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RESUMEN 

Este trabajo estudia el efecto de ácido acético y ácido cítrico en el 

crecimiento de la bacteria Cupriavidus necator y en su capacidad de 

producción de PHB a partir de sustratos azucarados. El crecimiento y 

acumulación de PHB aumentó con la concentración de glucosa, alcanzándose 

un máximo de  566 mg/l para una concentración de 20 g/l de glucosa a 24 h. 

El ácido acético resultó tóxico para el crecimiento en concentración mayores 

de  0,5 g/l, pero se alcanzaron acumulaciones de 3245 mg/L para 15 g/l de 

glucosa y 0,25 g/l de acético. El ácido cítrico resulta tóxico en concentraciones 

mayores de 2,5 g/l, con un máximo de PHB de 6357 mg/l para 15 g/l de 

glucosa y 1 g/l de cítrico. 

Cupriavidus necator consumió glucosa, ácido acético y ácido cítrico de 

hidrolizados de biomasa microalgal crecida en purines y pretratada con 

molienda y HCl, pero no acumuló PHB. 

 

PALABRAS CLAVE: Cupriavidus necator, polihidroxialcanoatos, glucosa, 

ácido acético, ácido cítrico, biomasa microalgal. 
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ABSTRACT 

The work here presented studies the effect of acetic acid and citiric acid in 

the growth of the bacteria Cupriavidus necator and its capacity to produce PHB 

from sugary substracts. The growth and accumulation of PHB increased with a 

higher glucose concentration, reaching its máximum at 566 mg/l for a 

concentration of 20 g/l of glucosa for 24 hours. Acetic acid became toxic for 

the growth from a concentration of 0,5 g/l but accumulations of 3245 mg/l 

were reached for 15 g/l of glucose and 0,25 g/l of acetic. Citric acid becomes 

toxic in concentrations higher tan 2,5 g/l, with a PHB máximum of 6357 mg/l 

for 15 g/l of glucosa and 1 g/l of citric. 

Cupriavidus necator consumed glucose, acetic acid and citric acid from 

hydrolyzates of microalgae biomass grown in slurry and pretreated with bead 

mil or HCl, but it didn’t accumulate PHB. 

 

KEYWORDS: Cupriavidus necator, polyhydroxyalkanoates, glucose, acetic 

acid, citric acid, biomass microalgae.  
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1. INTRODUCCIÓN 

Durante el siglo XX comienza el boom expansivo de la industria del petróleo 

de forma exponencial y miles de productos plásticos, químicos y farmacéuticos 

se comienzan a desarrollar a partir de combustibles fósiles. Actualmente el 

84% del consumo total de energía primaria proviene de la industria de 

combustibles fósiles, pero las reservas de petróleo y de gas natural se están 

agotando y sus precios aumentan, así como el crecimiento poblacional y, con 

ello, la demanda de estos productos (Gomez Millan, 2015). 

Sin embargo, este aumento en la demanda supone un crecimiento en la 

cantidad de residuos plásticos generados, mayormente debido al corto tiempo 

de vida útil de la mayoría de los productos plásticos. Se estima que un 40% de 

estos productos tienen un tiempo de vida útil de 1 mes. A pesar de los 

significantes avances en los últimos años, el 61% del plástico total generado 

en Europa occidental acaba en vertederos (Achilias et al., 2007). Además, se 

estima que entre 4,8 y 12,7 millones de toneladas de plástico se acumulan en 

los océanos (Imagen 1-1), provenientes de fuentes terrestres de 192 países, 

siendo esta cantidad entre el 1,8%-4,7% de la producción global de plástico en 

2010 (Shim et al., 2018). Aunque los plásticos no son biodegradables, sus 

superficies se deterioran, produciendo numerosos fragmentos de tamaño 

micro o nanométrico que contaminan las aguas de los océanos (Andrady, 

2011). 

 

Imagen 1-1 Contaminación producida por residuos plásticos en zona costera (BBC News, 2017) 
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En paralelo, debido al incremento de la población, aparece un gran 

aumento en la producción de aguas residuales domésticas. 

Convencionalmente, se emplea como método de tratamiento para la 

purificación de las aguas residuales procesos biológicos, como los fangos 

activos, degradando la materia orgánica en condiciones aeróbicas, procesos 

físicos, como filtraciones o procesos químicos, como cloración u ozonización. 

Los productos finales de estos tratamientos, como aguas con nutrientes y 

compuestos residuales del tratamiento al que son sometidos, se usan 

frecuentemente para la limpieza o para fertirrigar (Arroyo et al., 2007). 

En la actualidad, se están buscando otras alternativas para el tratamiento 

de estos residuos que permitan una valorización más efectiva de sus 

componentes con un menor impacto ambiental. Para ello, se ha desarrollado 

una vía de tratamiento empleando microalgas, una alternativa novedosa 

basada en la biotecnología sostenible a la que hasta ahora no se ha prestado 

demasiada atención, pero que cada vez está cobrando más importancia, sobre 

todo para efluentes como purines, con una elevada concentración de 

nutrientes (García et al., 2018). 

El término algas se refiere a una gran variedad de organismos que 

contienen clorofila, dando una coloración verdosa al organismo. Las algas se 

refieren a organismos desde cianobacterias microscópicas a algas gigantes, 

capaces de convertir la luz solar en energía mediante fotosíntesis (Idris et al., 

2018). 

Dentro de la clasificación de las algas, las microalgas son organismos 

unicelulares que pueden ser procariotas, como las cianobacterias, o 

eucariotas, como las algas verdes (Khan et al., 2018). 

La importancia de las microalgas como fuente de energía renovable es el 

aumento de la producción de biomasa microalgal por unidad de volumen. 

Alcanzando alta productividad en sistema reales implicaría la existencia de 

biocombustibles renovables y baratos (Khan et al., 2018). 

Las especies de algas más frecuentes encontradas en el tratamiento de 

aguas residuales son Chlorella, Ankistrodesmus, Scenedesmus, Euglena, 
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Chlamydomonas, Oscillatoria, Microtinium y Golenkinia (Abdel-Raouf et al., 

2012). 

Uno de los métodos de tratamiento de aguas residuales con algas es el uso 

de fotobiorreactores como HRAP (High rate algae pond) (Imagen 1-2). Los 

sistemas de HRAP usan agua procedente de plantas de tratamiento de aguas 

residuales para el crecimiento de microalgas (Toledo-Cervantes et al., 2017). 

 

Imagen 1-2 Instalación de HRAP en una planta de tratamiento de aguas residuales 

Oswald y Goluke (1960) propusieron el primer consorcio de algas-bacterias 

en HRAPs para el tratamiento de aguas residuales acoplado a la depuración de 

biogás. De esta forma el dióxido de carbono formado con el biogás es 

transferido al HRAP, solucionando así las limitaciones de carbono que se 

producían con frecuencia en este tipo de sistemas (Toledo-Cervantes et al., 

2017). 

En estos sistemas, la fotosíntesis de las algas produce el oxígeno necesario 

para la degradación de materia orgánica de bacterias heterótrofas y los 

nutrientes y el dióxido de carbono son asimilados por las algas (Fonseca 

Santiago et al., 2013). La producción de microalgas en consorcio con otros 

microorganismos puede representar una alternativa para reducir los costes del 

proceso de obtención de biocombustibles, ya que presenta ventajas 

competitivas como la menor influencia en fluctuaciones medioambientales y 

mayor facilidad de cosecha y procesado de la biomas (Pires et al., 2013). 
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Imagen 1-3 Simbiosis de microalga con bacteria (Fuentes et al., 2016) 

Este tipo de estudios se han llevado también a cabo para aguas 

procedentes del tratamiento de purines. Los resultados obtenidos para un 

fotobiorreactor trabajando con Chrorella vulgaris como especie dominante 

fueron 94±1% de eliminación de carbono orgánico total, 100% de eliminación 

del fósforo total y 72±8% del nitrógeno total (García et al., 2017). 

El uso de agua fresca para la producción de biomasa microalgal es el 

principal problema en su obtención. Para conseguir un kilogramo de biomasa 

se necesitan, aproximadamente, 1,5 litros de agua. Debido a esto, surge la 

importancia del uso de aguas residuales que permitan la reutilización de 

nutrientes, disminuyendo así el coste de producción de la biomasa (Fonseca 

Santiago et al., 2013). 

 El cultivo de microalgas en un sistema de bioingeniería depende 

principalmente de los siguientes parámetros:  

• Intensidad lumínica: La luz es la fuente de energía principal para la 

proliferación de células fototróficas en las microalgas. El acceso de 

las microalgas a la luz es un factor crítico, ya que bajas intensidades 

de luz pueden provocar menores tasas de crecimiento de la 

microalga. Aunque la sensibilidad fotosintética de estas células 
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aumenta con el aumento de la intensidad lumínica, se alcanza un 

umbral cuando la fotosensibilidad se satura y aparece una 

fotoinhibición. A partir de este punto, los rayos de luz pueden 

provocar un daño irreversible a los receptores de luz de los 

cloroplastos y disminuir instantáneamente la velocidad de 

fotosíntesis (Dismukes et al., 2008). 

• Nutrientes: Diferentes concentraciones de nutrientes inorgánicos, 

vitaminas o elementos traza son necesarios para obtener una alta 

producción de biomasa. La mayoría de los sistemas de cultivo de 

microalgas añaden nitrógeno y fósforo con un ratio de 16N:1P, 

añadiendo así los nutrientes en exceso para evitar la limitación. 

Además, se añaden metales traza, incluyendo hierro, níquel, 

manganeso, selenio, cobalto o zinc como suplementos a los 

micronutrientes (Molina Grima et al., 2003) 

• Temperatura: La temperatura es un factor clave en la limitación del 

crecimiento de biomasa. El crecimiento de las microalgas aumenta 

exponencialmente con el aumento de temperatura. Debido a la 

importancia de este parámetro, el crecimiento de microalgas 

debería ser aclimatado a temperatura ambiente para evitar un 

sobrecrecimiento de las microalgas (Cherubini, 2010). El rango de 

temperaturas óptimo es entre 20°C y 35°C (van Harmelen and 

Oonk, 2006). 

• Ratio de intercambio de gas: Las microalgas tienen la capacidad de 

eliminar dióxido de carbono de forma más eficiente que cualquier 

otro organismo litótrofo (Park and Li, 2012). Durante la fotosíntesis 

hay una fijación de dióxido de carbono y una liberación de oxígeno. 

Cuando el flujo de oxígeno alcanza altas concentraciones, la clorofila 

sufre daños oxidativos, provocando la inhibición de la fotosíntesis y 

una producción menor de biomasa (Mendes et al., 2003). 

1.1. Sacarificación de carbohidratos en biomasa microalgal 

Las microalgas estás compuestas mayoritariamente por proteínas (6-52%), 

carbohidratos (7-23%) y lípidos (5-23%) (Tijani et al., 2015), todas ellas 
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intracelulares, por lo que se requiere una ruptura de la pared celular para poder 

acceder a ellos. 

La pared celular de las microalgas se compone por un 30-37% de 

carbohidratos y 1-37% de proteínas, siendo aproximadamente el 12-36% de su 

masa celular (Domozych et al., 2012). El tipo de pared celular determina el tipo 

de pretratamiento físico, químico, biológico o combinado para su ruptura. 

Basándose en la complejidad de la estructura de la superficie, se distinguen 

cuatro tipos de células (Imagen 1-4). 

I. La membrana celular simple, que consiste en una agrupación en 

forma de bicapa lipídica con proteínas integradas y periféricas. 

II. La membrana celular con material extracelular adicional, presente 

en cianobacterias y diversos tipos de algas, con una estructura de 

seis capas. 

III. La membrana celular con material adicional intracelular, cuya capa 

protectora se compone mayormente por celulosa. 

IV. La membrana celular con material intracelular y extracelular, 

presente en Euglenoideas y Cyptophytas (D’Hondt et al., 2017). 

 

Imagen 1-4 Tipos de membranas celulares en las microalgas (D’Hondt et al., 2017). 
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Se han probado numerosas técnicas de ruptura de pared celular  para 

encontrar la forma más efectiva de extraer productos intracelulares de las 

microalgas, dividiendo los tratamientos en tres grandes grupos: químicos, 

físicos y biológicos. 

1.1.1. Tratamientos químicos 

Los tratamientos químicos basan su fundamento en la interacción de una 

gran variedad de compuestos como antibióticos, detergentes, agentes 

oxidantes, ácidos o bases con los componentes de la membrana, produciendo 

así la ruptura de ésta. Los métodos químicos son más selectivos que los 

métodos mecánicos, ya que normalmente dependen de interacciones 

específicas con los constituyentes de la pared celular. Uno de los 

pretratamientos químicos más frecuente es el pretratamiento con ácidos. El 

ácido sulfúrico y clorhídrico son los más utilizados. Estos pretratamientos, 

aunque más rápidos, presentan generación de inhibidores, corrosión de 

equipos o elevado coste de operación, además de una selectividad baja 

(Günerken et al., 2015). 

1.1.2. Tratamientos físicos 

Los tratamientos físicos presentan la ventaja de una baja contaminación de 

producto y poca dependencia en el tipo de alga en la elección del tratamiento 

comparado con los pretratamientos químicos o biológicos, los cuales requieren 

equipos más sofisticados y mayor energía, produciendo un calor que puede 

dañar el producto final. Se clasifican basados en las fuerzas que provocan la 

ruptura de la pared celular, subdividiéndolos en mecánicos y térmicos. 

En los pretratamientos térmicos, las células se rompen usando calor o frío. 

Los métodos en los que se emplean altas temperaturas ofrecen mejores 

resultados frente a los tratamientos que emplean frío en la ruptura de la pared 

celular y son usados frecuentemente en la producción de biogás (D’Hondt et 

al., 2017). 

 Dentro de los procesos mecánicos se destaca el molino de bolas, que 

consiste en un equipo cilíndrico que gira sobre un eje de manera horizontal con 

bolas, generalmente de cerámica o porcelana, en su interior. Estas bolas 
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impactan con las células, rompiendo la pared celular y liberando el contenido 

intracelular (Postma et al., 2017). 

1.1.3. Tratamientos biológicos 

Por último, en los tratamientos biológicos cabe destacar la hidrólisis 

enzimática, la cual se aplica en solitario o como pretratamiento 

complementario a otro tipo de pretratamiento. La hidrólisis se usa no sólo para 

la ruptura de la pared celular, si no para la sacarización de azúcares complejos 

en monosacáridos, proteínas en aminoácidos y lípidos en ácidos grasos. 

Martín Juárez et al., (2016) estudiaron el efecto de la hidrólisis enzimática 

utilizando como enzima Celluclast 1,5L, en biomasa microalgal obtenida del 

tratamiento de aguas residuales. Cuando se realiza una hidrólisis enzimática 

como pretratamiento único se observó que, cuando se realiza una hidrólisis 

enzimática como único pretratamiento, el azúcar obtenido alcanza valores de 

hasta un 93,6%, mientras que, con un pretratamiento previo a la hidrólisis 

(tanto alcalino como con peróxido), el rango obtenido de azúcares es de 63,7-

78,8%. Sin embargo, con un pretratamiento previo a la hidrólisis se obtiene 

mayor cantidad de ácidos orgánicos, por la rápida oxidación de los azúcares, 

principalmente obteniendo ácido acético, fórmico y butírico. 

A la hora de plantear nuestro estudio nos hemos basado en resultados 

previos (artículo en revisión), donde se estudió las concentraciones de glucosa 

y VFAs presentes en biomasa microalgal tras varios pretratamientos (molino de 

bolas, tratamiento con ácido clorhídrico 2M e hidrólisis enzimática). Como se 

puede ver en la Tabla 1-1, los valores más altos de VFAs fueron de ácido cítrico 

y ácido acético, por eso nuestro estudio se basará en la evaluación de estos 

dos ácidos como inhibidores de la producción de poliésteres. 
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Tabla 1-1 Datos preliminares de biomasa microalgal 

 
Glucosa 

(g/l) 

Ácido 

acético 

(g/l) 

Ácido 

cítrico 

(g/l) 

Ácido 

láctico 

(g/l) 

Ácido 

succínico 

(g/l) 

Ácido 

fórmico 

(g/l) 

Ácido 

butírico 

(g/l) 

Ácido 

oxálico 

(g/l) 

Molino de bolas 
1,09± 

0,14 

0,24± 

0,09 

0,05± 

0,00 

0,22± 

0,02 

0,05± 

0,00 

0,16± 

0,02 

0,13± 

0,01 

0,03± 

0,00 

Molino de 

bolas+Hidrólisis 

enzimática 

3 
0,36± 

0,11 
10,5 

0,36± 

0,02 

0,55± 

0,10 

0,26± 

0,02 

0,23± 

0,01 

0,32± 

0,09 

HCl 2M (a) 15 0,68 n.d. 0,41 011 0,64 n.d. 1,44 

HCl 2M (b) 7 1,01 0,26 
0,21± 

0,06 

0,11± 

0,02 

0,64± 

0,16 
n.d. 

1,44± 

0,30 

 

1.2. PHAs 

Los polihidroxialcanoatos (PHA) son poliésteres lineales compuestos por 

hidroxiácidos grasos (Imagen 1-5) y que representan un tipo complejo de 

almacenamiento de poliésteres. Poli-β-hidroxibutirato (PHB) es el PHA más 

conocido (Poli et al., 2011). 

 

Imagen 1-5 Esquema general de distintos tipos de PHA(Shrivastav et al., 2013) 
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1.2.1. Clasificación de PHA 

Los PHA se clasifican en PHA de cadena corta (SCL-PHA), cadena media 

(MCL-PHA) y cadena larga (LCL-PHA) basándose en la composición monomérica 

de los polímeros (Imagen 1-6). 

Los polímeros de cadena corta consisten en subunidades de ácidos grasos 

3-hidroxi que contienen entre 6 y 16 carbonos. PHB es un homopolímero que 

contiene cuatro subunidades de 3-hidroxibutirato (3HB). Es altamente 

cristalino y, como consecuencia, quebradizo y rígido. La incorporación de 3-

hidroxivalerato (3HV) a polímeros PHB resulta en un poli(3-hidroxibutirato-co-3-

hidroxivalerato) o P(3HB/3HV), que es menos rígido que los PHB (Kootstra et 

al., 2017).  

 

Imagen 1-6 Clasificación de PHAs (Marjadi, D; Dharaiya, 2018) 

1.2.2. Biosíntesis de PHB 

Existen más de 250 diferentes cepas capaces de producir PHA de forma 

natural, pero solo unas pocas bacterias son utilizadas en su producción. Entre 

estas se incluye Alcaligenes latus, Bacillus megaterium, Cupriavidus necator y 

Pseudomonas oleovorans, las cuales son capaces de utilizar diferentes fuertes 

de carbono incluyendo aceites vegetales o residuos para producir PHA. 

Cupriavidus necator es la más ampliamente estudiada y usada. (Ramsay et al., 

1990) 

La acumulación de PHB ocurre a partir de una limitación de nutrientes en 

el medio de crecimiento de la bacteria.  Esta limitación provoca un efecto de 
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estrés y, como consecuencia, la acumulación de carbohidratos en forma de 

PHA. Cuando la bacteria Chlorella vulgaris se somete a un estrés mediante la 

limitación de nitrógeno, se observa que la acumulación de carbohidratos como 

PHA en la célula aumenta de un 20% a un 43% (De Farias Silva and Sforza, 

2016).  

Otro tipo de limitación de nutrientes se estudió con la bacteria Noscot 

muscorum, provocando un estrés a la bacteria mediante una limitación de 

nitrógeno y fósforo, provocando un incremento del 35% en la producción de 

PHB cuando la limitación realizada fue de dos nutrientes frente a una limitación 

de nitrógeno (Sharma and Mallick, 2005). 

En la mayoría de las bacterias, los PHB se producen mediante una reacción 

en tres pasos (Imagen 1-7), partiendo del acetil-CoA. En el primer paso, dos 

moléculas de acetil-CoA se condensan en una reacción catalizada por 3-

cetotiolasa. A continuación, el acetoacetil-CoA generado es 

estereoselectivamente reducido a (R)-3-hidroxibutilo-CoA. Finalmente, los 

monómeros se polimerizan por un PHB-sintetasa, liberando PHB y CoA libre 

como productos (Bugnicourt et al., 2014).  

 

Imagen 1-7 Esquema de la producción de PHA en una célula de Cupriavidus Necator (Purama et 

al., 2018). 

Se han buscado formas de producción de PHB alternativas al uso de 

materias primas puras, como el uso de algas.  



 EVALUACIÓN DEL EFECTO DE AGENTES INHIBIDORES EN LA PRODUCCIÓN DE POLIÉSTERES 

EMPLEANDO CUPRIAVIDUS NECATOR 

26 

 

Se ha comprobado la capacidad de la bacteria Cupriavidus necator para 

crecer y acumular PHB usando como fuente de carbono primaria biomasa 

residual, como el glicerol derivado de la producción de biodiésel a partir de 

ácidos vegetales refinados, frente al uso de materias primas comerciales, como 

el glicerol puro. Bajo las mismas condiciones de cultivo, se obtiene que el 

glicerol residual de la industria provoca mejor productividad en las células que 

glicerol comercial. Aunque se obtiene la misma tasa de acumulación, el periodo 

de acumulación del glicerol residual fue casi la mitad que el observado en el 

glicerol comercial. Debido a que el residual presenta bajas concentraciones de 

sodio, esto y otros posibles contaminantes se acumulan en el medio durante el 

crecimiento y, a partir de cierta concentración, inhibe la acumulación o tiene 

un efecto negativo en las células (Gahlawat and Soni, 2017). 

En un estudio realizado por Mozumder et al., (2015) se estudió el efecto del 

sodio en el crecimiento y acumulación de PHB de Cupriavidus necator usando 

como fuente de carbono glucosa o glicerol residual procedente de la industria 

del biodiesel con una pureza del 85%, donde se comprobó que un aumento en 

la concentración de sodio en el medio en el que se encuentra la bacteria 

provoca una inhibición no lineal en el crecimiento de la bacteria, la cual alcanza 

su crecimiento máximo a las 45 horas. A partir de la concentración de 8,9 g/l 

de sodio, el crecimiento de la bacteria permanece constante. Para favorecer la 

acumulación de PHB se limita el nitrógeno en el medio y se comprueba que la 

inhibición en la acumulación de PHB sí que presenta un modelo lineal. 

Azizi et al., (2017) estudiaron la acumulación de PHB en Cupriavidus 

necator utilizando como fuerte de carbono los azúcares incluidos en el alga 

marrón Sargassum sp. previamente sometida a un pretratamiento ácido y una 

sacarificación enzimática. Usando ácido clorhídrico para el pretratamiento 

ácido, se obtuvo una concentración de 9,53±0,21 g/l de azúcares simples. La 

posterior sacarificación enzimática aumento la concentración de azúcares 

hasta valores de 17±0,1 g/l. Se demostró que una dilución del hidrolizado del 

10% se producía más PHB que el producido con azúcares puros. 

Otras materias primas estudiadas en la producción de PHA han sido aceites 

y grasas residuales de la industria alimentaria (Povolo, 2015). Se estudió la 



INTRODUCCIÓN 

27 

 

capacidad de crecimiento de C. necator con 24 horas de crecimiento a 30°C y 

150 rpm de agitación, usando 20 g/l de glucosa como fuente de carbono y 

tiempos de acumulación de 48-72 horas realizando una limitación de nitrógeno 

en el medio y añadiendo como fuente de carbono diferentes clases de aceites 

residuales de la industria del biodiesel. Añadiendo un suplemento del 2,5% el 

volumen de biodiesel como cosustrato, el crecimiento de la bacteria era mayor. 

También se comprobó un buen crecimiento en grasa animal, por lo que se 

comprobó que C. necator puede crear sus propias lipasas para la formación de 

PHA. 

1.3. Perspectiva 

El uso de biomasa microalgal procedente de aguas residuales supone la 

solución a dos problemas de forma simultánea. Por una parte, el crecimiento 

de algas mediante el uso de aguas residuales reduce la cantidad de materias 

primas puras necesarias para el crecimiento tradicional de la biomasa 

microalgal, aportando dichas aguas todos los nutrientes necesarios para el 

crecimiento.  

Por otra parte, la producción de PHA a nivel industrial supondría una 

reducción en la producción de polímeros no biodegradables. Además, la 

producción de biopolímeros a partir de residuos procedentes de diferentes 

industrias reduciría la necesidad de materias primas para el crecimiento de las 

bacterias y formación de PHA, fomentando así la economía circular. 

La finalidad de este estudio es la evaluación del efecto de algunos de estos 

inhibidores, como es el caso de VFAs como ácido acético y ácido cítrico 

presentes en la biomasa algal en elevada proporción para poderse usar como 

sustrato para el crecimiento de la bacteria y posterior estudio de la producción 

de PHA. 

El crecimiento de Cupriavidus necator y la acumulación de PHB se estudia 

en dos fases, una primera de crecimiento de la bacteria y una segunda fase en 

la que se limita el nitrógeno del medio para provocar una situación de estrés 

en la bacteria y, así, favorecer la acumulación de PHA (Imagen 1-8). 
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Imagen 1-8 Esquema de producción de PHB 
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2.OBJETIVOS 

El objetivo final de este trabajo es evaluar el crecimiento y acumulación de 

PHAs en la bacteria Cupriavidus Necator utilizando como sustrato hidrolizados 

de biomasas residuales con elevados contenidos de azúcares, analizando el 

efecto de diferentes inhibidores, como el ácido acético y el ácido cítrico, 

habitualmente presentes en estos hidrolizados.  

I. Estudiar el crecimiento y producción de PHA de la bacteria en 

medios modelo trabajando con diferentes concentraciones de 

glucosa. 

II. Evaluar el efecto de ácidos habitualmente presentes en la 

biomasa residual a diferentes concentraciones sobre el 

crecimiento de la bacteria y la producción de PHA en disoluciones 

modelo de glucosa. 

III. Evaluar el crecimiento de la bacteria y la producción de PHA en 

disoluciones de azúcares procedente de una biomasa residual 

real, como es la biomasa algal crecida en plantas de tratamiento 

de purines. 
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3.MÉTODOS Y MATERIALES 

3.1. Inóculo 

Para la producción de PHAs se utiliza la bacteria Cupriavidus necator (cepa 

DSM 545) que se obtuvo del catálogo de DMSZ. Sus condiciones de 

crecimiento óptimas son 30°C a pH neutro y agitación de 150 rpm. 

3.2. Medios de cultivo 

3.2.1. Medio 81 para crecimiento celular 

El medio utilizado para el crecimiento de la bacteria es el recomendado por 

DSMZ el medio 81, siendo un medio mineral para crecimiento quimiolitótrofo.  

Las disoluciones usadas para preparar el medio son las siguientes (Tabla 

3-1): 

Tabla 3-1 Disoluciones para la preparación de medio 81 

Disolución Soluto Masa/Volumen Disolvente 

Disolución A 
KH2PO4 2,300 g Hasta 50 ml de 

agua destilada Na2HPO4·2H2O 2,900 g 

Disolución B 

NH4Cl 1,000 g 

Hasta 915 ml de 

agua destilada 

MgSO4·7H2O 0,500 g 

MnCl2·4H2O 0,010 g 

NaVO3·H2O 0,005 g 

Disolución traza SL-6 5 ml 

Disolución C (NH4)5[Fe(C6H4O7)2] 0,050 g 
Hasta 20 ml de 

agua destilada 

Disolución D NaHCO3 0,0125 g 
Hasta 250 ml de 

agua destilada 

 

Para la preparación de la disolución B se necesita la disolución de traza SL-

6 (Tabla 3-2). 
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Tabla 3-2 Preparación de la disolución traza SL-6 

Soluto Masa Disolvente 

ZnSO4·7H2O 0,10 g 

1000 ml de 

agua destilada 

MnCl2·4H2O 0,03 g 

H3BO3 0,30 g 

CoCl2·6H2O  0,20 g 

CuCl2·2H2O 0,01 g 

NiCl2·6H2O 0,02 g 

Na2MoO4·2H2O 0,03 g 

Las disoluciones se esterilizan en el autoclave a 121°C durante 20 minutos 

y, una vez frías, se mezclan las disoluciones A, B y C y se añaden 10 ml de la 

disolución D previamente filtrada con un filtro de nylon de 0,22 µm, todo en 

condiciones de esterilidad en la cabina de flujo laminar. El pH final del medio 

se ajusta a 6,8. 

Todos los productos químicos necesarios para la preparación de los medios 

se compraron en PANREAC (Barcelona, España). 

3.2.2. Medio 81 sin nitrógeno para acumulación de PHAs 

El medio sin nitrógeno para la acumulación de PHA se prepara como el 

medio 81 sin añadir la disolución C y el cloruro de amonio de la disolución B 

para retirar todo el nitrógeno presente en el medio. El pH final del medio se 

ajusta a 6,8. 

3.2.3. Medio 1 sólido para mantenimiento de la cepa 

El medio de mantenimiento de la cepa Cupriavidus necator es un medio 

sólido con agar, se prepara siguiendo las recomendaciones de DMSZ (Tabla 

3-3). 

Tabla 3-3 Preparación del medio 1 

Soluto Masa Disolvente 

Peptona 5,0 g 

Hasta 1000 ml de 

agua destilada 
Extracto de carne 3,0 g 

Agar bacteriológico 15,0 g 
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 El pH del medio se ajusta a 7. El medio se esteriliza a 121°C durante 20 

minutos.  

Todos los productos químicos necesarios para la preparación del medio 1 

se compraron en PANREAC (Barcelona, España). 

3.3. Crecimiento bacteriano 

Las condiciones óptimas de crecimiento de la bacteria en el medio 81 

(medio líquido) son pH 6,8, temperatura de 30°C y agitación a 150rpm en un 

agitador. 

Para mantener la bacteria en el medio 1 (medio sólido) la bacteria crece en 

placa durante 24 horas a 30°C en estufa y posteriormente se conserva la placa 

a 4°C. 

3.4. Biomasa 

Como biomasa residual se ha utilizado biomasa microalgal procedente de 

un fotobiorreactor inclinado en capa fina y alimentado con agua procedente del 

tratamiento de purines. La composición de esta biomasa es: 19,31% 

carbohidratos, 51,73% proteínas, 12,41% lípidos y 16,32% sólidos totales. El 

tipo de microalga mayoritaria resultó Scenedesmus almeriense. La biomasa 

fue proporcionada por la Fundación Cajamar (Almería). 

3.5. Crecimiento de Cupriavidus necator con disoluciones modelo 

3.5.1. Glucosa 

Para ver el efecto de la glucosa sobre el crecimiento de Cupriavidus Necator 

y la producción de PHA se ponen cultivos en Erlenmeyer de 250 ml que se 

inoculan con 5 ml del cultivo de Cupriavidus en fase exponencial y 45 ml del 

medio 81 con nitrógeno y diferentes concentraciones de glucosa en un 

intervalo en el que se encuentren las concentraciones de glucosa obtenidas en 

estudios previos de pretratamientos de biomasa microalgal (Tabla 1-1): 20 g/l, 

15 g/l, 10 g/l, 7 g/l, 5 g/l y 2,5 g/l, además de un blanco, sin glucosa. El 

experimento se realiza por triplicados durante 24 o 72 horas de crecimiento. 
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Después del tiempo de crecimiento, se toman 2 ml de muestra para medir 

la densidad óptica y el volumen restante se centrifuga a 4000g y 4°C durante 

5 minutos para precipitar la biomasa. Estos pellets se pasan a erlenmeyers de 

250 ml con 50 ml del medio 81 sin nitrógeno y se añade la glucosa 

correspondiente para cada concentración. Dichos erlenmeyers se mantienen 

en las mismas condiciones durante 72 horas. 

Pasadas las 72 horas, se toman 2 ml de la muestra para análisis de PHB 

por triplicado. 

3.5.2. Ácido acético y glucosa 

Para estudiar el efecto que tiene la presencia de ácido acético además de 

glucosa en el crecimiento de la bacteria, se inoculan erlenmeyers de 250 ml 

con 5 ml del cultivo de Cupriavidus necator con 45 ml del medio 81 con 

nitrógeno. Las concentraciones de glucosa estudiadas fueron 7 g/l y 15 g/l y 

las de ácido acético 0,25 g/l, 0,5 g/l, 0,75 g/l y 1 g/l basándonos en las 

concentraciones de glucosa y ácido acético obtenidas de estudios previos 

sobre pretratamientos a biomasa microalgal (Tabla 1-1). 

Se procede de la misma forma indicada anteriormente en el punto 3.5.1 

para el cambio de medio y la extracción de la muestra para PHB. 

3.5.3.  Ácido cítrico y glucosa 

Se procede como en el punto 3.5.3, en este caso las concentraciones de 

glucosa estudiadas son 7 g/l y 15 g/l y las de ácido cítrico 0,5 g/l, 1 g/l, 2,5 

g/l, 5 g/l, 7,5 g/l y 10g/l basándonos, de nuevo, en datos preliminares sobre 

concentraciones obtenidas tras pretratamientos (Tabla 1-1). 

El modo de operación es el indicado en el punto 3.5.1. 

3.5.4. Ácido acético o ácido cítrico 

Se estudia el posible efecto sobre el crecimiento de Cupriavidus necator 

usando ácido acético o ácido cítrico como fuente de carbono. Se estudian las 

concentraciones 0,25 g/l, 0,5 g/l y 0,75 g/l para el ácido acético y 1 g/l y 2,5 

g/l para ácido cítrico, concentraciones para las cuales se obtuvo crecimiento 
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de la bacteria cuando se emplearon dichas concentraciones junto a glucosa 

como fuente de carbono. 

Se toman muestras a las 24 horas de 2 ml para medir su densidad óptica, 

así como su nitrógeno total. Se va tomando muestras cada 24 horas. 

3.6.  Crecimiento de Cupriavidus necator usando biomasa 

microalgal 

Se hacen diferentes pretratamientos de la biomasa microalgal para 

producir la ruptura de la pared celular y liberar los azúcares de la célula. Los 

pretratamientos realizados aparecen resumidos en la  

Tabla 3-4. Los pretratamientos seleccionados son aquellos que, basándose 

en estudios anteriores, presentan concentraciones de glucosa y VFAs 

adecuadas para el crecimiento de Cupriavidus necator. Para cada experimento 

se ponen 45 ml del pretratamiento y 5 ml de Cupriavidus. Los experimentos se 

hacen por triplicado. 

Tabla 3-4 Resumen de experimentos con hidrolizados 

Experimento Medio 

1 
Molino de bolas sin 

buffer+Hidrólisis enzimática 

2 
Molino de bolas con 

buffer+Hidrólisis enzimática 

3 Ácido 

4 Ácido con dilución 1/2 

5 Ácido optimizado 

6 
Ácido optimizado con 

dilución 1/2 

El tiempo de crecimiento de Cupriavidus fue de 72 horas en un medio con 

nitrógeno, ya que se observó un mayor crecimiento de la bacteria para mayores 

tiempos de crecimiento. Posteriormente se estudió la acumulación de PHAs 

también a 72 horas, 30°C y 150 rpm (Povolo, 2015), usando el medio 81 sin 

nitrógeno. El procedimiento de cambio de medio y de extracción de muestras 

para PHA es el mismo que en casos anteriores.  
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3.6.1. Experimento 1: Molino de bolas sin buffer+Hidrólisis enzimática 

En botellas de vidrio de 500 ml se añade una solución de alga al 5% en 

peso seco y se añade agua hasta los 250 gramos. La solución se pone en el 

molino de bolas, consistente en un equipo cilíndrico que gira sobre un eje de 

manera horizontal durante 5 minutos con bolas pequeñas (d=1,25 mm). Estas 

bolas impactan con las células, rompiendo la pared celular y liberando el 

contenido intracelular. Se mide el pH de salida y se sacan 2 ml para hacer 

análisis de HPLC y de DNS (Postma et al., 2017). 

El pH de la solución se ajusta a 4,8 con HCl 5M. 

Posteriormente, se realiza una hidrólisis en erlenmeyers de 100 ml, a los 

que se añaden 25 gramos de la disolución obtenida del pretratamiento del 

molino de bolas y 10,2 µl de enzima Celluclast 1,5L, que divide la celulosa en 

sus azúcares simples (Enzymes for education, 2018). Los erlenmeyers se 

ponen en el incubador a 50°C y 300 rpm durante 12 horas (Martín Juárez et 

al., 2016). 

Pasado este tiempo se juntan los erlenmeyers para homogeneizar la 

solución y se toman muestras para HPLC y DNS y se ajusta el pH a 6,8. 

3.6.2. Experimento 2: Molino de bolas con buffer+ Hidrólisis enzimática 

En botellas de vidrio de 500 ml se añade una solución de alga al 5% en 

peso seco y se añade agua hasta los 250 gramos. La solución se pone en el 

molino de bolas durante 5 minutos con bolas pequeñas (d=1,25 mm)  y se mide 

el pH de salida. Se sacan 2 ml para hacer análisis de HPLC y de DNS. 

El pH de salida del molino es básico y se ajusta a 4,8 con HCl 5M, pH óptimo 

de la enzima Celluclast, la cual rompe la celulosa en azúcares simples. A esta 

suspensión se le añaden 12,5 µl de Buffer citrato 1M, preparado con 210 

gramos de citrato ácido monohidratado en 750 ml de agua ultrapura y al cual 

se ajusta el pH a 4,5 con hidróxido de sodio, y 10,2 µl de enzima Celluclast 1,5L 

(Enzymes for education, 2018). Los erlenmeyers se ponen en el incubador a 

50°C y 300 rpm durante 12 horas (Martín Juárez et al., 2016). 
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Pasado este tiempo se juntan los erlenmeyers para homogeneizar la 

solución y se toman muestras para HPLC y DNS y se ajusta el pH a 6,8. 

3.6.3. Experimento 3: Ácido clorhídrico 2M 

Este experimento se corresponde con el pretratamiento de ácido clorhídrico 

2M (a), del cual se incluyen las concentraciones de glucosa y VFAs en la Tabla 

1-1. En botellas de 500 ml se prepara una solución al 5% en peso seco de alga 

y se rellena hasta 250 gramos con ácido clorhídrico 2M. Se autoclavan las 

botellas durante 1 horas a 121°C. Cuando se enfría la solución, se ajusta el pH 

a 6,8. Se toman 2 ml para hacer análisis de HPLC y de DNS (Martín Juárez et 

al., 2018). 

3.6.4. Experimento 4: Ácido clorhídrico 2M con dilución 1/2. 

Se realiza el pretratamiento correspondiente con el experimento 3, 

realizando una dilución de un medio al líquido obtenido al final del tratamiento 

con el medio 81 con nitrógeno, con la finalidad de reducir la concentración de 

ácidos acético y cítrico presente en la solución final, basándonos en los 

resultados previos de concentración de glucosa y VFAs tras los pretratamientos 

(Tabla 1-1)  

3.6.5. Experimento 5: Ácido optimizado con ácido clorhídrico 2M. 

Este experimento se corresponde con el pretratamiento de ácido clorhídrico 

2M (b), del cual se incluyen las concentraciones de glucosa y VFAs en la Tabla 

1-1. En botellas de 500 ml se prepara una solución de 7,5% en peso seco de 

alga y se rellena hasta 250 gramos con HCl 2M. Se autoclavan durante 10 

minutos a 121°C y se ajusta el pH a 6,8. Se sacan  ml para hacer análisis de 

HPLC y de DNS. 

3.6.6. Experimento 6: Ácido optimizado con dilución 1/2. 

Se realiza el pretratamiento correspondiente con el experimento 5, 

realizando al líquido obtenido al final del tratamiento una dilución a un medio 

para reducir la concentraciones de ácidos con el medio 81 con nitrógeno. 



 EVALUACIÓN DEL EFECTO DE AGENTES INHIBIDORES EN LA PRODUCCIÓN DE POLIÉSTERES 

EMPLEANDO CUPRIAVIDUS NECATOR 

42 

 

3.7. Métodos analíticos 

3.7.1. Recta OD frente a SST 

El crecimiento de la biomasa se mide por densidad óptica (OD). Para 

conocer la concentración en g/l se hace una curva patrón de SST frente a 

absorbancia. 

Para el estudio de los SST en las muestras se realiza previamente una curva 

patrón de OD frente a SST. Se incuba Cupriavidus con una concentración de 

glucosa de 10 g/l durante 24 horas a 30°C y 150 rpm. Se hace la recta de 

calibrado con las diluciones de 1/1,5, 1/2, 1/4 y 1/8 y se mide la densidad 

óptica con una longitud de onda de 650 nm de las diferentes diluciones. Un 

volumen conocido se filtra sobre filtros previamente pesados. Los filtros se 

secan en estufa a 105⁰C durante 1 hora. La diferencia de peso de los filtros 

nos da la masa de SST. Conocido el volumen filtrado y la masa, se puede 

conocer la concentración de sólidos para las distintas diluciones. La recta de 

calibrado representará la OD frente a la concentración de sólidos (Gráfica 1). 

 

Gráfica 1 Recta de calibrado de OD frente a SST 

3.7.2. Medición de la concentración de glucosa  

El método de DNS (3,5-dinitrosalicílico) es un método colorímetro que 

depende de la cantidad de glucosa presente en el medio. El DNS se prepara 

con los reactivos de la Tabla 3-5. 
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Tabla 3-5 Preparación de DNS 

Soluto Masa Disolvente 

Dinitrosalicílico 10 g 
Hasta 1000 

ml de agua 

destilada 

Tartrato Na y 

K+ 
300 g 

NaOH 16 g 

Se disuelve la masa de dinitrosalicílico en 200 ml de agua destilada y la 

masa de tartrato en 500 ml hasta que se disuelvan. Una vez disueltos, se 

juntan en un matraz aforado de 1 litro y se añaden los 16 gramos de NaOH. Se 

agita durante un día entero y se enrasa hasta 1 litro. 

Para hacer la recta de calibrado se usan tubos de ensayo de 16 ml un 

blanco y 5 muestras con diferentes concentraciones de glucosa, todas ellas por 

duplicado. Se preparan añadiendo los siguientes volúmenes de agua, glucosa 

y DNS (Tabla 3-6). 

Tabla 3-6 Volúmenes para preparar la recta de calibrado de la glucosa 

 
Volumen glucosa(2g/l) 

(µl) 

Volumen agua (II) 

(µl) 

Volumen DNS 

(ml) 

Blanco - 1000 1 

1 100 900 1 

2 200 800 1 

3 400 600 1 

4 600 400 1 

5 800 200 1 

Una vez preparados, se meten en un baño de ebullición durante 5 minutos 

y, posteriormente, se añaden 8 ml de agua (II) y se lee su absorbancia a 540 

nm. 

Se obtiene así una recta de calibrado de absorbancia frente a concentración 

de glucosa. 

El calibrado se realiza cada vez que se realiza un análisis de la 

concentración de glucosa con DNS. 
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Para conocer la concentración de glucosa que queda en el medio, se 

preparan tubos de ensayo de 16 ml y se añade 50 µl de la muestra, 950 µl de 

agua (II) y 1 ml de DNS que se meten en un baño en ebullición durante 5 

minutos y se añaden 8 ml de agua. Finalmente, se mide la absorbancia a 540 

nm. El experimento se hace por duplicado. 

3.7.3. Análisis de PHA  

Para cada muestra que se quiera analizar el contenido de PHA, se toman 2 

ml que se centrifugan a 10000 rpm durante 10 minutos, eliminando el 

sobrenadante (Frutos et al., 2017). El pellet resultante se lava dos veces con 

agua ultrapura y se congela a -20°C. Para cada muestra se toman triplicados 

para el posterior análisis. 

El análisis de PHA se realiza añadiendo 1 ml de propanol/HCl 37% (80:20) 

al pellet con nuestra biomasa y vortear hasta disolver la muestra. Esta 

disolución se pasa a tubos Hatch. Se añaden 10 µl de ácido benzoico que se 

usa como patrón interno y 2 ml de cloroformo. Se vortean los tubos y se dejan 

4 horas en un termobloque a 100°C. Para preparar los patrones para la recta 

de calibrado de PHB/PHV se añade 1 ml de propanol/HCl 37% (80:20), 10 µl 

de ácido benzoico y 2 ml del patrón correspondiente en tubos Hatch y, al igual 

que las muestras, se colocan el termobloque durante 4 horas. 

Después de las 4 horas, se dejan enfriar y se añade 1 ml de agua miliQ y se 

vortea. Se forman así dos fases, una fase orgánica de mayor densidad y la fase 

acuosa. Se extrae con una pipeta Pasteur la fase orgánica y se filtra con filtros 

de nylon de 0,22µm en viales de 2 ml para cromatografía de gases. 

El análisis se realiza en un GC-7820A unido a un MSD-5977E (Agilent 

Technologies, Santa Clara, EEUU.), equipado con una columna de DB-WAX 

(30m x 250 µm x 0,25 µm) (Imagen 3-1). 
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Imagen 3-1 Equipo de análisis de PHAs 

Las temperaturas del detector y del inyector son de 250°C, mientras que la 

del horno se mantiene a 40°C durante 5 minutos y va aumentando 10°C por 

minuto hasta los 200°C, a la que se mantiene durante 2 minutos.  

Los resultados obtenidos dan una concentración de miligramos de PHB por 

cada litro de muestra. El porcentaje de PHB se obtiene de dividir la 

concentración de PHB entre la concentración de SST. 

3.7.4. Análisis de nitrógeno total. 

Las muestras que se usan en la medición del nitrógeno total se preparan 

mediante la filtración con filtros de 0,22 µm de nylon de 5 ml de la muestra.  

El análisis se realiza con un TOC-V 5000. La medida se realiza mediante 

luminiscencia. El nitrógeno reacciona con ozono formando NO2 excitado que, al 

volver a su estado no excitado, emite una intensidad lumínica proporcional a 

su concentración.   

3.7.5. Análisis de concentración de azúcares y ácidos con HPLC 

Los compuestos que se miden en el HPLC son glucosa y VFAs. Las muestras 

que medimos son las obtenidas tras 72 horas de crecimiento para las 

diferentes fuentes de carbono. Las muestras se filtran con filtros de nylon de 

0,22 µm y se pasan a viales de HPLC de 2 ml. 
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El equipo usado para la cromatografía de líquidos es un HPLC Waters 

Alliance e2695, al que se unen dos detectores, uno de ellos de ultravioleta 

2998 PDA y un detector de índice de refracción 2414 R1. El detector 

ultravioleta se utiliza como auxiliar para diferenciar compuestos con respuestas 

similares en el detector de índice de refracción. En el caso de los ácidos 

orgánicos, éstos dan respuesta en ambos detectores, pudiéndolos 

diferenciarlos así de otros compuestos con un índice de refracción parecido 

pero que no son detectados por la luz ultravioleta. 

El contenido de carbohidratos en las muestras es determinado por HPLC-RI 

usando un procedimiento NREL (National Renewable Energy Laboratory – 

EEUU) modificado(Hames, 2008). La muestra líquida es analizada por una 

columna Bio-Rad HPX- 87X de exclusión de iones instalada en el módulo de 

separación Waters e2695. Una fase móvil de ácido sulfúrico 0,025M es eluida 

con un caudal de 0,6 ml/min y a 50°C. 
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4.RESULTADOS  

En el apartado de resultados, las tablas correspondientes a los datos 

representados en las gráficas se incluyen en el anexo II (apartado 8). 

4.1. Glucosa 

4.1.1. Crecimiento de Cupriavidus necator con glucosa a distintos tiempos 

Se estudia el crecimiento de Cupriavidus con diferentes concentraciones de 

glucosa (2,5 g/l, 5 g/l, 7 g/l, 10 g/l, 15 g/l, 20 g/l) y durante dos tiempos 

diferentes de crecimiento (24 y 72 horas). Para 24 horas, apenas aumenta la 

concentración de SST con la glucosa, alcanzando el valor máximo de 19,39·10-

2±1,11·10-2 g/ l con 10 g/l de glucosa. Sin embargo, para un tiempo de 72 horas 

se observa un importante crecimiento a medida que aumenta la concentración 

de glucosa, alcanzando una concentración de 5,66±0,31 g/l a una 

concentración de 20 g/l de glucosa. (Tabla 8-2 y Figura 4-1). 

 

Figura 4-1 Comparación crecimiento con glucosa a 24 y 72 horas 

4.1.1.1. Consumo de nitrógeno y glucosa con glucosa con fuente de carbono en 

72 horas 

Para periodos de crecimiento de 72 horas de Cupriavidus, se mide la 

glucosa y nitrógeno residuales del medio tras las 72 horas de crecimiento. La 
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concentración de nitrógeno inicial del medio es de 193,42 mg/l. El consumo 

de nitrógeno aumenta directamente con la concentración de glucosa, sin llegar 

a consumirlo completamente. El porcentaje de consumo más alto de nitrógeno 

se alcanza para 20 g/l de glucosa con un valor de 93,89±0,91% (Tabla 8-3 y 

Figura 4-2). 

 

Figura 4-2 Consumo de nitrógeno y glucosa con glucosa como fuente de carbono 

Por otra parte, la glucosa del medio se mide usando el método de DNS para 

obtener un resultado rápido sobre la glucosa residual. La glucosa se consume 

completamente, hasta una concentración inicial de glucosa de 10 g/l, a partir 

de la cual comienza a aparecer una cantidad muy baja de glucosa residual, 

obteniendo el valor máximo de 2,76·10-2±6,31·10-3 g/l para la concentración 

inicial de 20 g/l de glucosa (Tabla 8-4). 

4.1.1.2. Acumulación de PHB con glucosa como fuente de carbono 

El medio de crecimiento se sustituyó por un medio con idénticas 

concentraciones de glucosa que los iniciales, pero sin nitrógeno en todos los 

experimentos, tanto de crecimiento a 24 horas como a 72 h. Tras un periodo 

de acumulación de 72 horas en un medio sin nitrógeno para las diferentes 

concentraciones de glucosa, se miden los PHB. 

Para los experimentos con 24 horas de crecimiento, la mayor concentración 

de PHB se obtiene para 20 g/l de glucosa con un valor de 566,45±54,16 mg 
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PHB/l , mientras que para los experimentos con tiempos de 72 horas es de 

214,11±6,53 mg/l para la misma concentración de glucosa (Tabla 8-5 y Figura 

4-3). 

 

Figura 4-3 Concentración e de acumulación de PHB con glucosa como fuente de carbono. 

Experimentos con 72 h de acumulación, partiendo de experimentos de crecimiento a 24 y 72 h. 

Por otra parte, en términos de porcentaje de acumulación de PHB en la 

biomasa (g de PHB/100 g de biomasa), el máximo porcentaje de PHB se 

obtiene, tanto para 24 como para 72 horas, para una concentración de glucosa 

de 20 g/l con valores de 65,98±4,69% y 2,97±0,14% respectivamente ( Tabla 

8-6 y Figura 4-4). 

 

Figura 4-4 Comparación %PHB con glucosa como fuerte de carbono. Experimentos con 72 h de 

acumulación, partiendo de experimentos de crecimiento a 24 y 72 h. 
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4.2. Ácido acético  

4.2.1. Crecimiento de Cupriavidus necator con ácido acético con tiempo de 

crecimiento de 24 horas 

En este experimento se estudia el crecimiento de Cupriavidus con 

diferentes concentraciones de ácido acético (0 g/l, 0,25 g/l, 0,5 g/l y 0,75 g/l) 

para tiempos de crecimiento de 24 horas. La concentración más alta de SST es 

18,38·10-2±3,10·10-3 g/l para una concentración de ácido acético de 0,5 g/l, a 

partir de la cual el ácido acético es tóxico para el crecimiento de la bacteria 

(Tabla 4-1). 

Tabla 4-1 Crecimiento con ácido acético como fuente de carbono 

Concentración 

ácido acético 

(g/l) 

Concentración 

SST 24 horas 

(g/l) 

Media Concentración 

24 horas 

(g/l) 

0 0,00 0,00±0,00 

0,25 

0,11 

0,11±3,94·10-3 0,11 

0,10 

0,5 

0,18 

18,38·10-2±3,10·10-3 0,18 

0,19 

0,75 

0,00 

0,00±0,00 0,00 

0,00 

 

4.2.2. Crecimiento de Cupriavidus necator con 7 g/l de glucosa y ácido 

acético a distintos tiempos  

Se estudia el crecimiento de Cupriavidus con diferentes concentraciones de 

ácido acético (0,25 g/l,0,5 g/l,0,75 g/l y 1 g/l) con una concentración de 

glucosa de 7 g/l y distintos tiempos de crecimiento (24 y 72 horas). Para tiempo 

de crecimiento de 24 horas, el valor máximo se alcanza para una concentración 

de ácido acético de 0,5 g/l con un valor de 2,13±0,01 g/l de SST, a partir de 

dicha concentración de ácido acético, éste resulta tóxico para el crecimiento 
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de la bacteria. Para 72 horas, al igual que para 24 horas, el valor máximo de 

SST es de 2,44±0,01 g/l para 0,5 g/l de ácido acético (Tabla 8-7 y Figura 4-5). 

 

Figura 4-5 Comparación de crecimiento con 7g/l de glucosa y ácido acético a 24 y 72 horas 

4.2.2.1. Consumo de nitrógeno y glucosa con 7 g/l de glucosa y ácido acético 

como fuente de carbono 

Partiendo de un nitrógeno total inicial en el medio en este experimento de 

179,88 mg/l, se estudia el consumo de nitrógeno para una concentración de 

7 g/l de glucosa y diferentes concentraciones de ácido acético, el consumo de 

nitrógeno aumenta hasta una concentración de 0,25 g/l, a partir de la cual 

comienza a disminuir. El mayor consumo se da para una concentración de 0,25 

g/l de ácido acético, coincidiendo con el mayor crecimiento de la bacteria, con 

un consumo de 76,27±5,36 % (Tabla 8-8 y Figura 4-6). 
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Figura 4-6 Consumo de nitrógeno con 7 g/l glucosa y ácido acético como fuente de carbono 

4.2.2.2. Concentración de glucosa y ácidos acético y cítrico tras 72 h de 

crecimiento  

Las muestras con un tiempo de 72 horas de crecimiento se analizaron en 

el HPLC para conocer el consumo de glucosa y de ácido acético de Cupriavidus. 

La concentración de glucosa inicial en las muestras es de 7g/l y para las 

concentraciones de 0,25 g/l y 0,5 g/l de ácido se consume toda la glucosa, sin 

embargo, a partir de 0,75 g/l de ácido, no se consume completamente la 

glucosa, aumentando la  concentración de glucosa residual hasta un valor de 

4,48±0,17g/l. 

En el caso del ácido acético, para 0,25 g/l y 0,5 g/l, se consume por 

completo, pero para concentración inicial de 0,75 g/l de ácido acético no se 

consume, siendo la concentración de ácido acético residual de 0,49±0,01 g/l. 

Finalmente, la concentración de ácido cítrico, que está presente en el medio 

de crecimiento debido al uso de citrato en su preparación, permanece 

constante y no se consume (Tabla 8-9 y Figura 4-7). 
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Figura 4-7 Glucosa y ácido acético residual en 7 g/l glucosa y ácido acético tras 72 horas de 

crecimiento 

4.2.2.3. Acumulación de PHB con ácido acético y 7 g/l glucosa como fuente de 

carbono 

Una vez cambiado el medio, a disoluciones con idéntica concentración de 

glucosa y acético que las iniciales, pero sin nitrógeno, se mide la acumulación 

de PHB a 72 h. La concentración más alta para los experimentos con tiempo 

de crecimiento de 24 horas se obtiene para una concentración de ácido acético 

de 0,25 g/l con un valor de 2468,98±150,46 mg/l PHB, mientras que para los 

experimentos con 72 horas de crecimiento, la concentración de PHB más alta 

es de 82,76±4,55- mg/l nuevamente para una concentración de ácido acético 

de 0,25 g/l (Tabla 8-10 y Figura 4-8). 
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Figura 4-8 Concentración de PHB en 7g/l de glucosa y ácido acético. Experimentos con 72 h de 

acumulación, partiendo de experimentos de crecimiento a 24 y 72 h.  

El efecto combinado de la concentración de sólidos en suspensión y la 

acumulación de PHB en la biomasa, hace que estos resultados sean 

ligeramente diferentes en términos de porcentaje de PHB en la biomasa. En 

porcentajes, para los experimentos el tiempo de 24 horas de crecimiento, el 

porcentaje más alto se da para una concentración de ácido acético de 0,5 g/l 

con un valor de 33,93±3,6 %, mientras que, para 72 horas, el porcentaje más 

alto es de 15,58±0,07% para un valor de 0,75 g/l de concentración de ácido 

acético (Tabla 16 y Figura 9).  

 

Figura 4-9 Comparación de %PHB con ácido acético y 7g/l de glucosa a 24 y 72 horas. 
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4.2.3. Crecimiento de Cupriavidus necator con ácido acético y 15 g/l 

glucosa como fuente de carbono 

En este apartado se estudia el crecimiento de Cupriavidus con 15 g/l de 

glucosa, para diferentes concentraciones de ácido acético (0,25 g/l, 0,5 g/l, 

0,75 g/l y 1 g/l) y distintos tiempos de crecimiento (24 y 72 horas). 

Para 24 horas, el crecimiento máximo ocurre, nuevamente, para una 

concentración de 0,25 g/l de ácido acético con una concentración de SST de 

1,44±2,21·10-2 g/l, a partir de este punto, la concentración de ácido acético es 

tóxica para el crecimiento de Cupriavidus. 

Por otra parte, para 72 horas de crecimiento, el valor más alto del 

crecimiento es de 8,52±22,55·10-2 g/l SST para una concentración de ácido 

acético de 0,25 g/l (Tabla 8-12 y Figura 4-10). 

 

Figura 4-10 Comparación de crecimiento con 15g/l de glucosa y ácido acético a 24 y 72 horas. 
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experimentos de crecimiento a 72 horas aumenta hasta una concentración de 

0,25 g/l, a partir de la cual comienza a disminuir. El consumo más alto de 

nitrógeno se da para una concentración de 0,25 g/l de ácido acético con un 

valor de 88,42±0,96% (Tabla 8-13 y Figura 4-11). 

 

 

Figura 4-11 Consumo de nitrógeno con 15 g/l glucosa y ácido acético como fuente de carbono 
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metabolismo de Cupriavidus, provocando que el ciclo de Krebs no llegue a 

completarse e interrumpirse tras la formación de citrato, justificando así la 

aparición de ácido cítrico (Tabla 8-14 y Figura 4-12). 

 

Figura 4-12 Glucosa y ácido acético residual con 15 g/l glucosa y ácido acético 
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Figura 4-13 Concentración de PHB con 15 g/l de glucosa y ácido acético. Experimentos con 72 h 

de acumulación, partiendo de experimentos de crecimiento a 24 y 72 h.  

En porcentajes de PHB, la concentración de ácido acético en la que se 

obtiene mayor porcentaje de PHB es, al igual que la concentración, de 0,25 g/l 

de ácido acético, con valores de 74,91±2,59% en 24 horas y de 0,83±0,49% 

para 72 horas (Tabla 8-16 y Figura 4-14). Los porcentajes obtenidos para 

tiempos de 24 horas son mayores que en el caso de 7 g/l, mientras que, en 72 

horas, se obtiene un valor máximo más alto con 7 g/l de glucosa. 

 

Figura 4-14 Comparación de %PHB con ácido acético y 15 g/l de glucosa para 24 y 72 horas. 

Experimentos con 72 h de acumulación, partiendo de experimentos de crecimiento a 24 y 72 h. 
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4.3. Ácido cítrico 

4.3.1. Crecimiento de Cupriavidus necator con ácido cítrico como fuente de 

carbono 

En este apartado, se estudia el crecimiento de Cupriavidus usando como 

fuente de carbono ácido cítrico, añadido a mayores del presente en el medio 

de crecimiento, a diferentes concentraciones (0 g/l, 1 g/l y 2,5 g/l) durante 24 

horas de crecimiento. El crecimiento más alto se obtiene para una 

concentración de 1 g/l de ácido cítrico con un valor de 360,46±63,21 mg/l de 

SST, a partir del cual disminuye (Tabla 4-2). 

Tabla 4-2 Crecimiento con ácido cítrico como fuente de carbono 

Concentración 

ácido cítrico 

(g/l) 

Concentración SST 

24 horas 

(mg/l) 

Media 

Concentración 24 

horas 

(mg/l) 

0 0,00 0,00±0 

1 

398,02 

360,46±63,21 395,97 

287,59 

2,5 

9,33 

10,42±1,45 12,18 

10,06 

4.3.2. Crecimiento de Cupriavidus necator con 7 g/l glucosa y ácido cítrico 

a distintos tiempos  

En este experimento se añaden 7 g/l de glucosa como fuente de carbono, 

además de la adición de ácido cítrico a distintas concentraciones (0,5 g/l, 1g/l, 

2,5 g/l, 5 g/l, 7,5 g/l y 10 g/l), a mayores del presente en el medio, y se estudia 

el crecimiento para distintos tiempos (24 y 72 horas). Para ambos tiempos de 

crecimiento se obtiene que el valor máximo de SST se da para una 

concentración de 1g/l de ácido cítrico, con un valor de 32,08·10-2±4,88·10-3 g/l 

para 24 Horas y de 4,41±0,19 g/l para 72 horas (Tabla 8-17 y Figura 4-15). 
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Figura 4-15 Comparación de crecimiento con 7g/l de glucosa y ácido cítrico añadido sobre el 

presente en el medio  a 24 y 72 horas  

4.3.2.1. Consumo de nitrógeno con 7 g/l de glucosa y ácido cítrico como fuente 

de carbono 

Se parte de un nitrógeno inicial en el medio de 179,88 mg/l. Para una 

concentración de 7 g/l de glucosa y diferentes concentraciones de ácido cítrico, 

para 72 horas de crecimiento se observa consumo de nitrógeno hasta una 

concentración de 1 g/l (consumiendo 81,86±2,67%), a partir de dicha 

concentración el consumo comienza a disminuir (Tabla 8-18 y Figura 4-16). 

 

Figura 4-16 Consumo de nitrógeno con 7 g/l glucosa y ácido cítrico como fuente de carbono 
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4.3.2.2. Concentración de glucosa y ácidos acético y cítrico tras 72 horas de 

crecimiento 

Partiendo de una concentración de glucosa de 7 g/l, se observa que, al final 

de los experimentos de crecimiento a 72 horas, en las muestras disminuye el 

consumo de glucosa alcanzado el máximo consumo para una concentración de 

2,5 g/l de ácido cítrico con un valor de 4,62±2,27g/l (consumo del 66% de 

glucosa). 

El ácido cítrico se consume, siendo el ácido cítrico residual el 

correspondiente con el del medio (2,77±0,02 g/l) (Tabla 8-19 y Figura 4-17). 

 

Figura 4-17 Concentración residual glucosa y ácido cítrico para 7 g/l glucosa y ácido cítrico tras 72 

horas de crecimiento 
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crecimiento, con unos valores respectivos de 2352,54±136,01 mg/l y 

74,10±11,96 mg/l de PHB (Tabla 8-20 y Figura 4-18). 

 

Figura 4-18 Concentración de PHB con 7 g/l de glucosa y ácido cítrico. Experimentos con 72 h de 

acumulación, partiendo de experimentos de crecimiento a 24 y 72 h. 
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(Tabla 8-21 y Figura 4-19). 

 

Figura 4-19 Comparación de %PHB con ácido cítrico y 7 g/l de glucosa. Experimentos con 72 h de 

acumulación, partiendo de experimentos de crecimiento a 24 y 72 h 
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4.3.3. Crecimiento de Cupriavidus necator con ácido cítrico y 15 g/l glucosa 

como fuente de carbono 

Al medio de crecimiento se añaden 15 g/l de glucosa y diferentes 

concentraciones de ácido cítrico (0,5 g/l, 1g/l, 2,5 g/l, 5 g/l, 7,5 g/l y 10 g/l), 

añadido a mayores del ácido cítrico presente en el medio, con distintos tiempos 

de crecimiento (24 y 72 horas). 

Para ambos tiempos de crecimiento se obtiene que el valor máximo de 

crecimiento de Cupriavidus se da para una concentración de 1g/l de ácido 

cítrico, con un valor de 2,82±0,12 g/l para 24 horas y de 5,49±0,43 g/l para 

72 horas (Tabla 8-22 y Figura 4-20). 

 

Figura 4-20 Comparación de crecimiento con 15 g/l de glucosa y ácido cítrico a 24 y 72 horas 
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Figura 4-21 Consumo de nitrógeno con 15 g/l glucosa y ácido cítrico como fuente de carbono 
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Figura 4-22 Glucosa y ácido cítrico residual para 15 g/l glucosa y ácido cítrico tras 72 horas de 

crecimiento 

4.3.3.3. Acumulación de PHB con ácido cítrico y 15 g/l glucosa como fuente de 
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Figura 4-23 Concentración de PHB con 15 g/l de glucosa y ácido cítrico. Experimentos con 72 h de 

acumulación, partiendo de experimentos de crecimiento a 24 y 72 h. 

Del mismo modo, el porcentaje más alto de PHB se obtiene, tanto  para 

crecimientos a 24  como a 72 horas, con una concentración de 1 g/l de ácido 

cítrico, con valores respectivos de 42,03±1,76% y 2,04±0,74% (Tabla 8-26 y 

Figura 4-24). 

 

Figura 4-24 Comparación de %PHB con ácido cítrico y 15 g/l de glucosa. Experimentos con 72 h de 

acumulación, partiendo de experimentos de crecimiento a 24 y 72 h. 
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4.4. Biomasa microalgal 

Se estudia el crecimiento de Cupriavidus usando como fuente de carbono 

biomasa microalgal usando un tiempo de crecimiento de 72 horas (medio con 

nitrógeno) y otras 72 horas como tiempo de acumulación de PHB (medio sin 

nitrógeno). 

En estos experimentos con biomasa microalgal como fuente de carbono, el 

nitrógeno del medio se mide tras el tiempo de crecimiento de 72 horas, además 

de medir el nitrógeno inicial del medio para conocer el consumo de nitrógeno 

ocurrido durante el crecimiento.  

Las muestras obtenidas durante los pretratamientos se analizan con el 

HPLC para saber las concentraciones de glucosa y VFAs finales. 

El crecimiento de Cupriavidus necator no puede ser medido mediante 

absorbancia, debido a los sólidos en suspensión de los medios, por lo que no 

hay un seguimiento del crecimiento de SST ni datos de PHB en porcentaje. 

4.4.1. Experimento 1: Molino de bolas sin buffer 

En el experimento del molino de bolas sin buffer, la biomasa microalgal se 

somete a un pretratamiento durante 5 minutos en un molino de bolas 

pequeñas. Tras el pretratamiento, se realiza una hidrólisis enzimática de 24 

horas con la enzima Celluclast. El resultado de esta hidrólisis es el medio que 

se usa en el experimento 1. Se mide la concentración de nitrógeno del medio, 

así como una medida de glucosa y VFAs por HPLC. 

Se parte de una concentración de nitrógeno de 141,95 mg/l, 

consumiéndose un 35,33±5,49 %. 

La glucosa inicial del medio es de 1,56±0,00 g/l y hay un consumo del 

96,78±0,91%, mientras que para el ácido acético tenía una concentración 

inicial de 0,25±0,00 g/l, y se consumió el 100±0,00%. No hay ácido cítrico, ya 

que no está presente en este caso. 

La concentración de PHB obtenida con este pretratamiento es de 

7,57±0,21 mg PHB/l (Tabla 4-3). 
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Tabla 4-3 Resultados experimento 1 

 
Valor Media 

Consumo de 

nitrógeno 

(%) 

3,27* 

35,33±5,49 40,82 

29,84 

Consumo glucosa 

(%) 

95,85 

96,78±0,91 98,59 

95,90 

Consumo de 

ácido acético 

(%) 

63,78* 

100±0,00 100,00 

100,00 

Consumo de 

ácido cítrico 

(%) 

0,00 

0,00±0,00 0,00 

0,00 

Concentración 

PHB 

(mg/l) 

2,03* 

7,57±0,21 7,79 

7,36 

*-Los datos marcados no se incluyen en el cálculo de la media 

4.4.2. Experimento 2: Molino de bolas con buffer 

En el experimento del molino de bolas sin buffer, el pretratamiento es el 

mismo que el indicado en el experimento 1, sin embargo, en la hidrólisis se 

añade buffer citrato para regular el pH. Se mide la concentración de nitrógeno 

del medio, así como una medida en HPLC de glucosa y VFAs. 

Se parte de una concentración de nitrógeno de 96,61 mg/l, consumiendo 

un 28,48±3,90 % de nitrógeno. 

La glucosa inicial del medio es de 1,34±0,00 g/l y hay un consumo del 

96,01±0,02 %, mientras que para el ácido acético con una concentración 

inicial de 0,21±0,00 g/l, se consumió totalmente. El ácido cítrico sí está 

presente en este caso, con una concentración inicial de 0,39±0,00 g/l y un 

consumo del 58,79±3,72%. 
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La concentración de PHB obtenida con este pretratamiento es de 

5,44±0,95 mg PHB/l (Tabla 4-4). 

Tabla 4-4 Resultados experimento 2 

 
Valor Media 

Consumo de 

nitrógeno 

(%) 

7,16* 

28,48±3,90 32,37 

24,58 

Consumo glucosa 

(%) 

96,03 

96,01±0,02 95,98 

96,03 

Consumo de 

ácido acético 

(%) 

100,00 

100,00±0,00 100,00 

100,00 

Consumo de 

ácido cítrico 

(%) 

62,52 

58,79±3,72 55,07 

1,12* 

Concentración 

PHB 

(mg/l) 

6,91 

5,44±0,95 3,68 

5,74 

*-Los datos marcados no se incluyen en el cálculo de la media 

4.4.3. Experimento 3: Ácido 

En el pretratamiento ácido, se prepara una disolución al 5% de alga con 

ácido clorhídrico 2M y se autoclava durante 1 hora a 121°C. 

En este caso apenas hubo consumo de nitrógeno (0,44±0,28%). 

La glucosa inicial del medio es de 2,42±8·10-4 g/l y se llegó a consumir con 

este tratamiento un 42,28±1,39 %, mientras que el consumo de ácido acético 

fue un 21,86±1,42%. El ácido cítrico con una concentración inicial de 

1,85±1,51·10-3 g/l, tiene un consumo del 70,01±12,71%. 

La concentración de PHB obtenida con este pretratamiento es de 

22,65±13,59 mg PHB/l (Tabla 4-5). 
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Tabla 4-5 Resultados experimento 3 

 
Valor Media 

Consumo de 

nitrógeno 

(%) 

0,17 

0,44±0,28  0,72 

6,49* 

Consumo glucosa 

(%) 

43,21 

42,28±1,39  39,55 

44,08 

Consumo de 

ácido acético 

(%) 

19,03 

21,86±1,42  23,24 

23,31 

Consumo de 

ácido cítrico 

(%) 

84,42 

82,68±1,74  80,94 

44,67* 

Concentración 

PHB 

(mg/l) 

16,75 

22,65±13,59  48,59 

2,62 

*-Los datos marcados no se incluyen en el cálculo de la media 

4.4.4. Experimento 4: Ácido dilución 1/2 

En el experimento 4 se procede del mismo modo que el experimento 3, 

realizando una dilución al medio obtenido al final del pretratamiento. 

La concentración inicial de nitrógeno en este caso es de 371,01 mg/l, y se 

obtiene un consumo del nitrógeno del 20,26±1,89 %. 

La glucosa inicial del medio es de 1,21±0,00 g/l y hay un consumo del 

87,78±4,78%, mientras que para el ácido acético había una concentración 

inicial de 0,15±0,00 g/l, con un consumo del 97,05±2,95%. El ácido cítrico 

tiene una concentración inicial de 0,96±0,00 g/l y un consumo del 

71,04±2,09%. 

La concentración de PHB obtenida con este pretratamiento es de 

1,22±0,82 mg PHB/l (Tabla 4-6). 
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Tabla 4-6 Resultados experimento 4 

 
Valor Media 

Consumo de 

nitrógeno 

(%) 

23,19 

20,26±1,89 20,88 

16,72 

Consumo glucosa 

(%) 

92,97 

87,78±4,78 92,12 

78,24 

Consumo de 

ácido acético 

(%) 

100,00 

97,05±2,95 91,16 

100,00 

Consumo de 

ácido cítrico 

(%) 

66,94 

71,04±2,09 73,77 

72,41 

Concentración 

PHB 

(mg/l) 

2,78 

1,22±0,82 0,87 

0,00 

4.4.5. Experimento 5: Ácido optimizado 

En el pretratamiento de ácido optimizado, se prepara una disolución al 7,5% 

de alga con ácido clorhídrico 2M y se autoclava durante 10 minutos a 121°C. 

La concentración inicial de nitrógeno en este caso es de 1212,96 mg/l, y 

se obtiene un consumo del nitrógeno del 19,26±1,10 %. 

La glucosa inicial del medio es de 4,56±0,01 g/l, habiendo un consumo del 

37,84±0,71%. El ácido acético tiene una concentración inicial en el medio de 

0,46±0,01g/l y se obtiene un consumo del 25,25±1,18%. El ácido cítrico, por 

otra parte, tiene una concentración inicial de 2,71±0,01 g/l y un consumo del 

50,54±8,84%. 

La concentración de PHB obtenida con este pretratamiento es de 

3,03±2,26 mg PHB/l (Tabla 4-7). 
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Tabla 4-7 Resultados experimento 5 

 
Valor Media 

Consumo de 

nitrógeno 

(%) 

19,91 

19,26±1,10 20,75 

17,12 

Consumo glucosa 

(%) 

39,25 

37,84±0,71 37,06 

37,20 

Consumo de 

ácido acético 

(%) 

27,55 

25,25±1,18 23,64 

24,57 

Consumo de 

ácido cítrico 

(%) 

37,86 

50,54±8,84 67,54 

46,23 

Concentración 

PHB 

(mg/l) 

7,44 

3,03±2,26 1,65 

0,00 

4.4.6. Experimento 6: Ácido optimizado dilución 1/2 

El procedimiento se corresponde con el experimento 5, pero haciendo una 

dilución de 1/2 tras sacar la muestra del autoclave. 

La concentración inicial de nitrógeno en este caso es de 606,48 mg/l, y se 

obtiene un consumo del nitrógeno del 10,51±1,51 %. 

La glucosa inicial del medio es de 2,28±0,00 g/l y hay un consumo del 

47,99±8,09%, mientras que para el ácido acético había una concentración 

inicial de 0,23±0,00g/l, con un consumo del 100,00±0,00%. El ácido cítrico 

tiene una concentración inicial de 1,35±0,00 g/l y un consumo del 

16,42±9,33%. 

La concentración de PHB obtenida con este pretratamiento es de 

5,33±0,03 mg PHB/l (Tabla 4-8). 
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Tabla 4-8 Resultados experimento 6 

 
Valor Media 

Consumo de 

nitrógeno 

(%) 

13,46 

10,51±1,51 8,44 

9,64 

Consumo glucosa 

(%) 

63,38 

47,99±8,09 35,93 

44,67 

Consumo de ácido 

acético 

(%) 

100,00 

100,00±0,00 100,00 

100,00 

Consumo de ácido 

cítrico 

(%) 

35,08* 

7,09±0,12 7,21 

6,98 

Concentración 

PHB 

(mg/l) 

5,29 

5,33±0,03 5,39 

5,30 

*-Los datos marcados no se incluyen en el cálculo de la media 
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4.4.7. Comparativa de resultados con biomasa microalgal 

4.4.7.1. Consumo de nitrógeno 

 El consumo de nitrógeno en los experimentos es más elevado para el 

experimento 1, con un consumo de nitrógeno del 35,33±5,49% (Figura 4-25). 

 

Figura 4-25 Consumo de nitrógeno con biomasa microalgal 

4.4.7.2. Consumo de glucosa 

En los experimentos con biomasa microalgal como fuente de carbono, se 

observa el consumo de glucosa por parte de Cupriavidus, siendo el experimento 

1 en el que se observa mayor consumo de glucosa, con un porcentaje de 

consumo del 96,78±0,91% (Figura 4-26). 

 

Figura 4-26 Datos HPLC glucosa residual con biomasa microalgal 
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4.4.7.3. Consumo de ácido acético 

En los experimentos que usan biomasa microalgal como fuente de carbono, 

al igual que con la glucosa, hay un consumo de ácido acético de hasta el 

100±0,00% para los casos de los experimentos 1, 2 y 6 (Figura 4-27). 

 

Figura 4-27 Datos HPLC ácido acético residual con biomasa microalgal 

4.7.7.4. Consumo de ácido cítrico 

Al igual que con la glucosa y el ácido acético, Cupriavidus consume ácido 

cítrico como fuente de carbono cuando se usa biomasa microalgal, 

consumiendo hasta un porcentaje de 82,68±1,74% del ácido cítrico presente 

en la biomasa en el caso del experimento 3 (Figura 4-28). 

 

Figura 4-28 Datos HPLC ácido cítrico residual con biomasa microalgal 
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4.7.7.5. Concentración de PHB 

Se ha estudiado la concentración de PHB con diferentes pretratamientos a 

la biomasa microalgal, obteniendo la concentración más alta para el 

pretratamiento con ácido clorhídrico 2M, obteniendo una concentración de 

PHB de 22,65±23,54 mg/l, mientras que el valor más bajo se obtiene con el 

pretratamiento de ácido clorhídrico 2M diluido a un medio, con una 

concentración de PHB de 1,21±1,42 mg/l (Figura 4-29). 

 

Figura 4-29 Concentración de PHB con biomasa microalgal como fuente de carbono y distintos 

pretratamientos 
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5. DISCUSIÓN  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 EVALUACIÓN DEL EFECTO DE AGENTES INHIBIDORES EN LA PRODUCCIÓN DE POLIÉSTERES 

EMPLEANDO CUPRIAVIDUS NECATOR 

80 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



DISCUSIÓN 

81 

 

5.DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

5.1. Glucosa 

En el crecimiento de Cupriavidus con glucosa como fuente de carbono se 

observa que, para tiempos de 24 horas, el crecimiento aumenta hasta una 

concentración de 5 g/l, a partir de la cual permanece en unos valores similares 

hasta 20 g/l. Sin embargo, para 72 horas de crecimiento, el crecimiento de 

Cupriavidus aumenta con la concentración de glucosa. Esto es debido a que la 

bacteria no puede asimilar la cantidad de glucosa añadida al medio en un 

tiempo de 24 horas, por lo que el crecimiento es el mismo a partir de 5 g/l de 

glucosa en tiempos de 24 horas. 

Por otra parte, el consumo de nitrógeno para el tiempo de crecimiento de 

72 horas aumenta de forma directa con el aumento en la concentración de 

glucosa, ya que una mayor concentración de SST supone un mayor consumo 

del nitrógeno del medio para el crecimiento.  

Finalmente, a pesar de que el crecimiento es mayor a 72 horas que a 24, 

la acumulación de PHB es mayor (tanto en concentración como en porcentaje) 

para tiempos de crecimiento de 24 horas que de 72 horas. La mayor 

acumulación de PHB, 566,45±54,16 mg/l, se obtiene para una concentración 

de 20 g/l de glucosa y 24 horas de crecimiento. La mayor acumulación para 72 

horas de crecimiento fue de 103,88±10,20 mg/l de PHB. 

Purama et al., (2018) estudiaron el crecimiento de Cupriavidus necator H16 

Re2058/pCB113, durante tiempos de 16-18 horas a 30°C y con una agitación 

de 200 rpm, y acumulación de PHB mediante limitación de nitrógeno durante 

48 horas, usando melaza (azúcar diluido en agua) como fuente de carbono, 

obteniendo la mayor concentración de PHB para una concentración de 20 g/l 

de azúcar con una concentración de PHB de 1,33±0,05 g/l. 

En el estudio de Yong Sen et al., (2019), se emplean distintos azúcares de 

melazas, principalmente glucosa, fructosa y sacarosa. Se emplea un tiempo de 

crecimiento de 24 horas a 30°C y 250 rpm y un tiempo de acumulación 

variable, entre 2 y 84 horas, con una limitación de nitrógeno en el medio. 
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Cuando se usan 2,81±0,10 g/l de glucosa como fuente de carbono, para un 

tiempo de acumulación de 72 horas, se obtiene una concentración de PHB de 

1,62±0,45 g/l. 

5.2. Ácido acético 

Al estudiar el crecimiento de Cupriavidus necator con ácido acético como 

fuente de carbono, se observa que cuando se utiliza únicamente el ácido, no 

se observa apenas crecimiento en la bacteria, mientras que, para una mezcla 

de glucosa y ácido acético, se observa un crecimiento de hasta 0,5 g/l de ácido 

acético, concentración a partir de la cual el ácido resulta tóxico para el 

crecimiento. 

La mayor acumulación de PHB se produce con 24 horas de crecimiento de 

Cupriavidus  con 15 g/l de glucosa, 0,25 g/l de ácido acético, llegando a 

alcanzar un valor de 3244,93 mg/l de PHB, valor seis veces mayor que el 

máximo obtenido con glucosa. 

Marudkla et al., (2018) estudió el efecto del ácido acético sobre el 

crecimiento de Cupriavidus necator y sobre la acumulación de PHB. La mayor 

concentración de PHB obtenida fue de 6,54±0,44 g/l para una concentración 

de 0,5 g/l de ácido acético y 15 g/l de glucosa. El tiempo de crecimiento 

empleado fue de 32 horas y de acumulación de 32 horas y la acumulación de 

PHB se realizó mediante una limitación de nitrógeno en el medio. 

5.3. Ácido cítrico 

El crecimiento de Cupriavidus necator con ácido cítrico como fuente de 

carbono alcanza su máximo para una concentración de 1 g/l, a partir del cual 

la concentración de ácido resulta tóxica para el crecimiento. 

La mayor acumulación de PHB se produce para 15 g/l de glucosa, 24 horas 

de crecimiento y una concentración de ácido cítrico de 1 g/l, con un valor de 

6357,01±245,68 mg/l, mientras que para tiempos de crecimiento de 72 

horas, la concentración de PHB más alta obtenida se da para una 

concentración de 1 g/l de ácido acético, con un valor de 111,40±25,95 mg/l 
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de PHB. El valor obtenido a 24 horas de crecimiento es 12 veces mayor que el 

valor máximo obtenido con glucosa como fuente de carbono 

Aramvash et al., (2016) estudiaron el crecimiento y acumulación de PHB, 

empleando un tiempo de crecimiento de 48 horas y un tiempo de acumulación 

de otras 48 horas y a 30°C de temperatura y 200 rpm de agitación. Como 

fuente de carbono, se usan 20 g/l de fructosa y 1,2 g/l de ácido cítrico, 

obteniendo una acumulación de 0,5±0,001 g/l de PHB limitando el nitrógeno 

del medio  

5.4. Biomasa microalgal 

En los resultados obtenidos con pretratamientos de biomasa microalgal, se 

obtienen unas concentraciones de PHB bajas respecto a los valores máximos 

obtenidos en estudios previos. Los experimentos se realizaron con 72 horas de 

crecimiento, ya que supusimos a mayor crecimiento de la bacteria mayor 

acumulación de PHB; pero cuando luego analizamos los datos de acumulación 

de PHB, observamos que nuestra suposición no había sido acertada, ya que 

había mayor acumulación con 24h de crecimiento que con 72h.  

De los seis experimentos planteados con la biomasa microalgal, se puede 

concluir que usando la biomasa microalgal, la bacteria Cupriavidus necator 

consume glucosa (hasta un 96,78±0,91% en el experimento 2), así como ácido 

acético, que llega a ser consumido en su totalidad en el experimento 2 y ácido 

cítrico, aunque en menor porcentaje, con un consumo máximo en el 

experimento 4 del 71,04±2,09%. La producción de PHB alcanza su máximo en 

el pretratamiento ácido (experimento 3), con un valor de 22,65±13,59 mg/l, 

mientras que, con el pretratamiento de ácido diluido, se obtiene la 

concentración más baja de PHB, 1,22±0,82 mg/l. 

Además, las concentraciones iniciales de glucosa fueron menores de las 

esperadas, comparando con los valores previos de concentración de glucosa y 

de ácidos de los que partimos (Tabla 1-1). En el pretratamiento de molino de 

bolas (experimentos 1 y 2), la concentración de glucosa esperada era de 

3,00±0,00 g/l, obteniendo en este experimento un valor de 1,34±0,00 g/l de 

glucosa para el pretratamiento de molino de bolas con buffer citrato 
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(experimento 1) y 1,56±0,00 g/l para el pretratamiento sin buffer (experimento 

2). La glucosa esperada para el pretratamiento ácido era de 15,00±0,00 g/l, 

mientras que la obtenida en el pretratamiento fue de 2,42±0,01g/l. Por último, 

para el pretratamiento del ácido optimizado, se esperaba una concentración 

de glucosa de 7,00±0,00 g/l frente a los 4,56±0,01 g/l obtenidos tras el 

pretratamiento. 

En el caso del pretratamiento ácido y ácido optimizado, la concentración de 

ácido cítrico obtenida tras los pretratamientos supera la tolerancia de la 

bacteria con valores de 1,85±1,50·10-3 g/l y 3,07±0,02 g/l respectivamente, 

siendo estos valores superiores a los esperados, basándonos en los datos 

preliminares de los que se partían (Tabla 1-1). 

Los  valores bajos de PHB se pueden deber a la aparición en el hidrolizado 

de otros ácidos no estudiados en este trabajo y de los cuales se desconoce la 

toxicidad. Además, la elección de tiempos de crecimiento de 72 horas puede 

también afectar a la acumulación de PHB, ya que se ha demostrado una mayor 

acumulación, tanto en porcentajes como en concentración de PHB, para 

tiempos de crecimiento de 24 horas. 
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6.CONCLUSIONES 

De los resultados obtenidos en el estudio de los inhibidores en el 

crecimiento y acumulación de PHB por Cupriavidus necator se pueden extraer 

las siguientes conclusiones: 

- Se ha comprobado la capacidad de Cupriavidus para producir PHB 

usando glucosa como fuente de carbono. 

- Se obtienen mejores resultados de acumulación de PHB en Cupriavidus 

necator para tiempos de crecimiento de 24 horas que de 72 horas, por 

lo que un mayor crecimiento no supone una mayor acumulación de PHB. 

- La acumulación de PHB es directamente proporcional a la 

concentración de glucosa. 

- El ácido acético es tóxico para el crecimiento de Cupriavidus a partir de 

una concentración de 0,5g/l. 

- El ácido cítrico es tóxico para el crecimiento de Cupriavidus a partir de 

una concentración de 2,5 g/l. 

- Al usar como fuente de carbono 7 g/l glucosa y ácido acético a una 

concentración de 0,25 g/l se obtuvo una acumulación de PHB de 

2419,68±50,25 mg/l, superior a la obtenida con glucosa. 

- Al usar como fuente de carbono 15 g/l glucosa y ácido acético a una 

concentración de 0,25 g/l se obtuvo una acumulación de PHB de 

3244,93±341,21 mg/l, superior a la obtenida con glucosa. 

- Al usar como fuente de carbono 7 g/l glucosa y ácido cítrico a una 

concentración de 1 g/l se obtuvo una acumulación de PHB de 

2352,54±136,25 mg/l, superior a la obtenida con glucosa. 

- Al usar como fuente de carbono 15 g/l glucosa y ácido cítrico a una 

concentración de 1 g/l se obtuvo una acumulación de PHB de 

6357,01±245,67 mg/l, superior a la obtenida con glucosa. 
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Tabla 6-1 Resumen resultados de concentración de PHB 

Concentración 

de glucosa 

(g/l) 

Concentración 

de ácido con 

mayor 

acumulación 

de PHB 

Concentración PHB 

con 24 horas de 

crecimiento 

(mg/l) 

Concentración 

PHB con 72 horas 

de crecimiento 

(mg/l) 

7 - 206,99±3,83 n.d. 

15 - 366,47±7,35 n.d. 

7 
0,25 g/l ácido 

acético 
2419,68±50,25 82,76±2,63 

15 
0,25 g/l ácido 

acético 
3244,93±341,21 31,84±12,67 

7 
1 g/l ácido 

cítrico 
2352,54±136,25 74,10±11,96 

15 
1 g/l ácido 

cítrico 
6357,01±245,67 111,40±25,95 

 

- Cupriavidus necator ha consumido residuos de la biomasa microalgal, 

como glucosa, ácido acético o ácido cítrico para su crecimiento. 

- No hemos conseguido acumular PHB usando biomasa microalgal como 

fuente de carbono por la posible presencia de otros VFAs cuya toxicidad 

no ha sido estudiada o por el tiempo de crecimiento elegido en el 

experimento no era el óptimo. 
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8.ANEXOS 

8.1. Anexo I: Calibrado DNS 

Tabla 8-1 Datos Recta de calibrado del DNS 1 

Muestra OD OD Media 
Concentración 

glucosa 
(g/L) 

Blanco 0,027 0,026 0,0264 0 

1 0,198 0,214 0,2058 0,02 

2 0,264 0,400 0,3249 0,04 

3 0,785 0,829 0,8067 0,08 

4 1,094 1,158 1,1255 0,12 

5 1,382 1,518 1,4484 0,16 

 

Figura 8-1 Recta de calibrado 1 

 

 

 

 

 

y = 0,1094x - 0,0018
R² = 0,995

0

0,02

0,04

0,06

0,08

0,1

0,12

0,14

0,16

0,18

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

C
o

n
ce

n
tr

ac
ió

n
 g

lu
co

sa
 (

g/
l)

OD

Recta de calibrado 1



 EVALUACIÓN DEL EFECTO DE AGENTES INHIBIDORES EN LA PRODUCCIÓN DE POLIÉSTERES 

EMPLEANDO CUPRIAVIDUS NECATOR 

100 

 

8.2. Anexo II: Resultados 

8.2.1. Glucosa 

Tabla 8-2 Crecimiento de la bacteria con glucosa a distintos tiempos 

Concentración 

glucosa 

(g/l) 

Concentración 

SST 24 horas 

(g/l) 

Media Concentración 

24 horas 

(g/l) 

Concentración 

SST 72 horas 

(g/l) 

Media Concentración 

72 horas 

(g/l) 

0 

5,13·10-3 

5,93·10-3±9,27·10-3 

3·10-4 

3·10-4±0,00 5,13·10-3 3·10-4 

7,91·10-3 3·10-4 

2,5 

15,95·10-2 

14,57·10-2±7,02·10-3 

81,80·10-2 

85,24·10-2±5,71·10-2 13,59·10-2 96,82·10-2 

14,28·10-2 78,19·10-2 

5 

19,36·10-2 

18,40·10-2±1,59·10-2 

1,84 

1,75±4,85·10-2 20,82·10-2 1,67 

15,46·10-2 1,74 

7 
19,21·10-2 

19,17·10-2±2,55·10-4 
- 

- 
19,12·10-2 - 

10 

19,15·10-2 

19,39·10-2±1,11·10-2 

3,83 

3,58±0,14 21,51·10-2 3,57 

17,69·10-2 3,35 

15 
18,37·10-2 

18,94·10-2±5,65·10-4 
- 

- 
19,59·10-2 - 

20 

17,13·10-2 

18,98·10-2±1,02·10-2 

5,38 

5,66±0,31 20,61·10-2 6,30 

19,36·10-2 5,34 
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Tabla 8-3 Concentración de nitrógeno tras 72 horas con glucosa como fuente de carbono 

Concentración glucosa 

(g/l) 

Porcentaje de 

consumo de 

nitrógeno 

(%) 

Media de porcentaje 

(%) 

0 

26,06 

24,12±1,15 24,23 

22,08 

2,5 

43,65 

46,30±1,34 47,25 

47,99 

5 

69,08 

71,07±1,34  73,63 

70,50 

10 

92,88 

93,75±0,47 93,87 

94,50 

20 

94,69 

93,89±0,91 92,07 

94,90 

Tabla 8-4 Concentración de glucosa final 

Concentración 

glucosa inicial 

(g/l) 

Concentración de 

glucosa final 

(g/l) 

Media de 

concentración de 

glucosa final 

(g/l) 

0 

0,00 

0,0000±0 0,00 

0,00 

2,5 

0,00 

0,0000±0 0,00 

0,00 

5 

0,00 

0,00±0,00 0,00 

0,00 

10 

1,00·10-3 

3,00·10-4±3,00·10-4 0,00 

0,00 

20 

2,79·10-2 

2,76·10-2±6,31·10-3 2,87·10-2 

1,63·10-2 
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Tabla 8-5 Concentraciones de PHB con glucosa como fuente de carbono 

Concentración 

glucosa 

(g/l) 

PHB 24 horas 

(mg/l) 

Media PHB 24 horas 

(mg/l) 

PHB 72 horas 

(mg/l) 

Media PHB 72 

horas 

(mg/l) 

0 

0,00 

0,00±0 

0,00 

0,00±0 0,00 0,00 

0,00 0,00 

2,5 

76,35 

114,63±20,79 

59,33 

62,01±6,85 119,72 74,98 

147,83 51,72 

5 

295,69 

191,39±56,11 

111,57 

103,88±10,20 175,11 116,40 

103,38 83,66 

7 
210,82 

206,99±3,83 
- 

- 
203,17 - 

10 

474,46 

229,52±122,73 

33,25 

21,03±6,13 120,81 13,93 

93,28 15,92 

15 
359,12 

366,47±7,35 
- 

- 
373,81 - 

20 

465,18 

566,45±54,16 

202,44 

214,11±6,53 650,37 214,84 

583,81 225,04 
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Tabla 8-6 Porcentaje de PHB acumulado con glucosa como fuente de carbono 

Concentración 

glucosa 

(g/l) 

PHB 24 horas 

(%) 

Media PHB 24 

horas 

(%) 

PHB 72 horas 

(%) 

Media PHB 72 

horas 

(%) 

0 

0,00 

0,00±0,00 

0,00 

0,00±0,00 0,00 0,00 

0,00 0,00 

2,5 

9,72 

15,41±2,93 

7,89 

7,34±0,59 17,05 7,97 

19,47 6,17 

5 

30,84 

20,80±5,27 

5,82 

5,70±0,49 18,58 6,48 

12,98 4,81 

7 
23,14 

11,98±0,15 
- 

- 
22,83 - 

10 

56,43 

27,19±14,64 

0,90 

0,59±0,16 13,89 0,39 

11,26 0,47 

15 
39,12 

40,93±1,81 
- 

- 
42,73 - 

20 

61,27 

65,98±2,71 

2,82 

2,97±0,08 70,67 3,10 

65,99 3,00 
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8.2.2. Ácido acético y 7 g/l glucosa 

Tabla 8-7 Crecimiento con ácido acético y 7g/l de glucosa a distintos tiempos 

Concentración 

ácido acético(g/l) 

Concentración 

SST 24 horas 

(g/l) 

Media 

Concentración 24 

horas 

(g/l) 

Concentración 

SST 72 horas 

(g/l) 

Media 

Concentración 

72 horas 

(g/l) 

0 

9,60·10-4 

1,29·10-3±4,63·10-4 

0,00 

0,00±0,00 9,60·10-4 0,00 

2,35·10-3 0,00 

0,25 

1,04 

1,13±0,06 

1,95 

1,82±0,08 

1,19 1,77 

1,22 1,74 

1,13 - 

1,09 - 

0,5 

2,14 

2,13±0,01 

2,64 

2,44±0,10 

2,16 2,32 

2,18 2,37 

2,06 - 

2,15 - 

0,75 

0,00 

0,00±0,00 

0,09 

0,09±0,002 0,00 0,09 

0,00 0,09 

1 

0,00 

0,00±0,00 

- 

- 0,00 - 

0,00 - 
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Tabla 8-8 Concentración de nitrógeno tras 72 horas con7 g/l de glucosa y ácido acético como 

fuente de carbono 

Concentración 

Ácido acético 

(g/l) 

Porcentaje 

consumo 

nitrógeno 

(%) 

Media de porcentaje 

(%) 

0 

0,43 

4,98±3,44  2,79 

11,72 

0,25 

65,54 

76,27±5,36  81,74 

81,53 

0,5 

75,38 

72,25±3,08  66,09 

75,29 

0,75 

30,29 

29,01±1,65  31,00 

25,74 

Tabla 8-9 Resultados HPLC para 7 g/l glucosa y ácido acético 

Concentración 

Ácido acético 

(g/l) 

Glucosa 

(g/l) 

Media 

glucosa 

(g/l) 

Ácido 

acético 

(g/l) 

Media 

ácido 

acético 

(g/l) 

Ácido 

cítrico 

(g/l) 

Media 

ácido 

cítrico 

(g/l) 

0 

0,00 

0,00±0,00 

0,00 

0,00±0,00 

2,79 

2,77±0,03 0,00 0,00 2,71 

0,00 0,00 2,81 

0,25 

0,00 

0,00±0,00 

0,00 

0,00±0 

2,64 

2,63±0,01 0,00 0,00 2,63 

0,00 0,00 2,63 

0,5 

0,00 

0,03±0,02 

0,00 

0,00±0,00 

2,64 

2,63±0,01 0,06 0,00 2,65 

0,03 0,00 2,61 

0,75 

4,47 

4,48±0,10 

0,50 

0,49±0,01 

2,69 

2,68±0,01 4,32 0,49 2,66 

4,66 0,48 2,68 
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Tabla 8-10 Concentración de PHB con 7g/l de glucosa y ácido acético 

Concentración 

ácido acético 

(g/l) 

PHB 24 horas 

(mg/l) 

Media PHB 24 

horas 

(mg/l) 

PHB 72 horas 

(mg/l) 

Media PHB 72 

horas 

(mg/l) 

0 

0,00 

0,00±0,00 

0,00 

0,00±0,00 0,00 0,00 

0,00 0,00 

0,25 

2368,43 

2468,98±150,46 

78,14 

82,76±2,63 

2356,96 82,89 

2538,65 87,24 

2637,07 - 

2845,77 - 

0,5 

2640,01 

2264,28±190,78 

 

32,00 

32,86±9,45 

2296,30 16,95 

1550,68 49,64 

2539,23 - 

2295,16 - 

0,75 

0,00 

0,00±0,00 

5,60 

5,49±0,05 0,00 5,47 

0,00 5,42 
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Tabla 8-11 Acumulación de PHB con 7 g/l de glucosa y ácido acético como fuente de carbono 

Concentración 

ácido acético 

(g/l) 

PHB 24 horas 

(%) 

Media PHB 24 

horas 

(%) 

PHB 72 horas 

(%) 

Media PHB 72 

horas 

(%) 

0 

0,00 

0,00±0 

0,00 

0,00±0,00 0,00 0,00 

0,00 0,00 

0,25 

32,14 

31,67±0,56 

3,77 

4,10±0,19 

33,67 4,11 

30,69 4,42 

31,22 - 

30,67 - 

0,5 

26,17 

33,93±3,6 

1,14 

1,57±0,22 

30,67 1,77 

47,43 1,81 

31,28 - 

34,12 - 

0,75 

0,00 

0,00±0,00 

15,44 

15,58±0,07 0,00 15,62 

0,00 15,67 

1 

 

0,00 

0,00±0,00 

0,00 

0,00±0,00 0,00 0,00 

0,00 0,00 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 EVALUACIÓN DEL EFECTO DE AGENTES INHIBIDORES EN LA PRODUCCIÓN DE POLIÉSTERES 

EMPLEANDO CUPRIAVIDUS NECATOR 

108 

 

8.2.3. Ácido acético y 15 g/l glucosa 

Tabla 8-12 Crecimiento con ácido acético y 15g/l de glucosa a distintos tiempos 

Concentración 

ácido acético 

(g/l) 

Concentración 

SST 24 horas 

(g/l) 

Media Concentración 

24 horas 

(g/l) 

Concentración 

SST 72 horas 

(g/l) 

Media 

Concentración 72 

horas 

(g/l) 

0 

1,65·10-3 

3,27·10-3±8,36·10-4 

1,21·10-2 

1,21·10-2±0,00 3,74·10-3 - 

4,4·410-3 - 

0,25 

1,41 

1,42±2,21·10-2 

8,08 

8,52±22,55·10-2 

1,42 8,79 

1,48 8,71 

1,37  

1,42  

0,5 

0,59 

0,70±0,49 

0,21 

0,21±6,5·10-2 

0,76 0,19 

0,69 0,22 

0,73 - 

0,72 - 

0,75 

0,064 

7,10·10-2±4,7·10-3 

0,08 

0,08±3,7·10-3 0,067 0,08 

0,080 - 

1 

0,00 

0,00±0,00 

- 

- 0,00 - 

0,00 - 

Tabla 8-13 Concentración de nitrógeno tras 72 horas con15 g/l de glucosa y ácido acético  

Concentración 

Ácido acético 

(g/l) 

Porcentaje 

consumo nitrógeno 

(%) 

Media de porcentaje 

(%) 

0 16,78 16,78±0,00 

0,25 

86,63 

88,42±0,96  88,72 

89,90 

0,5 

32,40 

30,74±1,72  27,29 

32,51 

0,75 
36,00 

34,56±1,44  
33,12 
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Tabla 8-14 Resultados HPLC para glucosa 15 g/l y ácido acético 

Concentración 

Ácido acético 

(g/l) 

Glucosa 

(g/l) 

Media 

glucosa 

(g/l) 

Ácido 

acético 

(g/l) 

Media 

ácido 

acético 

(g/l) 

Ácido 

cítrico 

(g/l) 

Media 

ácido 

cítrico 

(g/l) 

0 0,00 0,00±0,00 0,00 0,00±0,00 2,77 2,77±0,00 

0,25 

2,81* 

10,52±0,62 

0,00 

0,00±0,00 

2,66 

4,67±1,27 11,14 0,00 7,02 

9,90 0,00 4,34 

0,5 

12,62 

12,11±0,41 

0,00 

0,00±0,00 

7,41 

7,34±0,29 12,40 0,00 6,80 

11,31 0,00 7,80 

0,75 
12,59 

12,76±0,17 
0,59 

0,58±0,01 
6,32 

6,36±0,04 
12,92 0,57 6,40 

*-Los datos marcados no se incluyen en el cálculo de la media  

Tabla 8-15 Concentración de PHB con 15 g/l de glucosa y ácido acético 

Concentración 

ácido acético 

(g/l) 

PHB 24 horas 

(mg/l) 

Media PHB 24 

horas 

(mg/l) 

PHB 72 horas 

(mg/l) 

Media PHB 72 

horas 

(mg/l) 

0 

0,00 

0,00±0,00 

0,00 

0,00±0,00 0,00 - 

0,00 - 

0,25 

3797,35 

3244,932±341,21 

56,60 

31,84±12,67 

3882,72 14,77 

3710,20 24,14 

2295,16 - 

2539,23 - 

0,5 

2223,73 

2285,96±125,25 

0,00 

0,00±0,00 

2446,65 0,00 

1955,77 0,00 

2129,64 - 

2674,03 - 

0,75 

58,51 

52,31±3,51 

0,00 

0,00±0,00 52,04 0,00 

46,38 - 

1 

0,00 

0,00±0,00 

- 

- 0,00 - 

0,00 - 
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Tabla 8-16 Acumulación de PHB con 15 g/l de glucosa y ácido acético como fuente de carbono 

Concentración 

ácido acético 

(g/l) 

PHB 24 horas 

(%) 

Media PHB 24 

horas 

(%) 

PHB 72 horas 

(%) 

Media PHB 72 

horas 

(%) 

0 

0,00 

0,00±0,00 

0,00 

0,00±0,00 0,00 - 

0,00 - 

0,25 

34,26 

29,41±2,07 

1,38 

0,83±0,29 

31,94 0,42 

31,93 0,67 

23,81 - 

25,12 - 

0,5 

78,38 

74,91±2,59 

0,00 

0,00±0,00 

76,33 0,00 

64,74 0,00 

76,39 - 

78,73 - 

0,75 

23,21 

22,51±1,06 

0,00 

0,00±0,00 23,88 0,00 

20,43 - 

1 

0,00 

0,00±0,00 

- 

- 0,00 - 

0,00 - 
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8.2.4. Ácido cítrico y 7 g/l de glucosa 

Tabla 8-17 Crecimiento con ácido cítrico y 7g/l de glucosa a distintos tiempos 

Concentración 

ácido cítrico 

(g/l) 

Concentración SST 

24 horas 

(g/l) 

Media Concentración 

24 horas 

(g/l) 

Concentración 

SST 72 horas 

(g/l) 

Media 

Concentración 72 

horas 

(g/l) 

0 

2,64·10-4 

9,60·10-4±4,01·10-4 

0,000 

0,00±0,00 1,65·10-3 0,00 

9,60·10-4 0,00 

0,5 
19,14·10-2 

18,94·10-2±5,12·10-2 
1,82 

1,78±0,03 
18,37·10-2 1,79 

1 

31,11·10-2 

32,12·10-2±4,6410-3 

4,79 

4,41±0,19 

32,64·10-2 4,11 

32,50·10-2 4,35 

31,820·10-2 - 

32,84·10-2 - 

2,5 

0,00 

0,00±0,00 

1,82 

1,78±0,03 0,00 1,79 

0,00 1,72 

5 

9,60·10-4 

1,65·10-3±4,01·10-4 

- 

 2,35·10-3 - 

1,65·10-2 - 

7,5 

0,00 

1,43·10-3±4,64·10-4 

- 

- 2,35·10-3 - 

3,74·10-3 - 

10 

0,00 

2,03·10-3±1,09·10-3 

- 

- 2,35·10-3 - 

3,74·10-3 - 
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Tabla 8-18 Concentración de nitrógeno tras 72 horas con7 g/l de glucosa y ácido cítrico  

Concentración 

Ácido cítrico 

(g/l) 

Porcentaje consumo 

nitrógeno 

(%) 

Media de porcentaje 

(%) 

0 

0,43 

5,00±3,43  2,85 

11,72 

1 

78,85 

81,86±2,67  79,53 

87,19 

2,5 

38,16 

43,19±2,73  47,54 

43,88 

Tabla 8-19 Resultados HPLC para 7 g/l glucosa y ácido cítrico 

Concentración 

ácido cítrico 

(g/l) 

Glucosa 

(g/l) 

Media 

glucosa 

(g/l) 

Ácido 

acético 

(g/l) 

Media 

ácido 

acético 

(g/l) 

Ácido 

cítrico 

(g/l) 

Media ácido 

cítrico 

(g/l) 

0 

0,00 

0,00±0,00 

0,00 

0,00±0,00 

2,79 

2,77±0,03 0,00 0,00 2,71 

0,00 0,00 2,81 

1 

0,04 

0,01±0,01 

0,00 

0,00±0,00 

2,69 

2,67±0,01 0,00 0,00 2,66 

0,00 0,00 2,68 

2,5 

7,00 

6,89±0,11 

0,00 

0,00±0,00 

2,28 

2,58±0,30 6,78 0,00 2,88 

0,08* 0,00 2,58 

*-Los datos marcados no se incluyen en el cálculo de la media  
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Tabla 8-20 Concentración de PHB con 7 g/l de glucosa y ácido cítrico 

Concentración 

ácido cítrico 

(g/l) 

PHB 24 horas 

(mg/l) 

Media PHB 24 

horas 

(mg/l) 

PHB 72 horas 

(mg/l) 

Media PHB 72 

horas 

(mg/l) 

0 

0,00 

0,00±0 

0,00 

0,00±0 0,00 0,00 

0,00 0,00 

0,5 

 

1279,26 
1231,82±47,45 

- 
- 

1184,37 - 

1 

2086,51 

2352,54±136,26 

95,19 

74,10±11,96 

2536,76 53,76 

2434,34 73,35 

2354,18 - 

2377,91 - 

2,5 

- 

- 

8,35 

8,14±0,23 - 7,69 

- 8,38 

 

Tabla 8-21 Acumulación de PHB con 7 g/l de glucosa y ácido cítrico como fuente de carbono 

Concentración 

ácido cítrico 

(g/l) 

PHB 24 horas 

(%) 

Media PHB 24 

horas 

(%) 

PHB 72 horas 

(%) 

Media PHB 72 

horas 

(%) 

0 

0,00 

0,00±0 

0,00 

0,00±0 0,00 0,00 

0,00 0,00 

0,5 
21,31 

21,01±0,29 
- 

- 
20,72 - 

1 

47,98 

41,27±2,57 

2,53 

2,11±0,27 

37,53 1,60 

42,22 2,19 

43,19 - 

39,81 - 

2,5 

- 

- 

0,86 

0,83±0,04 - 0,74 

- 0,88 
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8.2.5. Ácido cítrico y 15 g/l de glucosa 

Tabla 8-22 Crecimiento con ácido cítrico y 15g/l de glucosa a distintos tiempos 

Concentración 

ácido cítrico 

(g/l) 

Concentración SST 

24 horas 

(g/l) 

Media Concentración 

24 horas 

(g/l) 

Concentración SST 

72 horas 

(g/l) 

Media Concentración 

72 horas 

(g/l) 

0 

3,05·10-3 

1,89·10-3±6,13·10-4 

1,21·10-2 

1,21±0,00 9,60·10-4 - 

1,66·10-3 - 

0,5 
1,54 

1,59±0,03 
- 

- 
1,62 - 

1 

2,37 

2,82±0,12 

5,93 

5,49±0,43 

2,99 4,63 

3,03 5,93 

2,78 - 

2,94 - 

2,5 

2,35·10-3 

5,13·10-3±1,39·10-3 

0,00 

0,00±0,00 6,52·10-3 0,00 

6,52·10-3 0,00 

5 

6,52·10-3 

6,75·10-3±2,32·10-3 

0,00 

0,00±0,00 7,22·10-3 0,00 

6,52·10-3 0,00 

7,5 

6,52·10-3 

4,67·10-3±1,85·10-3 

- 

- 6,52·10-3 - 

9,60·10-4 - 

10 

6,52·10-3 

6,06·10-3±4,65·10-4 

- 

- 6,52·10-3 - 

5,13·10-3 - 
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Tabla 8-23 Concentración de nitrógeno tras 72 horas con 7 g/l de glucosa y ácido cítrico como 

fuente de carbono 

Concentración 

Ácido cítrico 

(g/l) 

Porcentaje de 

consumo de 

nitrógeno 

 (%) 

Media de 

porcentaje 

(%) 

0 16,78 16,78±0,00 

1 

83,46 

87,31±2,23  87,30 

91,16 

2,5 

30,61 

29,22±2,96 23,54 

33,52 

5 

29,66 

34,65±3,28  36,21 

38,09 

Tabla 8-24 Resultados HPLC para glucosa 15 g/l y ácido cítrico 

Concentración 

Ácido cítrico 

(g/l) 

Glucosa 

(g/l) 

Media 

glucosa 

(g/l) 

Ácido 

acético 

(g/l) 

Media 

ácido 

acético 

(g/l) 

Ácido 

cítrico 

(g/l) 

Media 

ácido 

cítrico 

(g/l) 

0 0,00 0,00±0,00 0,00 0,00±0,00 2,77 2,77±0,00 

1 

0,32* 

3,02±0,00 

0,00 

0,00±0,00 

2,79 

2,73±0,03 3,02 0,00 2,71 

3,02 0,00 2,71 

2,5 

14,29 

14,80±0,28 

0,00 

0,00±0 

5,52 

5,48±0,12 15,24 0,00 5,25 

14,86 0,00 5,67 

5 

16,29 

15,56±0,68 

0,00 

0,00±0,00 

8,45 

8,45±0,19 16,19 0,00 8,77 

14,21 0,00 8,13 

*-Los datos marcados no se incluyen en el cálculo de la media  
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Tabla 8-25 Concentración de PHB con 15 g/l de glucosa y ácido cítrico 

Concentración 

ácido cítrico 

(g/l) 

PHB 24 horas 

(mg/l) 

Media PHB 24 

horas 

(mg/l) 

PHB 72 horas 

(mg/l) 

Media PHB 72 

horas 

(mg/l) 

0 

0,00 

0,00±0,00 

0,00 

0,00±0,00 0,00 - 

0,00 - 

0,5 
3127,54 

3202,01±74,47 
 

 
3276,48  

1 

7293,73 

6357,01±245,68 

59,53 

111,40±25,95 

6229,33 135,88 

6338,08 138,78 

5983,15 - 

5940,77 - 

2,5 
- 

- 
0,00 

0,00±0,00 
- 0,00 

5 

- 

- 

0,00 

0,00±0,00 - 0,00 

- 0,00 

Tabla 8-26 Acumulación de PHB con 15 g/l de glucosa y ácido cítrico como fuente de carbono 

Concentración 

ácido cítrico 

(g/l) 

PHB 24 horas 

(%) 

Media PHB 24 

horas 

(%) 

PHB 72 horas 

(%) 

Media PHB 72 

horas 

(%) 

0 

0,00 

0,00±0,00 

0,00 

0,00±0,00 0,00 - 

0,00 - 

0,5 
28,12 

27,24±0,88 
- 

- 
26,37 - 

1 

46,77 

42,03±1,76 

1,18 

2,04±0,43 

36,64 2,57 

44,89 2,37 

40,79 - 

41,08 - 

2,5 

- 

- 

0,00 

0,00±0,00 - 0,00 

- 0,00 

5 

- 

- 

0,00 

0,00±0,00 - 0,00 

- 0,00 
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8.3. Anexo III: Nomenclatura y unidades 

A lo largo de este trabajo se emplearán las siguientes abreviaturas:  

SST - Sólidos suspendidos totales 

OD – Densidad óptica 

VFA – Volatile fatty acids (Ácidos grasos volátiles) 

Las unidades usadas en el trabajo son: 

Masa 

g – gramos 

mg – miligramos 

Volumen 

l – litros 

ml – mililitros 

Longitud 

mm-milímetros 

µm-micrómetros 

 

 


