempo. Esto se debe principalmente a la 

abundancia y bajos costos del petróleo en esa época. La crisis del petróleo de mediados de la 

década de 1970 activó el interés por encontrar alternativas a los productos derivados del petróleo. 

Desde entonces, inició el auge de la genética molecular y la tecnología del ADN recombinante 

basándose en los principios investigativos de Lemoigne para producir biopolímeros. A principios 

del siglo XXI, se habían establecido la estructura, proceso de fabricación y el uso de varios tipos 

de bioplásticos (Gahlawat, 2019).  

Los bioplásticos utilizados o estudiados incluyen derivados de polihidroxialcanoatos 

(PHAs), sintetizados por microorganismos especializados. Estos se han convertido en el mejor 

material para fabricar botellas y películas de embalaje biodegradable, ya que los enlaces químicos 

entre los monómeros de estos plásticos son rotos por microorganismos. Los polímeros también 

son de alto interés en aplicaciones médicas, ya que los productos de degradación son metabolitos 

naturales (Koller, 2020). 

Los bioplásticos representan actualmente una pequeña proporción en la producción 

mundial de plásticos. Los procesos de industrialización tienen bajos rendimientos y sus costos de 

producción son elevados. Pese a ello, la actualización en la ingeniería genética y metabólica da 

lugar a cepas microbianas y vegetales que pueden mejorar significativamente los rendimientos al 
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mismo tiempo que reducen los costos generales. Estos factores presentan un potencial expansivo 

en el mercado de los bioplásticos en un futuro próximo (Rodriguez-Perez et al., 2018). 

2.1.1. Tipos de bioplásticos 

Los bioplásticos cubren una amplia gama de polímeros a base de monómeros orgánicos 

que presentan una variedad de propiedades y aplicaciones. Constantemente se descubren y prueban 

nuevos biomateriales con dichas características (Gahlawat, 2019). Entre ellos, se mencionan cinco 

clasificaciones de bioplásticos de mayor importancia:  

Bioplásticos a base de almidón  

Un bioplástico simple se puede fabricar a base de almidón de maíz y a menudo son 

mezclados con poliéster biodegradable. Por ejemplo, se ha desarrollado con éxito fundas para 

artículos electrónicos hechas a partir de plástico compostable a usando almidón. Se esperan más 

posibilidades para bolsas compostables que tendrán aplicaciones en jardines, cocinas, artículos 

desechables para la industria de la restauración y varios tipos de envases (Brojanigo et al., 2020).  

Bioplásticos a base de celulosa  

Están elaborados a partir de ésteres de celulosa y derivados de la celulosa. Las principales 

aplicaciones de los plásticos celulósicos son termoplásticas, marcos de anteojos, dispositivos 

electrónicos, entre otros. Los productos moldeados son un importante segmento de aplicación para 

los plásticos celulósicos y se espera que esta tendencia continúe evolucionando. En estos plásticos, 

las emisiones de dióxido de carbono son bajas en comparación con la producción de plásticos a 

partir de petróleo (Koller, 2020).  

Bioplásticos a base de proteínas  

Se elaboran a partir de fuentes proteicas como el gluten de trigo, la caseína y la leche. Los 

biopolímeros a base de proteínas se han convertido en una importante alternativa para el envasado 

de alimentos. Se han logrado avances significativos en la producción de películas y recubrimientos 

a base de proteínas de origen vegetal (Koller, 2020).  
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Bioplásticos a base de polietileno de cultivo ecológico  

Son creados a partir del polietileno fabricado mediante la fermentación de materias primas 

agrícolas como la caña de azúcar y el maíz en lugar de combustibles fósiles. El polietileno de alta 

densidad es usado en una variedad de aplicaciones de empaque, en las que se incluyen: Cajas, 

bandejas, botellas de leche, tapas de empaques de alimentos, botes, tambores, contenedores 

industriales, entre otros (Gahlawat, 2019). 

Bioplásticos a base de poliéster alifático  

Son sintetizados a partir de una colección de poliésteres de base biológica que incluyen 

PLA, PHA, PGA y otros. Presentan sensibilidad a la hidrólisis, es decir, es sensible al agua y se 

puede mezclar con otros compuestos. Los poliésteres de base biológica que se utilizan 

comercialmente o que se están estudiando actualmente incluyen ácido poliláctico (PLA), poli-ε-

caprolactona (PCL), polihidroxibutirato (PHB) y poli(3-hidroxivalerato). Sin embargo, existen 

pocos representantes en el mercado (Castilho et al., 2009). 

2.2. Polihidroxialcanoatos 

Los polihidroxialcanoatos son moléculas orgánicas sintetizadas por ciertas plantas, hongos 

o bacterias especializadas en la producción de PHA, su peso molecular promedio está entre 4 y 10 

Da. Las propiedades materiales de estos biopolímeros son similares a las de los plásticos 

convencionales tradicionales como es el caso del polipropileno. Los homopolímeros de PHB son 

altamente cristalinos con propiedades rígidas pero quebradizas, tienen una estructura cristalina en 

espiral similar a otros copolímeros y cuando se trata de fibras, se comporta como un material 

elástico duro. Los copolímeros como el P(3HB-co-3HV) y el mcl-PHA son menos rígidos, 

quebradizos y conservan la mayoría de las propiedades mecánicas del PHB (Gahlawat, 2019).  
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Figura 1: Morfología de los gránulos de PHA acumulados por Cupriavidus necator a 

una concentración de 48% de la masa celular seca (Gahlawat, 2019). 

El comportamiento de fusión y cristalización de PHA fue estudiado recientemente y se 

demuestra que el PHA muestra múltiples picos de fusión olor y fusión–recristalización–refusión. 

Al procesar biopolímeros, es importante conocer el punto de pirólisis, recientemente se encontró 

que la descomposición de PHB, comienza a los 246 °C, mientras que la descomposición de PHBV 

es de 260 °C. Esto indica que la presencia de ácido valérico en la cadena mejora la estabilidad 

térmica del polímero (Impallomeni et al., 2018). 

Además del PHB, hay muchos otros PHA compuestos por ácidos grasos 3-hidroxi, también 

se conocen ácidos grasos que contienen un grupo hidroxi en la posición 4, 5 o 6 y grupos laterales 

que contienen sustituyentes o grupos insaturados. En el metabolismo bacteriano, el sustrato de 

carbono se convierte en tioésteres y hidroxiacil-CoA, esta molécula crea un enlace éster con los 

grupos hidroxilo de monómeros adyacentes. La reacción de polimerización es catalizada por la 

PHA sintasa de la célula, en todos los PHAs caracterizados hasta la actualidad, el átomo de carbono 

sustituido con hidroxilo tiene una configuración estereoquímica (R) y se aprecian muchas 

variaciones en la longitud y composición de la cadena lateral (Koller, 2020).  

Estas variaciones hacen que la familia de polímeros PHAs sea adecuada para muchas 

aplicaciones potenciales e industriales. El PHB y el PHV (ácido 3-hidroxivalérico) forman una 

clase de PHA comúnmente conocida como PHA de cadena corta (scl-PHA). Por el contrario, el 

PHA de cadena media (mcl-PHA) se compone de ácidos grasos 3-hidroxi de C6 a C16 carbonos. 

Se ha sugerido que los "homopolímeros" de PHB sintetizados por bacterias siempre contienen 

menos del 1% en moles de monómero de ácido 3-hidroxivalérico (Kataria et al., 2018). 
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Los copolímeros formados de PHB se forman utilizando sustratos mixtos, como una mezcla 

de glucosa y ácido valérico. Los microorganismos convierten el sustrato en scl-PHA como poli (3-

hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV) o poli (3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato) 

(PHB4B). Además, se han reportado copolímeros de PHBHx que contienen unidades de 3-

hidroxihexanoato y otras mcl-PHA. Si se utiliza una capa mixta, el polímero resultante se 

copolimerizará aleatoriamente (Vega et al., 2016). 

2.2.1. Biosíntesis de PHAs 

El PHA es sintetizado por muchos organismos. los principales candidatos para la 

producción a gran escala de PHA son las plantas y las bacterias. Las células vegetales solo pueden 

hacer frente a rendimientos de producción de PHA inferiores al 10% w/w de peso seco. La alta 

producción de PHA en las plantas de aproximadamente 10 – 40 % w/w de peso seco, afecta 

negativamente al crecimiento y desarrollo de las plantas. Esto contrasta con las bacterias en las 

que el PHA acumula hasta el 90 % w/w de la masa celular seca (Gahlawat, 2019). 

La acumulación de PHA es una forma natural para que las bacterias almacenen carbono y 

energía cuando el suministro de nutrientes está desequilibrado. La restricción más común es el 

nitrógeno, pero para algunas bacterias, la restricción más efectiva está relacionada con el oxígeno 

o fósforo. Debido a que los PHAs son insolubles en agua, el polímero se acumula en gránulos 

intracelulares, esto es beneficioso para que las bacterias almacenen el exceso de nutrientes dentro 

de las células, especialmente si la compatibilidad fisiológica general no se ve comprometida. Al 

polimerizar el intermedio soluble en partículas insolubles, las células no están sujetas a cambios 

en el estado osmótico. Por lo tanto, evita que estos valiosos compuestos se liberen al ambiente 

extracelular. La superficie de los gránulos de PHA está cubierta con una capa de fosfolípidos y 

una proteína llamada fasina, esta es clase predominante de proteínas en la interfase de los gránulos 

afecta al número y tamaño de los gránulos de PHA. la expresión del gen fasin sirve para cerrar los 

gránulos empaquetados en la célula bacteriana (Koller, 2020).  
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Las bacterias producen acetil-coenzima A (acetil-CoA) en el metabolismo, que se convierte 

en PHB mediante tres enzimas biosintéticas. En el primer paso, la 3-cetotiolasa (phaA) se une a 

dos moléculas de acetil-CoA para formar acetoacetil-CoA. La acetoacetil-CoA reductasa (phaB) 

permite que el NADH reduzca la acetoacetil-CoA a 3-hidroxibutiril CoA. Y finalmente, la PHB 

sintasa (phaC) polimeriza la 3-hidroxibutiril-CoA en PHB y libera coenzima-A. Solo los isómeros 

(R) se aceptan como sustratos para la polimerización de enzimas. Durante el crecimiento 

bacteriano normal, la coenzima A libre puede inhibir a la enzima 3-cetotiolasa. Sin embargo, si se 

restringe la entrada de acetil-CoA en el ciclo de Krebs durante la restricción de nutrientes sin 

carbono y el exceso de acetil-CoA se envía a la biosíntesis de PHB (Koller, 2020). 

p

haA 

p

Fasina phaI 

Fasina phaF 

Figura 2: Conformación proteica de un gránulo de PHA (Koller, 2020) 
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2.2.3. Clasificación de los PHAs 

Los PHAs se clasifican según la estructura de sus monómeros, en el caso de que el polímero 

esté compuesto por un solo tipo de moléculas monoméricas se denomina homopolímero, si está 

compuesto por dos monómeros correspondientes, se denomina copolímero y si está formado por 

varios monómeros se trata de hetero polímeros. En función de lo mencionado, se conocen tres 

tipos de PHAs según la longitud de cadena que son: scl-PHA (short chain length), mcl-PHA 

(médium chain length) y lcl-PHA (long chain length) entres estas variaciones, la cadena alquílica 

varía entre 1 y 14 carbonos (Gahlawat, 2019).  

Las características principales de los scl-PHA es que son frágiles y rígidos, por otro lado, 

los mcl-PHA son más flexibles y dotados de resistencia. El tamaño de la cadena de los PHA 

depende de la enzima sintasa debido a su especificidad hacia los sustratos y puede interferir en la 

unión de monómeros con distintos números de carbonos. En consecuencia, la composición 

molecular depende del sustrato y la afinidad de la enzima sintasa, así como también de la ruta 

biosintética. El PHB posee características muy similares al propileno que es un plástico común 

derivado del petróleo (Castilho et al., 2009). 

Azúcares Glucólisis 

Acetil – CoA 

Acetoacetil – CoA 

(R) – 3 – Hidroxibutiril – CoA 

PHB 

3 – Acetiltransferasa (phaA) 

PHB Sintasa (phaC) 

Acetoacetil – CoA reductasa 

(phaB) 

Ciclo de Krebs 

Figura 3: Biosíntesis de PHB en bacteria 
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2.2.4. Bacterias productoras de PHAs 

Según Lee, SY, Lee, Y. y Wang, F. (1999), existen más de 300 microorganismos que se 

utilizan para sintetizar PHAs, entre los más importantes están: Alcaligenes latus, Azotobacter 

vinrlandii, Pseudomonas oleovorans, Ralstonia eutropha conocida también como Cupriavidus 

necator o Alcaligenes eutrophus, entre otras (Tabla 1). También se pueden producir mediante 

cepas modificadas genéticamente como E. coli y bacterias metilotrofas (Koller, 2020).  

 

Tabla 1:Principales bacterias productoras de PHAs 

Bacteria PHA Fuente de carbono 
Biomas

a (g/L) 

PHA 

(g/L) 

% 

PH

A 

Rendimiento 

(g/L.h) 

C. necator P(3HB) Glucosa 164 121 76 2.42 

C. necator P(3HB) CO2 + H2 91.3 61.9 67.8 1.55 

C. necator P(3HB) Tapioca hidrolizada 106 61.9 57.5 1.03 

C. necator 
P(3HB-

co-3HV) 
Glucosa 158 117 74 2.55 

A. latus P(3HB) Sacarosa 143 71.4 50 3.97 

A. latus P(3HB) Sacarosa - 16.2 50 2.6 

A, vinelandii P(3HB) Glucosa 40.1 32 79.8 0.68 

M. organophilum P(3HB) Metanol 250 130 52 1.86 

C. violaceum P(3HB) Ácido valérico 39.5 24.5 62 - 

P. extorquens P(3HB) Metanol 233 149 64 0.88 

P. oleovorans 
P(3HHX-

co-3HO) 
n-octano 11.6 2.9 25 0.58 
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P. oleovorans 
P(3HHX-

co-3HO) 
n-octano 37.1 12.1 33 0.32 

E. coli 

recombinante 
P(3HB) Glucosa 101.4 81.2 80.1 - 

K. aerogenes 

recombinante 
P(3HB) Almidón 37 24 65 - 

 

2.2.5. Sustratos para la producción de PHAs en bacterias 

La biosíntesis de la mayor parte de microorganismos productores de PHAs está relacionada 

con la reducción de la fuente de nitrógeno y alta concentración de fuente de carbono que 

generalmente son, ácidos grasos o azúcares (mono o disacáridos). En los últimos años, la 

biotecnología se ha enfocado en la producción de PHAs a partir de desechos orgánicos 

provenientes de la industria agraria, agroindustrial o pecuaria (Reis et al., 2011).  

 

 

Melazas 

Es una mezcla líquida derivada de la producción del azúcar de mesa sea de caña de azúcar 

o remolacha azucarera. La producción de PHAs a partir de melazas se ha estudiado usando 

Cupriavidus necator en donde se obtuvo que la elevada producción de PHB se genera en 

concentraciones aproximadas de 0.3 g/L., al elevar la concentración de melazas superando los 0.5 

g/L, se observó un efecto inhibitorio. Sin embargo, los rendimientos varían con la variación en la 

concentración de la fuente de nitrógeno (Zakaria, 2014). 

Suero de leche 

Este subproducto es rico en lactosa y se puede emplear en la biosíntesis de PHAs usándola 

como fuente de carbono. Pero, solo pocas bacterias pueden asimilar la lactosa de forma directa 

para convertirla en biopolímeros. Por ende, se requiere de un pretratamiento para convertir la 

lactosa en PHAs, como puede ser hidrólisis o conversiones aeróbicas (Colombo et al., 2016).  
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Residuos lignocelulósicos 

El bajo costo para la obtención de esta fuente de carbono hace que estos residuos sean de 

importancia biotecnológica ya que se pueden obtener de residuos de madera, pastos, entre otros. 

Y teniendo en cuenta que la celulosa es una cadena compleja formada a partir de la glucosa, 

necesariamente se requiere de un pretratamiento de hidrólisis utilizando ácido sulfúrico con la 

finalidad de liberar los monómeros de glucosa (M. Li y Wilkins, 2020). 

Glicerol 

El glicerol crudo obtenido en la producción de biodiesel después de la transesterificación 

de grasas con un alcohol es un subproducto que se encuentra en una proporción de 1/10 

(glicerol/biodiesel) en el proceso catalítico. El rápido crecimiento en la producción de biodiesel ha 

generado una sobreproducción de glicerol que consecuentemente reduce el precio de este en el 

mercado y también abre la posibilidad de producir PHAs a partir de este compuesto (Moita et al., 

2014). 

 

2.2.6. Extracción de los PHAs de bacterias 

Luego de finalizar el proceso de fermentación, las células que contienen PHAs en su 

interior se someten a una centrifugación para concentrar el contenido de biomasa. A esta masa de 

células bacterianas se le aplica tratamientos químicos a base hidróxido de sodio, cloroformo, 

hipoclorito de sodio, surfactantes o acetona con la finalidad de romper las matrices celulares. Otros 

tratamientos menos convencionales son las disrupción mecánica y disrupción enzimática. 

Finalmente, se extrae el polímero precipitando el contenido con metanol o etanol a una temperatura 

de 4 °C (Samorì, Abbondanzi, et al., 2015). 

2.2.7. Aplicaciones 

En la actualidad, los PHAs son considerados como biomoléculas de alto interés industrial 

en distintas áreas debido a su biodegradación y biocompatibilidad. Sin embargo, el plástico 

biodegradable tiene mayor interés en aplicaciones específicas en donde la pureza y 

biodegradabilidad son necesarias, entre las áreas de mayor importancia se tienen (Pakalapati et al., 

2018): 
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Industria de embalajes 

Los biopolímeros P(3HB) y P(3HB-co-3HV) son considerados como moléculas 

potenciales para sustituir a los plásticos convencionales provenientes de los hidrocarburos que se 

utilizan para los embalajes. Sin embargo, usando estos biopolímeros también se puede sintetizar 

cubiertas bioplásticas para el embalaje de comida ya que los PHAs son materiales que brindan 

protección al cartón o papel frente a los daños que se ocasionan por el alimento o condición 

ambiental como la temperatura o humedad necesaria para conservar los alimentos (Kalia, 2019). 

Médica y farmacéutica 

Al hidrolizar el P(3HB) se obtienen cuerpos cetónicos que son los intermediarios en el 

proceso de oxidación de ácidos grasos y por esta razón no son tóxicos para los animales incluyendo 

al ser humano, como efecto se ha diseñado un sinfín de aplicaciones médicas entre ellas se puede 

mencionar a ciertas cirugías secundarias o la liberación a largo plazo de los fármacos, suturas 

quirúrgicas o para algunas prótesis que se requieran absorber con el tiempo. Otra de las 

aplicaciones es la hidrólisis de los polímeros hasta obtener 3HB que se puede usar como sustituto 

de la glucosa para aplicarse por vía intravenosa durante la cirugía (Ching et al., 2016).  

Agricultura 

En esta área se ha diseñado un amplio rango de aplicaciones como para fabricar caños de 

sistemas de aspersión, materiales para controlar la liberación de pesticidas, herbicidas o 

fertilizantes, entre otras aplicaciones. En esta área no se requiere de una alta pureza del material 

por lo que presenta mayor rentabilidad (Reis et al., 2011). 

Otras aplicaciones 

Aparte de las aplicaciones mencionadas, se están estudiando aplicaciones en la industria 

del tabaco, industria alimenticia, tratamiento de aguas, xerografía, horticultura, entre otras. La 

empresa Biopol ha diseñado un sistema de redes de pesca que, de ser perdidas en el océano, se 

sumergen y se biodegradan con la finalidad de minimizar el impacto ambiental en los nichos 

marinos (Koller, 2020).  
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2.2.8. Mercado para la industria de PHAs 

El positivo crecimiento en la producción de los PHAs está estrechamente relacionado con 

la concientización sobre la protección ambiental. Para el 2018 se reportó una producción mundial 

de las 34000 toneladas de bioplásticos, siendo Europa el principal consumidor con un 46.68% 

mientras que Estados Unidos y China se ubican como los mayores productores debido a su alta 

tasa de inversión y disponibilidad de materia prima. Las principales aplicaciones en el mercado 

fueron para: embalajes (31.8%), servicios para alimentos (29.20%) y en las aplicaciones médicas 

con el (20.67%), su impulso para el consumo y producción está basado en la oferta y demanda 

regulada por los gobiernos con políticas protectoras del medio ambiente (Koller, 2020). 

La diversidad de los plásticos biodegradables reside en la variación de las rutas de 

biodegradación. Su característica biodegradativa mediada por microorganismos permite una 

gestión alternativa al final de su vida útil, como el compostaje a escala industrial y doméstica, o la 

digestión anaerobia, facilitando el desarrollo de la economía circular. Aunque los bioplásticos 

siguen representando solamente el 1% de la producción total de plástico, se prevée un despliegue 

más amplio, esperándose que el mercado mundial de plásticos biodegradables alcance los 6,73 mil 

millones de dólares para 2025, siendo los principales impulsores India, Brasil y China, debido a la 

demanda en las economías emergentes de estos países (Wei et al., 2020). Mientras que el aumento 

del uso de bioplásticos en todos los sectores de mercado se ve impulsado por la demanda de 

productos sostenibles, debido a la concientización de la sociedad de reducir el impacto ambiental 

y la dependencia de los recursos no renovables.  

La economía circular ha ganado importancia como una extensión de la sostenibilidad al 

abordar la implementación ambiental y proporcionar aplicaciones comerciales útiles. En este 

sentido, la producción de bioplásticos se la reconoce como una innovación de “productos verdes” 

(productos ecológicos, no contaminantes y reciclables); además, estos “biomateriales” están 

pensados para reducir el impacto ambiental y controlar la productividad sostenible, fomentando el 

desarrollo de productos ecológicos y mejorando así la imagen de las empresas que los suministran 

(Kachrimanidou et al., 2021).  

De manera innovadora los bioplásticos se plantean como propuesta ecológica debido a sus 

características ya mencionadas y por ser una potente alternativa de los plásticos fósiles (Kumar et 

al., 2014). Es por ello que, la utilización de estos bioplásticos son una realidad creciente en nuestra 
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sociedad que se está desarrollando de forma ascendente y pretende desbancar el uso de los plásticos 

convencionales para así lograr una mejor gestión de los recursos no renovables empleando la 

biotecnología industrial, que permite un reemplazo de las tecnologías contaminantes por otras más 

sostenibles basadas en el uso de microorganismos y los productos obtenidos a partir de estos (Reis 

et al., 2011). 

La Asociación Europea de Bioplásticos clasifica a los bioplásticos como: 1) Plásticos 

sintetizados a partir de fuentes renovables y 2) Biopolímeros degradables que cumplen con todos 

los criterios de las normas científicas reconocidas de biodegradabilidad y compostaje de plásticos 

como lo son los PHAs (Pittmann y Steinmetz, 2016). 

2.3. Bioinformática 

La bioinformática es una ciencia que estudia los procesos biológicos en un ambiente 

computacional con fundamentos algorítmicos usando la información biológica previamente 

obtenida (Ranganathan et al., 2019). La bioinformática es un apartado de la biología 

computacional que usa la información genética, proteica o metabólica para el comportamiento de 

los sistemas biológicos (Sindi, 2007). Esta tiene distintas subáreas especializadas, entre las más 

importantes están: la anotación de secuencias en bases de datos biológicas, análisis de secuencias 

individuales o en grupos, clasificaciones filogenéticas o biología evolutiva, análisis de expresión 

génica, análisis de expresión y estructuración de proteínas, genómica comparativa, interacciones 

biomoleculares, actividades metabólicas, medición de biodiversidad, entre otras (Xiong, 2006). 

2.3.1. Análisis genéticos 

Los análisis genéticos son estudios del comportamiento de uno o varios genes involucrados 

en un proceso metabólico, este estudio considera los análisis in vitro y bioinformático (Xiong, 

2006). En el análisis genético también se involucran las actividades enzimáticas ocasionadas por 

la alguna alteración en la secuencia nucleotídica como pueden ser: inserciones, deleciones, 

duplicaciones, entre otros. Estos cambios o alteraciones afectan a la estructura enzimática y puede 

cambiar la velocidad de reacción, afinidad enzimática o incluso inactivar a la proteína (Smolke, 

2009). 
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2.3.2. Búsqueda de secuencias génicas 

La búsqueda de secuencias genéticas es una técnica bioinformática usada para localizar un 

patrón de nucleótidos responsables de la traducción de una proteína específica, este patrón puede 

ser total o parcial según el interés investigativo. También sirve para localizar segmentos de ADN 

conservativo que permitan analizar la filogenia de los organismos como es el caso de las secuencias 

ITS o 16S rRNA. Para realizar la búsqueda en una base de datos biológicos o dentro de una 

secuencia genómica total o parcial, se requiere de una plantilla o conjunto de nucleótidos. La 

búsqueda de secuencias es generalmente aplicada en la determinación de presencia o ausencia del 

segmentos genéticos de interés y se realiza mediante un algoritmo de búsqueda, el principal es 

conocido como BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) que es un programa de alineamiento 

de secuencias locales sea de ADN, ARN o proteínas (Christensen, 2019). 

2.3.3. Diseño de primers o cebadores 

Es una técnica que consiste en el diseño de un par de secuencias conformadas por un grupo 

de nucleótidos que presenten características específicas como temperatura de unión entre 

nucleótidos complementarios, concentración de los nucleótidos CG, tamaño recomendado entre 

20 y 30 nucleótidos y que tengan sentido 5’ – 3’ (Bolivar et al., 2014). Los primers o cebadores 

son un par de pequeñas secuencias, el uno está diseñado para que se una en sentido 5’ – 3’ de la 

cadena principal del ADN y el otro se diseña para que se una en sentido 5’ – 3’ de la cadena 

complementaria, esto tiene como finalidad el corte de un segmento de ADN de la muestra 

estudiada (Solano et al., 2007). El diseño de los primers aporta a un tipo de búsqueda de secuencias 

genéticas que, a diferencia de la búsqueda bioinformática con BLAST, se da por la aplicación de 

la PCR (Reacción de Cadeda de la Polimerasa) (Sindi, 2007). 

2.3.4. Reacción de cadena de la polimerasa (PCR) 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica de biología molecular que 

permite la multiplicación rápida de un segmento específico de ADN para estudiar en mayor detalle 

el segmento génico (Espinosa, 2007). La PCR implica el uso de fragmentos cortos de ADN 

sintético, denominados primers o cebadores, nucleótidos (dNTPs), magnesio y enzima polimerasa 

de ADN. En un ambiente de laboratorio, la PCR debe realizarse usando un termociclador que 

permita generar ciclos térmicos para que el ADN se desnaturalice y se separen las doble hélices, 
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posteriormente se una a los cebadores y finalmente se extienda uniendo nucleótidos libres para 

sintetizar el segmento específico (Bolivar et al., 2014).  

 

Figura 4: Ciclo de la reacción de cadena de la polimerasa 

 

2.4. Minería de datos aplicada a la investigación 

La minería de datos o data mining es un conjunto de técnicas empleadas para identificar y 

extraer patrones de importancia estadística a partir de un conjunto de datos almacenados en una 

base de datos (Zadissa y Apweiler, 2022). La minería de datos es usada para estudiar el 

comportamiento de la información que difícilmente se puede estudiar mediante la estadística 

convencional y directa. Por ende, se aplican transformaciones o agrupamiento de información que 

puedan expresarse en términos cuantitativos y así obtener los patrones que se someterán a análisis 

estadísticos convencionales (Persidis, 2000). Una de las técnicas de mayor aplicación son las redes 

sociales artificiales y redes neuronales artificiales (Velázquez y Aguilar, 2005). 

2.4.1. Redes sociales artificiales 

Las redes sociales artificiales o ASN (Artificial social network) es una interacción entre la 

información contenida en un conjunto de datos complejos que no pueden ser analizados con 

facilidad, la información se agrupa en nodos o vértices en función de su importancia, mientras que 
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el vínculo entre esta información se denominan aristas o grados (Bello, 2018). Los datos de las 

ASN se pueden analizar por distintas técnicas que se relacionan con los componentes del grafo. 

Componentes de un grafo 

Los grafos empleados en un análisis de redes contienen componentes que se emplean como 

un tratamiento de la información implícita, estos componentes se presentan como un resultado 

numérico externo al grafo. Existen componentes observables como el caso de los nodos, aristas, 

aristas con pesos, centralidades de los nodos, entre otros, que se describen a continuación 

(Gutiérrez et al., 2010). 

Nodos o vértices: Son los centros de convergencia de la información contenida en un 

grafo, se los conoce como los autores determinantes del comportamiento de la información 

(Cordón, 2013). 

Aristas o arcos: Las aristas conectan a los nodos según su relación y se pueden presentar 

de dos maneras: conexión unidireccional entre dos nodos sea de salida o entrada y bidireccional 

entre dos nodos que comparten características (Cordón, 2013). 

Grados: Es el número de aristas salientes o entrantes de un nodo y permite evaluar la 

medida de importancia, se clasifica en: Grados de salida que son el número de aristas que conectan 

a un nodo con el o los nodos que reciben su información (salida de información), grados de entrada 

es el número de aristas que conectan la información de uno o varios nodos con el nodo a receptor 

(entrada de información), grado medio, es el promedio entre los grados de entrada y los grados de 

salida pertenecientes a un nodo, grados con pesos, es el número de repeticiones que se presentan 

entre dos nodos unidos por una misma arista (Velázquez y Aguilar, 2005). 

Coeficiente de agrupamiento: Es la medida de cohesión e integración de los actores 

mediante el agrupamiento de nodos o la reducción de rutas entre nodos (Velázquez y Aguilar, 

2005). 

Camino o ruta: Permite evaluar la separación entre nodos y mide como de alejados están 

dos nodos mediados por distintas rutas. Determina el efecto inverso del coeficiente de 
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agrupamiento y evalúa la relación que presentan los nodos en un grafo (Velázquez y Aguilar, 

2005). 

Densidad: Mide la cantidad de aristas que contiene un nodo, se incluyen los grados de 

entrada o salida y se dice que un grafo es denso cuando presenta una gran cantidad de aristas en 

función de su información global y que es disperso cuando presenta pocas aristas (Velázquez y 

Aguilar, 2005). 

Diámetro: Mide la distancia entre pares de nodos y permite comparar dos o más grafos 

usando los valores de lejanía y cercanía entre dos nodos (Cordón, 2013). 

Centralidad: Permite establecer y jerarquizar los nodos más influyentes del grafo o de un 

conjunto de nodos dentro del grafo mediante la evaluación de la cantidad de relaciones distribuidas 

entre los nodos (Cordón, 2013). 

Comunidades: Es un componente que puede analizar la relación existente entre nodos o 

conjuntos de nodos que agrupados en función de sus características o patrones similares forman 

una comunidad (Cordón, 2013). 

Modularidad: Permite medir la estructura de un grafo separándolo por módulos, grupos o 

comunidades mediante la evaluación de la fuerza que los divide. Cuando un grafo presenta alta 

modularidad se interpreta como la solidez entre nodos dentro de la comunidad (Cordón, 2013). 

2.4.2. Clustering basado en Algoritmos de clasificación 

El clustering es un apartado de la minería de datos usado en la representación de patrones 

de información agrupada que se realiza mediante la división de un conjunto de vectores en grupos 

o clústeres basados en criterios de clasificación o principios del algoritmo empleado. Estos 

clústeres contienen datos similares y en la minería de datos se los considera como aprendizaje no 

supervisado ya que no presentan etiquetas y se dividen por sus características internas. Los 

algoritmos de clasificación pueden basarse en la densidad, distribución, centroides o jerarquías de 

datos. El algoritmo más usado para agrupar datos aleatorios no supervisados es K-means 

(Caballero et al., 2019). 
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Algoritmo de clasificación k-means 

El algoritmo k-means permite iterar un conjunto de datos hasta dividirlo en k grupos 

independientes, el número de grupos tiene que ser asignado por el analizador. K-means realiza una 

la división inicial de los datos en k grupos y los reclasifica hasta que sus grupos muestren un 

cambio en la agrupación (Bhattacharjee, 2020). Cada iteración permite evaluar el centroide de la 

población mediante la media de cada conjunto de elementos. Después de completar las iteraciones, 

se obtienen los k centroides finales, expresados como una coordenada en el plano que comprende 

los datos. Finalmente, los datos se distribuyen y se colocan en su conjunto correspondiente (Iqbal 

y Sheetlani, 2017). 

2.5. Escenario teórico en la biotecnología 

Un escenario teórico es una explicación escrita sobre el proceso de producción de una 

planta industrial de cualquier índole. En el presente estudio, se considera un escenario teórico al 

proceso biotecnológico empleado o propuesto para la producción de PHAs a escala laboratorio, 

mismo que tiene la capacidad de escalabilidad hacia un ambiente industrial (Coats et al., 2016). 

Los escenarios biotecnológicos tienen distintas subdivisiones como son el caso del Upstream, 

Midstream y Downstream, cada uno tiene una serie de descripciones teóricas y en el caso práctico 

también tienen sus especificidades (Gahlawat, 2019). 

En la descripción teórica del Upstream se toman en cuenta todas las operaciones que 

ocurren durante el montaje de los biorreactores, preparación de medios de cultivo, 

acondicionamiento de inóculos, parámetros fisicoquímicos del bioproceso, inducción metabólica 

(fermentación) entre otros (Du et al., 2012). El Upstream contempla las operaciones de producción 

de metabolitos por las células, en ciertos casos la siguiente operación está contemplada 

directamente en el Downstream esto dependerá de la configuración del biorreactor y arquitectura 

de la planta biotecnológica, caso contrario continuará con un proceso poco descrito conocido como 

Midstream (Gahlawat, 2019). 

El escenario del Midstream abarca las operaciones de transporte y almacenamiento del 

producto generado por el Upstream que sería la fermentación. El término Midstream es más usado 

en la industria petrolera debido a que el transporte se genera en tuberías o vehículos específicos 

como trenes, buques, entre otros. En la industria biotecnológica, el midstream ocurre cuando se 
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requiere trasladar el fermentado a otra planta de extracción y purificación del metabolito para luego 

pasar al escenario final conocido como Downstream (Sanhueza, 2015). 

El Downstream es el proceso final de una industria de refinación o purificación de un 

producto ya que extrae la molécula de interés industrial (Kunasundari et al., 2013). Sin embargo, 

en esta etapa se pueden involucrar varias plantas industriales ya que el metabolito o molécula de 

interés industrial puede ser parte de la materia prima de un producto comercial y para ello, la 

materia prima mencionada debe ser transportada lo que involucraría una etapa intermedia adicional 

(Bengtsson et al., 2017). 

Cada una de las etapas o escenarios requieren de parámetros preestablecidos sea para 

fermentar el cultivo, transportar el fermento o almacenarlo, de igual forma para extraerlo o 

purificarlo. los parámetros requeridos en su mayoría son fisicoquímicos o energéticos (Argiz et 

al., 2021; Fradinho et al., 2019). 

2.5.1. Establecimiento de parámetros  

Como se mencionó en el apartado anterior, entre los parámetros más usados están los 

fisicoquímicos que se refieren a las condiciones de temperatura, pH, conductividad, alcalinidad, 

entre otros relacionados al medio de cultivo, fermento o producto (Pohlmann et al., 2006; Reis et 

al., 2011). También están los parámetros energéticos que se refieren a la energía eléctrica, cinética 

u otra involucrada en la fermentación, transporte o almacenaje del medio de cultivo, fermento o 

producto (Wen et al., 2012). Estos parámetros son preestablecidos en base a un diseño de 

bioproceso previo y una evaluación de aplicabilidad en el proceso en ejecución o descripción 

teórica.  

En el establecimiento de los parámetros también está involucrado el establecimiento del 

bioproceso ya que toda operación funciona con una arquitectura funcional y paramétrica. El 

establecimiento del bioproceso se relaciona con el tiempo, presión, agitación, volumen de medio 

lisis celular y extracción de los compuestos de interés (Danis et al., 2015; Van Thuoc et al., 2019). 

Este término es más usado en el Upstream ya que está relacionado con el crecimiento y actividad 

metabólica o enzimática del bioproceso (Coats et al., 2016).  



44 

 

CAPITULO III 

3. Marco Metodológico 

3.1. Materiales y métodos 

El presente proyecto se realizó de forma computacional en la ciudad de Ibarra, tomando en 

cuenta el valor agregado que se le puede dar a los residuos de la industria azucarera para cultivar 

microorganismos bacterianos de gran interés biotecnológico. Esta aplicación depende de la 

selección de los microorganismos que en este caso se ejecutó mediante la minería de datos o data 

mining usando especies bacterianas con mayor adaptación y productividad de PHAs que fueron 

obtenidas de una revisión bibliográfica de artículos científicos afines.  

Posteriormente se estudiaron los genes involucrados en la biosíntesis de PHAs con la 

finalidad de proponer un método de detección de especies productoras y clasificarlos 

filogenéticamente. Para ello, se diseñaron primers para aplicarlos en una reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR), consecutivamente se aplicó una PCR convencional in silico presentando sus 

resultados en una simulación de electroforesis permitiendo identificar la ubicación y el 

comportamiento de los segmentos génicos.  

Finalmente, se elaboró un escenario teórico de producción biotecnológica de PHAs a escala 

laboratorio usando nuevamente el microorganismo, fuente de carbono y condiciones 

fisicoquímicas y nutricionales de producción presentadas en los artículos científicos que 

permitieron la selección de estos. Para este estudio se consideró una operación del reactor tipo 

batch a escala laboratorio empleando nutrientes propuestos en las investigaciones revisadas y 

como fuente de carbono se propone el uso de melazas residuales de la industria azucarera.  

Para realizar los análisis estadísticos y de minería de datos del presente proyecto, se usaron 

los programas mencionados en la tabla 2. Los programas como: Gephi y Orange permitieron 

realizar comparaciones de información y generar grafos específicos de las redes sociales 

artificiales. Por su parte los programas destinados a la bioinformática tales como: CLC, Snap Gene, 

Mega X, Primer Blas, Serial cloner e In silico PCR, permitieron extraer los análisis estadísticos 

propios de las moléculas y segmentos de información biológica. 
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Tabla 2:Softwares empleados en el proceso experimental del presente proyecto. 

Programa Link 

Gephi https://gephi.org/  

Orange https://orangedatamining.com/  

CLC Sequence Viewer https://clc-sequence-viewer.software.informer.com/8.0/  

Snap Gene https://www.snapgene.com/  

MEGA X https://www.megasoftware.net/  

NCBI https://www.ncbi.nlm.nih.gov/  

Primer-BLAST https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/  

Primer PLUS 3 https://www.bioinformatics.nl/cgibin/primer3plus/primer3plus.cgi  

Serial Cloner http://serialbasics.free.fr/Serial_Cloner.html  

In silico PCR  http://insilico.ehu.es/PCR/ 

KEEG https://www.genome.jp/kegg/  

PDB https://www.rcsb.org/  

DDBJ https://www.ddbj.nig.ac.jp/index-e.html  

UniProt https://www.uniprot.org/  

3.2. Selección de artículos científicos 

https://gephi.org/
https://orangedatamining.com/
https://clc-sequence-viewer.software.informer.com/8.0/
https://www.snapgene.com/
https://www.megasoftware.net/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
https://www.bioinformatics.nl/cgibin/primer3plus/primer3plus.cgi
http://serialbasics.free.fr/Serial_Cloner.html
http://insilico.ehu.es/PCR/
https://www.genome.jp/kegg/
https://www.rcsb.org/
https://www.ddbj.nig.ac.jp/index-e.html
https://www.uniprot.org/
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La selección de los artículos científicos se realizó mediante un análisis bibliográfico de 

aproximadamente 500 artículos científicos de alto impacto, a través de una revisión bibliográfica 

sistemática basada en criterios de exclusión e inclusión que se detallan en la figura 5. Para ello, se 

utilizaron motores de búsqueda como: Scopus, google scholar, web of science, entre otros.  

La información recolectada fue sometida a una serie de análisis críticos para determinar la 

importancia de las investigaciones y su evolución en intervalo de tiempo seleccionado.  

 Posteriormente, esta información se clasificó y almacenó en una base de datos diseñada 

en Microsoft Excel, posteriormente se aplicaron tratamientos de datos para estandarizar la 

información. 

3.2.1. Tratamiento de datos 

En este apartado se realizó una estandarización de la información para someter los datos a 

un análisis estadístico. En el caso de los valores numéricos se estandarizaron las unidades y se 

transformaron los datos para obtener datos uniformes. El tratamiento de datos fue necesario para 

reducir los nodos e incrementar la centralidad en los grafos de las redes sociales artificiales. Entre 

Figura 5: Selección de artículos por criterios de inclusión y exclusión. 
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los tratamientos realizados está la estandarización de unidades de medida como temperatura en 

°C, tiempo en horas (h), producción de biomasa y PHAs en gramos por litro (g/L), nutrientes y 

fuentes de carbono en gramos por litro (g/L). 

3.3. Selección de la especie bacteriana de mayor productividad de PHAs.  

Debido a que los datos de microorganismos son cualitativos y tiene vínculos entre los 

géneros y especies, se aplicó una red social artificial (ASN) usando el Software Gephi para 

seleccionar las especies de mayor importancia y uso en la producción de PHAs. Posteriormente, 

se seleccionaron los nodos con las especies de mayor grado de entrada con pesos y se aplicó un 

análisis estadístico de Chi cuadrado con la finalidad de obtener el vértice de la especie con mayor 

importancia. El grafo de la red social se generó bajo una distribución de Fruchterman Reingold 

(Cordón, 2013; Velázquez y Aguilar, 2005). Para describir las especies bacterianas capaces de 

producir PHAs se tomará en cuenta antecedentes bibliográficos que permitan resumir el proceso 

de producción de polihidroxialcanoatos (Azoumana, 2013).  

Una vez obtenida la especie de mayor importancia biotecnológica, se procedió a extraer 

las cepas pertenecientes a la especie seleccionada. Para ello, se aplicó análisis de minería de datos 

para obtener el valor estadísticamente significativo y eficiente en una producción de PHAs a escala 

laboratorio con enfoque a la producción industrial. En este apartado, se consideró la información 

que se describe en la tabla 3 en donde se toma como datos de alta importancia al pH, temperatura 

en la preparación del inóculo y crecimiento de la cepa, rendimientos de biomasa y PHAs, agitación 

del medio de cultivo y tiempo de producción. 

Tabla 3: Parámetros adecuados para la producción de PHAs a escala laboratorio 

Molecula producida P3HB; P(3HB-co-3HV) 

Nombre especie Cupriavidus necator 

pH crecimiento inóculo 6.5 – 7.5 

T° crecimiento inóculo 25 – 37 

pH de producción PHA 6.5 – 7.5 
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Finalmente se aplicó el algoritmo de K-means para generar 3 clústeres que fueron usados 

como parámetros promedio para la selección de la cepa y que a la vez se pueda aplicar en el diseño 

de un escenario teórico para la producción de PHAs a escala laboratorio. Los resultados de los 

clústeres fueron analizados mediante un análisis de la varianza (ANOVA), frente a la producción 

de biomasa, producción de PHAs y tiempo de cultivo. El clúster de mayor importancia se 

seleccionó por su baja desviación estándar y su alto rendimiento productivo de PHAs.  

3.3.1. Selección y análisis de los genes involucrados en la producción de PHAs 

La selección de los genes se realizó mediante un estudio previo sobre el metabolismo para 

la biosíntesis de PHAs en bacterias, en este apartado también se analizaron las enzimas 

involucradas en la producción de PHAs en la especie Cupriavidus necator que fue seleccionada 

en la minería de datos para la selección del microorganismo. La información genética fue analizada 

y tratada mediante programas de aplicación bioinformática como CLC Sequence Viewer 8.0, 16 

SnapGene, MEGA X. Estos programas sirvieron para el alineamiento de secuencias nucleotídicas 

y para extraer los segmentos de ADN que contienen a los genes responsables de la traducción de 

enzimas involucradas en la biosíntesis de PHAs. 

La información genética metabólica y proteica fue obtenida de bases de datos científicas 

como: GenBank, DDBJ (DNA Data Bank of Japan), KEEG (Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes) y otros bancos de información biológica secundaria como PDB y UniProt, estos 

sirvieron como complemento para fortalecer la información obtenida. La información fue 

Temperatura de producción PHA 25 – 37 

Tiempo de incubación horas 12h – 72h 

Agitacion en RPMs 110 – 300 

Producción de Biomasa g·l-1 >10 g/L 

Producción de PHAs g·l-1 >5 g/L 

Rendimiento gPHA·gCells-1 (%) 50 – 100 
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almacenada en archivos de formato FASTA para posteriormente analizarla y utilizarla en el diseño 

de un árbol filogenético, diseño de primers y simulación de PCR in silico. 

3.3.2. Elaboración de un árbol filogenético  

El árbol filogenético fue elaborado con la información genética obtenida de las especies 

resultantes del análisis de redes sociales. Se elaboró con la finalidad de observar la ubicación 

filogenética entre las bacterias de mayor importancia investigativa y la relación que comparte los 

microorganismos productores de PHAs. Para diseñar el árbol filogenético se usó el modelo de 

Jukes-Cantor 1969 (Jukes, 1969), ya que es un modelo de alineamiento de secuencias que 

considera que una sustitución es una mutación puntual que realmente ocurrió durante la evolución 

de una especie, mientras que una falta de coincidencia en una alineación se puede ocasionar por 

una o más sustituciones (Yang y Rannala, 2012) y el método para graficar fue UPGMA que es un 

método de agrupación basado en la identificación de parejas similares que usa la media de las 

distancias entre un par de caracteres para ubicar la distribución de las especies en un árbol. Este 

apartado se usaron las secuencias genéticas de 16S rRNA y se diseñó en el software CLC Sequence 

Viewer. 

3.3.3. Simulación de reacción de la cadena polimerasa 

Con la secuencia de los genes bacterianos en formato Fasta se procedió a diseñar primers 

para la simulación de reacción en cadena polimerasa (PCR) in silico. Los primers se diseñaron 

mediante el software SnapGene viewer 6.0.6, se consideró el uso de SnapGene adaptado a la 

metodología propuesta por (Rodríguez et al., 2015) para en donde se diseñaron los primers usando 

el software PrimerPlus 3. Posteriormente, se validaron los primers usando una simulación de PCR 

in silico empleando el programa In silico PCR amplification (http://insilico.ehu.es/PCR/). 

La simulación in silico estuvo propuesta para que se ejecute en las siguientes condiciones 

cíclicas descritas en la tabla 4, mismas que están relacionadas con la Tm de los primers de 60 °C 

y la concentración de CG entre el 50 y 55 %.  

Tabla 4: Parámetros de PCR. 

Actividad Temperatura °C 
Estado 

experimental 

http://insilico.ehu.es/PCR/


50 

 

Temperatura inicial muestra 4 °C Inicio del proceso 

Desnaturalización ~ 95 °C 

Se recomienda 

entre 35 y 45 

ciclos 

Alineamiento o hibridación 
60 °C ajustado a los 

primers 

Extensión o elongación ~ 72 °C 

Temperatura final (resultado) 4 °C Fin del proceso 

 

3.3.4. Diseño de primers para identificar cepas con phaC 

Se diseñaron dos pares de primers para identificar cepas bacterianas que contengan el gen 

phaC que codifica para polihidroxialcanoato sintasa, estos primers fueron diseñados a partir de las 

secuencias conservativas en la enzima mencionada mediante un alineamiento múltiple. Este 

alineamiento se ejecutó con la cadena de aminoácidos que conforman a la enzima con una longitud 

aproximada de 578 aminoácidos y se revirtieron para buscar los nucleótidos de péptidos para 

encontrar el  gen phaC. 

3.4. Elaboración de un escenario teórico de producción biotecnológica de 

PHAs 

La recolección de información bibliográfica ayudó en la obtención de parámetros para el 

desarrollo de una producción biotecnológica de PHAs. Para ello, se seleccionó la especie 

bacteriana con mayor importancia experimental y producción de PHAs, misma que fue obtenida 

de la selección de microorganismos. Siguiendo con la propuesta de un proceso de producción 

fermentativa, en donde se consideró el uso de un medio de cultivo que contenga concentraciones 

de fuentes de carbono o sustrato, nitrógeno, fosforo y sales para el establecimiento de la célula y 

también un medio de cultivo para la producción de PHAs.  

Se enfatizó en la extracción de datos relacionados con los parámetros para la obtención de 

PHA como son las condiciones ambientales (pH, T, rpm, etc.) y el tipo de cultivo. Posteriormente 

se constituyó un proceso de purificación, en donde se indica el método de cosecha, ruptura celular 

y obtención de PHA. Mediante un diseño de diagrama de flujo que permitió explicar el proceso 
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para la producción de PHAs con un enfoque biotecnológico a escala de laboratorio. Finalmente se 

estableció un método de conservación y un método analítico de detección de PHAs. 

3.6. Análisis Estadístico 

Dada la naturaleza bibliográfica de la presente investigación, se recopilaron datos 

cuantitativos y cualitativos discretos que fueron analizados y sus resultados se expresaron en tablas 

de frecuencia y gráficas de los datos, los cuales se desarrollaron a través de los softwares o 

programas de Excel, Orange y Gephi. Los tratamientos estadísticos que se aplicaron al análisis de 

la base de datos, redes sociales artificiales y algoritmos de agrupación se realizaron con un nivel 

de confianza de 95%. Para evaluar la agrupación de K-Means en la selección del clúster, se usó un 

análisis de la varianza con un nivel de confianza del 95%.  
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CAPÍTULO IV 

4. Resultados y discusión 

4.1. Selección de la especie bacteriana de mayor productividad de PHAs. 

La selección de la especie se realizó mediante un proceso de cribado de información 

científica basándose en técnicas de minería de datos según lo descrito en el apartado metodológico. 

De los 500 artículos de alto impacto seleccionados de las bases de datos se filtraron 130 artículos 

tomados a partir de los criterios de inclusión y exclusión. 

En el presente estudio se registraron 64 especies productoras de PHAs contenidas en 36 

géneros bacterianos que se observa en el resultado del grafo en la figura 6, también se reportaron 

28 consorcios bacterianos productores de bioplásticos a base de residuos agroindustriales o aguas 

municipales. 

En esta investigación se determinó la existencia de particularidades entre géneros y 

especies; sin embargo, se priorizó la selección de una cepa productora de PHAs con importancia 

biotecnológica, para ello se analizó la información bibliográfica de los artículos seleccionados 

siguiendo un orden taxonómico que inició con la selección y análisis de los géneros más 

importantes, seguido por la selección de la especie y terminando con la selección de la cepa 

productora de PHAs con interés industrial biotecnológico. No se consideraron los consorcios 

bacterianos debido a que el enfoque de esta investigación está ligada a la producción 

biotecnológica de PHAs con una sola cepa y en ambientes controlados. 

4.1.1. Selección del género productor de PHAs 

Para seleccionar el género se tomó en cuenta la importancia biotecnológica en cuanto al 

mayor rendimiento de producción de PHAs y la frecuencia aplicativa según los reportes científicos 

e industriales. Para ello, se cribó la información usando redes sociales artificiales (RSA). En los 

resultados obtenidos por el análisis de RSA se resaltan los grados de salida (out degree) del grafo 

pertenecientes a los géneros Cupriavidus, Bacillus, Burkholderia y Pseudomonas con 31, 25, 16, 

y 13 grados respectivamente (Figura 6).  
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Existen frecuencias significativas de grado de entrada, es decir la arista más grande en las 

especies pertenecientes a cada género, sin embargo, la distribución de las especies dentro de 

ciertos géneros como es el caso de Bacillus y Pseudomonas con grados de entrada de 3 y2 

respectivamente es amplia conteniendo así muchas especies productoras de PHAs en un mismo 

género a excepción del género Cupriavidus en donde se resalta la especie C. necator con grado 

de entrada de 30, siendo la especie más representativa para este género. Huang et al., (2016); 

Leong et al., (2017); Naranjo et al., (2013), priorizaron sus investigaciones en el estudio de 

Figura 6: Grafo de selección de géneros y especies de mayor grado. 
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especies de los géneros Cupriavidus, Bacillus, Burkholderia, Halomonas, Pseudomonas, 

Acinetobacter, Azohidromona, entre otros, en donde mencionan que los microorganismos 

pertenecientes a estos géneros se caracterizan por una producción de PHAs significativa y en 

ciertos casos se usan especies modificadas genéticamente, también se menciona que existen 

especies que evolucionaron de forma natural para presentar una producción de PHAs superior a 

las convencionales.  

En esta investigación se obtuvieron resultados de alta producción de biopolímeros para las 

especies contenidas en los géneros Cupriavidus y Burkholderia, lo que permitió la selección de 

estos géneros como modelos de interés biotecnológico y de mayor importancia de producción. Los 

géneros Bacillus y Pseudomonas presentaron grados de salida con valoración elevada; sin 

embargo, no se consideraron como modelos de interés en el presente estudio debido a su amplia 

distribución en las especies productoras de PHAs. 

4.1.2. Selección de especies de mayor importancia biotecnológica 

De los géneros de mayor importancia seleccionados en el apartado anterior, se consideraron 

las especies Cupriavidus necator y Burkholderia sacchari debido a su elevado grado de entrada 

en el grafo (30 y 14 grados respectivamente), seguidos por las especies B. megaterium y B. cereus 

que mostraron 6 grados de entrada cada una, seguidas por P. putida con 4 repeticiones, B. 

thuringiensis y B. subtilis con 3 grados (Figura 6). En este análisis no se tomaron en cuenta las 

especies que presentaron 2 o 3 grados de entrada o centralidad debido a su gran distribución y su 

dificultad para presentarse como resultados de selección de la especie con mayor rendimiento de 

producción de PHAs.  

Se encontraron diferencias significativas entre las especies seleccionadas de chi-cuadrado 

χ2: 61.49; gl: 7) (Anexo 1) siendo la especie C. necator la más importante en la producción de 

PHAs seguida por B. sacchari. Mendonça et al., (2014), en su investigación sobre la exploración 

del potencial productivo de PHAs con Burkholderia sacchari, demostraron que esta especie es una 

gran productora de P3HB-co-3HHx usando ácido hexanoico como fuente de carbono y mencionan 

que su producción es similar a la producida por Ralstonia eutropha sinónimo de Cupriavidus 

necator.  

No obstante, Choonut et al., (2017) argumentan que está producción está directamente 

relacionada con la fuente de carbono, ya que al usar ácidos grasos, ácido valérico o ácido 
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heptanoico como fuente de carbono, se incrementa la producción del monómero 3HV, mientras 

que el uso de fuentes de carbono dicarboxílico, incrementa la producción de moléculas de 

hidroxialcanoatos como: 5HV, 4HV, 3HH, entre otros. Y en el caso de C. necator reducen los 

compuestos y producen mayor cantidad de PHAs, siendo la especie más adecuada para la presente 

investigación. 

Los resultados presentados en el grafo de la (Figura 6), permitieron sugerir que C. necator 

es la especie de mayor relevancia entre las dos especies mencionadas. Por otro lado, el género 

Pseudomonas también contiene especies capaces de producir PHAs y entre ellas se resalta P. 

putida que en condiciones adecuadas también es una buena opción para producir estos 

biopolímeros, aunque estas especies se debe tratar con mucho cuidado debido a su nivel de 

patogenicidad. Sin embargo, debido a la diferencia metabólica y afinidad por distintas fuentes de 

carbono, se consideró únicamente como una propuesta investigativa para futuros proyectos. En 

este estudio también se puede observar que el grupo de especies B. thuringiensis, B. cereus, B. 

megaterium y B. subtilis, a pesar de pertenecer al único género de Gram positivas en el grupo de 

estudio, también presentaron rendimientos de PHAs representativos con distintos metabolismos y 

procesos de acumulación de biopolímeros.  

 

4.1.3. Análisis filogenético entre las especies seleccionadas  

Para describir la distancia filogenética cualitativa que se presenta entre las especies 

seleccionadas, se elaboró un árbol según lo descrito en la metodología (Figura 7). Se obtuvo que, 

las especies bacterianas Gram negativas, C. necator y B. sacchari mostraron menor distancia 

filogenética dentro del grupo de especies en estudio. Esto demuestra que la frecuencia referencial 

que presentaron las dos especies en la presente investigación también está relacionada con su 

configuración genómica y que son especies que adquirieron la capacidad de producir PHAs por 

evolución natural.  
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Según Guamán et al., (2018), los genes encargados de biosintetizar PHAs pueden estar 

presentes en el ADN genómico e incluso adaptarse al ADN plasmídico de ciertas especies ajenas 

a la producción de PHAs. Sin embargo, la producción de bioplásticos con estas bacterias requiere 

de fuentes de carbono específicas y su rendimiento es inferior al compararse con las especies 

productoras por naturaleza evolutiva ya que contienen los genes biosintetizadores en su ADN 

genómico que pueden ser potenciados al contener ciertos genes relacionados en sus plásmidos.  

4.1.4. Selección de la cepa por su rendimiento de PHAs 

A pesar de que se obtuvieron dos especies de distintos géneros con mayor grado de entrada, 

se seleccionó la especie C. necator ya que en el análisis estadístico de χ2 se obtuvo un p = 0.016 

frente a la especie B. sacchari. Al analizar los grupos de cepas reportados en las referencias 

científicas para la especie C. necator se obtuvo una elevada frecuencia para el grupo sin 

denominación específica de cepa como se muestra en la (Figura 8). Sin embargo, en este estudio 

se optó por seleccionar las cepas que si presentaron una denominación o identificación y que a la 

vez estuvieron respaldas por su elevada producción de PHAs como es el caso de: C. necator ATCC 

17699, C. necator DSM 545 y C. necator H16, de donde las dos últimas son las más representativas 

y estudiadas por su rendimiento productico para PHAs o sus derivados como P3HB, P(3HB-co-

Figura 7: Árbol filogenético de las especies de mayor importancia para la producción de 

PHAs según las referencias analizadas 
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3HV) o PHB. El análisis de este rendimiento se analizó basándose en la concentración de 

polihidroxialcanoato reportada en las referencias bibliográficas de los artículos seleccionados. 

 

Figura 8: Rendimiento en la producción de PHAs por las cepas de C. necator. El color 

de los marcadores está mediado por el tipo de molécula y el tamaño por el tiempo de estudio 

siendo 24 horas el tiempo mínimo y 72 horas el tiempo máximo en cultivo. 

 

Las cepas C. necator DSM 545 y C. necator H16 presentan un gran potencial investigativo 

y biotecnológico para la producción de PHAs expresado en el grafico; sin embargo, su rendimiento 

puede ser variable debido a la concentración y estructura molecular de nutrientes y fuente de 

carbono. Según Sangkharak et al., (2021), C. necator DSM 545 produce hasta el 73.3% de P(3HB-

co-3 HV) por gramo de biomasa seca usando glicerol como fuente de carbono. Mientras que, la 

misma cepa produce 84.2 % de P(3HB) al usar jugo de ensilaje como fuente de carbono, las dos 

producciones se evaluaron en biorreactores con operación tipo batch, el rendimiento de esta cepa 

se reduce cuando la molécula usada como fuente de carbono es más compleja o difícil de 

hidrolizar. Por su parte Heinrich et al., (2012), menciona que C. necator H16 puede producir 

concentraciones de P(3HB) superiores al 65.2% por gramo de biomasa seca usando glutamato de 

sodio como fuente de carbono en un biorreactor Biostat D650 (Sartorius) con operación tipo fed-

batch. De igual forma, (Kunasundari et al., 2017), en su estudio menciona que el rendimiento de 
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PHAs usando C. necator H16 cultivada con aceite de palma como fuente de carbono, produjo 39% 

de P(3HB). 

Para determinar el rendimiento de PHAs promedio para cepas en estudio usando los 

parámetros fisicoquímicos experimentales, tiempo y rendimiento, se realizó un clustering 

mediante el algoritmo de K-means para el grupo de artículos seleccionados y pertenecientes a C. 

necator H16 y DSM545 (Figura 9). En este agrupamiento se obtuvo que el 64.3% de los artículos 

se agrupan en el clúster 3 (C3) y presentan un rango de valores entre 70% y 85% de rendimiento 

por gramo de biomasa. Mientras que en el caso del clúster 2 (C2) se agrupan el 21.4% de los 

artículos con la particularidad de que el rango de agrupación en función del rendimiento está entre 

el 47% y 80%, esta agrupación genera rangos que cubren ciertos valores de C3 debido a que K-

means considera también el pH y temperatura reportada en las investigaciones. Finalmente, está 

el clúster 1 (C1) con el 14.3% conformado por dos artículos con bajos rendimientos, en estos 

artículos se estudió C. necator H16 con fuentes de carbono de difícil bioasimilación como es el 

caso del aceite de coco y residuos de café. 

 

Figura 9: Clustering para la verificación del rendimiento en la producción de PHAs 

descritos por los autores mencionados. 

 

La elevada producción de PHAs por litro de medio de cultivo, no siempre es beneficiosa 

ya que la producción de biomasa puede superar en gran cantidad a la concentración del 

biopolímero, esto se traduce en un mayor costo de producción y baja rentabilidad neta en el proceso 

biotecnológico. Por esta razón fue importante seleccionar una cepa que sea capaz de producir altas 
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cantidades y diversidad molecular de PHAs en relación con su peso de biomasa y que, a la vez 

esta sea capaz de metabolizar fuentes de carbono de bajo costo de adquisición e hidrólisis. En este 

caso, se seleccionó como cepa modelo a Cupriavidus necator H16 que según el German Collection 

of Microorganisms and Cell Cultures, (2022), se puede encontrar referenciada con los sinónimos 

de: Cupriavidus necator ATCC 428, Ralstonia eutropha H16, Ralstonia eutropha ATCC, 

Alcaligenes eutropha H16 o Wautersia eutropha H16. 

Según el estudio de data mining, la cepa C. necator H16, presentó un rendimiento del 74% 

de PHA por gramo de biomasa seca, se destaca la producción de la subfamilia de PHBs (Figura 

9). Hay que tomar en cuenta que los PHAs son un grupo de amplia diversidad molecular y que 

P3HB y P(3HB-co-3HB) tan solo son subgrupos pertenecientes a la subfamilia PHB. Según lo 

mencionado por Kunasundari et al., (2013), si el cultivo de C. necator H16 es óptimo, se pueden 

alcanzar rendimientos entre el 82 y 97% de bioplásticos por gramo de biomasa, estos valores se 

referencian principalmente por la producción mediante estrés metabólico a las celular bacterianas.  

 

 

Figura 10: Rendimiento de gPHAs/gBiomasa seca. El color de los marcadores 

representa a la molécula biosintetizada y el tamaño se refiere al tiempo de fermentación. 

. 
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4.1.5. Descripción genética de la cepa seleccionada 

La cepa C. necator H16 es una especie que contiene 2 cromosomas y un plásmido 

denominado pHG1 (Tabla 5). Está conformada por un total de 7416678 nucleótidos que codifican 

para 6116 genes de proteínas y 73 genes de ARN. Según Pohlmann et al., (2006), C. necator H16 

o R. eutropha H16, es una cepa bacteriana perteneciente al grupo de gran negativas con 

metabolismo versátil que puede sobrevivir en ausencia de fuentes de carbono ya que también puede 

usar H2 y CO2 como fuentes de energía y carbono. Esta cepa ha sido de gran interés biotecnológico 

desde hace 5 décadas debido a su capacidad de producir P(3HB-co-3HV) así como sus monómeros 

P(3HB) y P(3HV) los cuales forman los polímeros de interés para la producción de bioplásticos. 

Tabla 5:Características genómicas de C. necator H16. 

Cepa Tipo de ADN 
Número de 

nucleótidos 
Accession 

Cupriavidus necator 

H16 

Cromosoma 1 4052032 NC_008313 

Cromosoma 2 2912490 NC_008314 

Plásmido pHG1 452156 NC_005241 

Total 7416678  

 

4.1.6. Selección de moléculas producidas por C. necator 

La especie C. necator tiene la capacidad de producir distintas moléculas pertenecientes al 

grupo de los polihidroxialcanoatos. Sin embargo, se prioriza la producción de un solo tipo 

molecular con gran rendimiento respecto al tiempo y biomasa. En el apartado anterior, se 

seleccionó la cepa más representativa y de mayor importancia que fue C. necator H16. No 

obstante, para validar los resultados previos y sustentar la selección de las moléculas producidas, 

se realizó un análisis de redes sociales aplicado a los artículos que presentan estudios con C. 

necator según lo indicado en la metodología.  

Se obtuvo un grafo con densidad de 0.098 y modularidad de 0.323, en este grafo se resaltan 

los componentes nodulares con grados de entrada para las moléculas PHA, PHB, P3HB y P(3HB-

co-3HV) con 6, 10, 4 y 10 grados respectivamente. Mientras que para los nodos con grados de 
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salida sobresalen la especie y cepas: C. necator, C. necator DSM 545 y C. necator H16 con 16, 4 

y 5 grados respectivamente (Figura 11). En este análisis se descartó a la especie C. necator sin su 

respectiva identificación y registro como cepa debido a que el rendimiento productivo de PHAs 

puede variar incluso entre cepas.  

 

Figura 11: Análisis de redes sociales artificiales para los PHAs producidos por 

diferentes cepas de C. necator. 

Como se mencionó en la selección de microorganismos, entre las cepas C. necator H16 y 

C. necator DSM 545, se optó por seleccionar la primera cepa mencionada debido a su alto 

rendimiento por gramo de biomasa y por su capacidad de metabolizar distintas fuentes de carbono 

de bajo costo de adquisición. Sin embargo, no se descarta la segunda cepa ya que los resultados 

presentados en esta investigación están basados en un análisis de minería de datos usando 

información de experimentaciones previas. Según la bibliografía analizada, C. necator tiene la alta 

capacidad de producir monómeros de PHAs y no se reporta algún estudio sobre la producción de 

moléculas diméricas. Por esta razón, no se ratifica la exclusión de una ruta biosintética para 

dímeros de PHAs. 

Para este estudio, se seleccionó la familia de moléculas PHB ya que es el grupo más 

frecuente producida por C. necator H16. Según López et al., (2015), el PHB se forma a partir del 

exceso de fuente de carbono en un medio con limitación de otros nutrientes como nitrógeno, 

fósforo u oxígeno. Como ya se ha mencionado, estas moléculas se acumulan en vesículas 

intracelulares y es una forma de almacenar energía para la célula.   
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4.2. Selección del metabolismo involucrado en la producción de PHAs 

Una vez seleccionada la molécula de mayor relevancia P3HB, se realizó una búsqueda y 

estudio de su ruta biosintética. Se determinó que P3HB, al ser una molécula perteneciente al grupo 

de los PHB, presenta el mismo proceso biosintético y también están relacionados con la ruta 

metabólica del butanoato. Esta ruta metabólica inicia con la asimilación de fuentes de carbono que 

pueden ser: sacáridos, ácidos grasos, glicerol, aminoácidos y entre otras moléculas con pocos 

átomos de carbono. La mayoría de estas moléculas atraviesan por distintas reacciones bioquímicas 

que naturalmente consiguen formar Acetil-CoA (Figura 12). Tanadchangsaeng y Yu, (2012), 

indican que, a partir Acetil-CoA y por medio de la actividad enzimática se forma el Poli(3-

hidroxibutirato) o P3HB y posteriormente se generan otras moléculas que conforman la familia de 

los PHB e incluso se empieza la formación de copolímeros por acción de phaZ. 

 

Figura 12: Biosíntesis de Poli-β-hidroxibutirato a partir de Acetil-CoA generado por la 

intervención de las enzimas traducidas de los genes phaA, phaB, phaC. 

 

Según Chen y Jiang, (2018), el tipo de la molécula de PHA producida, depende de la fuente 

de carbono, metabolismo bacteriano y limitación de nutrientes, mientras que la concentración de 
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polímeros y rendimientos está principalmente relacionada con las rutas biosintéticas, 

requerimientos de nutrientes para el crecimiento de biomasa y velocidad de asimilación o 

transformación de materia orgánica. Esto involucra al tipo de microorganismo debido a que si una 

especie con alto índice de asimilación de fuentes de carbono y rápido metabolismo producirá una 

gran cantidad de biomasa. Sin embargo, si se obtiene una especie con alto índice de asimilación 

de nutrientes, pero con metabolismo selectivo y bajo, acumulará el exceso de fuente de carbono 

en forma de PHAs contenidos en vesículas con la finalidad de utilizarla en futuros procesos 

metabólicos, este proceso se puede potenciar con la limitación de fuentes de nitrógeno. Este 

proceso está mediado por dos factores principales que son la presencia de altas concentraciones de 

nitratos o el cambio significativo en la concentración de fuentes de carbono. 

4.2.1. Selección de genes 

El metabolismo del butanoato puede ser efectuado por diversas bacterias. Sin embargo, 

pocas de ellas tienen la capacidad de generar PHB, y en esta actividad están involucrados genes 

específicos que desvían el exceso de carbono desde el Acetil-CoA hacia la biosíntesis de otras 

moléculas de PHAs que posteriormente se almacenan en vesículas especializadas. Existen una 

amplia variedad de genes entre los microorganismos bacterianos como pueden ser: phaA, phaB, 

phaC, phaE, phaF, phaZ, phaZ1, phaZ2, entre otros (Maheshwari et al., 2018). No obstante, según 

lo descrito por Pohlmann et al., (2006) los genes de biosíntesis de PHAs que tienen mayor 

expresión en C. necator H16 son phaA, phaB, phaC que también se los puede identificar como 

phbA, phbB o phbC. Estos son los nombres más usados para nominar a los genes involucrados. 

Basnett et al., (2018) describe que C. necator puede sintetizar PHAs a partir de distintas 

fuentes de carbono, pero a una escala industrial es importante que la bacteria pueda consumir el 

carbono con facilidad y adaptarse al estrés causado por la potenciación para producir biopolímeros. 

Por esta razón, se seleccionó la vía biosintética de los azúcares disacáridos y se estudiaron los tres 

principales genes que actúan desde el Acetil-CoA hasta Poli(3-hidroxibutirato) 

4.2.2. Enzimas involucradas en la producción de PHAs 

Los genes de C. necator H16 mencionados en el apartado anterior tienen la capacidad de 

sintetizar enzimas que transforman a las moléculas de Acetil-CoA hasta P3HB, estos genes son: 

phaA expresa a la enzima acetil-CoA acetiltransferasa, phaB expresa a la enzima acetoacetil-CoA 

reductasa y el gen phaC da origen a la enzima ácido Poli(R)-hidroxialcanoico sintasa (Tabla 6). 
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Esta ruta biosintética produce cadenas de PHAs cortas o conocidas como scl-PHA y se caracterizan 

por usar azúcares para su proceso de síntesis a diferencia de las moléculas de cadena larga que se 

forman a partir de las rutas de ácidos grasos o β-oxidación y actúan con otros genes que son 

variantes de los genes en estudio. 

 

 

Tabla 6: Descripción de las enzimas de C. necator H16 involucrados en la biosíntesis de 

PHAs 

Microorganismo Gen Nombre Código  

Cupriavidus necator 

H16 

phaA (1176 bp) Acetil-CoA acetiltransferasa EC: 2.3.1.9 

phaB (744) Acetoacetil-CoA reductasa EC: 1.1.1.36 

phaC (1164 bp) 
Ácido Poli(R)-hidroxialcanoico 

sintasa 
EC 2.3.1.304 

 

Acetil-CoA acetiltransferasa (phaA) 

Mediante el análisis bioinformático y la visualización molecular computacional, se 

determinó que la enzima Acetil-CoA acetiltransferasa o β-cetotiolosa se traduce a partir del gen 

phaA y contiene aproximadamente 392 aminoácidos por subunidad, está compuesta por 4 

subunidades ubicadas de tal forma que actúan entre los pares de subunidades α – β y δ – γ. Cada 

subunidad tiene afinidad a una molécula de Acetil-CoA y por efecto del NADH los pares de 

subunidades complementarios se activan y fusionan sus Acetil-CoA formando Acetoacetil-CoA 

(Figura 13). Según Kim y Kim, (2014), en R. eutropha H16 o C. necator H16, el tetrámero se 

forma por la dimerización de dos dímeros y sus principales residuos o aminoácidos activos son 

fenilalanina Phe219 y cisteína Cys88.  
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Figura 13:Estructura enzimática de Acetil-CoA acetiltransferasa (A). Subunidades del 

complejo enzimático diferenciadas por diferentes colores α – β y δ – γ forman sus dímero de 

actividad enzimática entre sí. (B). Intensidad de la actividad enzimática el color azu 

Acetoacetil-CoA reductasa (phaB) 

En la revisión cualitativa se observó que esta enzima reduce a la molécula Acetoacetil-CoA 

específicamente en el carbono 3 próximo al (R) de ahí el nombre de (R)-3-hidroxiacil-CoA. Esta 

molécula también está formada por 4 subunidades que también se referenciaron con los símbolos 

α – β y δ – γ para describir sus pares complementarios (Figura 14). Según Matsumoto et al., (2013), 

en C. necator H16 este tetrámero actúa con la intervención de un NADPH para reducir la molécula 

antes mencionada y así dar paso a la actividad enzimática de phaC descrita en el siguiente apartado. 

 

Figura 14: (A). Estructura enzimática de phaB con las subunidades diferenciadas por 

distintos colores. (B). Intensidad de la actividad enzimática las moléculas de color naranja son 

las participantes en la reducción de Acetoacetil-CoA. 
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Ácido Poli(R)-hidroxialcanoico sintasa (phaC) 

En este estudio se obtuvo que esta enzima es la encargada de desacoplar la CoA de la 

molécula (R)-3-hidroxiacil-CoA para formar 3HB incluso está relacionada con la reducción del 

OH del tercer carbono y unión entre hidroxialcanoatos para formar P3HB u otros PHBs. Esta 

enzima está formada por un dímero con capacidad de giro manteniendo al sustrato en el centro 

para dividirlo (Figura 15), también se pueden presentar tetrámeros unidos por enlaces covalentes, 

esto dependerá del tipo de moléculas que se desacoplen. Según Chek et al., (2017), esta enzima 

desprende el CoA mediante giros en el carbono quiral de la molécula dejando radicales activos 

que por afinidad química forman cadenas cortas de PHAs. 

 

Figura 15: Estructura enzimática de PHA sintasa o Ácido Poli(R)-hidroxialcanoico 

sintasa. (A). Dímero con la ubicación de las dos subunidades diferenciadas por colores (B). 

Intensidad de la actividad enzimática, en el centro los colores cálidos representan la act 

. 

4.2.3. Diseño de primers 

El diseño de primers se ejecutó usando el sofware SnapGene con la información genética 

de cada gen phaA, phaB y phaC. En este apartado consideraron parámetros experimentales 

similares para que reaccionen y actúen en condiciones fisicoquímicas similares con la finalidad de 

obtener PCRs múltiples en una sola muestra. De este diseño de primers se obtuvieron los resultados 

expuestos en la (Tabla 7)  
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Tabla 7: Diseño de primers para identificar la presencia de los genes phaA, phaB, phaC 

en C. necator H16. 

 

Gen 

Primers 

Extensión del 

fragmento 

(nucleótidos) 

phaA: 1176 nucleótidos 

Acetil-CoA 

acetiltransferasa 

Anexo 3 

Fw_phaA:5’AGCGAAGTCATCATGGGCCA-3’ 

Rv_phaA: 5’-

CACATTGACCTTGGAGGTGTCC-3’ 

876 

Figura 15A 

phaB: 744 nucleótidos 

Acetoacetil-CoA 

reductasa 

Anexo 4 

Fw_phaB: 5’-ACAACGCATTGCCCTGGTAAC-

3’ 

Rv_phaB: 5’-CCGTTGATGGCAAAATTCGCG-

3’ 

 

720 

Figura 15B 

phaC: 1164 

nucleótidos 

Ácido Poli(R)-

hidroxialcanoico 

sintasa 

Anexo 5 

Fw_phaC: 5’-

TCGAGAACGAGTACTTCCAGCT-3’ 

Rv_phaC: 5’-TGCCTTGGCTTTGACGTATCG-

3’ 

1115 

Figura 15C 

 

Según Bolivar et al., (2014), el diseño de primers ayuda a ubicar un segmento específico 

de ADN y a base de esto se puede extraer dicho segmento e identificar la presencia del gen en cepa 

analizada. En este caso, se generaron segmentos de alta especificidad que tendrán preferencia para 

ligarse con el ADN de C. necator H16 también conocido como R. eutropha H16. Estos primers 
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verificarán la presencia de los genes phaA, phaB y phaC con la finalidad de determinar la 

producción de enzimas productoras de PHAs en cepa bacteriana. 

 

Figura 16: Simulación electroforética de los genes involucrados en la biosíntesis de 

PHAs. A) Resultado de la PCR para el gen phaA con 876 nucleótidos. B) Resultado de la PCR 

para el gen phaB con 744 nucleótidos y C) PCR de phaC con 1115 nucleótidos 

 

Los tres pares de primers fueron diseñados para que reaccionen a una temperatura melting 

TM general de 60 °C y sus concentraciones de CG estén entre 50 y 55 %. Se empleó esta 

particularidad con el fin de usar el mismo protocolo de PCR para los 3 pares de primers en una 

ambiente in vitro usando las mismas condiciones fisicoquímicas y termodinámicas en el 

termociclador para su respectiva reacción en cadena de la polimerasa PCR. 

4.2.4. Identificación de cepas productoras de PHAs con un par de primers para phaC 

En el alineamiento de secuencias de aminoácidos para detectar segmentos conservativos, 

se consideraron 20 especies bacterianas que si contienen el gen phaC y se obtuvo que los 
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segmentos de mayor conservación están entre los aminoácidos: 263 – 273, 444 – 453; 573 – 583 

y 528 – 540 (Figura 17). Estos segmentos permitieron detectar la presencia del gen phaC a partir 

de cepas contenidas en las bases de datos biológicas, las cadenas de aminoácidos se revirtieron en 

cadenas nucleotídicas con la finalidad de diseñar nuevos primers que permitan identificar las 

especies usando segmentos de distinto tamaño y de mayor conservación genética (Tabla 8). 

 

Figura 17: Alineamiento múltiple de aminoácidos correspondientes a la secuencia 

peptídica de la enzima polihidroxialcanoato sintasa cuyo gen se denomina phaC. 

 

Tabla 8: Diseño de primers en base a las secuencias conservadas de phaC en distintos 

grupos bacterianos 

Secuencia 

conservada aa 

Rango del 

consenso 
Primer correspondiente TM °C CG % 

PWINKFYILDL 263 – 273 Fw1: 5’ CTACATCCTGGACCTGCAGCC 3’ 60 62 

PFDVLYWNMD 444 – 453 Fw2: 5’ TTCGACCTGCTGTTCTGGAACG 3’ 61 55 

GSWWEDWMAWL 573 – 583 Rv1: 5’ TTGATCACACCGGCGATATGG 3’ 60 52 

VLSSSGHILGIVNP 528 – 540 Rv2: 5’ CAGCCATGCGGTCCAGTC 3’ 60 67 

Los primers detallados en la tabla 7 se diseñaron como una segunda opción para detectar 

cepas productoras de PHAs, esta alternativa es diferente a la propuesta de primers diseñados para 
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detectar phaC en C. necator H16 descritos en el apartado anterior ya que se toman en cuenta otras 

especies bacteriana. 

4.3. Escenario teórico para la producción biotecnológica de PHAs 

En este apartado, el escenario teórico está enfocado en el Upstream y Downstream que se 

puede desarrollar en una escala de laboratorio. Para describir y diseñar el presente escenario de 

una forma adecuada, se aplicaron ciertos análisis de datos como la frecuencia de la información. 

Este estudio está enfocado en su aplicación en un laboratorio de docencia como es el caso del 

laboratorio de Biotecnología aplicada de la Universidad Técnica del Norte 

4.3.1. Proceso Upstream 

En la propuesta del Upstream para la producción de PHAs utilizando C. necator H16, se 

consideró que la cepa C. necator H16 está cultivo puro y sus características fisiológicas son 

óptimas para la producción de estos biopolímeros. Sin embargo, esta condición también se puede 

extrapolar a cepas aisladas mediante bioprospección, teniendo en cuenta que la producción o 

efectividad de los medios de cultivo variarán debido al uso de cepas sin estudios previos. 

Selección y análisis del microorganismo 

A pesar de lo mencionado sobre el uso de una cepa de cultivo puro, lo ideal será verificar 

la presencia de los genes de producción de PHAs empleando los primers diseñados en apartados 

anteriores, con la finalidad de obtener rendimientos similares a investigaciones reportadas, esto es 

debido a que los subcultivos de una cepa pura pueden perder la capacidad productiva de ciertas 

enzimas por efecto de la mutación genética que es producida por la velocidad de división celular 

de las cepas. También es recomendable emplear métodos de detección con reactivos colorantes 

que se unen a los bioplásticos o sus vesículas que los almacenan para así determinar la producción 

de PHAs en ciertas cepas microbianas. 

En el caso de usar microorganismos con bioprospecciones propias, lo adecuado será 

identificar las cepas productoras de PHAs mediante métodos de tinción, posteriormente identificar 

la especie basándose en secuencias de ADN conservadas y finalmente verificar la presencia de los 

genes que codifican para phaA, phaB o phaC de forma general para ello será necesario el diseño 

de nuevos primers ya que los primers diseñados en el presente estudio, identifican los genes 

mencionados únicamente para C. necator H16 conocido también como R. eutropha H16. 
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Los microorganismos productores de PHAs pueden ser detectados con diferentes reactivos 

que permitan su tinción ya que estos se unen a los ácidos grasos que forman las vesículas 

bacterianas, compuestos generados que son los PHAs o sus derivados como PHB, PHV, HV, entre 

otros. En la tabla 9, se describen tres métodos de tinción más usados para la detección de cepas 

productoras de PHAs. 

Tabla 9:  Métodos de tinción para determinar la presencia de PHAs. 

 

Nombre de 

método 

Metodología de tinción Referencias 

Tinción con azul 

de Nilo 

1. Cultivar las cepas usando azul de Nilo 

a una concentración de 1 μg/mL. 

2. Exponer a una luz UV de 312 nm y 

observar la fluorescencia 

(Cibichakravarthy et al., 

2017) 

(Gholami et al., 2020) 

 

Tinción con rojo 

de Nilo 

1. Aislar las cepas en placas con medios 

reforzados con Xilosa a una 

concentración de 20 g/L y 0.2 μg/mL 

de rojo de Nilo 

2. Incubar bajo una irradiación de UV a 

30°C durante 72 horas 

3. Observar la producción de PHAs 

mediante la presencia de fluorescencia. 

(Abdullah et al., 2015) 

(Cibichakravarthy et al., 

2017) 

(Shi et al., 2017). 

Tinción con 

Sudan Black B 

1. Cultivar las bacterias en un medio 

limitante de nitrógeno usando 

(NH4)2SO4 a una concentración de 

0.06 g/L. A una temperatura de 37°C 

por 48 horas 

2. Añadir Sudan Black sobre los cultivos 

3. Observar la tonificación negra sobre 

las biopelículas que será positivo para 

la presencia de PHAs 

(Gholami et al., 2020) 

(Jena et al., 2015) 

(Montenegro et al., 2017) 

(Ojha y Das, 2018) 
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Los métodos de tinción mencionados son útiles al momento de bioprospectar cepas 

productoras de PHAs. Sin embargo, en el presente proyecto se describe la producción 

biotecnológica de PHAs usando las cepas seleccionadas mediante la minería de datos previa en la 

cual resaltan C. necator H16 y C. necator DSM545, la primera cepa es considerada como el 

microorganismo modelo para la producción y estudio ya que presenta altos rendimientos y su 

disponibilidad de información genómica también es amplia, esto permite el estudio bioinformático 

adecuado de la cepa mencionada. 

Cultivo del microorganismo 

El medio empleado para cultivar la cepa varía según su objetivo, en el caso de que la cepa 

requiera de un mantenimiento y conservación se debe optar por un cultivo en medios con agar. 

Kunasundari et al., (2017), usaron agar nutriente con fuentes de carbono limitadas como medio de 

conservación para C. necator H16 y se menciona que este medio permite que la especie limite su 

crecimiento sin perder sus capacidades productivas de PHAs, según Kunasundari los genes 

también pueden activarse e intensificar su actividad mediante la estimulación con la variación en 

compuestos nutritivos, generalmente con nitratos, sulfatos o fosfatos.  

Medio de cultivo para conservación 

Existen muchos medios de cultivo que se pueden emplear para la conservación o 

mantenimiento de una cepa productora de PHAs. En este apartado se mencionan los más usados 

junto con las concentraciones de fuentes de carbono y macroelementos de mayor importancia 

detalladas en la Tabla 10.  

Tabla 10: Medio de cultivo y parámetros de pH y temperatura recomendados para la 

conservación de una cepa productora de PHAs. 

 

Cepa 
Medio de mantenimiento pH 

Temperatura 

°C 
Referencia 

Cupriavidus necator 

H16 
Nutrient broth 7 30 (Leong, Show, et al., 2017) 

Cupriavidus necator 

H16 
Nutrient broth 7 30 (Obruca et al., 2014) 

Cupriavidus necator 

H16 
Nutrient agar 7 30 (Kunasundari et al., 2013) 

Cupriavidus necator 

H16 
Nutrient agar 7 30 (Leong, Lan, et al., 2017) 
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La selección del medio de cultivo para el mantenimiento de las cepas se dio en base a las 

frecuencias del medio empleado para el mantenimiento reportado por cada autor (Figura 18). En 

Cupriavidus necator 

H16 
Mineral Salt medium 7 30 (López-Abelairas et al., 2015) 

Cupriavidus necator 

H16 
Mineral Salt medium 7.4 30 (Sedlacek et al., 2019) 

Cupriavidus necator 

H16 
Mineral Salt medium 7 30 (Heinrich et al., 2012) 

Cupriavidus necator 

H16 

Luria Bertani (LB) 

medium 
7 37 (Vega-Castro et al., 2016) 

Cupriavidus necator 

H16 

Dextrose-free tryptic soy 

broth (TSB) medium 
6.8 30 (Budde et al., 2011) 

Cupriavidus necator 

DSM 545 
Specific growth medium 7 37 (Špoljarić et al., 2013) 

Cupriavidus necator 

DSM 545 

Seed medium (meat 

extract 3 g/L, meat 

peptone 

5 g/L, glucose 30 g/L) 

7 30 (Li et al., 2019) 

Cupriavidus necator 

DSM 545 

Seed medium (meat 

extract 3 g/L, meat 

peptone 5 g/L, glucose 30 

g/L) 

7 32.5 (Li y Wilkins, 2020) 

Cupriavidus necator 

DSM 545 

Rehydrated in nutrient 

media and grown 
7 30 (Passanha et al., 2014) 

Cupriavidus necator 

DSM 545 
Nutrient agar 7 30 (Mozumder et al., 2015) 

Cupriavidus necator 

DSM 545 
Nutrient broth 7 30 (Mozumder et al., 2014) 

Cupriavidus necator 

DSM 545 
Nutrient-rich AS-168 7 37 (Alsafadi y Al-Mashaqbeh, 2017) 

Cupriavidus necator 

DSM 545 

Nutrient Broth, Mineral 

medium 
7 30 (Rodríguez Gamero et al., 2018) 

Cupriavidus necator 

DSM 545 
Nutrient broth NN N (Montenegro et al., 2017) 

Cupriavidus necator 

DSM 545 
Nutrient broth 7.4 25 (Das y Grover, 2018) 

Cupriavidus necator 

DSM 545 
Nutrient broth 6.9 30 (García et al., 2013) 

Cupriavidus necator 

DSM 545 
Nutrient agar 7 30 (Brojanigo et al., 2020) 

Cupriavidus necator 

DSM 545 
Mineral Salt medium 7 30 (Berezina, 2013) 

Cupriavidus necator 

DSM 545 

Luria Bertani (LB) 

medium 
7 30 (Agustín Martinez et al., 2015) 

Cupriavidus necator 

DSM 545 
Biomer (DE). 7 30 (Agustín Martinez et al., 2015) 

Cupriavidus necator 

DSM 545 
Based medium 7.4 37 (Agustín Martinez et al., 2015) 
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el caso de la temperatura se obtuvo que 76% de investigaciones utilizaron 30 °C para mantener, 

subcultivar y preparar el inóculo durante la investigación. Mientras que para conservar la cepa se 

emplearon otros métodos como crioconservación, congelación y liofilización, estos métodos 

mantienen a la cepa por largos periodos ajenos al proceso investigativo. Por otro lado, los 

resultados del pH presentaron el 80% para un valor de 7 seguido por el 12% para un pH de 7.4. 

Para el mantenimiento experimental de las cepas se propone el uso de los medios de cultivo 

(“Nutrient broth, Mineral salt médium, o Nutrient agar”) a una temperatura de 30°C y un pH de 

7 el tiempo de cultivo dependerá de la disposición y requerimiento de células para el cultivo.  

 

Figura 18: Frecuencias en el empleo de medios de cultivo para el mantenimiento en las 

investigaciones analizadas en el presente proyecto. 

Según García et al., (2013), un medio para los cultivos de inóculo en matraz generalmente 

está compuesto por: (NH4)2SO4, Na2HPO4·2H2O, KH2PO4, MgSO4·7H2O, extracto de 

levadura o carne y solución de oligoelementos (elementos traza). La fuente de carbono más 

utilizada es la glucosa a una razón de 20 – 30 g.L-1. Mientras que según lo mencionado por Tripathi 

et al., (2013), el cultivo de C. necator como mantenimiento se lleva a cabo durante todo el estudio 

a 200 rpm en 25 ml de medio de trabajo en matraces de 200 ml con la finalidad de mantener las 

cepas disponibles para alguna eventualidad. 
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Medio de cultivo para crecimiento y fermentación 

Para la selección y propuesta del medio de cultivo para la fermentación en un biorreactor 

con operación tipo batch se consideró un medio basal con las modificaciones propuestas por (Dey 

y Rangarajan, 2017; Mozumder et al., 2015; Špoljarić et al., 2013), ya que corresponde al 

rendimiento más alto reportado para C. necator. Los medios de cultivo están orientados a una 

concentración de inóculo de 5% v/v en matraces Erlenmeyer agitados a 200 rpm con 100 ml de 

volumen operativo de medio durante 72 horas. En este apartado se proponen dos medios de cultivo 

seleccionados por el rendimiento que se reportan en sus publicaciones y por el respectivo uso de 

la fuente de carbono Tabla 11. Sin embargo, la fuente de carbono propuesta está basada en una 

aplicación biotecnológica empleando los residuos de la industria azucarera que para el caso es la 

melaza. 

 

Tabla 11: Medios de cultivo propuestos para la biosíntesis de PHAs usando C. necator 

H16. 

Compuestos nutritivos Concentración g.L-1 

Opción de medio de fermentación N° 1 (MJR 1) 

(NH4)2HPO4 3.5 

KH2PO4 2.1 

MgSO4·7H2O 0.2 

CaCl2·2H2O 0.2 

FeCl3·6H2O 0.006 

Solución de oligoelementos 0.1 ml.L-1 

Fuente de carbono (Melazas) 30 

Opción de medio de fermentación N° 2 (MJR 2) 

Na2HPO4·7H2O 6.7 

KH2PO4 1.5 

(NH4)2SO4 2.5 

MgSO4·7H2O 0.2 

CaCl2 0.1 

Solución de minerales traza: 0,5 % v/v 
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 Na2EDTA, 6 g.L-1 

 FeCl3·6H2O, 0.29 g.L-1 

 H3BO3, 6.84 g.L-1 

 MnCl2·4H2O, 0.86 g.L-1 

 ZnCl2, 0.06 g.L-1 

 CoCl2·6H2O, 0.026 g.L-1 

 CuSO4·5H2O, 0.002 g.L-1 

Fuente de carbono (Melazas) 30 

Según el medio de cultivo para la fermentación propuesto por Ashby et al., (2018), mismo 

que se denomina medio de siembra y está compuesto por 17 g.L-1 de glicerol, 12 g.L-1 de glucosa; 

4 g.L-1 (NH4)2SO4, 2.5 g.L-1; KH2PO4, 4.47 g.L-1; Na2HPO4·2H2O, 0,2 g.L-1; MgSO4·7H2O y 1 

ml.L-1 de solución de oligoelementos. Esta solución fue esterilizada mediante la técnica de 

filtración usando un filtro de polietersulfona (PES) de 0,2 µm (filtro Whatman). Los autores 

también mencionan que la fuente de carbono y MgSO4 se autoclavaron por separado a 121 ◦C 

durante 20 min y finalmente estas tres soluciones se mezclaron para formar el medio de cultivo de 

fermentación. Este medio tuvo un alto rendimiento para la producción de PHAs en Burkholderia 

sacchari DSM 17165 y presenta concentraciones de los macroelementos biodisponibles similares 

a los medios propuestos para C. necator H16.  

Parámetros de cultivo a escala laboratorio 

Para la producción de PHAs a escala laboratorio basándose en operaciones tipo batch se 

requieren de parámetros específicos que han sido preestablecidos por diversas investigaciones 

experimentales in vivo entre las más importantes y notables están: tiempo, pH, temperatura y 

agitación, estos parámetros se pueden establecer como una propuesta contenida en un escenario 

teórico, sin embargo, es recomendable evaluar la propuesta frente a otros parámetros que deben 

ser seleccionados por el investigador. En este caso se recomienda usar un pH ajustado entre 6,9 y 

7,0 para cada matraz, para ello se debe usar hidróxido de sodio disuelto según los protocolos del 

laboratorio. En el caso de la temperatura se recomienda usar 30°C aunque se puede permitir 

desviaciones de un grado centígrado, mientras que para el caso de la agitación se propone el uso 

de 200 rpm durante 72 horas como se mencionó en el apartado anterior. 

En la investigación desarrollada por Villano et al., (2010),  se estudió el efecto del pH en 

la producción de PHAs en cultivos de consorcios bacterianos. En este estudio se analizaron valores 
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de pH entre 7 y 9.5 y se obtuvo que a un pH de 7 usando acetato o propionato como fuente de 

carbono se genera la mayor acumulación de PHAs en las vesículas mientras que, en presencia de 

varias fuentes de carbono en especial el COD de aguas municipales, se aprecia una alta producción 

de bioplásticos a valores de pH superiores a 8. 

Por otro lado Marang et al., (2016), estudiaron la producción de PHBs a una temperatura 

de 30°C, en esta investigación se obtuvo una acumulación de 75% de PHB por gramo de biomasa 

seca de Burkholderia sp., esto representa que la producción de PHB si es recomendable a una 

temperatura que no requiere de mucha energía. Por su parte Špoljarić et al., (2013), mencionan 

que a una temperatura de 38 °C se obtienen una producción del 80% de PHB por gramo de biomasa 

seca de Cupriavidus necator, esto usando glicerol como fuente de carbono. En un ambiente 

biotecnológico no es recomendable producir a elevadas temperaturas porque requieren de elevados 

gastos de energía para subir la temperatura y los gastos mencionados se convierten en costos de 

producción innecesarios. 

Basándose en lo propuesto en apartados anteriores el tiempo de fermentación recomendado 

es de 72 horas ya que representa el 53.3% según la frecuencia de las investigaciones seleccionadas 

para C. necator seguido por 24 y 48 horas con el 16.7% (Figura 19). Estas bacterias que producen 

a menor tiempo son cepas modificadas o en operaciones de fermentación tipo fed-batch o continua. 

Según los estudiado por (Ashby et al., 2018; Clifton-García et al., 2020; C. Kourmentza et al., 

2018; Ramos et al., 2020), el tiempo de 72 horas permite acumular grandes porcentajes de PHAs 

como rendimiento por gramo de biomasa y es adecuado para una aplicación biotecnológica. 
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Figura 19:Frecuencias de los tiempos empleados para la fermentación durante la 

producción de PHAs en operaciones tipo batch. 

 

Tipo de sustrato y concentración 

La aplicación biotecnológica para la producción de PHAs se inclina sobre el costo de 

producción y en este contexto se prioriza el costo de materia prima durante el Upstream que está 

compuesto por: energía, compuestos químicos, equipos de producción y nutrientes para el cultivo 

microbiano, principalmente la fuente de carbono.  

En las investigaciones analizadas durante el presente proyecto se obtuvo que el 30.8% de 

investigaciones trabajaron con Fuentes de Carbono Residual (FCR) en donde se incluyen aguas 

residuales, fuentes de carbono residual de la industria pecuaria, agraria y agroindustrial. En el 

segundo lugar se encuentra el uso de glucosa como fuente de carbono representado por un 29.2%, 

seguido de glicerol, xilosa, sacarosa, melaza, fructosa con el 10%, 7.7%, 6.2%, 3.8% y 3.1% 

respectivamente. Finalmente se describen otras fuentes de carbono que contemplan un solo tipo 

de moléculas como es el caso gluconato de sodio, acetato, ácido acético, propionato, entre otros 

Figura 20.  

El grupo de fuentes de carbono de un solo tipo de molécula que se mencionaron en el 

apartado anterior, requieren de altos costos de adquisición exceptuando la melaza que es un 

subproducto de la industria azucarera.  Por esta razón, se seleccionó a la melaza como una fuente 
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de gran importancia biotecnológica para la propuesta de producción de PHAs a escala laboratorio 

usando C. necator H16 o C. necator DSM545 como organismos productores. 

 

Figura 20: Frecuencia de empleo de diferentes fuentes de carbono empleadas en el 

proceso de producción de PHAs. 

 

Tratamiento de la melaza 

Existen diferentes tipos de melazas o conocidas como mieles en la industria azucarera estos 

residuos están compuestos por diversos tipos de azúcares y requieren ser disueltos e hidrolizados 

previamente para ser usados. Según (CONADESUCA, 2016), la melaza tiene una contextura 

viscosa y generalmente está compuesta por un 60% a 70% de materia sólida, entre el 30% y 40% 

de sacarosa y de 4% a 5% de compuestos nitrogenados como glutamato o aspartato y como ya se 

mencionó, la melaza requiere de un pretratamiento para ser utilizada. Por lo tanto, la propuesta del 

presente proyecto, está basada en la metodología descrita por Zakaria, (2014). La cual presenta los 

siguientes procesos: 

1. Disolución: La melaza del azúcar de caña se debe mezclar con agua destilada a una 

relación 1:1 y esta solución se debe agitar durante 5 horas a 40°C. 

 

2. Centrifugación: La solución obtenida se debe centrifugar a 2000 rpm por 10 minutos, 

posteriormente se extrae el líquido clarificado que será usado para todos los tratamientos. 

Esto ayudará a eliminar los residuos sólidos que afectarán al cultivo microbiano. 
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3. Tratamiento con H2SO4: En este proceso, se ajusta el pH de la melaza a 3 usando 0.1N de 

H2SO4 y se deja reposar por 1.5 horas para permitir el efecto hidrolizante y finalmente se 

tiene que centrifugar a 3000 rpm durante 15 minutos. El extraerá el sobrenadante para el 

proceso de fermentación y se debe ser almacenado a 4°C. 

 

4. Tratamiento con Ca₃ (PO₄)₂: En este proceso se debe ajustar el pH a 7 empleando NaOH 

0.1N y tratarlo con fosfato tricálcico al 2% (p/v). Consecutivamente, se debe autoclavar a 

105°C por 5 minutos y finalmente se debe centrifugar a 3000 rpm por 15 minutos. El 

sobrenadante final será usado como fuente de carbono para la fermentación. 

Producción de PHAs con melaza 

La melaza presenta amplias aplicaciones como materia prima de bajos costos en procesos 

fermentativos en la industria biotecnológica, la principal fuente de producción de melaza es la caña 

de azúcar, remolacha azucarera y soja. El precio de la melaza en el mercado está entre el 33 y 50% 

del precio de la sacarosa o azúcar de mesa blanca. Esta fuente de carbono se convierte en un 

excelente sustrato para la producción de PHAs debido a su abundante concentración de mono y 

disacáridos (Du et al., 2012).  

Según los estudios realizados por Zhang et al., (1994), los compuestos tóxicos contenidos 

en la melaza hidrolizada con ácido sulfúrico afectan al crecimiento de E. coli recombinante que 

expresa los genes de pha de C. necator, mientras que Klebsiella con las misma recombinación 

tienen rendimientos superiores a E. coli bajo las mismas condiciones, esta cepa acumuló P(3HB) 

a una concentración de 1 gPHA por litro de cultivo por hora.  

Por su parte Saranya y Shenbagarathai, (2011), menciona que la producción de PHA 

empleando melaza como fuente de carbono es superior en un 18.3% a la producida con sacarosa 

como fuente de carbono utilizando E. coli recombinante que contiene el gen phaC1 de 

Pseudomonas sp. LDC-5. Esto se debe a la concentración de azúcares en la melaza sin presencia 

de compuestos tóxicos con diferencia de los reportado por Zhang et al., (1994). 

Según Gomaa, (2014), el crecimiento y acumulación óptima de PHA se apreció en cultivos 

de Bacillus subtilis enriquecidos con 2% de melaza obteniendo un rendimiento de biomasa seca 
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de 10.98 g/L con un contenido de PHA del 48.26%. En este proceso se estimuló el crecimiento 

bacteriano y acumulación de PHA usando etanol al 1% y 1 g/L de amonio y nitrato de amonio. 

El proceso de Upstream finaliza con la extracción del caldo de cultivo bacteriano y se 

procede a la extracción y caracterización que corresponde a una segunda fase denominada 

Downstream. Existe también una fase intermedia conocida como Midstream, esta fase no es muy 

estudiada en la industria biotecnológica debido a que hace referencia al transporte del producto del 

Upstream, no obstante, este término es muy usado en la industria del petróleo. A continuación, se 

describe el proceso de Downstream. 

4.3.2. Proceso de Downstream 

El proceso de Downstream es la parte final de un bioproceso, en esta fase se extrae y 

purifica el producto biotecnológico que posteriormente será aplicado como materia prima para un 

producto específico como es el caso de los bioplásticos o biopolímeros para prótesis en el área 

biomédica o cosmética. A continuación, se describe el proceso de Downstream que se le atribuye 

a la producción de PHAs hasta obtener biomoléculas que serán usadas como sustituyente 

polímeros derivados del petróleo. 

Recuperación y purificación de PHAs 

Los polihidroxialcanoatos (PHA) son una de las posibles alternativas ecológicas al plástico 

sintético derivado del petróleo. Su biodegradabilidad y producción a partir de recursos renovables 

los convierten en sustitutos extremadamente deseables de los plásticos sintéticos. Sin embargo, el 

uso de PHA como sustituto se ve obstaculizado por el costo total de fabricación, que es mucho 

más caro que la fabricación de plásticos sintéticos no biodegradables. 

La recuperación de PHA juega un papel vital en el costo total de producción. Dado que el 

PHA es un producto intracelular, se requieren métodos de pretratamiento celular y extracción para 

aislar y purificar el PHA del interior de las células bacterianas, lo que ha introducido costos 

adicionales en el proceso de producción de PHA. El método de extracción por solventes es la forma 

más común y convencional de extracción de PHA. Según Ramos et al., (2020) y Yang et al., 

(2015), este método podría representar hasta el 50 % o más del costo total de fabricación de PHA. 

Por lo tanto, el procesamiento posterior de la recuperación de PHA es uno de los pasos clave para 

garantizar la rentabilidad del sistema de fermentación. 
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Reducir el costo del método de recuperación de PHA no es el único factor para considerar 

durante el procesamiento posterior. El requisito de una operación más simple y un sistema 

equilibrado, mientras se mantiene la calidad del material, también es esencial para el 

establecimiento de un método de extracción rentable (Mohamad Fauzi et al., 2019). Esto es aún 

más importante cuando se trata de la extracción de PHA a gran escala, ya que una operación más 

simple garantiza un menor consumo de energía y un tiempo de proceso más corto. Un eco-

equilibrado el sistema implica el uso de productos químicos respetuosos con el medio ambiente 

que reducen el impacto ambiental; además, este sistema no requiere laboriosos pasos adicionales 

de tratamiento posterior de aguas residuales (Pérez-Rivero et al., 2019). Por lo tanto, los métodos 

que devuelven un alto porcentaje de recuperación y pureza, con una reducción mínima de la masa 

molar, son favorables ya que se conserva la calidad del material. 

Según Ashby et al., (2018), hay algunos factores que influyen en la elección del método de 

recuperación de PHA, que incluyen: tipo de cepa microbiana (fragilidad variable de la membrana 

celular), tipo de PHA (PHA de cadena corta, PHA de longitud de cadena media y PHA de longitud 

de cadena larga), carga (contenido) de PHA en la biomasa, pureza requerida de acuerdo con la 

aplicación del polímero, disponibilidad y eliminación de productos químicos, y su impacto en el 

peso molecular de PHA extraído. 

La extracción de gránulos de PHA es la operación principal en la recuperación de PHA. 

Sin embargo, se podrían agregar pasos de pretratamiento y purificación, respectivamente, antes y 

después de cada paso de extracción. El primero tiene como objetivo mejorar el proceso de 

disrupción celular, mientras que el segundo tiene como objetivo obtener PHA de mayor pureza. 

Por lo tanto, la recuperación de PHA podría estar compuesta por tres pasos, es decir, 

pretratamiento, extracción y purificación. La Figura 21 muestra la descripción general de los tres 

pasos involucrados en la recuperación de PHA.  
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 Pretratamiento de biomasa 

El paso de pretratamiento consiste principalmente en separar la biomasa celular del 

ambiente acuoso después de la fermentación. Por lo general, esto se logra mediante centrifugación 

o filtración, con una concentración típica de biomasa de alrededor de 5 – 9 g/l (Campanari et al., 

2017; Janarthanan et al., 2014). Antes de la extracción del polímero, la biomasa normalmente se 

somete a un paso de secado para eliminar los residuos de agua, ya que esto reduciría la eficiencia 

de extracción, lo que posteriormente provocaría una disminución en el peso molecular del PHA 

resultante (Riedel et al., 2013). Por ejemplo, el pretratamiento con sal funciona deshidratando la 

- Extracción con solventes 

no halogenados 

- Digestión con NPCM 

- Disrupción mecánica 

- Dióxido de carbono 

supercrítico 

- Ruptura celular 

- Liberación espontánea 

 

 

Pretratamiento Extracción Proceso de 

fermentación 

* Separación 

celular del medio 

de fermentación: 

- Centrifugación  

- Térmico 

- Alcalino 

- Criogénico 

- Liofilización 

- Tratamiento de 

peróxido de 

hidrógeno 

- Tratamiento 

con ozono 

Purificación 

Figura 21: Proceso de recuperación y purificación de PHAs a partir de un bioproceso 

fermentativo. 
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célula en condiciones de alta concentración de sal, mientras que la liofilización consiste en 

liofilizar la biomasa en condiciones de vacío en el equipo adecuado. Algunos pasos de 

pretratamiento de biomasa, como calor y alcalinos, contribuyen a la desnaturalización de las 

proteínas microbianas y el material genético. En algunas situaciones, estos métodos de 

pretratamiento podrían combinarse; por ejemplo, (Alsafadi y Al-Mashaqbeh, 2017) realizaron un 

método combinado de pretratamiento con sal y alcalinos para una disrupción celular más eficaz. 

 Extracción de PHAs 

Hay varios métodos de extracción de PHA que se encuentran en la literatura (Tabla 12). 

La extracción con solventes es el método más antiguo y utilizado para extraer PHA de la biomasa 

liofilizada y se ha utilizado desde el descubrimiento de PHA por Lemoigne 1927 (Obruca et al., 

2018; Oliveira-Filho et al., 2021). Por lo general, los solventes halogenados, como el cloroformo, 

el diclorometano y el etano policlorado, se usan en la extracción de PHA. Estos disolventes actúan 

debilitando la membrana celular y posteriormente disuelven el PHA. A escala de laboratorio, el 

PHA que contiene los disolventes se concentran evaporando el exceso de disolvente utilizando un 

aparato Soxhlet. Esto es seguido por la precipitación usando antisolventes, típicamente los 

alcoholes de bajo peso molecular, como el metanol y el etanol a temperaturas más bajas (Palmieri 

et al., 2021). 

Tabla 12:Métodos de extracción de PHAs. 

Método de Extracción Referencia 

Extracción con disolventes (halogenados, no 

halogenados) 
(Aramvash et al., 2015) 

Digestión de NPCM (químico, surfactante, 

enzima) 
(Wen et al., 2018) 

Disrupción mecánica de NPCM (HPH, 

ultrasonicación, molinos de perlas) 
(Gutt et al., 2016) 

Dióxido de carbono supercrítico 
(Cruz et al., 2014) 

Fragilidad celular 
(Danis et al., 2015) 

DAF 
(Carvalho et al., 2014) 

Clasificación del aire 
(De Eugenio et al., 2007) 

Liberación espontánea 
(Chen et al., 2017) 
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Purificación de PHAs 

El tratamiento con peróxido de hidrógeno es un método común utilizado para la 

purificación de PHA y se combina con enzimas o agentes quelantes. El método de purificación 

con ozono fue propuesto por Horowitz y Brennan en 2001. Se añadió aproximadamente del 2 al 

5% de ozono a la biomasa que contribuyó al blanqueo, solubilización y desodorización de las 

impurezas. Esta es una alternativa al tratamiento con peróxido de hidrógeno que requiere altas 

temperaturas de operación y da como resultado una alta concentración de PHA de peso molecular 

reducido (Tugarova et al., 2021). 

 

Cuantificación de PHAs 

Los polihidroxialcanoatos (PHA) son un grupo de polímeros compuestos por una amplia 

gama de monómeros. La variedad de monómeros y la composición porcentual influyen en las 

propiedades del material, contribuyendo al desarrollo de diferentes aplicaciones. Esto destaca la 

importancia de determinar y cuantificar los tipos y la composición de los monómeros. 

Lemoigne 1926, quien fue el primero en descubrir el polihidroxibutirato [P(3HB)], también 

fue el primero en describir la cuantificación de PHA. En su informe, el P(3HB) se pesó y calculó 

con precisión usando dos fracciones volátiles y no volátiles resultantes que contenían los 

compuestos correspondientes al peso total de PHA en la biomasa. Este método requiere una gran 

cantidad de biomasa y no dio una medida precisa. Además, este método gravimétrico requiere 

mucho tiempo ya que se involucraron una serie de procesos para obtener P(3HB) puro. 

Venkateswar Reddy et al., (2017), desarrollaron un método más rápido y sensible que 

determinó espectrofotométricamente el PHA en función de la turbidez de la biomasa después del 

tratamiento con hipoclorito de sodio. Este método adolecía de la necesidad de personalizarse para 

diferentes microorganismos y solo podía medir el polímero en los gránulos de PHA de lípidos 

nativos. 

Maheshwari et al., (2018) usaron un ensayo espectrofotométrico de P(3HB) convirtiendo 

cuantitativamente P(3HB) en ácido crotónico, utilizando un proceso de calentamiento y 

concentrado ácido sulfúrico, que posteriormente se midió con luz ultravioleta (UV) a una 

absorción de 235 nm. Este ensayo solo requirió una pequeña cantidad de PHA extraído, hasta 5 
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μg; sin embargo, se requerían procedimientos laboriosos, como centrifugaciones repetidas después 

de la digestión de la biomasa y el lavado de las muestras.  

Impallomeni et al., (2018) estudiaron la cuantificación de PHA mediante cromatografía de 

gases (GC). Se consideró que era un gran avance en el desarrollo del método de cuantificación de 

PHA porque proporcionaba una medición analítica precisa y más reproducible. Se encontró que la 

hidrólisis ácida de la biomasa microbiana es superior a la hidrólisis alcalina, ya que la primera dio 

como resultado la formación de un solo éster metílico y la última resultó en dos ésteres metílicos 

para un solo componente. Además, la cuantificación mediante GC podría mejorarse mediante el 

uso de un patrón interno. Se encontró que este método muestra un mejor rendimiento en 

comparación con la mayoría de los métodos utilizados anteriormente; por lo tanto, este método fue 

adaptado y utilizado por muchos autores. 

El uso de resonancia magnética nuclear (RMN) en la cuantificación de PHA se exploró por 

completo a partir de 1980 en adelante. RMN es un enfoque no invasivo, que se puede utilizar con 

precisión para determinar los diferentes tipos de PHA que consisten en una variedad de estructuras 

químicas (Anburajan et al., 2019).  

El método se propuso para superar algunos inconvenientes, como la menor robustez del 

detector de ionización de llama (FID) de GC, que depende en gran medida de los estándares 

analíticos de PHA disponibles. GC-MS puede compensar los inconvenientes de GC-FID ya que 

las supuestas composiciones de PHA podrían identificarse comparando el patrón de pico con la 

Biblioteca de referencia estándar del Instituto Nacional de Estándares y Tecnología (Gaithersburg, 

MD, EE. UU.) (Davis et al., 2013). Sin embargo, esto requiere una mayor validación. Además, los 

estándares analíticos existentes para PHA no son suficientes para representar todos los tipos de 

monómeros de PHA descubiertos hasta ahora. 

Convencionalmente, la cuantificación de PHA mediante análisis GC comenzaba con el 

proceso de transesterificación que convertía los monómeros de PHA en ésteres metílicos. Este 

proceso implica el uso de disolventes clorados, como el cloroformo y el diclorometano, ya que 

proporcionan un excelente sistema de extracción para las mediciones analíticas de PHA. Además, 

el proceso de metanólisis también requirió el uso de reactivos adicionales como el ácido sulfúrico, 

por lo que requiere mucho tiempo y genera un gran volumen de desechos; además, los disolventes 

clorados se clasifican como reactivos peligrosos y tóxicos (Lakshman y Shamala, 2006). 
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En otro estudio realizado por Luokun Huang et al., (2016), los autores demostraron la 

rápida cuantificación de PHA utilizando Nile blue A (NBA). Esta investigación adoptó como caso 

de estudio el uso de cultivos mixtos microbianos en lodos activados; se encontró que la producción 

de PHA por microorganismos en lodos activados presenta un rendimiento comparable o incluso 

superior al del sistema de cultivo puro. Por lo tanto, los autores destacaron la importancia de la 

aplicación de la cuantificación rápida de PHA para detectar un gran conjunto de microorganismos, 

con capacidad de producción de PHA, en lodos activados.  

El método para la cuantificación rápida de PHA se logró no solo introduciendo las tinciones 

de fluorescencia rojo Nilo o NBA como se discutió anteriormente, sino también usando 

espectroscopia infrarroja. Al igual que el método de tinción de colorantes, la espectroscopia 

infrarroja evita el uso de disolventes y requiere un volumen de muestra y una preparación mínimos 

(Zihayat et al., 2019). Sin embargo, se aplicó solo en la fermentación de cultivos microbianos 

puros. 

La citometría de flujo se utiliza para estudiar el estado de una sola célula. Se usa 

comúnmente para analizar y cuantificar componentes, como proteínas, ácido desoxirribonucleico, 

ácido ribonucleico, receptores y enzimas, utilizando colorantes fluorescentes específicos (M. Li y 

Wilkins, 2020); el método se ha utilizado para cuantificar la PHA intracelular. En el informe de Li 

y Wilkins se tenían como objetivo mejorar el método de cuantificación de PHA basado en 

citometría de flujo utilizando Nile red. Para minimizar la tinción no específica, las células que no 

acumulan PHA (cultivadas en caldo rico en nutrientes) se hicieron fluir a través del equipo de 

citometría de flujo que actúa como control negativo para la selección. La viabilidad del control 

negativo se confirmó cuantificando el contenido de lípidos (fosfolípidos) de las cepas bacterianas 

durante la acumulación de PHA (Maheshwari et al., 2018).  

En cuanto a la comparación, hay una reducción en la determinación del contenido de PHA 

cuando se utiliza el método clásico. Los autores sugirieron que esto podría deberse a la pérdida de 

una porción de PHA durante el procesamiento posterior. Con una mayor sensibilidad y eliminación 

del componente de fondo teñido con lípidos, el flujo basado en rojo Nilo se encontró que la 

cuantificación de PHA mejoró. Este estudio también justifica el uso del método de cuantificación 

para la determinación de PHA en tiempo real en aplicaciones industriales. 
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Caracterización de PHAs 

Los polihidroxialcanoatos (PHA) son un grupo de polímeros compuestos por una diversa 

gama de monómeros de hidroxialcanoatos, que son responsables de las variadas características de 

los PHA. Dependiendo del contenido de monómero, estos polímeros pueden ser homopolímeros, 

copolímeros y terpolímeros (Naranjo et al., 2013). La variación de las características de los 

polímeros se debe principalmente al procesamiento anterior del PHA, como los tipos de cepas 

bacterianas aisladas (grampositivas y gramnegativas; género y especie; fuente de aislamiento), las 

materias primas de carbono (tipos y concentración), los aspectos físicos de los parámetros de 

fermentación (pH, temperatura), modos de fermentación (por lotes, lote alimentado, lote continuo), 

escala de fermentación (matraz de agitación, varias escalas de biorreactores), etapas de cultivo 

(una etapa, dos etapas ) y también manipulando los ingredientes y la composición de los medios 

(aspectos químicos de los parámetros de fermentación) (Das y Grover, 2018).  

La caracterización de PHA es un paso esencial en el procesamiento de PHA y es necesaria 

debido a la diversidad de características de los polímeros provocada por los diversos factores 

mencionados anteriormente. PHA son diferentes a plásticos sintetizados químicamente que tienen 

menos variabilidad en términos de estructura química y, posteriormente, en las propiedades de los 

materiales resultantes (Chek et al., 2017). 

La caracterización de PHA está bien establecida. Hasta la fecha, se han empleado varios 

análisis para determinar las propiedades físicas y químicas de estos polímeros, incluidos: análisis 

de cromatografía de gases para cuantificación, ensayo de tracción para determinar las propiedades 

físicas de los polímeros, análisis de calorimetría diferencial de barrido (DSC) para caracterización 

térmica, análisis nuclear análisis de resonancia magnética (RMN) para determinar la aleatoriedad 

del polímero y la composición del monómero, análisis de difracción de rayos X para estudiar la 

estructura cristalina del PHA, análisis de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier 

para determinar la estructura (grupos funcionales) del polímero y análisis termogravimétrico 

(TGA) para estudiar la descomposición térmica del polímero (Anburajan et al., 2019).   
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CAPITULO V 

Conclusiones 

 Mediante la aplicación de redes sociales artificiales se obtuvo que las cepas bacterianas C. 

necator DSM 545 y C. necator H16 son las más representativas y estudiadas por su 

capacidad para producir derivados de PHAs como PHB, P3HB, P(3HB-co-3HV). De estas 

cepas se observó que C. necator H16 presenta 74% de PHA por gramo de biomasa seca, 

es decir mayor rendimiento de gPHAs/gBiomasa*L en relación con C. necator DSM 545. 

 

 En el análisis metabólico se obtuvo que los genes phaA, phaB y phaC codifican para las 

enzimas acetil-CoA acetiltransferasa, acetoacetil-CoA reductasa y ácido Poli(R)-

hidroxialcanoico sintasa respectivamente, estas enzimas transforman las moléculas de 

Acetil-CoA en P3HB y se caracterizan por usar azúcares para producir PHAs de cadena 

corta en su proceso biosintético. 

 

 La información científica previamente publicada y analizada con Data mining, permitió 

describir los escenarios teóricos para los procesos de Upstream y Downstream a escala de 

laboratorio usando C. necator H16 como microorganismo modelo para la producción de 

PHAs que se puede fermentar a un pH de 6.5 con una temperatura de 37°C y 72 horas en 

el medio de cultivo MJR2. 
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Recomendaciones 

 Es importante verificar los sinónimos referenciales para las cepas ya que sus registros 

pueden ser variantes como el caso de C. necator H16 que reporta también como: 

Cupriavidus necator ATCC 428, Ralstonia eutropha H16, Ralstonia eutropha ATCC, 

Alcaligenes eutropha H16 o Wautersia eutropha H16. Esto puede alterar los resultados ya 

que incrementa la dispersión de la información categórica. 

 

 Para determinar la ruta biosintética de PHAs se recomienda identificar previamente el 

tamaño de la molécula ya que los PHAs de cadena corta consumen azúcares como fuente 

de carbono mientras que los PHAs de cadena larga consumen ácidos grasos y usan distintas 

enzimas, la producción de PHAs también depende del tipo de microorganismo, su 

capacidad de consumir distintas fuentes de carbono y adaptación a la presencia de sales o 

cambios de macronutrientes. 

 

 Los procesos de Upstream y Downstream, pueden variar de acuerdo con el tipo de especie 

o género microbiano, por lo que se recomienda analizar variables como el consumo de 

sustrato y nutrientes, producción de PHAs, ruta de biosíntesis, parámetros fisicoquímicos, 

tiempo de producción y viabilidad de producción para utilizar la metodología planteada en 

nuevas investigaciones con enfoques futuros de producción de bioplásticos de manera in 

vivo. 

 

 El desarrollo de la presente investigación es una iniciativa para el enfoque de nuevos 

trabajos a futuro en el cual se pueda plasmar la metodología propuesta de manera in silico 

a una escala de laboratorio y a su vez a escala industrial. 
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ANEXOS 

Anexo 1 

Especie Grados obs Grados esp Xi Grados 

Cupriavidus necator 30 9.43 44.88 

Burkholderia sacchari 14 9.43 2.22 

Bacillus megaterium 6 9.43 1.25 

Bacillus cereus 6 9.43 1.25 
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Pseudomonas putida 4 9.43 3.13 

Bacillus thuringiensis 3 9.43 4.38 

Bacillus subtilis 3 9.43 4.38 

 Sumatoria 66 66 61.49 

Selección de la hipótesis con 12.59 tabulado para chi Ha 

 

Anexo 2 

Cuenta de Nombre cepa 
Molécula derivada de PHA 

PHA PHB P3HB P(3HB-co-3HV) Total 

C. necator 4 8  4 16 

C. necator ATCC 17699  1   1 

C. necator DSM 545   1 3 4 

C. necator DSM 7237    1 1 

C. necator H16 2 1 2  5 

C. necator MTCC 1472   1  1 

C. necator TISTR 1095    1 1 

Total 6 10 4 10 30 

 

Anexo 3: Primers diseñados para identificar los genes phaA de C. necator H16 

Gen phaA C. necator H16 

Nombre Primer Tm °C % GC 

Fw phaA C. 

necator H16 
5’-AGCGAAGTCATCATGGGCCA-3’ 60 55 

Rv phaA C. 

necator H16 
5’-CACATTGACCTTGGAGGTGTCC-3’ 60 55 

>NC_008313 Ralstonia eutropha H16 cromosoma 1 - nucleotidos 1559350-1560225 (876) 

AGCGAAGTCATCATGGGCCAGGTGCTGACCGCCGGTTCGGGCCAGAACCCCGC

ACGCCAGGCCGCGATCAAGGCCGGCCTGCCGGCGATGGTGCCGGCCATGACCA

TCAACAAGGTGTGCGGCTCGGGCCTGAAGGCCGTGATGCTGGCCGCCAACGCG
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ATCATGGCGGGCGACGCCGAGATCGTGGTGGCCGGCGGCCAGGAAAACATGAG

CGCCGCCCCGCACGTGCTGCCGGGCTCGCGCGATGGTTTCCGCATGGGCGATGC

CAAGCTGGTCGACACCATGATCGTCGACGGCCTGTGGGACGTGTACAACCAGT

ACCACATGGGCATCACCGCCGAGAACGTGGCCAAGGAATACGGCATCACACGC

GAGGCGCAGGATGAGTTCGCCGTCGGCTCGCAGAACAAGGCCGAAGCCGCGCA

GAAGGCCGGCAAGTTTGACGAAGAGATCGTCCCGGTGCTGATCCCGCAGCGCA

AGGGCGACCCGGTGGCCTTCAAGACCGACGAGTTCGTGCGCCAGGGCGCCACG

CTGGACAGCATGTCCGGCCTCAAGCCCGCCTTCGACAAGGCCGGCACGGTGAC

CGCGGCCAACGCCTCGGGCCTGAACGACGGCGCCGCCGCGGTGGTGGTGATGT

CGGCGGCCAAGGCCAAGGAACTGGGCCTGACCCCGCTGGCCACGATCAAGAGC

TATGCCAACGCCGGTGTCGATCCCAAGGTGATGGGCATGGGCCCGGTGCCGGC

CTCCAAGCGCGCCCTGTCGCGCGCCGAGTGGACCCCGCAAGACCTGGACCTGA

TGGAGATCAACGAGGCCTTTGCCGCGCAGGCGCTGGCGGTGCACCAGCAGATG

GGCTGGGACACCTCCAAGGTCAATGTG 

 

Anexo 4: Primers diseñados para identificar los genes phaB de C. necator H16 

Gen phaB C. necator H16 

Nombre Primer Tm °C % GC 

Fw phaB C. 

necator H16 
5’-ACAACGCATTGCCCTGGTAAC-3’ 60 52 

Rv phaB C. 

necator H16 
5’-CCGTTGATGGCAAAATTCGCG-3’ 60 52 

>NC_008313 Ralstonia eutropha H16 chromosome 1 - nucleotides 2174310-2175029 (720 

bp) 

ACAACGCATTGCCCTGGTAACGGGAGGCATGGGCGGCCTCGGCGAAGCGATTGCC

GTGCGGCTGCTGGCCGACGGCGCGCGCGTCGTGGTGACGCACTCCGTACACAATG

ACCACGTGGCCCAGTGGCTCGGCACGCAACGCTCCGCCGGCCGCGAATTCACGGC

GTTCCCGGTCGACGTGACGGACTTCGCGTCCTGCCAGCGCTGCGTGTCGCAAGTGC

GCAGCGAGCTCGGCGACGTCGATATTCTGATCAACAATGCCGGGGTCACGCGCGA

CCGGACCCTGCGCAAGATGGATAAGGCTGACTGGGACTTCGTGCTGCGCACGGAC
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CTCGACTCGCTCTTTCATATGACGCGGCCGCTGGTTGAGCCGATGTTGGCGCGCGG

TTGGGGCCGGATCGTCAATATTTCTTCGGTCAATGCCTCGCGGGGCGCCTTTGGCC

AGACCAACTATGCCGCCGCCAAGGCGGGGGTACATGGCTTCACCAAGGCGCTGGC

GCTGGAACTCGCACGCAAAGGCATCACCGTCAACACCGTTTCGCCGGGCTACCTG

GATACGCACATGGTGACGGACATGCCCGCCGAGATCCTCGAGCGGGACGTGTTGC

CGACTATCCCGGTCGGCCGGCTAGGCAAGCCGGCCGAGGTCGCGGCGCTGATCTC

TTACCTGTGCAGCGACGACGGGGCCTTCGTCACTGGCGCGAATTTTGCCATCAACG

G 

 

Anexo 5: Primers diseñados para identificar los genes phaC de C. necator H16 

Gen phaC C. necator H16 

Nombre Primer Tm °C % GC 

Fw phaC C. 

necator H16 
5’-TCGAGAACGAGTACTTCCAGCT-3’ 60 50 

Rv phaC C. 

necator H16 
5’-TGCCTTGGCTTTGACGTATCG-3’ 60 52 

>NC_008313 Ralstonia eutropha H16 chromosome 1 - nucleotides 1558004-1559118 (1115) 

TCGAGAACGAGTACTTCCAGCTGTTGCAGTACAAGCCGCTGACCGACAAGGTGCA

CGCGCGCCCGCTGCTGATGGTGCCGCCGTGCATCAACAAGTACTACATCCTGGAC

CTGCAGCCGGAGAGCTCGCTGGTGCGCCATGTGGTGGAGCAGGGACATACGGTGT

TTCTGGTGTCGTGGCGCAATCCGGACGCCAGCATGGCCGGCAGCACCTGGGACGA

CTACATCGAGCACGCGGCCATCCGCGCCATCGAAGTCGCGCGCGACATCAGCGGC

CAGGACAAGATCAACGTGCTCGGCTTCTGCGTGGGCGGCACCATTGTCTCGACCG

CGCTGGCGGTGCTGGCCGCGCGCGGCGAGCACCCGGCCGCCAGCGTCACGCTGCT

GACCACGCTGCTGGACTTTGCCGACACGGGCATCCTCGACGTCTTTGTCGACGAG

GGCCATGTGCAGTTGCGCGAGGCCACGCTGGGCGGCGGCGCCGGCGCGCCGTGCG

CGCTGCTGCGCGGCCTTGAGCTGGCCAATACCTTCTCGTTCTTGCGCCCGAACGAC

CTGGTGTGGAACTACGTGGTCGACAACTACCTGAAGGGCAACACGCCGGTGCCGT

TCGACCTGCTGTTCTGGAACGGCGACGCCACCAACCTGCCGGGGCCGTGGTACTG

CTGGTACCTGCGCCACACCTACCTGCAGAACGAGCTCAAGGTACCGGGCAAGCTG
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ACCGTGTGCGGCGTGCCGGTGGACCTGGCCAGCATCGACGTGCCGACCTATATCT

ACGGCTCGCGCGAAGACCATATCGTGCCGTGGACCGCGGCCTATGCCTCGACCGC

GCTGCTGGCGAACAAGCTGCGCTTCGTGCTGGGTGCGTCGGGCCATATCGCCGGT

GTGATCAACCCGCCGGCCAAGAACAAGCGCAGCCACTGGACTAACGATGCGCTGC

CGGAGTCGCCGCAGCAATGGCTGGCCGGCGCCATCGAGCATCACGGCAGCTGGTG

GCCGGACTGGACCGCATGGCTGGCCGGGCAGGCCGGCGCGAAACGCGCCGCGCC

CGCCAACTATGGCAATGCGCGCTATCGCGCAATCGAACCCGCGCCTGGGCGATAC

GTCAAAGCCAAGGCA 

 


