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Revalorización de ácidos grasos volátiles y/o hidrógeno y CO2 en la producción de bioplásticos usando 
bacterias fotosintéticas púrpuras (PPB) 

 

Resumen 

 

La producción de plásticos biodegradables en forma de polihidroxialcanoatos (PHA), 

especialmente a partir de efluentes líquidos o gaseosos procedentes de desechos orgánicos como 

sustratos renovables está ganando interés. El presente trabajo tiene como objetivo principal 

investigar la posibilidad de la acumulación de PHA en cultivos de Bacterias Fotótroficas Púrpuras 

(PPBs) concretamente PHB (Poli-3-hidroxibutirato) y PHV (Poli-3-hidroxivalerato) a partir de 

ácidos grasos volátiles (crecimiento heterótrofo) e hidrogeno (H2) y dióxido de carbono (CO2, 

crecimiento autótrofo), así como la influencia de su producción cuando hay una limitación de 

nutrientes de nitrógeno y magnesio. Los resultados indicaron una buena degradación de sustrato 

para las condiciones de heterótrofas y tasa de eliminación H2 para condición autótrofos con 

rendimientos de eliminación de 80% (g DQOConsumido g-1 DQOInicial) y 75% (g DQOH2consumido g-1 

DQOH2 Inicial) respectivamente. La producción de PHA en condiciones heterotróficas fue de 

14.15% g PHB g⁻¹ biomasa superior a un 50% a las condiciones autótrofas. En este escenario, 

dentro de la composición fraccionada de PHA se mostró que el PHB (98%) se formaba en mayor 

concentración en comparación con PHV (2%). Las condiciones limitantes de nitrógeno 

exhibieron la mayor acumulación de PHA, logrando una concentración máxima de 25% g PHB 

g⁻¹ biomasa bajo condiciones heterótrofas y en condición autotróficas de 18% g PHB g⁻¹ biomasa, 

logrando una eficiente conversión del carbono en PHA frente al control. En cuanto la limitación 

de Mg2+ se registró un efecto positivo para la condición autotrófica frente a la condición 

heterotrófica llegando alcanzar una producción máxima de 21% g PHB g⁻¹ biomasa de PHB un 

aumento de 3 veces a la condición de control y y un efecto negativo en las condiciones 

heterotróficas decayendo la producción de PHA en 6% g PHB g⁻¹ biomasa. Estos hallazgos 

proporcionan información sobre nuevas estrategias para una efectiva conversión a partir de 

diferentes fuentes de carbono en bioplásticos y muestra resultados prometedores para una 

implementación a mayor escala de una fotobiorrefinería basada en PPB, que podría valorizar los 

desechos orgánicos urbanos para producir diferentes productos de alto valor agregado en el 

contexto de la bioeconomía circular. 

 

Palabras claves: Bacterias Fototróficas Púrpuras (PPB), PHA, Heterotrófico y Autótroficos 
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Abstract 
 

The production of biodegradable plastics in the form of polyhydroxyalkanoates (PHA), especially 

from liquid or gaseous effluents originating from organic waste as renewable substrates is gaining 

interest. The main objective of this work is to investigate the possibility of PHA accumulation in 

Purple Phototrophic Bacteria (PPB) cultures, specifically PHB (Poly-3-hydroxybutyrate) and 

PHV (Poly-3-hydroxyvalerate) from volatile fatty acids (heterotrophic growth) and hydrogen (H2) 

and carbon dioxide (CO2, autotrophic growth), as well as the influence of their production when 

there is a limitation of nitrogen and magnesium nutrients. The results indicated a good substrate 

degradation for heterotrophic conditions and H2 removal rate for autotrophic condition with 

removal efficiencies of 80% (g COD Consumed g-1 Initial COD) and 75% (g CODConsumed g-1 CODInicial) 

respectively. PHA production under heterotrophic conditions was 14.15% g PHB g⁻¹ biomass, 

which was 50% higher than under autotrophic conditions. In this scenario, within the fractionated 

composition of PHA, it was shown that PHB (98%) was formed in a higher concentration 

compared to PHV (2%). Nitrogen-limiting conditions exhibited the highest accumulation of PHA, 

reaching a maximum concentration of 25% g PHB g⁻¹ biomass under heterotrophic conditions 

and 18% g PHB g⁻¹ biomass under autotrophic conditions, achieving an efficient conversion of 

carbon into PHA compared to the control. Regarding Mg2+ limitation, a positive effect was 

recorded for the autotrophic condition compared to the heterotrophic condition, reaching a 

maximum production of 21% g PHB g⁻¹ PHB biomass, a 3-fold increase over the control 

condition, and a negative effect in heterotrophic conditions, decreasing PHA production by 6% g 

PHB g⁻¹ biomass. These findings provide information on new strategies for an effective 

conversion from different carbon sources into bioplastics and show promising results for a larger-

scale implementation of a PPB-based photobiorefinery, which could valorize urban organic waste 

to produce different high value-added products in the context of the circular bioeconomy. 

 

Keywords: Purple Phototrophic Bacteria (PPB), PHA, Heterotrophic and Autotrophic  
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INTRODUCCIÓN  
 

La industria de plásticos petroquímicos es muy importante e indispensable en la era 

moderna ya que ha registrado el uso diario de más 500 g de plástico por día al presentar 

características notables de resistencia, flexibilidad y durabilidad. Sin embargo, el uso 

indiscriminado de plásticos ha provocado una creciente crisis ambiental global debido a 

la contaminación plástica convirtiéndose una amenaza persistente para la salud humana, 

los ecosistemas y la vida silvestre, tomando mayor preocupación la fragmentación 

gradual de los plásticos lo que ha generado lo hoy conocido como “microplásticos” 

(Wang et al. 2021). Alrededor del 99% de todos los plásticos son derivados de fuentes 

fósiles, y dichas industrias petroquímicas proyectan triplicar esta producción para el 2060 

(OCDE 2022). Por lo tanto, es crucial la búsqueda de alternativas más verdes para reducir 

significativamente el impacto ambiental. En este contexto, los bioplásticos han surgido 

como algunas de las opciones más sostenibles debido a que pueden producirse a partir de 

recursos renovables, son biodegradables y presentan propiedades mecánicas y térmicas 

similares a los plásticos derivados del petróleo.  

Son estos polímeros de base biológica utilizados como bioplásticos los cuales pueden ser 

subdivididos en tres tipos, biopolímeros termoplásticos de almidón (TPS) a base de 

plantas, bio-monómeros polimerizados a partir del ácido poliláctico (PLA), y los 

biopolímeros extraíbles a partir de la producción de polihidroxialcanoatos (PHA) 

(Meereboer, Misra, and Mohanty 2020). Estos dos últimos plásticos el PLA y PHA 

generan interés al presentar propiedades biodegradables a diferencia de los TPS, aunque 

los biopolímeros de PLA son compostables, no se pueden descomponer en ambientes 

marinos de la misma manera que los PHA (de Castro et al. 2022). Esta propiedad es 

crucial y esencial si es que se desea avanzar en prácticas de economía circular, ya que los 

polímeros biodegradables pueden permitir una opción más sostenible especialmente si la 

producción de biodegradación se convierte en la entrada de producción para el mismo 

polímero en un marco de tiempo razonable dentro del ciclo biológico (Braungart, 

McDonough, and Bollinger 2007). 

Recientemente, ha crecido el interés en la investigación sobre la producción de PHA 

debido a sus propiedades fisicoquímicas similares a los plásticos derivados del petróleo 

juntos con las ventajas adicionales en términos de su naturaleza biodegradable, 
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biocompatible, versátil y no tóxica para aplicaciones en biocompuestos, suplementos 

nutricionales, materiales de embalaje, implantes biomédicos, ingeniería de tejidos, entre 

otros (Yadav et al. 2020, 2021). En el entorno industrial, comúnmente el PHA se produce 

por fermentación heterotrófica mediante el empleo de microorganismos aerobios puros 

que se alimentan a partir de sustratos como la glucosa, la fructosa o ácido propiónico 

(Kourmentza et al. 2017; Mannina et al. 2020). Sin embargo, el precio de la producción 

comercial de PHA es muy alto alrededor de 2.2–5.0 € por kg mientras que el precio del 

plástico fósil como el tereftalato de polietileno (PET) o polietileno de baja densidad 

(LDPE) este entre 0.8 a 1.0 € por kg (Liu et al. 2021). 

1. POLIHIDROXIALCANOATOS (PHA) 

Los polihidroxialcanoatos (PHA) son una clase de biopolímeros que se producen de 

manera natural por ciertos microorganismos, particularmente los PHA son compuestos 

poliésteres alifáticos que pueden ser producidos por una variedad de bacterias bajo 

condiciones limitantes de nutrientes, este tipo de moléculas se almacenan dentro del 

citoplasma de las bacterias el cual se obtiene mediante un proceso de extracción.  

Desde un punto de vista químico, los polihidroxialcanoatos (PHA) son poliésteres lineales 

que se componen de monómeros de hidroxiácidos (R-CH(OH)-COOH), donde "R" 

representa un grupo alquilo de cadena variable (Figura 1). Estos polímeros se forman 

mediante la polimerización de estos monómeros a través de enlaces éster entre los grupos 

hidroxilo (-OH) y carboxilo (-COOH). La fórmula que representa un compuesto de PHA 

es la descrita en la Ecuación 1. 

[−O − CHR − CH2 − CO −]𝐧         (1) 

 

El número de unidades repetitivas, representado por "n", determina el peso molecular del 

polímero y donde “R” es un grupo alquilo que puede variar en longitud y estructura, lo 

que da lugar a diferentes tipos de PHA con propiedades físicas y químicas distintas. 

Figura 1. Estructura general de monómero PHA 
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1.1. Clasificación de PHA 

En la actualidad se han identificado más de 100 tipos de monómeros de PHA, lo que da 

lugar a miles de combinaciones potenciales de copolímeros (Steinbüchel 1995). Por lo 

que usualmente se puede clasificar a los PHA mediante la del número de carbonos, es 

decir de longitud de cadena corta (4-5 átomos de carbono “scl: short chain length”), 

longitud de cadena mediana (6-14 átomos de carbono “mcl: médium chain length”) y de 

longitud de cadena larga (15 a más átomos de carbono “lcl: long chain lenght”). Los PHAs 

también se pueden presentar como combinaciones, copolímeros, de mcl y scl, dicha 

conjunción le da propiedades superiores en comparación con los homopolímeros. 

Dentro de los tipos de PHA, los de cadena corta son los más frecuentes en toda la 

producción industrial mediante microorganismos y están más ampliamente disponibles. 

Los más comunes son el poli(3-hidroxibutirato) (PHB) y poli(3-hidroxivalerato) (PHV), 

y en caso de copolímeros el poli(hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV). A 

continuación, se describen los PHA más comunes con la respectiva clasificación en la 

Tabla 1.  

Tabla 1.  

Tipos de PHA más comunes y el monómero constituyente 

Clasificación Polímero 
Grupo 

Funcional 
Abreviatura 

N° de 

Carbono 

Cadena corta 

Poli(3-hidroxipropionato) 3HP PHP 3 

Poli(3-hidroxibutirato) 3HB PHB 4 

Poli(3-hidroxivalerato) 3HV PHV 5 

Poli(3-hidroxibutirato-co-3-

hidroxivalerato) 
3HB/3HV PHBV 4 y 5 

Cadena media 

Poli(3-hidroxihexanoato) 3Hx PHHx 6 

Poli(3-hidroxioctanoato) 3HO PHO 8 

Poli(3-hidroxinonanoato) 3HN PHN 9 

Poli(3-hidroxidecanoato) 3HD PHD 10 

Poli(3-hidroxidodecanoato) 3HDDD PHDD 12 
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1.2. Síntesis de PHA 

La síntesis de polihidroxialcanoatos (PHA) es un proceso que se lleva a cabo 

principalmente de tres maneras: a) síntesis dentro de plantas genéticamente modificadas 

b) síntesis mediante ácidos grasos por microorganismos y c) síntesis a través de catálisis 

enzimática. De las tres opciones, el proceso más rentable y confiable para síntesis de PHA 

es mediante la fermentación, esto se justifica mediante los rendimientos de PHA al ser 

relativamente altos, donde los sustratos comúnmente utilizados en la síntesis de PHA son 

azúcares y aceite simple, los cuales son la glucosa y glicerol. 

Alrededor de 300 especies bacterianas son capaces de producir PHA, tanto en ambientes 

aeróbicos como anaeróbicos y lugares extremos  (Zytner et al. 2023). La producción de 

PHA son formados por especies de bacterias Gram positivas y Gram negativas donde las 

variedades más comunes en condiciones aerobias: Bacillus megaterium, Ralstonia 

eutrofa, Cupriavidus necator, y Pseudomonas putida, junto con otros de los géneros de 

condición anaerobia Azotobacteria, Sintrofomonas, Aeromonas, y Clostridium 

(Chanprateep et al. 2010; Sun et al. 2007). Estas especies bacterianas se pueden clasificar 

en dos categorías de acuerdo a su forma de cultivo, aquellas que requieren un ambiente 

deficiente en nutrientes durante la fase estacionaria de fermentación o aquellas que 

producen PHA durante la fase de crecimiento con un excedente de nutrientes disponibles 

(Muhammadi et al. 2015). 

 

2. PRODUCCIÓN DE PHA 

 

2.1.  Vías de biosíntesis de PHA 
 

 

 

La acumulación de los PHA se da en pequeños gránulos entre 0.2 – 0.5 micras dentro del 

citoplasma de las bacterias. Muchas bacterias se han adaptado a condiciones adversas y 

han desarrollado sistemas enzimáticos que emplean diversas fuentes de carbono para la 

biosíntesis de PHA, en la actualidad se ha determinado que existen ochos vías de 

biosíntesis de PHA (Lee 2010). Sin embargo existen tres vías principales, si bien es cierto 

la ruta a seguir va depender principales factores como la materia prima y la cepa 

bacteriana empleada en el proceso de producción (Choi 2020). A continuación, se 

describen las principales enzimas implicadas en la biosíntesis de PHA (Tabla 2) y las tres 

posibles rutas metabólicas para la producción de PHA. 
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Tabla 2.  

Descripción de las principales enzimas implicadas en la biosíntesis de PHAs. 

Ruta Enzima Abreviatura Referencia 

Ruta I 

Gliceraldehído-3-fosfato 

deshidrogenasa 
Enzima 1 

 (Raberg et al. 

2011) 

Complejo piruvato deshidrogenasa Enzima 2 
(Raberg et al. 

2011) 

3-Ketotiolasa PhaA 
(Peoples and 

Sinskey 1989) 

Acetoacetil-CoA reductasa 

dependiente de NADPH 
PhaB 

(Peoples and 

Sinskey 1989) 

3-Ketoacil reductasa dependiente de 

NADPH 
FabG 

(Kadouri et al. 

2005) 

PHA sintasa PhaC 
(Ren et al. 

2000) 

Ruta II (R)-Enoil-CoA hidratasa PhaJ 

(Sato, 

Kanazawa, and 

Tsuge 2011) 

Ruta III 

Acetil-CoA carboxilasa ACC 

(Somleva, 

Peoples, and 

Snell 2013) 

Malonil-CoA:ACP transacilasa FabD 
(Lee et al. 

2011) 

3-hidroxiacil-ACP:CoA transacilasa PhaG 
(Zheng et al. 

2005) 

 

2.1.1. Ruta I 

La primera vía produce PHA de cadena corta “scl”, es el caso de moléculas como azúcar, 

ácidos grasos o aminoácidos simples, donde dos moléculas de acetil-CoA, forman  dos 

moléculas de hidroxibutiril-CoA a través del uso de tiolasa (PhaA) y acetoacetil-CoA 

reductasa (PhaB), posteriormente se polimerizan en PHB mediante la polimerasa P(3HB) 

(PhaCscl) con una reacción de condensación (Haywood 1989; Lee and Chang 1995). A 

través de esta vía se producen PHA-scl comúnmente son PHB, PH4B, PHP y PHBP. 

(Meng et al. 2014a). Así también se puede producir un copolímero mediante la adición 

de propiónico lo que facilita la producción de PHBV, las reacciones que ocurre que el 

propionil-CoA de esa vía es el precursor del 3-hidroxivalerato (Byrom 1987; Liu et al. 

2011; Slater, Gallaher, and Dennis 1992). 

2.1.2. Ruta II 

La segunda ruta metabólica se basa en la degradación de las moléculas mediante la 

oxidación de los ácidos grasos para sintetizar PHA-mcl (Liu et al. 2011). El proceso inicia 
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mediante la conversión de los ácidos grasos en enoil-CoA. Posteriormente, con la 

intervención de la enzima R-3-hidroxiacil-CoA hidratasa, se forma R-3-hidroxiacil-CoA, 

y finalmente, a través de la mcl-PHA sintasa (PhaCmcl), se produce un PHA-mcl. 

Generalmente, se generan los polímeros PHHx, PHO y PHN (Meng et al. 2014b). 

2.1.3. Ruta III 

La Ruta III, representada por las líneas azules (Figura 2), describe la biosíntesis de ácidos 

grasos donde el azúcar se utiliza como fuente de carbono. Es decir, el Acetil-CoA 

producido durante la glucólisis (Ruta I) se convierte en malonil-CoA mediante la enzima 

ACC, y sigue la ruta correspondiente hasta formar (R)-3-hidroxiacil-ACP. En esta tercera 

vía, se produce PHA-mcl utilizando R-3-hidroxiacil-ACP, proveniente de la síntesis in 

situ de ácidos grasos, o R-3-hidroxiacil-CoA, derivado de la oxidación. Por ejemplo, R-

3-hidroxiacil-ACP se convierte en R-3-hidroxiacil-CoA mediante la enzima PhaG, y 

luego es utilizado por la PhaC para la polimerización de varios polímeros de cadena corta. 

Existe una diferencia entre la ruta I y II descritas anteriormente y la ruta III; el monómero 

generado a partir de la Ruta III puede tener una estructura diferente a la de su fuente de 

carbono; esto permite la utilizan de sustratos de bajo costo como el ácido acético o glucosa 

en la producción de PHA con múltiples monómeros. (M. Kumar et al. 2020; Sharma, 

Sehgal, and Gupta 2021). 

 

 

 

Figura 2. Rutas metabólicas para la síntesis de PHA 
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2.1.4. Ruta a partir de CO2 

Existe un grupo de microorganismos que presentan la capacidad de utilizar y fijar el CO2 

para la síntesis de PHA, específicamente microorganismos fotosintéticos autótrofos y en 

algunos casos como cepas especiales como Cupriavidus necrador. Esta vía metabólica 

de producción de PHA es similar a la de bacterias heterotróficas Vía I, II y III, con la 

diferencia que existe una ruta preliminar antes de ingresar en la ruta convencional 

biosíntesis descritas anteriormente. El mecanismo comienza cuando el dióxido de 

carbono es capturado por bacterias fotosintéticas autótrofas e ingresa en el ciclo de 

Calvin-Benson, donde utiliza ATP como fuente de energía y consume NADPH para 

producir gliceraldehído 3-fosfato. Posteriormente, dicho compuesto se convierte en 

piruvato en un solo paso mediante una reacción de oxidación, seguido por una reacción 

exergónica en dos etapas. Finalmente, el piruvato ingresa en la ruta convencional de 

biosíntesis de Acetil-CoA.(Flüchter et al. 2019) como se describe en la Figura 3.  

 

 

Para ello, algunas de las estrategias más estudiadas en la reducción de los costes es el 

empleo de comunidades microbianas mixtas para la generación de PHA en condiciones 

no estériles y la oportunidad de la alimentación con una variedad de sustratos de bajo 

valor, que pueden ser residuos o subproductos industriales y municipales (Tsang et al. 

2019).  Esto puede permitir reducir entre un 40-50% de los costes de producción (Talan 

et al. 2021). Así mismo, el uso de organismos que no dependen del oxígeno para crecer 

Figura 3. rutas metabólicas para la biosíntesis de PHA a partir de CO2 
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puede reducir el elevado coste de demanda energética que se requiere por parte de los 

organismos aerobios. Dicha estrategia que está ganando un gran impulso en los últimos 

años es el uso de bacterias fotosintéticas púrpuras (PPB por sus siglas en inglés: Purple 

Phototrophic Bacteria)  (Fradinho et al. 2021; Sali and Mackey 2021). 

El uso de PPB en la producción de PHA presenta varios factores decisivos claves para la 

industrialización como: i) la aplicación de PPB puede proporcionar hasta un 90% de 

rendimiento de conversión de sustrato a PHA, en comparación a los rendimientos 

aeróbicos es casi tres veces más (Fradinho et al. 2021) ii) este tipo de microorganismos 

no requieren de aireación, iii) obtienen su energía a través de la luz por lo que su 

rendimiento es cercano a la unidad (Hülsen, Batstone, and Keller 2014) y iv) a diferencia 

los PPB puede acumular los PHA mientras crecen, en comparación con otros organismos 

que sólo los producen en estado estacionario (Fradinho, Reis, and Oehmen 2016). A pesar 

de ello, existen algunas incertidumbres con respecto a la viabilidad técnica y la idoneidad 

ambiental de la aplicación de PPBs (Fradinho et al. 2021). En este sentido, existe una 

clara necesidad de la búsqueda de nuevas rutas y estudios de otros factores para su 

producción por ejemplo, aprovechar las características particulares de los PPB, al ser un 

grupo de microorganismos diversos con varios modos de crecimiento metabólico, es 

decir, se pueden desarrollar mediante fotoheterótrofia, fotoautótrofia y químiotrofia para 

la producción de biomasa PPB  (Capson-Tojo et al. 2020). Dicha biomasa se caracteriza 

por un alto contenido de proteínas (>60% de proteína) y cantidades variables de 

bacterioclorofilas, carotenoides, polihidroxialcanoatos (PHA), y coenzima Q10, lo que 

dan una posibilidad del aprovechamiento de diversos residuos o subproductos tanto 

líquidos y gaseosos de diversos procesos industriales. Por otro lado, una opción 

interesante para aumentar la eficiencia de producción de PHA es el efecto de las 

condiciones de limitación de nutrientes, ya que bajo estas condiciones de desequilibrio es 

como se acumulan los PHA en gránulos dentro de las células como fuentes de reserva de 

carbono (Shahid et al. 2021).  

3. BACTERIAS FOTOSINTETICAS PÚRPURAS (PPB) 
 

Las bacterias fotosintéticas púrpuras (PPB) constituyen un grupo diverso de 

microorganismos anoxigénicos, fototróficos y anaerobios facultativos. Estos 

microorganismos están ampliamente distribuidos a lo largo del árbol filogenético de las 

bacterias, con muchas subdivisiones, aunque específicamente dentro de las 

Proteobacterias (Imhoff and Bias-lmhoff 1995). Las PPB son conocidas por su 
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característico color púrpura, debido a la presencia de pigmentos fotosintéticos como las 

bacterioclorofilas a y b y los carotenoides, que utilizan para captar energía a diferentes 

longitudes de onda. Por ejemplo, las bacterioclorofilas a y b tienen picos de absorción en 

el rango de la luz infrarroja cercana (NIR), que se encuentran entre los 800 y 1020 nm, a 

diferencia de otros microorganismos que presentan clorofila con absorción en el espectro 

visible (VIS) (Hülsen, Batstone, and Keller 2014).  

Generalmente las PPB se pueden clasificar en dos grandes grupos, por un lado, las 

bacterias púrpura del azufre (PSB) y el segundo grupo, las bacterias púrpuras no del 

azufre (PNSB) que en su mayoría de casos pueden coexistir en el mismo entorno  (Hunter 

et al. 2009). Algo característico de los PSB es que son microorganismos que crecen 

predominantemente en un medio fotoautotrófico al usar compuestos reducidos del azufre 

como donadores de electrones para la reducción del carbono inorgánico, y presentan 

capacidades metabólicas fotoheterotróficas y sin luz limitadas, ya que en su mayoría se 

requieren de azufre para su crecimiento (Hunter et al. 2009). A diferencia las PNSB, son 

bacterias que presentan una diversa capacidad metabólica logrando crecer 

fotohetrotroficamente, fotoautotróficamente, e incluso de capacidad quimiotrofia oscura 

(aerobica/anaeróbica) (Hunter et al. 2009), por lo que genera un gran interés la utilización 

de este tipo de microorganismos. Los microorganismos más representativos y estudiados 

dentro de las PNSB, son, por ejemplo: Rhodopseudomonas palustris, Rhodobacter 

sphaeroides, y Rodospirillum rubrum (Engelmann 1883). La versatilidad metabólica de 

las PPB les permite una amplia gama de aplicaciones, tanto inorgánicas (fotoautótrofía) 

como orgánicas (fotoheterotrofia), como se describe en la Figura 4. 

 

Figura 4. Representaciones simplificadas de los modos metabólicos de PPB de acuerdo con fuentes de 

energía y carbono y aceptores de electrones 
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3.1. Fotoheterotrofía 

En las condiciones de fotoheterotrofía (Figura 4A (2)), se utiliza la luz como fuente de 

energía y el carbono orgánico como fuente de carbono. Además, se emplean diferentes 

compuestos como donantes de electrones, por ejemplo, ácidos orgánicos como acetato, 

propionato, butirato, malato, succinato, lactato, entre otros (Kim et al. 2004; Lu et al. 

2019). 

3.2. Fotoautotrofía 

En las condiciones de fotoautotrofía (Figura 4A(1)), este tipo de crecimiento se lleva a 

cabo bajo condiciones anaeróbicas, donde el proceso anabólico utiliza luz y CO2 como 

fuentes de carbono, junto con una gama de donantes de electrones inorgánicos,  tales 

como: H2, S0, S2O3
2- , H2S, Fe2+ , CO, NO2- (Griffin, Schott, and Schink 2007; Koku and 

Eroglu 2002; Najafpour and Younesi 2007). 

 De acuerdo con las condiciones ambientales, también puede determinarse el modo de 

crecimiento metabólico predominante. Por ejemplo, en presencia de luz y ausencia de 

oxígeno, se produce el crecimiento fototrófico. En estas condiciones, la mayor parte de la 

energía catabólica proviene de la luz absorbida por las bacterioclorofilas (BChls) y los 

pigmentos carotenoides, que son necesarios para la captación de luz y el crecimiento 

fotosintético. Dichas condiciones van a depender de la disponibilidad de luz y la presencia 

o ausencia de oxígeno lo que producirá el cambio del metabolismo de forma natural, como 

se describe en la Figura 5. 

Figura 5. Representadas de los modos dominante bajo la presencia/ausencia de materia orgánica, 

oxígeno o luz. 
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Por otro lado, emplear a las PPBs como tecnologías de tratamiento de efluentes no son 

competitivas a las tecnologías existentes debido al ser de elevado costo de capital al 

requerir sistemas iluminados artificialmente, aunque el uso de luz solar ofrece el potencial 

de reducir sustancialmente los costos operativos (Capson-Tojo et al. 2020). Sin embargo, 

resulta interesante el uso de PPBs como aplicaciones biotecnológicas con el objetivo de 

producir altas tasas de productos de valor agregado como una alternativa de afrontar el 

principal desafío económico y del aprovechamiento de los flujos de desechos para 

equilibrar los costos operativos. 

Las PPB producen productos como proteínas (como biomasa o extraído) (Hülsen et al. 

2018), hidrógeno molecular (Ghosh et al. 2017; Hallenbeck and Liu 2016) carotenoides 

y coenzima  Q10 (Saejung and Ampornpat 2019) la propia biomasa como fertilizante o 

alimentos para animales  (Pikaar et al. 2018) y de gran interés en estos últimos años 

polihidroxialcanoatos (PHA) (Fradinho et al. 2021). 

 

4. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA PRODUCCIÓN DE PHA 

La producción de los polímeros por las PPB pueden estar afectado por las condiciones de 

cultivo, las diferentes fuentes de carbono, la relación de C/N, la concentración de fósforo 

y nitrógeno, la limitación de nutrientes, el pH, el régimen de alimentación, las condiciones 

de iluminación y las condiciones de iluminación (Fradinho, Reis, and Oehmen 2016; 

Monroy and Buitrón 2020; Montiel Corona et al. 2017). Incluso estos factores pueden 

influir en la producción de productos de interés como pigmentos, CoQ10 e hidrógeno. 

4.1. Cultivo bacteriano de PPB 

Los cultivos de PPB pueden producir grandes cantidades de PHA, por ejemplo asimila 

como fuente de sustrato el acetato, las cepas bacterianas como R. sphaeroides llegan a 

producir el 90% (Sangkharah and Prasertsan 2007) o en el caso de R. palustris llegar 

acumular alrededor del 30% y la R. rubrum 45% (Carlozzi et al. 2019), por lo tanto el 

porcentaje de PHA es variable para el mismo microorganismo, sin embargo la producción 

de PHA empleando cultivos puros hace que la rentabilidad del proceso se vea afectada al 

tener que cumplir con requisitos de esterilidad, para ello las alternativa más empleada es 

el empleo de cultivos mixtos o conocidos también como cultivos enriquecidos.  
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Este tipo de cultivos presentan cualidades como una alta adaptabilidad y una alta 

degradación de sustratos como desechos, los cultivos mixtos también pueden producir 

cantidades similares de PHA que los cultivos puros claramente esto dependería de las 

condiciones de operación  (Cardeña, Valdez-Vazquez, and Buitrón 2017; Dinesh et al. 

2020). 

4.2. Sustrato 

Los PPB tiene la capacidad de emplear diversas fuentes de carbono para producir PHA, 

incluyendo acetato, malato, propionato, butirato, valerato, caproato, heptanoato, glicerol, 

glucosa y otros carbohidratos, así como CO2, CO, gas de síntesis, aguas residuales y 

efluentes de fermentación oscura provenientes de lignocelulósicos hidrolizados y otros 

residuos orgánicos   (Dinesh et al. 2020; Lorrungruang et al. 2006; Ranaivoarisoa et al. 

2019).  

El acetato y el butirato son dos de los ácidos grasos volátiles más comunes generados 

durante la biodegradación fermentativa de residuos orgánicos. En la mayoría de los 

estudios que emplean efluentes de fermentación oscura como sustratos para la producción 

de PHA, se observa principalmente la producción de PHB (Ghimire et al. 2016; Luongo 

et al. 2017). 

Para disminuir los costos de producción, es factible utilizar sustratos residuales 

complejos, como los efluentes acidogénicos provenientes de la fermentación oscura de 

residuos orgánicos (G. Kumar et al. 2019). Estos efluentes están cargados de ácidos 

grasos de cadena corta y pueden incluir ácidos grasos de cadena media, los cuales son 

eficientemente utilizados por las PPB para producir scl-PHA, mcl-PHA y otros productos 

de valor añadido. 

4.3. Limitación de nutrientes 

Como se indicó anteriormente, la mayoría de las bacterias productoras de PHA requieren 

un ambiente deficiente en nutrientes. Varios nutrientes tienen roles vitales en el 

crecimiento celular, el metabolismo y la producción de PHA. Los PHA son sintetizados 

por las bacterias como una molécula de almacenamiento de energía, que solo se hará 

durante un estado de exceso de energía (fuente de carbono) mientras que es deficiente en 

los medios para el crecimiento celular (nitrógeno, fósforo). Para hacer esto, las 

condiciones deficientes en nutrientes a menudo se crean en un proceso de fermentación 

de dos pasos; la fase de crecimiento y la fase de producción o acumulación de PHA. La 
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fase de crecimiento permite la producción máxima de biomasa, seguida de una reducción 

en el nitrógeno y/o fósforo dependiendo de la cepa de bacterias utilizadas. Una vez que 

se ha acumulado suficiente biomasa, las tasas de alimentación de nitrógeno y fósforo se 

reducen al mínimo. Moléculas y estructuras clave como el ATP y otros. El ADN y las 

membranas celulares requieren un suministro constante de nutrientes P y N, sin ellos la 

biomasa no puede seguir creciendo (Wang et al. 2019). Este estado de deficiencia de 

nutrientes asegura que todo el exceso de carbono se utilice para la síntesis de PHA en 

lugar del crecimiento de biomasa y se ha observado en varias especies para mejorar 

significativamente la productividad de PHA, y muchos estudios informan un aumento de 

casi 2–3 veces en la producción de PHA una vez en un estado deficiente de nutrientes 

(Grousseau et al. 2014; Portugal-Nunes et al. 2017; Tu, Zhang, and Wang 2019). 

De acuerdo a lo expuesto, es como se desarrolló el presente trabajo de investigación que 

tuvo como propósito la valorización biológica de ácidos grasos volátiles (crecimiento 

heterótrofo), hidrógeno (H2) y dióxido de carbono (CO2) (crecimiento autótrofo). Estos 

compuestos se pueden obtener a partir de los efluentes líquidos o gaseosos procedentes 

de la fermentación oscura de desechos orgánicos. Además, se evaluó el efecto que 

presentan las condiciones limitantes de nutrientes de nitrógeno y magnesio tanto en 

crecimiento heterótrofo y autótrofo para la producción de PHA. Este trabajo demuestra 

la importancia del estudio de diversas fuentes de carbono y la comprensión de las 

estrategias de acumulación de PHA de los PPB en condiciones estresantes, así como los 

resultados que pueden dar lugar a la implementación a mayor escala de una 

fotobiorrefinería basada en PPB, que podría valorizar los desechos producto de la 

fermentación oscura para producir diferentes productos de alto valor agregado en el 

contexto de la bioeconomía circular. 
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OBJETIVO 
 

Objetivo General 
 

- Revalorizar los ácidos grasos volátiles y/o hidrógeno y CO2 en la producción de 

bioplásticos (PHA) usando bacterias fotosintéticas púrpuras (PPB). 

Objetivos Específicos 

 

- Determinar la posibilidad de acumular PHAs, específicamente PHB (Poli-3-

hidroxibutirato) y PHV (Poli-3-hidroxivalerato) utilizando un consorcio mixto de 

PPBs en condiciones heterótrofas y autótrofas. 

- Evaluar el efecto de la limitación de nitrógeno en la acumulación de PHAs tanto 

en condiciones heterótrofas como autótrofas. 

- Evaluar el efecto de la limitación de magnesio en la acumulación de PHAs tanto 

en condiciones heterótrofas como autótrofas. 
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MATERIALES & MÉTODOS 
 

5.1. Inóculo de bacterias fotosintéticas púrpuras PPB 

El inóculo utilizado para las pruebas experimentales provenía de un consorcio mixto de 

PPBs enriquecido de un estudio previo (Rodero et al. 2024) el cuál fue almacenado 

durante un tiempo en una cámara fría. En primer lugar, se procedió con la reactivación 

del cultivo almacenado. Para ello se realizaron una serie de enriquecimientos hasta que 

se consiguió un cultivo en condiciones estables.  

 

5.1.1. Enriquecimiento Heterotrófico 

Los enriquecimientos heterótrofos se realizaron utilizando medio mineral de acuerdo al 

Ormerod et al. (1961) descrito en el apartado 5.2.1. Se procedió a la inoculación de cultivo 

mixto de PPB (10% del volumen total de trabajo) en un frasco de vidrio de 500 mL y un 

volumen de trabajo de 400 ml con el medio preparado. Tras esto se cerró con tapa de 

plástico acoplado con el septo de butilo y se pasó un flujo de N2 en el espacio en cabezas 

para asegurar una atmósfera libre de O2 durante 3 minutos. El frasco de vidrio fue 

colocado en una placa de agitación magnética (Thermo Scientific, USA) a 300 rpm y 

25°C durante 2 días, bajo condiciones de iluminación artificial con lámparas de luz 

infrarroja NIR (INSTAR IN-905) el cual emite longitudes de onda de 850 nm y a una 

intensidad de 60 Wm-2. (Ormerod, Ormerod, and Gest 1961) 

 

5.1.2. Enriquecimiento Autotrófico 

Para los enriquecimientos autótrofos se utilizó un medio Ormerod modificado para 

promover las condiciones autótrofas como en (Rodero et al. 2024). Para ello en un frasco 

de vidrio de 500 mL se añadió 180 mL de dicho medio mineral y 20 mL de inóculo. Esto 

se hizo para asegurarnos un espacio en cabezas suficiente para asegurar que no estamos 

limitados por transferencia de gas. El espacio en cabezas se desplazó con N2 y luego con 

H2 hasta una presión de 1.3 bar para para su aclimatación antes del inicio de los 

experimentos ara obtener un consorcio de PPB capaz de proporcionar un crecimiento 

fotoautotrofico estable, lo que tomo un tiempo de una semana.  
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5.2. Medio de cultivo  
 

5.2.1. Alimentación Heterotrófica 

Se cultivaron PPB para los ensayos de alimentación heterotrófica con medio (Ormerod, 

Ormerod, and Gest 1961) con algunas modificaciones: K2HPO4 (900 mg L-1), KH2PO4 

(600 mg L-1), MgSO4·7H2O (200 mg L-1), CaCl2·2H2O (75 mg L-1), FeSO4·7H2O (11.8 

mg L-1),  EDTA (20 mg L-1), NH4Cl (404.8 mg L-1), y ácido acético CH3COOH (1000 

mg L-1), se complementó con una solución micronutrientes de una dosis de 1ml L-1 que 

contiene: H3BO3 (280 mg L-1), MnSO4·4H2O (210 mg L-1), Na2MoO4·2H2O (75 mg L-1), 

ZnSO4·7H2O (24 mg L-1), Cu(NO3)2·3H2O (4 mg L-1), donde se ajustó el pH a 7 mediante 

la adición de NaOH de 1 N. 

5.2.2. Alimentación Autotrófica 

Los ensayos de alimentación autotrófica se realizaron con el mismo medio de Ormerod 

(Ormerod, Ormerod, and Gest 1961) fue: K2HPO4 (900 mg L-1), KH2PO4 (400 mg L-1), 

MgSO4·7H2O (200 mg L-1), CaCl2·2H2O (75 mg L-1), FeSO4·7H2O (11.8 mg L-1),  EDTA 

(20 mg L-1), NH4Cl (404.8 mg L-1), se complementó con 1 mL de la solución de 

oligoelementos: H3BO3 (280 mg L-1), MnSO4·4H2O (210 mg L-1), Na2MoO4·2H2O (75 

mg L-1), ZnSO4·7H2O (24 mg L-1), Cu(NO3)2·3H2O (4 mg L-1), con la modificación de la 

fuente de carbono para asegurar el crecimiento fotoautotrofico, se adicionó el NaHCO3 

(4200 mg L-1), como la fuente de carbono inorgánico que sustituye al CO2 debido a la 

baja transferencia de masa de gas-líquido que puede existir y el suministro de H2 puro.  

5.2.3. Experimentos bajo deficiencia de nutrientes   

Las condiciones de la experimentación fueron las mismas descritas en la sección 5.2.1 y 

5.2.2 para las condiciones de alimentación de heterotrofía y autotrofía, con la 

modificación de los medios en ambas situaciones de la eliminación de fuente de nitrógeno 

y magnesio que aporta el NH4Cl y del MgSO4 respectivamente. En esta condición no se 

regulo el pH. 

Todos los reactivos empleados en la experimentación son de grado P.A con una pureza 

superior al 99% y se obtuvieron de Sigma-Aldrich (España) y los gases empleados para 

las condiciones anaerobiosis fue a través de Linde España S.A que suministro nitrógeno 

puro (≥ 99.999 %), argón (≥ 99.999 %) e hidrógeno. 
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5.3. Configuración experimental  

Las pruebas experimentales para la acumulación de PHAs con cultivo de PPB en lotes 

consistieron en primer lugar del proceso de enriquecimiento heterótrofo ( descrito en el 

apartado 5.1.1) seguidamente se centrifugó para la separación de la biomasa del medio 

mediante el uso de una centrífuga (Sorvall ST4, Thermo ScientificTM), luego se 

resuspendio la biomasa con el medio (descrito en el apartado) y se le añadió acido acetico 

como medio heterótrofo para lo cual se reguló el pH del medio a neutro con NaOH 1N. 

Se realizó la inoculación de 20 mL del cultivo de PPB con una concentración inicial de 

la biomasa de 0.4 g L-1, seguidamente las botellas se cerraron con septos de butilo y tapas 

de plástico para el sellado hermético de los gases. Para asegurar las condiciones 

anaeróbicas libres de oxígeno se realizó la inyección de gas argón durante 2-3 minutos 

con liberación de la presión con una salida del gas, y posterior de la inyección de 5 

minutos más de argón condiciones herméticas hasta alcanzar una presión adecuada. Los 

frascos de vidrio se mezclaron constantemente con una placa de agitación magnética 

(Thermo Scientific, USA) bajo 300 rpm.  

El suministro de la luz fue proporcionado por lámparas de LED de infrarrojo (INSTAR 

IN-905) cercana NIR igual que en los enriquecimientos con una intensidad alrededor de 

60 Wm-2, la ubicación de las lámparas y frascos de vidrio fueron medidos para poder 

proporcionar una distribución uniforme de la luz mediante la medición de la luz con 

PASPort PS-2148 (PASCO, EE.UU.). Además, se empleó una lámina absorbente de 

UV/VIS (Lee filter ND 1.2299), el cual cubrieron los frascos de vidrio para evitar el 

crecimiento de otros microorganismos competidores y reduciendo la entrada de luz 

visible Capson-Tojo et al., 2021).  

Bajo las condiciones de pruebas experimentales autotróficas, se procedió de igual manera 

con las condiciones heterotróficas bajo consideración de algunas modificaciones, en este 

caso se trabajó con un volumen de trabajo del medio 200 mL para asegurar un mayor 

volumen en el espacio de cabeza para la transferencia del gas de H2, así también para 

asegurar las condiciones anaeróbicas se realizó mediante el lavado del espacio de cabeza 

con gas de Argón durante 5 minutos y posterior la inyección de H2 (100%) bajo una 

presión manométrica de + 0.3 bar (presión absoluta de 1.3bar). Durante los experimentos, 

se inyectó H2 cuando la presión del medidor manual descendía por debajo de + 0.1 bar 

(presión absoluta de 1.1 bar). Todas las pruebas experimentales se realizaron por 

triplicado. 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969723070997#bb0050
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Lo anteriormente mencionado se presenta mediante la Figura 6 que representa la 

esquematización de las pruebas experimentales. 

 

 

5.4. Procedimiento de muestreo 

El muestreo se realizó con ayuda de una aguja y jeringa a través del septum hermético al 

gas, se tomaron 5 ml el cual se realizaron las mediciones de forma instantánea de pH y 

temperatura con un dispositivo portátil (Hanna Instruments, EE. UU), la densidad óptica 

a 808 nm con un espectrofotómetro de UV-VIS (Shimadzu, Japón). Se extrajo el menor 

volumen posible para evitar la variación de volumen y este no sea significativo durante 

el tiempo de la experimentación, por lo cual el muestreo se controló cada 12 horas. 

Adicionalmente en condiciones autotróficas se realizó el análisis de gas y la presión del 

espacio de cabeza cada 12 h mediante el uso de cromatógrafo de gases con ayuda de 

jeringas gastight de 100 µl (Hamilton, EE. UU) para cuantificar la concentración de gas 

H2 y un manómetro manual para la medición de presión.  

Figura 6. Esquematización de la configuración experimental 
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Después de realizar las mediciones, se reservó las muestras para los análisis de DQO 

(soluble y total) y el resto de volumen se congeló la muestra para la determinación de 

PHAs. Estos análisis se realizaron tanto para condiciones heterotróficas como 

autotróficas. 

5.5. Procedimientos analíticos  

 

5.5.1. Crecimiento y productividad de biomasa PPB 

El procedimiento de la medición de los sólidos suspendidos totales (SST) y sólidos 

suspendidos volátiles (SSV) se realizaron bajo los protocolos internos del Instituto 

Procesos Sostenibles (ISP siglas en inglés) de la Universidad de Valladolid, España; estos 

procedimientos siguen la metodología normalizada APHA-AWWA-WPCF. Se tomó 15 

mL de muestra de cada frasco de vidrio al inicio y final de cada experimentación, se 

instaló el sistema de filtración al vacío que contiene un filtro de fibra de vidrio de 0.7 μm 

que previamente se ha pesado para su posterior cálculo, terminado el procedimiento de 

filtrado, se colocaron los filtros que contenían los sólidos a 105°C en una estufa durante 

24 horas para la obtención de SST. Finalizado el procedimiento descrito, se realizó la 

medición de SSV a través de la colocación del filtro a una mufla a 550°C por un tiempo 

de 24 horas. Mediante la aplicación de las ecuaciones 2 y 3 se realizó el cálculo de SST 

y SSV respectivamente. 

SST =
(PFiltro 1 − PFiltro 0)

V
× 1000          (𝟐) 

SSV =
(PFiltro 2 − PFiltro 1)

V
× 1000          (𝟑) 

Donde: 

- PFiltro 0: Masa de filtro vacío (g) 

- PFiltro 1: Masa de filtro después de la estufa (g) 

- PFiltro 2: Masa de filtro después de la mufla (g) 

- V: Volumen de la muestra en (L) 

Debido a las condiciones de limitantes del volumen de muestreo, se realizó una 

correlación de la OD y SST mediante producción de una curva. Por lo tanto la 

monitorización del crecimiento de PPB se realizó con la medición de la absorbancia 

del cultivo a 808 nm (OD808), esta longitud particularmente para las PPB presentan 
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picos característicos por encima de 800 nm los cuales corresponde a las 

bacterioclorofila a (Sepúlveda-Muñoz et al. 2020). Entonces el espectro de 

absorbancia del cultivo de PPB se analizaron en un espectrofotómetro UV-2550 

(Shimadzu, Japón). 

 

5.5.2. Demanda Química de Oxígeno Total y Soluble 

 

El procedimiento de la medición de Demanda Química de Oxígeno Total (DQOt) y 

Demanda Química de Oxígeno Soluble (DQOs) se realizaron bajo los protocolos 

internos ISP de la Universidad de Valladolid, España; estos procedimientos siguen la 

metodología normalizada APHA-AWWA-WPCF. Inicialmente para la DQOs se 

filtraron las muestras a través de un filtro de 0.45 µm con ayuda una pipeta automática 

se tomó 2.5 mL de la solución filtrada y se transfirieron a tubos de vidrio con tapa 

rosca, previamente rotulada según correspondiera. Seguidamente se añadieron 1.5 mL 

de solución digestora y 3.5 mL de solución catalítica, donde los tubos se cerraron con 

las tapas rosca y se agitaron suavemente. Los tubos ensayos se colocaron en un 

digestor a 150°C por un tiempo de 2 horas en la campana extractora. Transcurrido el 

tiempo se retiraron los tubos de vidrio y se dejaron enfriar a temperatura ambiente. 

Finalmente, se añadieron 3 gotas de ferroína como indicador y se introdujo un 

agitador magnético en cada tubo para titular el exceso de dicromato con la solución 

de FAS hasta el viraje a color rojo, anotando el volumen de FAS consumido según la 

lectura de la bureta digital. Se utilizó una muestra en blanco con 1.5 mL de agua mili-

Q. Finalmente, se determinó la DQO soluble utilizando la fórmula 4. Se procedió de 

la misma forma para la determinación de la DQO total, solo que a diferencia se utilizó 

la muestra completa tomada.  

DQO =  
(B − F) ∗ 400

T
∗ factor de dilución    (4) 

Donde: 

B: ml de FAS utilizados en la valoración de blanco 

F: ml de FAS utilizados en la valoración de muestra 

T: Título ml consumidos en valoración de patrón de dicromato potásico 

 

Para la determinación de rendimiento de biomasa heterótrofa (YX S⁄ ) es decir la 

cantidad de la biomasa generada por unidad de sustrato consumido, para ello la 
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concentración de la biomasa se calculó en g de SSV L-1 y se convertido en DQO 

mediante la relación de ecuación de biomasa CH1.8O0.38H0.18 (1g biomasa expresada 

SSV=1.78 g DQO) (McKinlay and Harwood 2011). Por lo tanto, el rendimiento de 

biomasa se expresó mg DQO biomasa mg DQO-1 consumido. 

 

Rendimientos de biomasa en condicione autotrófica se calcularon de acuerdo la 

siguiente fórmula: 

Y(g VSS ∙ g−1 H2) =
(SSVF − SSVI) ∙ Vliq(g VSS)

H2 consumido (mol) ∙ 2 (g H2 ∙ mol−1)
  (5) 

 

5.5.3. Cuantificación del consumo de gas  

La tasa de consumo de H2 en el espacio de cabeza se controló mediante el análisis de 

su concentración en el gas por cromatografía de gases y la medida de presión. La 

composición se cuantificó usando el 7820A cromatografía de gases (GC-TCD) 

sistema (Agilent Technologies CA, EE.UU.) empleado como gas portador el argón a 

un caudal de 5 mL min-1. La temperatura del horno y los detectores son 45 y 220 °C, 

respectivamente. El consumo de gas de hidrógeno en el sistema de cultivo cerrado se 

calculó mediante la aplicación de ley de gas ideal, con la ecuación 6: 

nH2
=

P(bar) ∙ Vh(L) ∙ %H2

R(L ∙ bar ∙ K−1 ∙ mol−1) ∙ T(K) ∙ 100
         (6) 

 

Donde: 

P: Presión absoluta (bar) 

Vh: volumen de espacio de cabeza 

% H2: porcentaje de H2 en el gas 

R: constante de gas ideal, de acuerdo a las unidades es 0.08314 L∙ bar ∙K-1 ∙mol -1 

T: Temperatura (K) 

 

5.5.4. Determinación de PHA y análisis de GC-MS 

El método para la cuantificación del contenido de PHA celular total se utilizó el 

enfoque de GC-MS estándar del poliester metanolizado (Manoli et al. 2023; Manoli, 
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Nogales, and Prieto 2022). Previamente se realizó pretratamiento de la muestra, para 

lo cual se realizó la centrifugación de 4 mL de muestra bajo 10000 rpm por 10 

minutos, se retiró el sobrenadante del cultivo precipitado, después se hizo la 

separación del pellet y se conservó a -20°C. El pellet se resuspendió en 2 ml de 

metanol que contuvo ácido sulfúrico y se traspasó en tubos de vidrio y se adiciono 2 

ml de cloroformo que contenía 0.5 mg/ml de ácido 3-metilbenzoico (3MB) como 

estándar interno, paralelamente se procedió de la misma para la preparación de cinco 

soluciones patrones con diferentes concentraciones con uso de cloroformo para la 

dilución, seguidamente los tubos de vidrio se tapó con una tapa rosca sellado 

herméticamente y se colocó el tubo bajo incubación a 100 °C durante 5h. Se esperó 

el enfriamiento y se realizó el proceso de extracción de dos fases, mediante la adición 

de una pequeña cantidad de H2SO4 para eliminar completamente la fase acuosa y la 

fase orgánica restante que contiene los ésteres metílicos se utilizó para la medición 

por GC-MS. Se empleó un cromatógrafo de gases Agilent (Waldbronn, Alemania) 

serie 7890A junto con un detector 5975C MS y acoplado un Split – splitless de inyectó 

se empleó para el análisis. Para la determinación del contenido específico de 

producción de PHA, se empleó la siguiente fórmula 7: 

% PHA, g ∙ g−1 =
CPHA ∙ V

MBIOMASA
× 100    (7) 

 

Donde: 

CPHA: Concentración de PHA (mg L-1) 

V: Volumen de la muestra extraída (L) 

M: Peso de la biomasa de la muestra (mg) 

 

5.6. Métodos estadísticos  

Los análisis estadísticos se realizaron con el software Statgraphics Centurion versión 18. 

Se realizó un análisis ANOVA de varianza para determinar la significación de los valores 

obtenidos mediante la realización de una prueba Tukey con un valor de p < 0.05 

considerado significativo.  
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RESULTADOS  
 

Evaluación del crecimiento bacteriano bajo condiciones heterotróficas y 

autotróficas sin limitación de nutrientes 

 

Los experimentos realizados presentaron diferentes picos de adsorción a diferentes 

longitudes de onda como 650, 808 y 865 nm lo que demuestra la presencia de las 

bacterioclorofila que es característica de las PPBs. Para la determinación del crecimiento 

bacteriano se realizó la medición de SSV. Además, la medición de SSV describe las 

capacidades metabólicas del modo de crecimiento de las PPB de las dos diferentes fuentes 

de carbono, donde las condiciones heterotróficas se basan en la alimentación con ácidos 

grasos volátiles “acetato” como fuente de carbono (heterótrofa) y segundo caso la 

alimentación con “CO2 y H2” como fuente de carbono (autótrofa).  

Como se observa en la Grafica 1, el cultivo mixto PPB heterotrófico comenzó a crecer 

desde el principio, partiendo inicialmente con una concentración de biomasa alrededor de 

0.42 gL-1 de SSVL-1 y alcanzo la mayor producción de biomasa bacteriana (en términos 

de SSV) en el cuarto día (96 h) de 0.70 g L-1 de SSVL-1 por lo que la tendencia del 

crecimiento fue ascendente a una tasa de 0.1164 g L-1 día-1.  

Para condiciones autotróficas se evidenciaron una aparente fase de retraso desde el inicio 

del crecimiento, con una concentración de biomasa inicial de 0.6 gL-1 de SSVL-1 y 

disminuyendo hasta el día 2 (48h) a hasta a 0.48 gL-1 de SSVL-1, esto podría atribuirse a 

que los cultivos alimentados con fuentes gaseosas como H₂ pueden estar fuertemente 

influenciados por la baja transferencia de masa en la fase gas-líquido. Una vez alcanzado 

el equilibrio de transferencia, en los días posteriores el sustrato promovió un aumento en 

la biomasa bacteriana, al finalizar el cultivo presentó una concentración de alrededor de 

0.53 g L⁻¹ de SSVL-1 con tasa máxima de 0.09 g L-1 día-1. Aunque los resultados muestran 

una ligera reducción en la tasa de crecimiento celular, el cultivo de PPB autotrófico fue 

capaz de continuar creciendo en los días posteriores. 

En el Gráfico 1, se puede observar que bajo las condiciones heterótrofas los cultivos PPBs 

presentan una mejor asimilación del sustrato (acetato) en el crecimiento bacteriano 

superior del 27% frente a las condiciones autotróficas (H2). Estos resultados señalan que 

la vía heterótrofa es preferible sobre la vía autótrofa para el consumo de sustrato, no 



Revalorización de ácidos grasos volátiles y/o hidrógeno y CO2 en la producción de bioplásticos usando 
bacterias fotosintéticas púrpuras (PPB) 

24 
 

obstante esto se podría mejorar se supera la limitaciones de la baja transferencia y 

equilibrar la disponibilidad de H2 (Spanoghe, Vermeir, and Vlaeminck 2021). El uso de 

reactores de alta transferencia de masa evitaría esto y haría que el crecimiento autótrofo 

fuera más competitivo frente a las condiciones heterotróficas. 

 

 

En cuanto al cultivo heterotrófico, se observó una tendencia similar a la reportada en 

estudios previos (Allegue et al., 2020b), donde su ensayo control, alimentado con acetato 

como fuente de carbono, alcanzó una concentración de SSV de 700 mg SSV L⁻¹ en el 

cuarto día, como en este estudio. Además, describieron que la mayor producción de 

biomasa se alcanzó entre los días 7.5 y 8, con una producción máxima de 900 mg L⁻¹. De 

manera similar, el trabajo realizado por Mata-De-la-Vega et al. (2022) mostró un perfil 

de crecimiento heterotrófico parcialmente creciente durante los primeros 8 días, con una 

concentración inicial de biomasa de 0.42 ± 0.2 g VSS L⁻¹, alcanzando una concentración 

máxima de 0.5 g VSS L⁻¹ en el octavo día. Aunque el aumento de biomasa no fue tan 

significativo, esto puede atribuirse a las condiciones de alimentación heterotrófica 

mediante aguas residuales de matadero, lo que sugiere una baja biodegradabilidad de la 

fuente de carbono. Además, las condiciones de cultivo se realizaron bajo baja intensidad 

Gráfica 1. Crecimiento bacterianos y perfil de pH de las PPB en condiciones heterotróficas y autotróficas  
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de radiación IR (12 W m⁻²). En general, de acuerdo con los resultados obtenidos en 

condiciones heterotróficas, se puede concluir que las PPB tienen la capacidad de absorber 

carbono y otros nutrientes, como nitrógeno y fósforo, de manera simultánea gracias a sus 

diversas vías de asimilación. Esto también se valida con los resultados del consumo de 

DQO mostrados en la Gráfica 2. 

Para las condiciones autotróficas se ha informado que el comportamiento es similar al 

observado en el estudio realizado por Flüchter et al. (2019), en el que el microorganismo 

C. coskatii alcanzó bajas densidades ópticas (OD600 de 0.4) en los primeros días, en 

comparación con el cultivo heterotrófico que logró una OD600 de 3.6. De manera similar, 

los estudios de Salinas et al. (2022) mostraron un perfil de densidad óptica (OD) 

decreciente durante las primeras 30 horas, y solo se evidenció un aumento significativo 

en la biomasa después del segundo día.  

En contraste hay un estudio realizado por (Spanoghe, Vermeir, and Vlaeminck 2021) que 

estudia la capacidad de consumo de H2 por las bacterias Rh. Capsulatus, Rh. Sphaeroides 

y Rps. palustris presentaron un crecimiento exponencial en 2.5 días llegando a 

concentraciones de 0.6 g SSV L-1, y posterior a ello un decaimiento, los autores destacan 

de la importancia de emplear un cultivo en fase estacionaria para asegurar un mejor 

consumo de H2. 

Los resultados obtenidos se pueden validar con los reportados por Madigan y Gest (1979), 

quienes determinaron la velocidad de crecimiento de R. capsulatus bajo diferentes 

condiciones de alimentación: quimioheterotrofia, quimioautotrofia, fermentación oscura, 

fotoheterotrofia y fotoautotrofia en condiciones anaeróbicas. En su estudio, describieron 

que el tiempo de generación del microorganismo bajo condiciones heterotróficas fue de 

entre 1.8 y 2.0 horas, ligeramente inferior al tiempo observado bajo condiciones 

autotróficas, que fue de aproximadamente 3.5 horas. Por lo tanto, la concentración de 

biomasa producida en condiciones autotróficas es menor que en las condiciones 

heterotróficas.  
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Evaluación de la eliminación de DQO bajo condiciones heterotróficas y autotróficas 

sin limitación de nutrientes 

La capacidad metabólica de las PPB está relacionada con el consumo de materia orgánica 

biodegradable (DQO soluble) que los microorganismos pueden asimilar como fuente de 

sustrato, que para las condiciones heterotróficas es el DQOconsumido por parte de ácido 

acético y para las condiciones autotróficas es la el consumo de H2 los cuales fueron 

convertidos en mg de DQOconsumo H2.    

A través de las condiciones heterotróficas se alcanzó una eficiencia de eliminación de 

alrededor del 80% (g DQOConsumido g⁻¹ DQOInicial) al finalizar el tratamiento con una 

concentración de DQOs de 309 mg L-1. Entre los días 2 y 4, la eficiencia de eliminación 

se mantuvo casi constante descrita en la Gráfica 2, lo que sugiere una menor 

biodegradabilidad del sustrato o, tal vez, una relación inadecuada de DQO: N en las 

pruebas experimentales por lotes (Allegue et al., 2020a). Sin embargo, la eficiencia de 

eliminación refleja un alto consumo de DQO, lo que sugiere la presencia de procesos 

acumulativos activos, como la producción de biopolímeros de PHA, tal como se describe 

en la Gráfica 3.  

 

Gráfica 2. Consumo DQO y eficiencia de remoción y consumo H2 en condiciones heterótrofas y autótrofas 
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El análisis de metabolismo autotrófico por PPB mediante el empleo de H2 como fuente 

de sustrato fue ligeramente menos efectiva en las condiciones de asimilación del sustrato 

al inicio y en el transcurso de los días este consumo fue aumentando llegando alcanzar 

una eficiencia de consumo del 75% (g DQOH2consumido g
-1 DQOH2 Inicial) en el 4 día alcanzo 

la cantidad mínima de 380 mg DQO descrita en la Gráfica 2, la tasa de consumo fue 

aumentando gradualmente y lo cual es que es congruente con el crecimiento de biomasa, 

debido la baja de transferencia de masa al inicio. 

Como se describe en Gráfica 2, tanto en la condición heterótrofa y autótrofa el grado de 

remoción de DQO y consumo de H2 fueron ligeramente similares y presentó una 

diferencia de 5% mejor en la condición heterotrófica quizás la diferencia probablemente 

se debe a la alta síntesis de ATP en la vía heterotrófica, ya que las PPB aprovechan la 

energía de los fotones para los ciclos de fotofosforilación (Adessi and De Philippis 2014), 

generando ATP a través de ATP sintasa con transmembrana H+.  

De acuerdo a los resultados bajo las condiciones heterotróficas, los resultados obtenidos 

son coherentes con estudios previos de Allegue et al. (2020b), en los que su prueba control 

logró una eliminación del 85%, siendo similares a este estudio bajo la misma fuente de 

sustrato (acetato). 

El cultivo de PPB demuestra la capacidad metabólica autotrófica por su tasa de consumo  

demostrada en los estudios realizados por los autores (Rodero et al. 2024) con tasa de 

adsorción de hidrógeno de 61 mg DQOH2 consumido d-1. Así también de los estudios 

desarrollados por los autores (Spanoghe, Vermeir, and Vlaeminck 2021) por el cual 

demostró de las capacidades de crecimiento fotohidrogenotrótico de tres especies 

(Rhodobacter capsulatus, Rhodobacter sphaeroides y Rhodopseudomonas palustris). En 

este estudio el cultivo de PPB empleado presenta como géneros dominantes a 

Rhodobacter sp y Rhodopseudomonas  (>83%) (Rodero et al. 2024), por lo tanto los 

resultados indican los cultivos tanto en vía foto heterotrófica sobre la vía autotrófica es 

cercana para la asimilación de sustrato, lo que demuestra la versatilidad de los cultivos 

PPB en el tratamiento y aprovechamiento de diferentes residuos tanto líquidos y gaseosos. 

Los datos experimentales obtenidos en las pruebas experimentales permitieron el análisis 

de los rendimientos de biomasa (Yx/s), es decir la eficiencia de bacterias PPB para 

transformar las fuentes de carbono en biomasa, encontrando un rendimiento de 0.82 g 
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DQO g-1 DQOconsumido para condiciones heterotróficas y 0.66 g DQO g-1 DQO H2 consumido 

en condiciones autotróficas.  

Evaluación de la producción de PHB y PHV bajo condiciones heterotróficas y 

autotróficas sin limitación de nutrientes 

Las condiciones de fuente de alimentación en condiciones heterótrofas o autótrofas es un 

tema crucial en la optimización de la producción de PHA, debido que las PPB ajustan sus 

rutas metabólicas bajo diferentes fuentes de sustrato, esto resulta beneficioso  por un lado 

los ácidos grasos volátiles como el acetato es un sustrato eficiente que permite a las PPB 

acumular PHA y por otro lado el uso de H2 en condiciones autotróficas permite reducir 

los costos operativos, sino que también es un proceso más limpio.  

En términos de alimentación heterotrófica para los PPBs se alcanzó una producción 

máxima de PHA de 14.15 % g PHA g-1 Biomasa, lo que está dentro de los rangos 

habituales de producción, que según la bibliografía varían entre el 3% y el 30% para 

cultivos mixotróficos de PPB (Allegue et al., 2020a; Fradinho et al., 2021). Se alcanzó 

una concentración de 938 mg L-1 y 9.39 mg L-1 de PHB y PHV respectivamente (Gráfica 

3), los días siguientes presentó un descenso en la producción de PHA lo que resulta 

congruente con la disminución de la fuente de carbono demostrada en la Gráfica 2. 

Gráfica 3. Producción de PHB y PHV en condiciones heterotróficas y autótrofas de PPB 
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En la Gráfica 2 se puede observar la relación que existe de la DQOs con la producción de 

PHB bajo condiciones heterotróficas, ya que existe una disminución de la producción de 

los polímeros cuando la fuente de carbono es baja, concretamente en el día 3.5 y 4 

días  (Monroy and Buitrón 2020). No obstante, en condiciones de un efluente real 

proveniente de la fermentación oscura puede resultar un menor rendimiento. 

Bajo condiciones autotróficas los cultivos PPBs llegaron a la máxima producción de PHA 

de 7.25% g PHA g-1 biomasa con una concentración máxima de 620 mg L-1 PHB y 6.12 

mg L-1 PHV, en los últimos días el cultivo de PPBs mantuvo una producción constante 

de PHA, el cual demuestra una efectiva absorción de H2. Además, en la Gráfica 3 se 

observa un proceso de acumulación parcial de PHB, lo que sugiere que las PPB podrían 

producir PHB en una vía autotrófica, aunque de manera más prolongada que en la vía 

heterotrófica.  

Se comprueba la posibilidad de acumulación de PHB y PHV bajos las dos diferentes 

condiciones de alimentación en el tercer día lo que demuestra que el pico de producción 

se alcanza al inicio de la fase estacionaria de crecimiento de las PPB y coincide con la 

máxima eliminación de DQO, aunque los rendimientos de producción fueron diferentes, 

superando en un 50% la condición heterotrófica frente la autótrofa. Una posible 

explicación de la diferencia significativa en el rendimiento de PHB en condiciones 

heterotróficas es que el acetato se convierte fácilmente en acetil-CoA, que, como se 

mencionó anteriormente, es un precursor clave en la formación de PHB (Karthikeyan et 

al., 2015). En el caso de las condiciones autotróficas, la conversión de acetato a acetil-

CoA se realiza a través de la enzima acetil-CoA sintasa el cual es un proceso más 

complejo y resulta en un consumo energético mayor.  

El bajo rendimiento para ambas condiciones también puede explicarse, en parte, porque 

algunas rutas de síntesis se desvían hacia la producción de proteínas microbianas o 

compiten con la producción de H₂ (Hülsen et al., 2016). De manera similar, se ha 

determinado que en cultivos mixtos de PPB (R. capsulatus, R. sphaeroides y R. palustris) 

bajo condiciones autotróficas se logró un rendimiento proteico del 42% en el tercer día.  

Además, el pH puede influir en la evolución del almacenamiento de PHA, los resultados 

indican que la mayor producción de PHA se produjo cuando el pH estuvo entre 7 y 8, es 

decir, en un medio neutro o ligeramente básico. Estos resultados son consistentes con los 
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hallazgos de Oehmen et al. (2014). Se ha determinado que ligeros aumentos en el pH 

pueden mejorar la producción de PHA. Por ejemplo, Khatipov et al. (1998) informó que, 

con un incremento del pH de 6.8 a 7.5, la producción de PHB acumulado se triplicó. 

La Gráfica 1 muestra que, en el segundo día, el pH bajó de 9.5 a 8.9, y concomitantemente 

se observó una producción de alrededor del 7% de PHB. Sin embargo, ese mismo día, el 

pH disminuyó a 7.8, lo que coincidió con la mayor producción de polímero, alcanzando 

un 14% de PHB en el tercer día, duplicando así su producción. Aunque el pH puede 

inducir la producción de polímeros, una vez sintetizados, estos pueden ser degradados o 

transformados para permitir la supervivencia del microorganismo en condiciones de pH 

subóptimo (Obruca et al., 2021).  

La asimilación de la fuente de carbono en las PPB está asociada con la producción de 

polímeros, por lo que una correcta biodegradación del sustrato para las condiciones 

heterótrofas y un alto consumo H2 para las condiciones autotróficas coincide con la 

acumulación de PHA (Gráfica 3). Esto resulta ventajoso, ya que puede reducir el tiempo 

necesario para producir el biopolímero. A diferencia de otros estudios (Carlozzi et al. 

2019) , donde se ha observado que algunos cultivos producen primero la biomasa y luego 

los PHA, lo que conlleva tiempos de cultivo más prolongados, en este estudio se observó 

que a partir del 4 día se logra la producción de PHB se ha informado que las células 

cambian su metabolismo para usar el ciclo de ácido tricarboxilico para metabolizar el 

acetato y producir el PHA. 

 

Evaluación del efecto de la limitación de N en el crecimiento bacteriano bajo 

condiciones heterotróficas y autotróficas 

Dentro del grupo de las bacterias fotosintéticas púrpuras PPB, se pueden clasificar 

generalmente en dos grupos de microorganismos productores de PHA. Esta clasificación 

está basada sobre la limitación de nutrientes, en el primer grupo son microorganismos 

que no requieren de limitación de nutrientes y acumulan el polímero durante la fase de 

crecimiento y estacionario, en el otro caso el segundo grupo requiere de limitaciones de 

nutrientes o fuentes de carbono para la acumulación de PHA (Raza, Abid, and Banat 

2018).  Para evaluar el efecto de la limitación de nutrientes de nitrógeno y magnesio en 

los cultivos de PPBs se tomó como referencia de control los resultados obtenidos 
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mediante el cultivo de PPB sin limitación de nutrientes en las condiciones heterótrofas y 

autótrofas mencionadas anteriormente. 

En la Gráfica 4 se describe el efecto de la limitación de nitrógeno en la producción de la 

biomasa en la condición heterotrófica se logró alcanzar una concentración de biomasa 

máxima de 0.55 g L-1 de SSV L-1 frente a la condición de cultivo sin limitación de 

nitrógeno (control) existe una disminución del crecimiento bacteriano en 21%. Dicho 

efecto se manifiesta de igual forma para las condiciones autotróficas con una 

concentración máxima de 0.45 g L-1 de SSV L-1 una disminución del 27% frente a la 

condición de control 

Los resultados muestran que la limitación o deficiencia del nitrógeno disminuye en gran 

medida el crecimiento microbiano (Bengtsson 2009; Serafim et al. 2004), esto se puede 

explicar ya que el nitrógeno es componente crucial de las proteínas y enzimas el cual 

influye directamente en el crecimiento celular (Venkateswar Reddy and Venkata Mohan 

2012). Sin embargo, en la gráfica 4, se puede evidenciar una mayor tasa de crecimiento 

para el cultivo autotrófico de 0.069 g SSV L-1 d-1 frente a las condiciones heterotróficas 

que alcanzaron una tasa de crecimiento máxima de 0.05 g SSV L-1 d-1. 

 

Gráfica 4. Crecimiento bacterianos y perfil de PH de las PPB con limitación de N en condiciones 

heterotróficas y autotróficas 
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Evaluación del efecto de la limitación de N en la eliminación de DQO bajo 

condiciones heterotróficas y autotróficas 

La limitación de nitrógeno para las condiciones heterotróficas sobre remoción de DQOs 

frente a la condición control fue superior en 17%, alcanzado una remoción del 97% (g 

DQOConsumido g
-1 DQOInicial) Gráfica 5, una concentración de DQOs final de 40 mg L-1, lo 

que se podría pensar que la condición de estrés induce a un aumento el tasa de remoción 

de DQO, esta interpretación también está respaldada por lo hallazgos de (Mata-De-la-

Vega et al. 2022)  que bajo condiciones heterotróficas se logran una remoción del 90%.  

Bajo las condiciones autotróficas la limitación de N ha permitido mejorar ligeramente la 

tasa de consumo del H2 en 5% frente al control, alcanzando una adsorción de H2 del 80% 

(g DQOH2consumido g
-1 DQOH2 Inicial) con una concentración final de 170 mg DQO, esto 

demuestra que no existe un efecto significativo para las condiciones autotróficas.  

 

Gráfica 5. Consumo DQO y eficiencia de remoción y consumo H2 con limitación de N en condiciones 

heterótrofas y autótrofas 
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Evaluación del efecto de la limitación de N en la producción de PHB y PHV bajo 

condiciones heterotróficas y autotróficas 

Para las condiciones heterótrofas, en la Gráfica 6 se observa que las DQO se han 

asimilado en su totalidad en el tercer día y que no hay fuente de carbono disponible. En 

este punto, el rendimiento de la producción de PHB y PHV es notable, alcanzando 

concentraciones de alrededor de 25 % (g PHA g⁻¹ de biomasa). Estos resultados indican 

que, cuando las fuentes de carbono son limitadas, se induce una mayor acumulación de 

PHA. Los resultados son similares a los reportados por Wu et al. (2022), quienes 

evidenciaron únicamente la presencia de PHB en el cuarto día, alcanzando una 

producción de 0.48 g g⁻¹. Curiosamente, esto ocurrió cuando las fuentes de carbono 

externas fueron limitadas, y los autores describen que inicialmente se observó una 

acumulación de glucógeno en las células mientras se agotaba la fuente de carbono. 

  

 

Gráfica 6. Producción de PHB y PHV con limitación de N en condiciones heterotróficas y autótrofas de 

PPB 

En cuanto las condiciones de alimentación autotrófica con limitación de fuente de N, 

siguió la misma tendencia en la producción de 18 % PHB y PHV, aclarando que la baja 

producción específica está relacionada directamente con la tasa de adsorción de H2 

descrita en la gráfica 5 bajo condiciones autótrofas. Sin embargo, la producción es notable 

en el cuarto día llegando a concentraciones de 2057 mg L-1 en la PHB a comparación de 
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los primeros días 75 mg L-1, claramente existe una relación sobre el sumidero de 

electrones aportado por el consumo H2. El estudio realizado por los autores (Santin et al. 

2024) respalda dicha suposición al ellos evaluar el efecto de la concentración de H2, 

indicando que logra una mayor acumulación de PHB de 53.8% bajo la limitación de N a 

concentraciones de 40% de H2 en contraste a concentraciones bajas de H2 produciendo 

un efectos de 2.7 veces mayor que la condición control, además en dicho estudio se 

comprueba que a partir del 4 día existe una concentración relevante de la acumulación de 

PHB.  

Esto también es congruente con los resultados obtenidos en la producción de biomasa 

bajo condiciones autotróficas (Gráfica 4), donde el H₂ puede representar una limitación 

en la asimilación de la fuente de carbono lo que afecta la biomasa. Para lograr una mayor 

producción de PHB en condiciones limitantes de nitrógeno, es crucial garantizar una 

atmósfera rica en H₂. La justificación de esta suposición es que, bajo condiciones 

autotróficas, el H₂ como fuente de potencial reductor contribuye a la fijación de CO₂ en 

los polímeros (PHB). Este mecanismo es similar al observado en algas fotosintéticas bajo 

condiciones limitantes de nitrógeno (Alboresi et al., 2016). Por lo tanto, es recomendable 

que la fuente reductora siempre esté en exceso para impulsar una mejor fijación de CO₂. 

Es importante detallar que efecto de la deficiencia de nutrientes en el PHA acumulado 

depende del tipo de cepa, del tipo de nutrientes limitados y de la fuente de carbono. Por 

ejemplo, Higuchi-Takeuchi y Numata (2019) demostraron que, bajo condiciones de 

limitación de nitrógeno, no hubo un efecto positivo en la producción de PHB. Por el 

contrario, Carlozzi y Touloupakis (2021) encontraron una mayor producción de PHB bajo 

deficiencia de nitrógeno usando el mismo microorganismo (Rhodovulum sulfidophilum). 

Esto sugiere que la limitación de nitrógeno está influenciada por la fuente de carbono, el 

tipo de microorganismo y el pH, como se ha demostrado en el presente trabajo. 

 

Evaluación del efecto de la limitación de Mg+2 en el crecimiento bacteriano y pH 

bajo condiciones heterotróficas y autotróficas 
 

Para los cultivos de las PPB la generación de estrés nutricional es uno de los principales 

factores que pueden impulsar la producción de PHB, ya que las células bacterianas actúan 

una serie de cambios metabólicos que conducen a la redistribución de los fuentes de C y 

la activación de diferentes mecanismos de almacenamiento dando como resultado en una 
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mayor síntesis y producción del polímero (Jahn et al. 2021; Melnicki, Eroglu, and Melis 

2009). Específicamente el magnesio es de vital importancia para la función celular como 

por ejemplo el Mg2+ se utiliza para enzimas metabólicas, replicación de ADN, 

estabilización de ácidos nucleicos (Walker 1994). 

Mediante la alimentación heterótrofa se presenta una tasa de crecimiento baja de 0.1 g 

SSV L-1 d-1 y alcanzó una concentración máxima de 0.7 g SSV L-1 frente a las condiciones 

de control, es decir el cultivo heterótrofo sin limitación de nutrientes no se ha evidenciado 

ni incremento o decrecimiento significativo de la biomasa microbiana, lo que induce que 

la limitación de Mg+2 no presenta un efecto en el crecimiento celular. Aunque en varios 

estudios (Chen et al. 2019; Lusk, Williams, and Kennedy 1968) se ha demostrado que la 

limitación de Mg reduce el crecimiento bacteriano, no obstante, los autores (Martin, 

Huang, and Thompson 2023) han indicado que dicha afirmación es correcta siempre y 

cuando se presenta una limitación conjunta de Mg+2 y Ca2+. 

Para la condición autotrófica en la gráfica 7 se puede evidenciar claramente el efecto de 

la limitación de Mg+2 en el crecimiento bacteriano presentando una tasa de crecimiento 

de 0.17 g SSV L-1 d-1 siendo superior en un 50 % a las condiciones de control sin 

limitación de nutrientes, bajo estas condiciones la fuente autotrófica alcanzó la misma 

concentración que el cultivo heterotrófico.  

 

Gráfica 7. Crecimiento bacterianos y perfil de PH de las PPB con limitación de Mg+2 en condiciones 

heterotróficas y autotróficas 
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Mediante una búsqueda exhaustiva no hay reportes de limitación de Mg2+ bajo 

condiciones autótrofas en cultivos PPBs lo que resalta la importancia del presente estudio 

al demostrar que la limitación de Mg+2 permite mejor el crecimiento bacteriano bajo 

condiciones autótrofas e incluso llegar alcanzar las concentraciones de cultivo heterótrofo 

estos resultados se pueden tomar como referencia para otros estudios sobre las PPBs. 

 

Evaluación del efecto de la limitación de Mg+2 en la remoción de DQO bajo 

condiciones heterotróficas y autotróficas 

 

En cuanto la condición heterotrófica de limitación de magnesio, se puede visualizar un 

descenso notable de la DQOs en los primeros días una eficiencia remoción del 96% (g 

DQOConsumido g
-1 DQOInicial)  descrito en la Gráfica 8 lo que conllevo a una adición de la 

fuente de carbono en el 1.5 días mediante la duplicación de la DQOs lo que también puede 

inducir una mayor producción de PHA, algunos autores han señalado que bajo 

condiciones limitantes de magnesio se puede inducir la producción de PHA e incluso con 

altas concentraciones de amoniaco (Melnicki, Eroglu, and Melis 2009; Mukhopadhyay, 

Patra, and Paul 2005).  

Se propone como una alternativa para limitar la producción de hidrógeno mediante la 

inhibición de la nitrogenasa e impulsar la acumulación de PHA.  Por ejemplo, Corneli et 

al. (2016) demostró que la deficiencia de Mg+2 cambia a R. palustris de H2 a la producción 

de PHB bajos fuentes de carbono iniciales de VFA y ratifica que la carencia de gama de 

nutrientes para el desarrollo celular e impulsar el almacenamiento de fuentes de carbono 

En situación de alimentación autotrófica, el escenario de la tasa de absorción de H2 fue de 

alrededor del 75 % (g DQOH2consumido g-1 DQOH2 Inicial) esto señala que no existe una 

diferencia frente las condiciones de control, reportándose la misma eficiencia de 

adsorción en condiciones sin limitación de nutrientes. 
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Evaluación del efecto de la limitación de Mg+2 en la producción de PHB y PHV 

condiciones heterotróficas y autotróficas 

 

El efecto de la limitación de Mg+2 en condiciones heterotróficas resultaron negativas 

porque se redujo la producción de PHB frente a la condición control, reduciéndose un 

42%, se determinó una producción máxima de 6% (g PHA g⁻¹ de biomasa). De la misma 

forma se siguió dicha tendencia para la producción de PHV. 

Para las condiciones autotróficas la limitación de Mg+2 resultó ser beneficiosa alcanzando 

concentraciones de producción de 23% (g PHA g⁻¹ de biomasa) esto resultó un 

incremento de más 3 veces frente a las condiciones de control con una concentración 

máxima de 1500 mg L-1. Una posible explicación del efecto de Mg+2 en la producción de 

PHB autotrófica puede estar en que el Mg+2 impulsa una mejor fijación del CO2, algo 

similar se ha presentado en el estudio por los autores (Santin et al. 2024) que determinaron 

mejores tasas de fijación del CO2
 bajo la limitación de Mg+2 y un ligero aumento en la 

conversión de PHB bajo las condiciones control. 

Gráfica 8. Consumo DQO y eficiencia de remoción y consumo H2 con limitación de Mg2+ en 

condiciones heterótrofas y autótrofas 
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En la gráfica 9, se puede observar claramente un efecto contrastante de las condiciones 

heterotróficas y autotróficas en la producción de PHB y PHV, donde se alcanzaron la 

mejor producción de PHB en condiciones de autotrófica a una producción de alrededor 

del 21% de PHB en contraste en la alimentación heterotrófica existe un efecto negativo 

la limitación de Mg+2 decayendo a una concentración máxima de 6% de PHB.  

Se desconoce con precisión la razón de la limitación de magnesio en las PPB, únicamente 

se justifica que es producto del estrés inducido al microorganismo que induce al 

microorganismo a una reacción metabólica más acelerada y el almacenamiento de fuentes 

de carbono en el cuerpo celular, esto se podría averiguar con mayor precisión con las 

rutas metabólicas y la expresión de genes.  

Es importante describir que en estos experimentos el pH no se controló llegando alcanzar 

pH cercanos a 9, lo que probablemente el cultivo de PPB no podrían superar dos 

condiciones de estrés, es decir pH y deficiencia de nutrientes. Por lo que, próximos 

estudios son importante corroborar la hipótesis de ensayos experimentales bajo 

condiciones limitantes de N con control de pH. Como también es necesario proporcionar 

condiciones apropiadas de limitación de nutrientes a las células bacterianas para apoyar 

una mayor acumulación del polímero. Este es un proceso elaborado, que requiere ser 

experimentado en detalle. 

Gráfica 9. Producción de PHB y PHV con limitación de Mg2+ en condiciones heterotróficas y autótrofas 

de PPB 
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CONCLUSIONES 
 

El presente estudio ha demostrado la posibilidad de acumulación de PHA bajos dos 

diferentes fuentes de carbono mediante alimentación heterotrófica (ácido acético) y 

autotrófica (CO2 y H2) y como también ha demostrado el papel de la limitación de 

nutrientes como N y Mg2+ en la acumulación de PHA para un cultivo mixto de PPB, 

encontrándose los siguientes resultados. 

En los ensayos experimentales sin limitación de nutrientes (control) se ha determinado 

que, bajo condiciones heterotróficas, se alcanzó una mayor concentración de SSV, 

logrando una concentración máxima de 0.7 g L⁻¹ de biomasa en el cuarto día. En 

contraste, bajo condiciones autotróficas, se observó una tendencia decreciente de la 

biomasa en los primeros días, alcanzando únicamente una concentración máxima de 0.53 

g L⁻¹ en el día 4, lo que se atribuye a una baja transferencia de masa entre gas y líquido.  

El crecimiento celular en condiciones heterotróficas fue superior del 27% frente a la 

condición autotrófica. Sin embargo, las PPB demostraron su versatilidad metabólica en 

ambas condiciones de alimentación, lo que se reflejó en la degradación de materia 

orgánica y de una tasa de consumo de H2. En condiciones heterotróficas se logró una 

eficiencia de eliminación de DQO del 80% (g DQOConsumido g⁻¹ DQOInicial), frente a una 

eficiencia de consumo de H2 del 75% (g DQOH2consumido g
-1 DQOH2 Inicial) en condiciones 

autotrófica, esto indica que los cultivos de PPB presentan una asimilación dependiente de 

la fuente de carbono. Además, los rendimientos de biomasa fueron de 0.82 (g DQO g⁻¹ 

DQO consumido) en condiciones heterotróficas y 0.66 (g DQO g⁻¹ DQO consumido) en 

condiciones autotróficas. En estos escenarios, hubo producción de PHB, en condiciones 

heterotróficas fue un total de 14.15% g PHB g⁻¹ biomasa, representando un 50% superior 

a la de las condiciones autotróficas, (7% g PHB g⁻¹ biomasa en condiciones autotróficas). 

La limitación de nitrógeno bajo condiciones heterótrofas y autótrofas presentó un efecto 

significativo en la concentración de biomasa, presentando una disminución en 21% y 27% 

respectivamente frente a las condiciones de control. En cuando la asimilación de la fuente 

de carbono en condiciones heterotróficas fue del 97% (g DQO consumido g⁻¹ DQO 

inicial) aumentando un 17% frente al control, encontraste bajo condiciones autotróficas 

el efecto no resultó significativo la absorción del H2 fue de 80% (g DQOH2consumido g
-1 

DQOH2 Inicial) mejorando un 5% frente al control. Se alcanzó una concentración máxima 
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de PHB del 25% g PHB g⁻¹ biomasa bajo condiciones heterótrofas y en condición 

autotróficas de 18 g PHB g⁻¹ biomasa, logrando una eficiente conversión del carbono en 

PHA frente al control.  

Por otro lado, la limitación de Mg+2 en términos de condición heterotrófica no presentó 

un efecto significativo en el crecimiento bacteriano manteniéndose una concentración de 

SSV similar a las condiciones de control de 0.7 g SSV L-1, sin embargo, para las 

condiciones autotróficas presentó una tasa de crecimiento de 0.17 g SSV L-1 d-1 siendo 

superior en un 50 % a las condiciones de control. El resultado de la producción de PHA 

en limitación de Mg+2 presentó un efecto positivo en las condiciones autotróficas, con una 

producción máxima de 21% PHB un incremento de más de 3 veces de las condiciones de 

control y un efecto negativo en las condiciones heterotróficas decayendo la producción 

de PHA en 6% g PHB g⁻¹ biomasa. 

 

RECOMENDACIONES 
 

Para las próximas investigaciones si se trabaja en la producción de PHA bajo condiciones 

limitantes de nutrientes se recomienda: 

- La validación de resultados en condiciones reales trabajando con residuos líquidos 

y gaseosos productos de la fermentación oscura. 

- Para asegurar que la limitación de los nutrientes es recomendable asegurar la 

medición de las concentraciones de N total y Mg+2. 

- Durante el transcurso de los ensayos realizado el mayor control de pH y 

temperatura. 

- Medición de los otros productos de valor agregado como proteínas, H2 y Poli P. 
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ANEXOS  

 

Espectros de absorción de las bacterias fototróficas purpuras PPB  

 

 

 

 

Crecimiento y enriquecimiento de las PPB con alimentación heterotrófica y 

autotrófica  
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Tratamiento de las muestras para la cuantificación de DQO y PHA  

 


