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Abstract 

The enzyme PhaC2 of Pseudomonas putida CA-3 is capable of polymerizing medium 

chain polyhydroxyalkanoates (PHAmcl). The enzyme affinity gives great ability to 

polymerize and obtaind PHAmcl. This biopolymers have low crystallinity and greater 

elastic ability than short-chain polyhydroxyalkanoates (PHAscl). Such biopolymers are 

commercially more attractive due to low crystallinity greater tenacity and allowing them 

a longer life without becoming brittle. However, the percentage yield of PHAs obtained 

is low (60%), compared with that obtained with bacteria such as C. necator having the 

ability to accumulate up to 90% of its dry weight. The aim of this work is to use the strin 

C. necator to produce PHAmcl  expressing phaC2 gene of P. putida CA-3 (phaC2PsCA-3), 

in order to obtain medium-chain monomeric units using an economic carbon source such 

as canola oil. The canola oil provides a mixture of saturated and unsaturated fatty acids as 

susbstrates. The gene phaC2Ps CA-3 expressed in the mutant C. necator PHB-4 (PHB-4-

pMRC03) and wild type C. necator (C. necator-PMRC03) with an intact copy of the 

gene phaC1, allowed a comparison of biopolymers obtained using canola oil as a carbon 

source. Monomers of 3-hydroxyoctanoate (3HO) and 3-hydroxyhexanoate (3HHx) were 

incorporated into the polymers synthesized by the synthesizing C.necator-pMRC03 

approximately 96% dry weight of PHA. At 27 h of culture was able to obtain a molar 

composition of 84 mol% 3HB (3-hydroxybutyrate), 2.1 mol% 3HV (3-hydroxyvalerate), 

9% and 4.1 mol mol% 3HO 3HHx and respectively . The presence of 3HB, 3HV, 3HHx 

and 3HO monomers in the polymers was confirmed by gas chromatography and NMR 

analysis. 
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Resúmen 

La enzima PhaC2 de Pseudomonas putida CA-3 es capaz de polimerizar 

hidroxialcanoatos de cadena medía (PHAscm). Su amplía afinidad le da gran capacidad 

para polímerizar PHAscm y obtener biopolímeros de baja cristalinidad y mayor capacidad 

elástica que los polihidroxialcanoatos de cadena corta (PHAscc). Este tipo de 

biopolímeros son más atractivos comercialmente debido a una mayor tenacidad y baja 

cristalinidad, esto les permite una mayor vida útil sin llegar a ser frágiles. Sin embargo, el 

rendimiento porcentual de PHAs obtenido es bajo (60% aproximadamente), comparado 

con el obtenido con bacterias como C. necator, que tiene la capacidad de acumular hasta 

un 90% de su peso seco. El objetivo de este trabajo es utilizar a C. necator  para producir 

PHAscm al expresar phaC2 de P. putida CA-3 (phaC2PsCA-3), con el fin de obtener PHAcm 

utilizando una fuente de carbono económica. El aceite de canola es una fuente de carbono 

económica que proporciona una mezcla de ácidos grasos saturados e insaturados. El gen 

phaC2Ps CA-3 expresado en la mutante C. necator PHB-4 (PHB-4-pMRC03) y en la cepa 

silvestre C. necator (C. necator-PMRC03) con una copia intacta de su gen phaC1, 

permitío realizar una comparación de biopolímeros obtenidos al utilizar aceite de canola 

como fuente de carbono. Monómeros de 3-hidroxioctanoato (3HO)  y 3-hidroxihexanoato 

(3HHx) fueron incorporados en los polímeros sintetizados por el C.necator- pMRC03  

sintetizando aproximadamente el 96% del peso seco de PHA.  A las 27 h de cultivo se 

logró obtener una composición molar de 84% mol  3HB (3-hidroxibutirato), un 2,1% mol 

3HV (3-hidroxivalerato), el 9% y 4,1 mol 3HHx y 3HO mol% respectivamente. La 

presencia de 3HB, 3HV, 3HHx, y 3HO monómeros en los polímeros se confirmó por 

cromatografía de gases y RMN análisis. 



3 
 

!

CAPÍTULO I .   

1. INTRODUCCIÓN  GENERAL 

 

El actual énfasis en la sustentabilidad y la ecoeficiencia han dado lugar a una intensa 

búsqueda de recursos renovables y procesos de producción amistosos con el medio 

ambiente. El desarrollo sustentable es reconocido como esencial para el crecimiento de la 

economía y la productividad industrial.   

 

Por más de 70 años los plásticos derivados de petróleo han sido usados por su 

versatilidad y durabilidad. Sin embargo su acumulación como basura, en grandes 

volúmenes, en rellenos sanitarios ha tenido consecuencias negativas al medioambiente 

por ser recalcitrantes, resistentes a la biodegradación ó tóxicos después de incinerados. 

En  la ciudad de México, en los últimos 10 años, se ha duplicado la generación de basura 

de plástico al pasar de 750 toneladas en promedio diario a 1500 toneladas, lo que 

representa aproximadamente el 14 por ciento del total de los residuos generados al día en 

el Distrito Federal. Por otra parte, recientes estimaciones sobre los recursos 

petroquímicos sugieren tasas alarmantes de agotamiento a nivel mundial. Desde 

diciembre de 2011, los precios de las materias primas plásticas están experimentando un 

aumento constante de 200 a 300 euros por tonelada (de casi el 20%), como consecuencia 

de la actual situación geopolítica y económica (crisis de abastecimiento, el aumento de 

precios de petróleo crudo, la debilidad del euro frente al dólar) (The economist, 2012). 
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mm, estas inclusiones pueden ser visualizadas claramente por microscopía de fases 

debido a su alta refractabilidad. 

 

Los PHAs son de interés biotecnológico por ser inmunológicamente inertes, lo que los 

hace prometedores para futuras aplicaciones, particularmente las relacionadas al área 

médica, a pesar de sus altos costos de producción (Keshavarz and Roy I, 2010).  Como se 

mencionó anteriormente, a diferencia de los plásticos comunes, los PHAs son 

biodegradables. Varios microorganismos en la naturaleza han desarrollado mecanismos 

para degradar PHAs a través de la secreción de PHA depolimerasas intra- o 

extracelulares (de Eugenio et al., 2007). La velocidad de degradación depende de varios 

factores relacionados con el medio ambiente (temperatura, pH, nivel de humedad) y con 

el mismo polímero (composición, cristalinidad, dimensión) (Sudesh et al., 2000). Sin 

embargo, la tasa de degradación de PHAs varía desde unos pocos meses (en aguas 

residuales anaerobias) o años (en agua de mar) (Jendrossek et al, 2009). 

 

Los PHAs también son materiales biocompatibles, lo que les permite ser evaluados 

como materiales para la liberación controlada de fármacos, suturas quirúrgicas, vendajes, 

material ortopédicos (Ojumo et al., 2004). Además, los PHAs tiene un gran potencial  

para ser utilizado como andamios para la ingeniería de tejidos celulares (Hocking y 

Marchessault, 1994;. Ojumu et al., 2004). 

 

Lo más importante es que los PHA pueden ser producidos a partir de fuentes renovables, 

lo que los hace degradables por naturaleza. Por ejemplo, la producción fermentativa del 
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después se encontró el poli (3-hidroxivalerato) (3HV) en bacterias crecidas en lodos 

activados (Rudnik, 2008).  

 

Existen diversos tipos de PHAs dependiendo de las estructuras monoméricas que los 

constituyen y pueden estar formados por un solo tipo de estructura monoméricas 

(homopolímero) o por dos (copolímero) o más (heteropolímero) (Fig. 1b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. a) Estructura general de polihidroxialcanoatos (R1, R2 =  grupo alquil C1-C13, X= 1-4, 

n=100-30000). b) Gránulos intracelulares de PHB, PHV y PHB-co-PHV formado en C. necator. 

 

Por otra parte, los PHAs de cadena media (PHAcm) comprenden unidades con seis ó más 

átomos de carbono en sus unidades monoméricas (Steinbuchel and Luke-Eversloh, 2003). 

La estructura monomérica que conforma a los PHAs define sus características mecánicas, 

térmicas y cristalinas (Matsusaki et al., 2000). Los PHAcm exhiben mejores propiedades 

que los de cadena corta; más bajo punto de fusión, alta flexibilidad y bajo grado de 

(a) 

(b) 
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cristalinidad  (Steinbuchel and Lutke-Eversloh 2003; Park et al., 2005; Verlinden et al.,  

2007).  Por ejemplo, el PHB tiene una cristalinidad de 60%,  un punto de fusión 180ºC y 

una elongación a la ruptura de 5%. Sin embargo, los PHAscm presentan una baja 

cristalinidad (20-40%), no se rompen fácilmente, presentan una extensión a la ruptura de 

300-450%, y se comportan como elastómeros lo que da como resultado una  amplia 

variedad de aplicaciones. 

 

1.3  Cupriavidus necator y  su ruta biosíntesintética.  

 

Cupriavidus necator también llamada Wautersia eutropha, Ralstonia eutropha o 

Hidrogenomonas eutropha es una bacteria no patógena Gram-negativa, encontrada en el 

suelo y agua, perteneciente a la familia de las " -proteobacterias (Park et al., 2011). Esta 

bacteria es utilizada como modelo de producción de PHAscc a partir de sustratos simples 

como glucosa, fructosa o alcanos simples. Las tres principales enzimas de la biosíntesis 

β-cetotiolasa, acetoacetil-CoA reductasa y la Pha sintasa tipo I, son codificadas por los 

genes phaACn, phaBCn y phaCCn respectivamente. Estos genes están formando el operón 

phaCABCn (Suriyamonkol et al., 2007) bajo el control de un promotor único (Fig. 2a) 

(Steinbuchel 2001; Reddy et al., 2003, Verlinden et al., 2007). En primer lugar, PhaACn 

condensa dos moléculas de acetil-CoA para formar acetoacetil-CoA (Reddy et al., 2003, 

Suriyamonkol et al., 2007), que luego se reducirá bajo la acción de PhaBCn para formar 

(R)-3-hidroxibutiril-CoA ((R)-3HB-CoA). El monómero generado (R)-3HAcc-CoA será 

polimerizado por la PhaCCn para formar un polímero como PHB. En esta vía, PhaACn y 
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PhaBCn sirven como suministro de monómeros, mientras que PhaCCn es la enzima clave 

en la biosíntesis de PHAs (Steinbuchel 2001; Reddy et al., 2003, Verlinden et al., 2007). 

 

El flujo de acetil-CoA y la biosíntesis de PHAscc dependen de las condiciones de 

crecimiento. En condiciones de crecimiento equilibrado, la actividad de β-cetotiolasa es 

inhibida por la CoA generada, como resultado de los flujos, principalmente acetil-CoA, 

en el ciclo de Krebs (Steinbuchel, 2001)(Fig. 2 b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Ruta de biosíntesis de PHAs de cadena corta. 

 

 
(a) 

(b) 
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1.4  Biosíntesis y genes involucrados en la producción de PHAscm. 

 

La eficiente síntesis de PHAscm se produce usando fuentes de carbono estructuralmente 

relacionadas, tales como alcanos y ácidos alifáticos (Lageveen et al. 1988). Los ácidos 

grasos son ácidos alifáticos que directamente relacionan la biosíntesis de PHAscm con el  

metabolismo de degradación de ácidos grasos. A partir de la " -oxidación, la biosíntesis 

de PHAscm es realizada por enzimas intermediarias para generar los monómeros (R)-

3HA-CoA. 

 

Bacterias del género Pseudomonas sp como P. aeruginosa, P. Oleovorans y P. Putida 

incorporan eficientemente monómeros del intervalo C6 –C14 a la síntesis de PHAs. En 

condiciones óptimas de crecimiento celular, los ácidos grasos de cadena larga, como el 

oleico (C18:1), necesitan múltiples ciclos por la ruta de " -oxidación para ser degradados 

hasta acetil-CoA. En condiciones de estrés, la degradación hasta acetil-CoA puede ser 

interrumpida por enzimas intermediarias de la biosíntesis del material reserva de energía. 

Las enzimas intermediarias de la " -oxidación enoil-CoA hidratasa (fhaJPs), 3-cetoacil 

CoA (fhaGPs) y (S)-3-hydroxiacil CoA (fadBPs), ayudan a formar moléculas largas de R-

hidroxiacil-CoA (Fig. 3) (Suriyamongkol et al., 2007). Finalmente, estos monómeros R-

hidroxiacil-CoA son polimerizados por una Pha sintasa tipo II (phaC2ps) para incorporar 

unidades monoméricas de alto peso molecular y producir polímeros con mejores 

propiedades elásticas, en comparación con los obtenidos con la Pha sintasa tipo I 

(Suriyamongkol et al., 2007). 
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Figura 3. Ruta  metabólica de producción de PHAs de cadena media (PHAscm).  

 

 

1.5  Sistema de polimerización monomérica. 

1.5.1 Clasificación de PHAs sintasas 

 

Las PHA sintasas catalizan la incorporación a PHAs de R-3-hidroxiacil-CoA. Las PHAs 

sintasas de diferentes cepas presentan diferencias en su estructura primaria, composición 

en la subunidad y especificidad de sustratos. Basados en estos aspectos las PHAs sintasas 

son divididas en cuatro clases principales (Tabla 2) (Steinbüchel et al., 1992).  
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Tabla 2. Clases de PHA sintasas basadas en su estructura primaria y especificidad de 
sustrato 
 

Tipo 
Subunidad de 

PHA sintasa 
Microorganismos Substrato Referencia 

I PhaC 

Cupriavidus necator, Acinetobacter 

sp., R3849, A.punctata, A. latus, 

B.cepacia, A. hydrophila 

HAcc – CoA Qi y Rehm, 2001 

II PhaC 

Pseudomonas aeruginosa, B. 

caryophylli, P.putida, 

P.oleovorans, P. stutzeri, P. 

resinovorans, 

HAcm- CoA Amara y Rehm , 2003 

III PhaC – PhaE Allochromatium vinosum HAscl-co-mcl CoA Yuan et al., 2001 

IV PhaC – PhaR 
Bacillus megaterium, Bacillus sp 

INT005 
PHAcc- CoA McCool y Cannon, 2001 

 

Las Pha sintasas tipo I, comprenden una sola subunidad (PhaC) con un peso de 61-73 

kDa. Esta clase de sintasas preferentemente utilizan monómeros HAcc-CoA (C3-C5) para 

formar PHAscc. Las Pha sintasa clase II, comprende dos subunidades de 63kDa cada una. 

Esta sintasa utiliza monómeros de AHcm-CoA (C6-C14) para formar PHAcm. La mayoría 

de las bacterias del género Pseudomonas sintetizan estas enzimas. La sintasa clase III, 

comprende dos diferentes subunidades, ambas de 40 kDa. La subunidad I presenta una 

secuencia de aminosácidos de 21 a 28% similares a la sintasa de clase I y clase II 

respectivamente. La segunda subunidad no presenta similaridad a ninguna sintasa. Un 

ejemplo de esta sintasa es la perteneciente a Chromatium vinosum (Amara y Rehm , 

2003).  
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Figura 4. Mœltiples alineamientos de amino‡cidos  de las Pha sintasas de diferentes bacterias. 

 

1.6   Producci—n natural de PHAs  

 

Aunque se han encontrado m‡s de 250 diferentes cepas naturales productores de PHAs se 

han encontrado, s—lo unas pocas bacterias han sido empleadas para la bios’ntesis. En la  

dŽcada de 1980, una mutante de C. necator fue empleada por Imperial Chemical 

Industries (ICI, Reino Unido) para la producci—n industrial de [P(3HB-co-3HV) vendido 

bajo el nombre comercial de BiopolTM (Chanprateep, 2010). 

 

Sin embargo, hay algunas limitaciones asociadas con el uso de los recursos naturales por 

bacterias productoras de PHAs. Para la producci—n industrial de la PHA, es deseable 

desarrollar cepas que pueden alcanzar alta densidad celular final en 

un per’odo de tiempo relativamente corto y que produzcan alto contenido de producto. En 

C. necator, el metabolismo de hidratos de carbono conduce a la bios’ntesis de PHAscc 
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principalmente PHB (Suriyamongkol et al., 2007). Sistemas de producción en lote 

pueden ser utilizados para el desarrollo de modelos que faciliten un cultivo para la 

acumulación de PHAscc. Khanna y Srivastava (2004) demostraron que un cultivo por lote 

de C. necator produjo 19.7 g l-1 de la biomasa y 10.89 g l-1 de la acumulación de PHB en 

60 h bajo condiciones de cultivo estadísticamente optimizada. Fukui et al., 2002 

reportaron un trabajo de ingeniería metabólica en el que R. eutropha produce HB-HHx 

(polihidroxibutirato-co-hexanoato) a partir de una fuente de carbono simple: fructosa. 

Esto fue posible por la introducción de genes de crotonil-CoA reductasa de Streptomyces 

cinnamonesis y un grupo de genes pha P-C-J pertenecientes a A. caviae los cuales 

codifican para proteínas asociadas a la formación de inclusiones de PHAs y (R)–enoil-

CoA hidratasa respectivamente, logrando con esto una ruta artificial para la producción 

del copolímero. En esta cepa recombinante se formo C6-Acil-CoA por la vía  " -

cetotiolasa mediante la elongación de butiril-CoA, el cual fue generado de crotonil-CoA. 

Con esto la cepa logró acumular 48% en peso seco de copolímero con 1.5% de HHx. 

 

1.6.1 Producción de PHAs usando fuentes de carbono renovables. 

 

 La producción de PHAs con azúcares como fuente de carbono ha sido optimizada para 

alcanzar alta productividad. Sin embargo, el costo de la producción de PHA utilizando 

azúcares es mayor, se obtiene un bajo rendimiento de PHA, de 0.3 a 0.4 g de P(3HB) por 

gramo de glucosa utilizada.  
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En la actualidad, se busca reducir el costo de producción de PHA utilizando fuentes de 

carbono simples de bajo costo, tales como el suero (Pantazaki  et al.,  2009), xilosa y 

melaza de remolacha (Chee et al., 2010). Utilizando estas fuentes de carbono con 

bacterias como B. cepacia ATCC 17759 crecido en 10 g l-1 de xilosa, se han producido 

2.6 g l-1 de biomasa celular con un 60% en peso del peso seco de células de P(3HB) 

(Chee et al., 2010). En un estudio separado, se encontró que B. cepacia tenía la capacidad 

de producir  70% en peso del peso seco de células de poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxi-

4-pentenoato) P-(3HB-co-3H4PE) partir de fuentes de carbono tales como sacarosa o 

gluconato (Chee et al., 2010). En la Tabla 3 se resumen algunas fuentes de carbono 

económicas utilizadas para la producción de PHAs. 

 

Tabla 3. Producción de PHA utilizando fuentes de carbono económicas. 

Fuente de 

carbono 

Cepas Concentración 

celular (g l-1) 

% PHA 

(peso seco) 

PHA 

concentración 

(g l-1) 

Referencia 

Aceite de maíz 

hidrolizado 

P. putida 103 27.2 28   PHAscm Shang et al., 2008 

Suero de Leche P. hidrogenovora 5 5  1.27  PHB Koller et al., 2008 

Molasas de soya P. corrugada 3.6 5-17 ---- Solaiman et al., 2006 

Molasas de caña 

de azúcar 

Cultivo mixto de 

bacterias 

100 30 30 P(HDD-HO) Albuquerque et al., 2007 

 Glicerol Crudo Cupriavidus 

necator JMP 

50 48 PHB Mothes et al., 2007 

Aceite crudo de 

palma 

Cupriavidus 

necator PHB-4 

7.9 79  Bhubalan et al., 2010 

Aceite de plantas Cupriavidus 

necator H16 

4.4-5.6 80 6.8 PHBV Lee et al., 2008 
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Por otra parte, se prevé que los aceites vegetales proporcionan un mayor rendimiento de 

biomasa celular y producción de PHA (0.6 a 0.8 g de PHA por g de aceite), ya que es 

mayor el contenido de carbono por unidad de peso en comparación con los azúcares 

(Akiyama et al., 2003). Diversos grupos han intentado aumentar la producción de 

PHAcm: Tsuge et al., 2004 reportan una cepa recombinante de R. eutropha PHB-4 con el 

gen de phaCAc de Aeromonas cavie, capaz de incorporar 3HB e 3HHx con una fracción 

molar que varió del 0 a 5.1% mol HHx, utilizando aceite de soya como fuente de 

carbono. Esta misma cepa fue utilizada con varias concentraciones de aceite de palma (1 

a 5 g l-1), con lo que se obtuvo una fracción molar constante de 5% mol de HHx. Con 5 g 

l-1 de la fuente de carbono la concentración de biomasa y PHAs total fueron de 4.3 g l-1 y 

87 % (w/w) respectivamente (Loo et al., 2005).  Aceite crudo de palma y aceite de palma 

ácido fueron utilizados para la síntesis de P(3HB-co-3HHx) por una cepa mutante de W. 

eutropha conteniendo un gen sintasa de  A. caviae. El aceite de palma fue una excelente 

fuente de carbono para la producción de biomasa de células y P (3HB-co-3HHx). 

Alrededor del 87% (w/w) del peso seco de células como P (3HB-co-3HHx) se obtuvo con 

5 g de aceite de almendra de palma  por litro.    

 

1.7  Pseudomonas putida CA-3 y su PHA sintasa 

 

La especificidad de la PHA sintasa es un factor determinante para establecer la 

composición monomérica del biopolímero sintetizado.  Bacterias como Pseudomonas sp. 

presentan más de una PHA sintasa (PhaC1 y PhaC2). Antonio et al. (2000) y Dennis et 

al. (1998) estudiaron por primera vez la especificidad de las sintasas mostrando que 
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PhaC2 presenta una mayor especificidad por sustratos similares a la 3-hidroxidecanoil-

CoA (Remh et al., 2003). En presencia de ácido octanoico P.putida KT2440 sintetiza 

hasta 70% de la PHA en peso seco (Sun et al., 2007), y utilizando varias fuentes de 

carbono de alto costo como azúcares y n-octanoico Santhanam and Sreenivasan (2010) 

encontraron que se lograba una concentración máxima de 2.06 g l-1 de PHA.  

 

La PhaC2 sintasa de P. Putida CA-3 tiene gran afinidad por una gran cantidad de 

sustratos.  Patrick et al., (2005) han reportado que  P. putida CA-3 tiene gran habilidad 

para acumular altos niveles de heteropolímeros de PHAs compuestos de  monómeros 

alifáticos y aromáticos. Por ejemplo, al utilizar fuentes de carbono como ácido hexanoico 

y ácido dodecanoico puede polimerizar unidades de carbono de 6 a 12 átomos de 

carbono.  Sin embargo, las concentraciones que alcanza en peso seco de PHAs son de 56 

% aproximadamente.  

 

1.8  Justificación 

 

La PhaC2 de Pseudomonas putida CA-3 es capaz de polimerizar hidroxialcanoatos de 

cadena medía. Su amplía afinidad le da una gran capacidad para polímerizar PHAscm y 

obtener biopolímeros de baja cristalinidad y mayor capacidad elástica que los PHAscc. 

Este tipo de biopolímeros son más atractivos comercialmente debido a una mayor 

tenacidad y baja cristalinidad lo que les permite una mayor vida útil sin llegar a ser 

frágiles. Sin embargo, el rendimiento porcentual de PHAs obtenido es de bajo 

rendimiento (60% aproximadamente), comparado con el obtenido con bacterias como C. 
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necator que tiene la capacidad de acumular hasta un 90% de su peso seco. López-Cuellar 

et. al., (2011) demostraron que C. necator tiene la capacidad de producir hasta 90% en 

peso seco de PHAs. Utilizando fructosa y sulfato de amonio como fuentes de carbono y 

nitrógeno respectivamente, y durante la fase de producción de PHAs, aceite de canola 

como fuente de carbono. El aceite de canola es uno de los principales aceites vegetales 

económicos producidos a nivel mundial (INIFAP, 2010) con alto contenido de ácidos 

grasos de cadena largas como C:18 y C:22 que pueden ser utilizado como sustratos para 

la producción de biopolímeros de cadena media. 

 

 Por tanto, el objetivo de este trabajo utilizar a C. necator  para producir PHAscm al 

expresar phaC2 de P. putida CA-3, con el fin de obtener unidades monoméricas de 

cadena media utilizando una fuente de carbono económica como aceite de canola, que 

proporciona una mezcla de ácidos grasos saturados e insaturados. Con lo anterior, se 

podrá hacer una comparación de  la producción de PHA de la cepa silvestre con una cepa 

transformada, así como determinar las velocidades de consumo de sustrato y finalmente 

como afecta la composición de los PHAs que se obtengan.  
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2. HIPÓTESIS 

 

1. La transformación de C. necator con el gen phaC2 de P. putida CA-3 dará una 

célula viable capaz de sintetizar PHAs de cadena media a mayor velocidad y con 

mayor proporción de unidades monoméricas de cadena media. 

 

2. El consumo de aceite de canola para producir PHAs de cadena media será mayor 

para la cepa transformada que en la cepa silvestre. 

 

3. El consumo de sustratos ricos en ácidos grasos afectará las propiedades térmicas y 

químicas del PHAs que se obtenga.  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo General 

 

Expresar  el gen phaC2 de Pseudomonas putida CA-3 en Cupriavidus necator para 

generar polihidroxialcanoatos de cadena media. 

 

3.2. Objetivos particulares 

1. Diseñar el gen phaC2 de Pseudomonas putida CA-3 de acuerdo al uso de codones 

de C. necator 

2. Clonar el gen phaC2 dentro de E. coli Top 10. 

3. Transformar genéticamente a las cepas de C. necator y C. necator PHB-4 (DSM 

541) con el gen phaC2  de Pseudomonas putida CA- 3. 

4. Producir PHAs de cadena media con la cepa transformada y silvestre para 

comparar las cinéticas de producción de los polímeros. 

5. Determinar las unidades monoméricas obtenidas en la cepa transformada y la 

cepa silvestre. 

6. Evaluar las características termo-químicas del  PHA producido, mediante  

técnicas  químicas (RMN, FT-IR) y térmicas (DSC). 

7. Evaluar a nivel biorreactor la cinética de producción de PHAs de  C. necator –

pMRC03 y su  cepa silvestre. 
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4. Aspectos generales 

Para facilitar la lectura del documento, éste se dividió en tres secciones 

 

1. Clonación y Expresión de phaC2 de Pseudomonas putida CA-3 en C. 

necator 

2. Producción de PHAcm a partir de aceite de canola por C. necator-pMRC03 y 

DSM PHB-4 –pMRC03. 

2.1 Producción a nivel matraz 

2.2 Producción a nivel biorreactor. 

3. Caracterización termoquímica de los PHAs obtenidos 
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CAPÍTULO 2   

5. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

5.1 Clonación y expresión de phaC2 de Pseudomonas putida CA-3 en C. 

necator. 

 

 

Las manipulación por ingeniería genética de C. necator para producir PHAs de cadena 

media es descrito en esta sección.  

 

El gen phaC2 fue diseñado sintéticamente de acuerdo al uso de codones reportado  para 

la bacteria hospedera. pBTB-3 es un plásmido de la familia pRanger, los cuales presentan 

gran estabilidad en bacterias Gram negativas en ausencia de antibiótico, utilizando un 

replicón de pBBR1 aislado de  Bordetella bronchisseptica. De acuerdo a la habilidad que 

tienen para mantenerse dentro de un hospero, pBTB-3 fue utilizado como plásmido para 

la replicación y expresión del gen  phaC2  en C. necator. 
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5.1.1 Cepas bacterianas 

 Las cepas y plásmidos que se utilizaron se enlistan en la Tabla 4. 

 Tabla 4. Cepas y plásmidos utilizados. 

Cepas y plásmidos Características Relevantes Referencia 

Bacterias   
E. coli Top 10 

 

 

 

Cupriavidus necator 

C. necator PHB-4 

F-mcrA$(mrrhsdRMSmcrBC) %80lacZ$M15 

$lacX74 nupG recA1 araD139 $(ara-leu)7697 

galE15 galK16 rpsL(StrR) endA1&- 

 

ATCC 17699 

 

Mutante negativa H16 de PHA 

Invitrogen 

 

 

 

ATCC17699 

 

DSM  541 

Plásmidos   

pRC001 Derivado de pUC57; gen phaC2 de 

Pseudomonas putida CA-3, AmR  

GenSript 

pBTB-3 Origen de replicación pBBR1, promotor 

pBAD, promotor CAT, CmR, tonB ter . 

Lynch and Gill, 

2006 

pK18 Origen de replicación ColE1, KmR. Pridmore, 1987 

PMRC01 Origen de replicación pBBR1, pBTB3 derivado 

CmR 

Presente trabajo 

PMRC02 Origen de replicación pBBR1, derivado de 

PMRC01, CmR 

Presente trabajo 

PMRC03 Origen de replicación pBBR1, derivado de 

PMRC02, CmR 

Presente trabajo 
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5.1.2 Antibióticos usados 

Los antibióticos empleados (Sigma y/o grado farmaceútico) fueron preparados de 

acuerdo a Sambrok y Rusell (2001). Fueron esterilizados con filtros de 0.22 µm de 

diámetro  de poro y mantenidos a -20 ºC. Las concentraciones se indican en la Tabla 5. 

 

Tabla 5.  Lista de antibióticos empleados y concentraciones utilizadas. 

Antibiótico Solución stock  

(mg ml-1) 

Concentración 

final 

(µg ml-1) 

Marca 

Ampicilina 100 (en H20 bidestilada) 100 Geopen, Pfizer 

Kanamicina 50 (en H20 bidestilada) 50 Kantrex, Bristol 

Cloranfenicol 25 (en etanol) 25 Sigma 

 

5.1.3 Condiciones de conservación de microorganismos 

Las cepas bacterianas fueron crioconservadas en glicerol como describen Sambrok y 

Rusell (2001). Fueron distribuidas en alicuotas de 1 ml para ser almacenadas a -80 ºC. 

 

El medio de cultivo utilizado para conservación  fue  LB (Luria Bertani),  

                              Tabla 6. Composición del medio LB 

 

 

 

 

 

 

Reactivo Concentración 

( g l -1)  

Triptona                                                     10  

Extracto de Levadura                                  5  

NaCl                                                          10  
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5.1.4 Preparación, purificación de plásmidos y análisis de DNA. 

 
 
Los plásmidos fueron purificados siguiendo la técnica de Birnboim y Doli (Sambrok 

y Rusell, 2001) con modificaciones y adaptaciones (Ver apéndice 2). Los plásmidos 

fueron almacenados a -20°C. Endonucleasas de restricción, fragmento Klenow y 

DNA ligasa de T4, se obtuvieron de New England Biolabs (EE.UU.) y se utilizaron 

de acuerdo a las indicaciones de la casa comercial. 

 

La concentración de DNA y las restricciones realizadas se observaron mediante 

electroforesis en geles de agarosa al 0.8 % utilizando regulador  TAE  (Sambrok y 

Rusell, 2001); el voltaje usado dependió del tiempo de electroforesis, del tamaño del 

gel y de la cámara de electroforesis empleada. El regulador de carga de DNA se 

preparó con naranja G (ver apéndice 2). El marcador de referencia fue DNA del 

bacteriófago & digerido con StyI (Ver apéndice 2). Para la observación y toma de 

fotografía de geles de electroforesis analítica, se utilizó una tinción con bromuro de 

etidio  (Sambrok y Rusell, 2001). 

 

5.1.5 Diseño de secuencia del  phaC2  

 

La secuencia de phaC2 de P. putida CA-3 fue obtenida de la base de datos de NBCI 

(código de referencia AY714618). La frecuencia del uso de codones de C. necator se 

obtuvo de la base de datos; Codon Usage Database. La secuencia de aminoácidos phaC2 
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de P. putida CA-3 se utilizó para diseñar el gen a introducir a C. necator de acuerdo al 

uso de codones reportado. La secuencia de phaC2 diseñada para C. necator y la reportada 

para P. putida CA-3 fueron alineadas a través del programa ClustalW 2.0.8. para 

comprobar que la secuencia del gen era la deseada. 

 

5.1.6 Construcciones plasmídicas 

Plásmido PRC001: La banda del gen phaC2 de P. putida CA-3 1689 pb fue sintetizada 

por GenScrip Corporación y se inserta en el plásmido pUC57 entre los sitios de 

restricción EcoRI y HindIII. El plásmido pBTB-3 (Lynch and Gill, 2006) de 3586 pb 

(GenBank DQ058731) con la resistencia a cloranfenicol se utilizó para obtener pMRC01. 

Plásmido pMRC01: pBTB-3 fue digerido con BamHI para eliminar un fragmento que 

contiene araC y pBAD y se rellenó con enzima Klenow. Plásmido pMRC02: El 

fragmento EcoRI-HindIII 1689-pb de pRC001 estaba embotado y sub-clonado en el sitio 

rellenado BamHI del plásmido pMRC01. Una vez obtenida la construcción, E. coli Top 

10 fue transformada con el plásmido pMRC02 (Ver apéndice 2). 

 
El plásmido pK18 (Pridmore, 1987) presenta resistencia a kanamicina, por lo tanto este 

plásmido fue fusionado con la construcción pMRC02 con el objetivo de tener dos casetes 

de selección en la construcción final. La construcción final fue nombrada pMRC03 con  

resistencia a cloranfenicol y kanamicina. En la Figura 5 se resume la metodología y las 

enzimas de restricción  utilizadas para la construcción pMRC03. 
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La construcción pMRC03 fue insertada en C. necator  mediante electroporación según 

Sambrok y Rusell (2001) (Ver apéndice 2). Varias condiciones de electroporación fueron 

evaluadas hasta obtener la mayor eficiencia.   
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Figura 5. Esquema de la construcción del plásmido pMRC03. 
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        5.2 Producción de PHAcm a partir de aceite de canola por C. necator-

pMRC03 y PHB-4 –pMRC03. 

 

a) Producción de Polihidroxialcanoatos a nivel matraz 

 

Cupriavidus necator es una cepa resistente con una gran capacidad para producir altas 

concentraciones de biomasa y un alto porcentaje de PHAscc en peso seco, pero con bajas 

aplicación industriales debido a que se trata de los PHA menos elastoméricos (Lee et al., 

2008). En esta sección, el gen sintético phaC2 ha sido optimizado para C. necator y la 

cepa PHB-4. Ambas cepas fueron cultivadas en paralelo para demostrar el correcto 

funcionamiento del gen insertado. Los experimentos fueron llevados a nivel matraz para 

evaluar las diferencias cinéticas de crecimiento y producción de PHAs, utilizando  aceite 

de canola  como  materia prima renovable de bajo costo, como fuente de carbono.  
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5.2.1  Etapas de producción nivel matraz 

 

Se realizaron fermentaciones a nivel matraz. C. necator, C. necator-pMRC03 y C. 

necator PHB-4 se cultivaron en 50 ml de medio NR. Kanamicina y cloranfenicol fueron  

adicionados cuando fue necesario Las cepas fueron crecidas a 30 ºC, 200 rpm por 30 h.  

 

Los experimentos se llevaron a cabo en dos etapas: 

Primera etapa: Después de 24 h, 2.5 ml del precultivo celular fue lavado para ser 

transferido asépticamente a 50 ml de un medio de mineral de producción de PHA.  

 

Segunda etapa: Después de 18 h 0.5% v/v de aceite de canola se agregó cuando la 

fructosa fue consumida.  

 

5.2.2 Medios de cultivo utilizados. 

 

Tabla 7.  Composición del medio NR (Nutrient Broth) 

 

 

 

 

 

 

 

Reactivo masa por litro de 

agua 

Peptona de carne 5 

NaCl 5 

Extracto de carne 1.5 

Extracto de Levadura 1.5 

pH 7 
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                Tabla 8. Composición del Medio mineral para 1 litro de agua 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Solución de microelementos (g l-1): 0.3 H3BO3, 0.2 CoCl2
.6H2O, 0.1  ZnSO4

.7H2O, 30 

mg MnCl2
.4H2O, 30 mg Na2MoO4

.2H2O, 20 mg NiCl2
.6H2O y 10 mg CuSO4

.5H2O, en 

HCl 0.1N  

 

Aceite de Canola  

El aceite de canola  fue esterilizado y conservado bajo refrigeración hasta su uso. 

 

 

Reactivo  masa por litro de 

agua 

Fructosa                                                         10 g  

NH4SO4                                                     3.14 g 

NaH2PO4
.12H2O                                        5.66 g  

KH2PO4                                                      1.5 g  

MgSO4
.7H2O                                              0.2 g  

CaCl2
.2H2O                                               10 mg  

FeSO4
.7H2O                                              20 mg 

Solución de 

microelementos                         

1 mL 
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5.2.3 Procedimientos Analíticos 

 

La biomasa total  (X) fue determinada por peso seco. La concentración de PHA fue 

determinado llevando las células a ebullición en cloroformo por 10 min. Posteriormente 

se filtró para remover la biomasa. Este último paso fue repetido dos veces. Finalmente, el 

PHA fue precipitado con hexano frío y filtrado. El solvente residual fue eliminado por 

evaporación. La biomasa residual (Xr) metabolitamente activa es definida como la 

diferencia entre biomasa total menos el PHA.  

 

La concentración de fructosa y la concentración de amonio fueron determinados por el 

método DNS (Miller, 1959) y Watherburn (1967) respectivamente. La acumulación de 

gránulos de PHA en células bacterianas se comprobó mediante tinción con rojo Nilo. La 

fluorescencia del rojo del Nilo fue inducida con luz láser de 488 nm y las emisiones 

fueron medidas en el rango de 580-620 nm (Ver apéndice 2) (Yang et al., 2003), usando 

como referencia polihidroxibutirato obtenido de Sigma Aldrich (EE.UU.). La 

fluorescencia se determinó con un fluorómetro Turner Designs, modelo 10-AU 

(Sunnyvale, CA, EE.UU.). 
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b)  Producción de Polihidroxialcanoatos a nivel biorreactor. 

 

En la  constante búsqueda de mejorar sistemas de producción PHAs, en este trabajo se 

diseñó se diseño una cepa  (C. necator-pMRC03) capaz de producir eficientemente 

tetrapolímeros con unidades monoméricas de cadena corta (cc) y unidades monoméricas 

de cadena media utilizando una sintasa phaC2Ps CA-3  a partir de una fuente de carbono 

renovable.  

 

 C. necator –pMRC03 al igual que su cepa silvestre fueron  probadas a nivel matraz. El 

escalamiento a nivel biorreactor permitió determinar cómo afecta la expresión de 

pMRC03 en C. nector silvestre,  monitoreando los parámetros cinéticos  de la 

fermentación. 

 

Con lo anterior, se podrá realizar una comparación de  la producción de PHA de la 

cepa silvestre con una cepa transformada, así como de las velocidades de consumo de 

sustrato. 
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5.2.4 Medio utilizado para producción a nivel biorreactor. 

Tabla 9. Composición del Medio mineral  para biorreactor (g l-1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2.5  Etapas de producción a nivel biorreactor 

 

C. necator y C. necator-pMRC03 se cultivaron en 600 ml de medio con mineral. C. 

necator-pMRC03 fue crecida con kanamicina 50 mg ml-1 y cloranfenicol 25 mg ml-1 en 

el medio. 

 

Los experimentos se llevaron a cabo en un  biorreactor de tanque agitado de 14 l 

(BIOFLO 15000,NBS) con un volumen inicial de trabajo de 6 l.  El reactor fue equipado 

Reactivo   masa por litro 

de agua 
Fructosa  10 

(NH4)2SO4  2.07 

Na2HPO4  4.5 

KH2PO4  1.5 

MgSO4.7H2O  0.2 

CaCl2.2H2O  10 mg 

FeSO4.7H2O  20mg 

Solución de microelementos  1 ml 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con sondas de temperatura, pH y oxígeno disuelto. La concentración de O2 y CO2 a la 

salida fueron analizados por un analizador de gas (EX-2000 Off-Gas Analyzer, NBS). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Configuración del sistema de fermentación utilizado 

 

Para todas las fermentaciones la temperatura se controló a 30 ºC, mientras que el pH se 

ajustó a 7 usando soluciones 0.47 M H3PO4 y 2 M NaOH. El flujo de aire fue mantenido 

en1 vvm, mientras que el oxígeno disuelto se mantuvo en un mínimo de 40% variando la 

agitación de 300 a 550 rpm. 

 

La bacteria fue crecida previamente en medio mineral  por 20 h,  para inocular el reactor 

a 10% v/v. 
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Las fermentaciones fueron realizadas en tres etapas:  

  

Etapa 1 : Producción de biomasa en cultivo por lote, a una C/N = 7, con un volumen de 6 

l.  

 Etapa 2: Producción de biomasa por lote alimentado con solución de fructosa 

concentrada. La solución de alimentación contenía por litro de agua: 194 g de 

Frutosa, 60 g de (NH4)2SO4 y 11.6 g de KH2PO4. C/N =7. El flujo de 

alimentación inicial  fue 6.2 g h-1, hasta llegar a un flujo máximo de 15 g h-1 de 

acuerdo a los requerimientos de fructosa durante la alimentación. 

Etapa 3: Producción de PHAs alimentando aceite de canola como fuente de carbono, en 

limitación de nitrógeno. 
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5.2.6 Procedimientos Analíticos 

 

La concetración de biomasa total  (X), biomasa residual (Xr), PHA, concentración de 

fructosa y amonio fueron determinadas como se describió en la sección anterior. (Sección 

2.1). 

 

La acumulación de gránulos de PHA en células bacterianas observadas por microscopía 

confocal a 460 nm es determinada por tinción Rojo Nilo. La fluorescencia del Red del 

Nilo se provoca con luz láser de 488 nm y las emisiones en el intervalo de 580-620 nm se 

midieron (Aneja et al.,2009). Se usó como referencia PHB  de Sigma, Aldrich.  

 

La concentración de lípidos en el medio se determinó de acuerdo a Budde et. al. (2011) 

con la ecuación 1. Diez ml de medio de cultivo fueron centrifugados a 7200 x g por 10 

min en un tubo Falcon de 15 ml. El sobrenadante se transfirió a un tubo falcon de 50 ml. 

El sedimento fue centrifugado de nuevo con 5 ml de agua para recuperar el aceite 

asociado con el sedimento celular. Este sobrenadante se combinó luego con el 

sobrenadante de la centrifugación anterior (15 ml en total). Veinte mililitros de una 

mezcla 2:1 (v/v) de cloroformo y metanol se añadieron al tubo, y la muestra se sometió a 

agitación en Vórtex durante 1 min. La muestra se centrifugó y se transfirieron 5 ml de la 

fase orgánica a un tubo de ensayo previamente pesado. El disolvente se eliminó mediante 

evaporación. Después del secado, las muestras se pesaron para determinar la masa de 

lípidos recuperados. 
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€ 

Concentración de Lípidos =  Masa_recuperada 
Vorganico

Vtransferido

 

 
  

 

 
  

1
Vmuestra

 

 
 

 

 
 ….Ecuación 1 

Donde    

Vorgánico: 13 ml 

V transferido : 5 ml 

V muestra: 10 ml 

 

 

5.3 Caracterización de Polihidroxialcanoatos 

 

5.3.1 Determinación de unidades monoméricas por cromatografía de gases 

 

El contenido de unidades monoméricas en el PHA producido fue determinado en biomasa 

seca por cromatografía de gases (CG), previa propanólisis en presencia de ácido sulfúrico 

al 15 % a 105 °C durante 4 h (Ver apéndice 2). El estándar de ácidos hidroxialcanoicos se 

obtuvo de Sigma Aldrich (EE.UU.) y el ácido benzoico se utilizó como estándar interno. 

Las unidades monoméricas se determinaron con un cromatógrafo de gases (Agilent 

Technologies, 6890N, Palo Alto, CA, EE.UU.) equipado con una columna AT-WAX 

capilar (25 m de longitud, 0,25 mm de diámetro y 0,2 micras de espesor) (Alltech, 

Deerfield, IL, EE.UU.). El flujo de los gases acarreadores fue: helio 25 ml min-1, el 

hidrógeno 40 ml min-1 y el aire de 250 ml min-1. 
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5.3.2. Caracterización Termoquímica. 

 

El biopolímero bacteriano que se utiliza como referencia fue Poli(β-hidroxibutirato) 

[PHB,] (Goodfellow Cambrige Limited). 

 

5.3.2.1 Calorimetría diferencial de barrido (DSC). 

 

Los estudios se realizaron en un calorímetro diferencial de barrido (Mettler Toledo 

DSC823). Con el objetivo de borrar la historia térmica, las muestras (ca.4 mg .) fueron 

enfriadas a -20 ºC para después ser calentadas a 180ºC. Posteriormente se enfriaron 

rápidamente hasta -20 ºC manteniéndose 5 min a esta temperatura, para después efectuar 

el análisis térmico calentando lentamente hasta 180ºC. La rampa de calentamiento usada 

fue de 5 ºC min-1. 

 

El porcentaje de cristalinidad se estimó a partir de las entalpías de fusión determinadas en 

el calorímetro. Las entalpías de fusión son utilizadas en la Ecuación 2 (Nojima et al., 

2005), tomando como base la entalpía de fusión del polímero 100% cristalino, 

suponiendo una entalpía de 146 J/g para PHB (Gunaratne et al., 2004).        
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                                                                                                                  ……….Ecuación 2  

 

Donde:  

Xp = cristalinidad del polímero(%). 

ΔHm = entalpía de fusión del polímero (J/g). 

Wp =proporción del polímero en caso que se trate de una mezcla polimérica. 

ΔH°m= entalpía de fusión del polímero 100% cristalino. 

 

5.3.2.2 Resonancia Magnética Nuclear (RMN)  

 

Los estudios de Resonancia magnética nuclear se realizaron con un equipo Bruker (DM 

X 500 MHz) empleando cloroformo deuterado como disolvente. Se obtuvieron espectros 

a 500 y 125 MHz de 13C y 1H, respectivamente. Los espectros correspondientes a 1H 

fueron analizados con el programa Spinwoks versión 2.5.5. 
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CAPÍTULO 3 

6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 

 

6.1 Clonación y Expresión de phaC2 de Pseudomonas putida CA-3 en  

C. necator 

          6.1.1 Diseño de secuencia del gen phaC2 

 

Un gen phaC2 sintético fue diseñado en base al gen phaC2 de P. putida CA-3 reportado 

en la base de datos NBCI (AY714618) y la frecuencia de codones reportada en codon 

data base usage para C. necator (Fig. 7). 
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Figura 7. Alineación de pares de bases  del gen phaC2, con el aminoácido correspondiente. [1] 

Pseudomonas putida CA-3, [2] C. necator. 
 

 

En la Figura 7 se puede observar una alineación de bases del gen phaC2 perteneciente a 

Pseudomonas putida CA-3 (phaC2 Ps CA-3).  .phaC2 Ps CA-3  fue diseñado de acuerdo  al uso 

de codones reportado para C. necator. La traducción de los pares de bases y el 
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alineamiento para comprobar que codificará para la misma secuencia se realizó con los 

programas ExPASy y Clustal W respectivamente. 

 

6.1.2 Construcción de pMRC03 

 

La secuencia sintetizada se muestra en la Figura 8 a. A la secuencia diseñada se le agregó 

un sitio de unión a ribosoma GGAG (Saegusa et al., 2002; Shinohe et al., 1996). Esta 

secuencia Shine-Dalgarno fue añadida seis pares de bases río arriba del codón de inicio, 

lo que da un ttotal de 1694 pb. Para conocer la orientación del fragmento de phaC2Ps CA-3 

en pUC57, se realizó un mapa de restricción del fragmento, observando que la posición 

902 era un sitio único de corte para Sty I (Fig. 8 b).  

 

 

 

 
 
 

 

 

 

Figura 8. Restricciones del plasmido pRC001. (a) M: marcador, 1:Restricción con EcoRI y HindIII, 2.- 

pC001 sin digerir. (b) M: marcador, 1: Restricción con EcoRI. 2: Restricción con EcoRI y StyI, 3.- 

Restricción con Sty I 4: pRC001 sin digerir. 

a) b) 
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El plasmido pBTB3 fue digerido con la endonucleasa BamHI para eliminar un fragmento 

de 1000pb, con el fin de utilizar el promotor CAT (cloranfenicol- acetiltransferasa) de 

pBTB3. El fragmento del gen phaC2Ps CA-3 se insertó orientado hacia el promotor CAT 

(Fig. 5). Diez clonas fueron obtenidas, la restricción fue comprobada al digerir con 

BamHI (Fig. 9 y 10). El vector obtenido fue llamado pMRC01.  El plásmido pBTB3 fue 

utilizado por tener un replicón de pBBR1 aislado de Bordetella bronchisseptica (Kanter-

smoler and Sunnerhagen, 1994, Lynch and Gill, 2006). Este plásmido realiza el control 

de su propia replicación con un iniciador de replicación Rep A. Esta proteína funciona en 

la replicación como un factor positivo por la unión a las tres repeticiones directas en el 

origen dando comienzo a la formación de un replisoma. RepA pueden interactuar con 

proteínas del huésped (por ejemplo, DnaA), lo que es esencial para el comienzo de la 

replicación (Kanter-smoler and Sunnerhagen, 1994., Szpirer  et al., 2001). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 9.  Construcción de pMRC01. M: & (Sty I),  10.- clona 10 cortada con BamHI, 10´.- Clona sin 

cortar, P.- pBTB3 cortado con BamH1, P´.- pBTB3 sin cortar. 

 

Para construir pMRC02 se realizó la restricción de pMRC01 con BamHI y pRC001 con 

EcoRI 
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Para comprobar el previo funcionamiento de la construcción pMRC03, fueron tomadas 

micrografías de la clona 1 (E. coli –pMRC03) con tinción con Azul Nilo A (Fig. 15). 

Estas micrografías muestran  diferencias en la concentración de fluorescencia de gránulos 

intracelulares teñidos con el colorante. A las 30 h de crecimiento celular se observa que 

hay más gránulos teñidos en E. coli transformada con pMRC03 que en la cepa silvestre 

(E. coli Top 10). E. coli pMRC01 es un control de plásmido sin inserto. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Micrografías de Fluorescencia en E. coli   

E. coli-pMRC03 1 h 
h 

E. coli-pMRC0 30 h E. coli 30h  

E. coli 12h E. coli-pMRC0 12 h 

E. coli 1h E. coli-pMRC03 1 h 
h 
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Lo anterior puede indicar que la construcción pMRC03 está expresando phaC2 utilizando 

al promotor CAT dentro de E. coli. 

 

Posteriormente el plásmido pMRC03 fue introducido a C. necator por electroporación, 

esta cepa fue llamada C. necator-pMRC03. Las condiciones de electroporación usadas se 

muestran en la Tabla 10. Primero fueron usadas las condiciones reportadas por otros 

autores para C. necator comprobando que estas condiciones no son las adecuadas  para la 

cepa usada en este trabajo. 

 

Tabla 10. Comparación de condiciones de electroporación  
Referencia Capacidad 

electrostática 

(µF) 

Voltaje  

(kV) 

Resistencia ( ) Ms 

Sato et al., 2008 25 1.5 800 --- 

Park et al ., 1995 25 10.5-12.5 800 5 

Presente trabajo  25 1.8 200 5.6-5.8 

Taghaui et al. 2004 25 2.43 200  
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6.2 Producción de PHAcm a partir de aceite de canola por C.necator-

pMRC03 y PHB-4 –pMRC03. 

 

 a)  Producción de Polihidroxialcanoatos a nivel matraz 

 

Con la finalidad saber si el plásmido causa algún cambio en el crecimiento de C. necator 

se realizaron cinéticas de crecimiento con la cepa trasformada C. necator-pMRC03 y la 

cepa silvestre. 

 

El crecimiento y producción de PHAscc-cm se llevó a cabo en dos diferentes etapas. En 

una primera etapa, las células fueron cultivadas en medio mineral con fructosa y sulfato 

de amonio como fuentes de carbono y nitrógeno, respectivamente, durante 18 h. La 

segunda etapa utiliza aceite de canola como fuente de carbono para la producción PHAs. 

La Figura 16 muestra los perfiles de producción de PHA con la cepa silvestre y las cepas 

transformadas con la construcción pMRC03. En la primera etapa se obtuvo 22.6% de 

acumulación de PHA, mientras que la biomasa de C. necator-pMRC03 alcanzó 4.6 g l-1 

de concentración de biomasa total (X) y 3.56 g l-1 de biomasa residual (Xr). Esto indica 

que el consumo de sustrato fue para la producción de biomasa. Así, fueron consumidos  

9,45 g l-1 de fructosa del los 9.7 g l-1 disponibles. Esto corresponde a un rendimiento de 

0,31 gXr gs
-1

 y una velocidad de consumo de 0.52 g l-1 h-1. Inicialmente, la relación C/N 

fue de 7, se observa que la fructosa es convertida en acetil-CoA y la mayor parte se 

utiliza para el metabolismo relacionados con el crecimiento. De manera similar, la cepa 

C. necator alcanzó 4,9 g l-1 de biomasa con un 25% la producción de PHA y un 

rendimiento de 0.33 gxr gs
-1. 
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Figura 16. Perfiles de crecimiento y producción de PHAs de C. necator-pMRC03,.PHB-4-pMRC03 y C. 

necator (cepa silvestre). 

X 
PHA 
Fructosa 
Amonio 
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Fructosa 
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PHA 
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Amonio 
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 b) Producción de Polihidroxialcanoatos a nivel biorreactor 

 

C. necator-pMRC03 fue cultivada en fermentador utilizando un sistema de producción en 

tres etapas. La primera etapa de fermentación fue de adaptación y crecimiento celular, la 

segunda etapa (lote alimentado) en el que se logra una mayor producción de biomasa 

total y en la tercera etapa se adicionó el aceite vegetal al medio para producir PHAs. En 

la siguiente figura se puede observar el perfil de producción de biomasa total (X), 

biomasa residual (Xr) y PHAs. La fase de producción en lote se inicia con un volumen de 

6 l y una concentración de 10 g l-1 de fructosa, observándose una fase lag de 6 h. La 

concentración de biomasa total alcanzada en esta primer fase fue de 7 g l-1 a las 15 h de 

fermentación obteniendo un rendimiento Yxs = 0.48 gx gs-1 y una velocidad de consumo 

promedio de  fructosa fue 0.49 g l-1 h-1, mientras que la velocidad de consumo de amonio 

en esta etapa fue de 0.028 g l-1 h-1. 
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Figura 17.  Perfiles de producción de PHAs  con C. necator –pMRC03. a) Producción de X, Xr, PHA b) 

Consumo de fructosa y sulfato de amonio. 

   a) 

b) 
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La estimación de la concentración  de lípidos durante la etapa de producción de PHAs se 

observa en la Figura 18. De acuerdo a esta estimación, el rendimiento alcanzado a las 33 

h de cultivo fue YgPHA g-1 aceite= 0.85 gpha g-1
aceite  y una productividad de 0.74 g l-1 h-1. Ha 

sido reportado que la utilización metabólica de ácidos grasos es lenta comparada con el 

uso de azúcares simples (Yu J et al., 2001). Fukui T y Doi Y (1998) utilizaron 

Alcaligenes eutrophus (actualmente C. necator) en cultivo por lote para producir PHAs a 

partir de aceite de oliva, maíz y palma, obteniendo una concentración celular máxima 

(para aceite de oliva) de 4.3 g l-1, la máxima concentración de biopolímero fue 80% 

(PHB, específicamente) en peso seco. La velocidad de consumo para el aceite de oliva 

fue muy baja (0.077g l-1 h) comparada con la observada en el presente trabajo. Por otra 

parte, Yu J et al., (2002) reportan un rendimiento menor (0.39 gpha g-1
suatrato) al obtenido 

en este trabajo, al utilizar una mezcla de ácidos volátiles. 
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Figura 18. Concentración de lípidos en el medio durante la producción de PHA con C. necator-

pMRC03. 

 

La cepa silvestre C. necator  fue crecida en las mismas condiciones que C. necator-

pMRC03 para evaluar las diferencias cinéticas a nivel biorreactor. En la Figura 19  (a, b) 

se muestran los perfiles de crecimiento y consumo de sustratos de la cepa silvestre. 
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%

/0123"%&., Perfiles de producci—n de PHAs  con C. necator . a) Producci—n de X, Xr, PHA  

b) Consumo de fructosa y sulfato de amonio.  

 

El crecimiento de C. necator silvestre mostr— una fase lag de 3 h, a diferencia de las 6 h 

observadas por la cepa que expresa el gen phaC2 como prote’na recombinante dentro de 

a) 

b) 
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C. necator. Esto es debido a la combinación de kanamicina y cloranfenicol como 

antibióticos de selección de cepa y mantenimiento del plásmido pMRC03 dentro de C. 

necator. 

 

La etapa de alimentación en C. necator comenzó a las 12 h de crecimiento y adaptación 

celular, cuando la concentración de fructosa en el medio era 3 g l-1.   Durante esta etapa la 

concentración de Xr alcanzada fue 10.5 g l-1 con una productividad de 0.5 gxr  l-1 h-1. Al 

igual que en la fermentación  anterior, al final de la alimentación, se comprobó que la 

fructosa alimentada estaba en concentraciones limitantes (Fig. 19 b) al comenzar la tercer 

etapa. Al adicionar el aceite de canola la concentracción de amonio fue de 0.2 g l-1, sin 

embargo al llegar a 33 h de fermentación había una concentración menor a 0.1g l-1, esto 

permitió tener un exceso de carbono en el medio y una baja concentración de sulfato de 

amonio, logrando las condiciones ideales para producir PHAs a partir de la fuente de 

carbono mencionada. 

 

Por otra parte, a traves del microoscopia confocal se observaron cambios fenotípicos 

ocasionados en C. necator por la transformación bacteriana y el uso de dos antibioticos 

en el medio (Fig. 20). Durante la división celular, en fase lag, C. necator hace  largos 

filamentos durante la divisón celular  en condiciones normales (Fig. 20 b). Sin embargo, 

la cepa transformada se observó como cortos bacilos durante la misma condición. 
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Figura 20. Fenotipo de C. necator observados con microscopia confocal. a) C. necator-pMRC03, b). C. 

necator.  

 

a) b) 
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Figura 21. Perfiles de OD y consumo de ácido y base durante la fermentación de (a) C. necator, (b) C. 

necator-pMRC03. 

(a) 

(b) 
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Durante el crecimiento celular y producción de PHAs el pH fue mantenido a 7 y el OD en 

40 %, controlado con la velocidad de agitación del reactor iniciando con 300 rpm. En la 

Figura 21 se observan los perfiles de consumo de ácido y base durante la fermentación. 

El pH del cultivo celular puede ser afectado por diversos factores, dos de los más 

importantes; la producción de biomasa metabólicamente activa y la producción y 

transferencia de CO2. En el cultivo de C. reactor y C. necator-pMRC03, durante la 

acumulación de biomasa activa, hay una gran producción de ácidos orgánicos y protones 

provenientes de la disociación de los ácidos volátiles, resultado de metabolismo celular. 

Estos ácidos, son rápidamente difundidos desde la célula bacteriana para ser disociados 

ymodificar la carga de protones del medio celular, lo que ocasiona una acidificación del 

medio con la consecuente disminución del pH. Por otra parte, la acumulación de CO2 en 

la fase líquida incrementa la concentración de H+ a través del sistema bicarbonato-

carbonato (Dias et al., 2006). 

 
Por tanto, el perfil de consumo de la base (NaOH) puede ser proporcional a la producción 

celular y consumo de sustrato, ya que la demanda de álcali para controlar el pH muestra 

que el sustrato alimentado está en relación con la base consumida. En estos experimentos 

el consumo de base por C. necator-pMRC03 ocurre después de las 10 h, justo cuando se 

observa el término de la fase de adaptación celular. En la etapa de producción por lote, el 

consumo de los 10 g l-1 de fructosa disponibles resulta en un mayor consumo de OD 

llegando a las 10 h al límite de 40% de OD prefijado en la fermentación.  Durante la 

etapa de lote-alimentado, el perfil de NaOH consumido y el incremento de las rpm 

mantienen una correlación indicando actividad metabólica en producción de biomasa. Al 
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término del lote alimentado, el consumo de OD disminuye, observando una disminución 

en las rpm y el consumo de base. 

 

Diferentes concentraciones de polímero fueron obtenidas en las fermentaciones 

realizadas. En las Tablas 11 y 12 se observan los diferentes rendimientos obtenidos en 

ambas fermentaciones. Observándose que la concentración de polímero para C. necator-

pMRC03 a las 33 h fue 6 g l-1 de biomasa mayor que su cepa silvestre, sin embargo, el 

porcentaje de PHA acumulado en peso seco para C. necator-pMRC03 fue de 5%, menor 

que para la cepa silvestre. 
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Los rendimientos de PHA y las composiciones monoméricas del PHA producido por C. 

necator-pMRC03 y la cepa de control de PHB-4 se muestran en la Tabla 13. 

Curiosamente, en presencia de aceite de canola, la cepa PHB-4-pMRC03 logró acumular 

12% mol 3HHx formando un copolímero con PHB P (3HB-co-3HHx). 

 

Tabla 13. Composición monomérica del PHA acumuladoa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a 

Incubado por  27 h a 30 ºC, pH inicial 7.0, 200 rpm. Los datos son mostrados por triplicado  
b X: biomasa en peso seco; c 3-HB, 3-hidroxibutirato; d 3-HV, 3-hidroxivalerato; e3HHx, 3-  

hidroxihexanoato; f 3HHO, 3-hidroxioctanoato;g nd: no determinado 
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En este trabajo, el aumento de unidades monoméricas de cadena media en la composición 

del polímero producido con aceite de canola se relaciona, presumiblemente, con las altas 

concentraciones de ácidos grasos monoinsaturados en este sustrato, tales como ácido 

oleico (C18:1) y ácido eúrico (C22:1). Se ha reportado que C. necator utiliza ácidos 

grasos monoinsaturados preferentemente en lugar de ácidos grasos poliinsaturados (Lee 

et al., 2008, Loo et al., 2005). Esto es porque los números crecientes de dobles enlaces en 

las moléculas ejercen inhibición metabólica (Kahar et al., 2004). Nuestros datos 

experimentales muestran también que el uso de una fuente de carbono de cadena larga 

podría proporcionar mayores rendimientos de PHA. En este caso, la formación de 3HHx 

y 3HO probablemente es resultado de la oxidación parcial de los ácidos oleico y eurico. 

En C. necator han sido reportadas dos enzimas intermediarias principales; una enoil-CoA 

hidratasa (enoil-hidratasa) y una " -cetotiolasa de C. necator (BktBCn) (Brigham et al 

2010). Se ha demostrado que 3HHx-CoA o moléculas 3HO-CoA pueden ser producidas 

por una enoil hidratasa (Bhubala et al., 2010), mientras que Mifune et al., (2010) reportan 

que el aumento de la actividad de la BktBCn es fundamental en la formación de unidades 

monoméricas de cadena media, ya que promueve la formación de 3-cetohexanoil-CoA. 

Esta enzima es activa con ácidos grasos como sustrato, promoviendo la formación de 

ácidos 3-hidroxialcanoicos. En este estudio, PHB-4 y su cepa silvestre fueron capaces de 

formar unidades monoméricas de cadena media cuando fue complememtada con 

phaC2Ps-CA3. Esto podría deberse a que BktBCn ayuda en la formación de 3HHx y 3HO, 

que después seran polimerizados por phaC2Ps-CA3. 

 

En la Tabla 13, se observa la producción de PHB en la cepa mutante PHB-4, transformada 
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fuente de carbono. En este trabajo, la cepa de PHB-4-pMRC03 acumulo P (3HB-co-

3HHx) copolímero con 12% en moles de 3HHx con aceite de canola en tan sólo 27 h. 

 

Está reportado hasta ahora el aceite de palma había resultado excelente fuente de carbono 

para la producción de biomasa celular y P (3HB-co-3HHx) (Bhubalan et al., 2010.), 

utilizando oleína de palma y aceite crudo de palma como sustratos de una cepa mutante 

W. eutropha que albergaba el gen phaC de A. caviae, se obtuvo P (3HB-co-5% mol 

3HHx) representando el 87% (w/w) del peso seco celular (Loo et al., 2005). En este 

trabajo, se encontró que el aceite de canola resulta ser un buen sustrato para C. necator-

pMRC03 obteniéndose la síntesis de unidades de cadena media como son 9% mol 3HHx 

y 4.6 % mol 3HO. Pocos autores han reportado la producción de 3HO  con C. necator. 

Green et al. (2002) reportan la producción de un terpolímero P(-3HB-3HHx-3HO), 

haciendo uso de acrilato de sodio como inhibidor de la " -oxidación y de octanoato sódico 

como fuente de carbono. Chen et al. (2007) reporta la producción de unidades 

monoméricas de ocho carbonos (HO) con una cepa PHB-4 que albergaba una sintasa 

PhaC de baja especificidad de sustrato. La composición monomérica reportada fue de 

52% mol de HO utilizando ácido octanoico puro como sustrato. Sin embargo, sólo 2.8 g l-

1 de biomasa se obtuvieron en 72 h. En este estudio, C. necator fue capaz de usar el gen 

phaC2Ps CA-3 sintetizando 3HO dentro de un tiempo corto (27 h) con una fuente de 

carbono rica en ácidos grasos monosaturados menos costosa y  una sintasa con amplia 

afinidad a diferentes sustratos (Tabla 14). 
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6.3.2 Caracterización Termoquímica 

 

6.3.2.3 Analisis de Calorimetría diferencial de barrido (DSC). 

 

La incorporación de monómeros induce cambios en las propiedades térmicas del 

biopolímero producido. El análisis calorimétrico mostró que el estándar de PHB tenía una 

temperatura de fusión (Tm) de 180 °C mayor que la de 158 °C del biopolímero producido 

(Tabla 14). Industrialmente, esto indica que se requiere menos energía para fundir el 

biopolímero producido por C. necator-pMRC03 con aceite de canola como fuente de 

carbono. 

 

Se ha reportado el uso de diferentes aceites como fuentes de carbono como aceite de 

girasol y CPKO en cepas recombinantes para la producción de PHAs, resultando 

biopolímeros con baja Tm. 

 

La temperatura de transición vítrea (Tg) es alcanzada cuando el material pierde su aspecto 

vítreo y se convierte en un material más flexible (Bhubala et al., 2008). Chen et al. 

(2007) y Keenan et al. (2006), demostraron que cuando el número de unidades 

monoméricas de cadena media aumenta, la temperatura de transición vítrea se reduce 

considerablemente obteniendo valores de Tg y Tm bajos en comparación con los obtenidos 

para PHB, siendo esto resultado de un polímero más flexible y amorfo. En este trabajo, el 
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tetrapolímero producido con 3HHX y 3HO como unidades monoméricas mostró una 

temperatura de transición vítrea a -14 °C (Tabla 15), mientras que la del polímero 

obtenido con PHB-4-pMRC03 fue de -5ºC. 

 

El PHB fue altamente cristalino con una entalpía de fusión de 74.8 J g-1, mientras que el 

polímero sintetizado muestra ser más amorfo, con una entalpía de fusión de 30.1 J g-1, 

debido a la incorporación heterogénea de unidades monoméricas que conforman el 

tetrapolímero producido por C. necator-pMRC03. 
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6.3.2.2 An‡lisis Resonancia MagnŽtica Nuclear.  

  

Para observar presencia de mon—meros de PHA mayores a cuatro carbonos, los pol’meros 

sintetizados por C. necator-pMRC03 y PHB-4-pMRC03 fueron analizados mediante 1H 

RMN (Fig. 24, 25). 

 

 

 

 

/0123"%'* (  RMN de 1H realizados para el biopol’mero sintetizados por PHB-4-pMRC03. 
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Figura 4. Fenotipo de cepa silvestre, mutante PhaD y mutante complementada despuŽs de 24 h de 

crecimiento. Fotograf’as tomadas al microscopio de contraste de fase. (A) P. putida KT2442, (B) P. 

putida KT42D2, (C) P. putida KT42D2 (pIZ1016), (D) P. putida KT42D2 (pIZD). 

 

 

3.2 Construcci—n de una cepa mutante de P. putida  KT2442 en el gen 

regulador phaD.  

 

En resultados anteriores se mostraron dos cepas mutantes construidas P. putida KT42D y 

P. putida KT42C1ZC2D, con un an‡lisis comparativo de la expresi—n de prote’nas PhaI y 

PhaF asociadas al gr‡nulo. Se ha demostrado que la prote’na PhaD desempe–a un papel 

importante en la s’ntesis de mcl-PHA. Una cepa mutante en este gen produjo un 20% 

menos de PHA que la cepa silvestre, form‡ndose m‡s gr‡nulos en el interior celular, 

aunque de menor tama–o. Estos efectos se han atribuido a la expresi—n alterada de las 

fasinas. La prote’na PhaD es un regulador transcripcional de la expresi—n de PhaI y PhaF. 

El gen regulador phaD actœa como activador de la transcripci—n del promotor Pi, el cual 

A B C D 
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dirige la expresión de las proteínas asociadas al gránulo PhaI y PhaF. Con el fin de 

analizar la influencia de la presencia de las fasinas en la regulación mediada por la 

proteína PhaD, se ha construido una mutante de P. putida KT2442 en el gen phaI que 

codifica la fasina PhaI. La mutación se ha diseñado de forma que la transcripción del gen 

phaF se lleva a cabo mediante el promotor Pi (Fig. 5). Esta estrategia permitirá además 

observar como la proteína PhaI influye en la formación, tamaño y localización de 

gránulos intracelulares. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Mutación del gen phaI. 
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Figura 6. Obtención de la mutante P. putida KT42I2.. (A) Amplificación del fragmento phaF-Pi.. M: 

marcador, 3:clon 4, 4:clon 7 ,7: clon 13, 9:clon 22. Los otros carriles corresponden a clones negativos. 

(B) Análisis comparativo de proteínas asociadas al gránulo de 4 mutantes obtenidas y P. putida KT2442 

(M: Marcador, 1: P. putida KT42I2-clon-4, 2: P. putida KT42I2-clon-7, 3: P. putida KT42I2-clon-13, 4: 

P. putida KT42I2-clon-22, 5: P. putida KT2442). 

 

 

En la Figura 7 se observan las diferencias fenotípicas de P. putida KT2442 y P. putida 

KT42I2. Claramente se observa la disminución de número de los gránulos intracelulares 

(A) 

 phaF-Pi  
(fragmento) 

872 

135
3 

603 

107
8 

           M      1       2      3      4       5      6      7      8      9     10 

(B) 
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de PHA, así como la segregación del gránulo durante la división celular, ocasionando 

células hijas sin PHA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7.  Fenotipo de cepa silvestre, mutantes PhaI. Fotografías tomadas al microscopio de contraste 

de fase. (A) P. putida KT2442, (B)  P. putida KT42I2- clon-4, (C) P. putida KT42I2 –clon-7,  P. putida 

KT42I2 –clon-13, P. putida KT42I2 –clon-22. 

 

3.3 Construcción de una fusión transcripcional entre el gen trazador gfp 

y el promotor. 

 

En este objetivo se construyó una fusión transcripcional entre el gen trazador gfp, que 

codifica la proteína green fluorescent protein, y el promotor Pi, que dirige la 

A B C 

D E 

A B C 
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transcripci—n del oper—n phaI-phaF. Adem‡s, y en posici—n upstream al promotor Pi, se 

clon— en cis el gen regulador phaD con el promotor Ptac. El gen phaD actœa como 

activador de la transcripci—n del promotor Pi. El casete phaD::Ptac-Pi::gfp resultante se 

clonar‡ en un pl‡smido pCAC4 con un minitransposon-Tn7 (De las Heras, et. al. 2008) 

para poder insertarlo en las cepas mutantes phaD y phaI construidas en el objetivo 1. El 

pl‡smido pCAC4 es un mini-Tn7 optimizado contiene los genes tnsABCD que son 

necesarios para el sitio y orientaci—n espec’fica de transposici—n de mini-Tn7 (Fig. 8). La 

organizaci—n de pCAC4 es tal que el segmento regulador/promotor que se inserta es un 

fragmento de DNA con sitios NotI,  por tanto, el pl‡smido auxiliar es  pUC18Not  (A. de 

las Heras, 2008). 

  

 

 

 

 

 

Figura 8. Dise–o de la construcci—n para hacer el seguimiento de la actividad del promotor Pi. (A). 

Casete phaD::Ptac-Pi::gfp clonado en pUC18Not  (B).  pCAC4 con Casete phaD::Ptac-Pi::gfp. 

 

En la Figura 9 se observan los fragmentos Ptac-phaD y Pi-gfp.amplificados. Estos 

fragmentos han sido confirmados por secuenciaci—n y ligados al pl‡smido pUC18Not. 

 

(A) (B) 
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Figura 9.  (A): M: Marcador; 1: Fragmentos Pi::gfp purificado de 1154pb, 2: Fragmento Ptac-phaD 

purificado de 820pb. (B): Fragmento Ptac-phaD::Pi-gfp purificado de1974pb. 

 

Esta construcción será unida al plásmido pCAC4 que contiene el mini-Tn7, para 

después hacer un apareamiento triparental y usarlo como biosensor celular de la 

expresión de los genes que codifican las fasinas en P. putida KTD2. 
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4. Conclusiones. 

 

Este trabajo demuestra que PhaF juega un papel crucial en la localización de gránulos 

dentro de la célula. Las micrografías de fluorescencia mostraron que PhaF dirige los 

gránulos de PHA haciael centro de las células. Nuestros estudios demostraron la 

existencia de dos poblaciones de células muy diferentes en la cepa que carecen de la 

proteína PhaF, es decir, células con y sin PHA. Los estudios de complementación 

definitivamente han demostrado un papel clave de PhaF en la segregación de gránulos 

durante la división celular y asegura la distribución equitativa de los gránulos entre las 

células hijas. Los estudios in vitro mostraron que PhaF se une el DNA a través de su 

dominio C-terminal de una manera no específica. Todos estos hallazgos sugieren un 

papel principal de PhaF sobre los gránulos de PHA es a través de interacciones como 

la segregación de los cromosomas. 

 

5  Perspectivas  

Al mutar phaI , se observó una dependencia de funcionamiento de phaF, esto  se podrá 

comprobar haciendo estudios de regulación de expresión, para observar la 

dependencia de ambas enzimas. 

El biosensor construido permitirá estudiar el funcionamiento del regulador Pi en la 

actividad de phaF y pha I. 

Ademas, permiitirá analizar el nivel de actividad enzimática al probar diferenres 

fuentes de carbono para la producción de PHAs. 
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8.2 Apéndice  II: Procedimientos 

Las fórmulas de técnicas moleculares fueron proporcionadas por el Dr. Rodolfo Marsch 

Moreno. 

1.1 Preparación de buffer de carga 

Solución de carga: El buffer de carga fue preparado con las siguientes 
concentraciones: Glicerol 30.0 %, EDTA (pH 8.0) 25.0 mM, Naranja G 0.025 %. La 
solución se almacenó a 4ºC. 
 
1.2 Preparación de marcador de DNA &   digerido con  la enzima StyI 

Para preparar 3 ml de marcador: 
Mezcla de digestión Volumen Concentración 

& (500 µg/µl) New England 
Biolabs, Inc 

300 µl 150.0 µg 

Regulador "Cuts all" 10X 50 µl  
StyI (10 u/µl) 20 µl 200.0 u 
Agua destilada estéril 130 µl  
Volumen final 500 µl  

Incubar a 37°C por 2 h, tomar 1 µl para comprobar la digestión completa del DNA, 

mediante electroforesis y continuar con la preparación: 

Mezcla para rellenar 
extremos de & con Klenow 

Volumen  Concentración 

& (StyI) 499 µl 150.0 µg 
dNTPs (5 mM c/u) 10 µl  
Klenow (5 u/µl) 2 µl 10.0 u 
Volumen final 511 µl  

Incubar a 37°C por 15 min. e inactivar Klenow calentando a 65°C por 20 min. 
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Solución de marcador final: 

Solución de marcador final Volumen Concentración 
& (StyI + Klenow) 511 µl 150.0 µg 
Buffer de carga 1,200 µl  
Agua destilada estéril 1,289 µl  
Volumen y concentración final 3,000 µl 50.0 ng/µl 

 
Dosificar y almacenar  a -20°C. 

 
 
 

1.3 Preparación de plásmidos (miniprep) por la técnica modificada de 
Birnboim y Doly (BD). 

 
Solución I BDa: Volumen 

(ml) 
Concentración 

Final 

Tris.HCl (pH 8.0) 1 M 1.25 25 mM 
EDTA 0.25 M 2 10 mM 
Glucosa 1 M 2.5 50 mM 
Agua destilada c.b.p. 50  

Sol IBD :Se almacenó  a 4 ºC 
 

Solución II BD: 
 

Volumen Concentración 
final 

NaOH 1 N 5.00 0.2 N 
SDS al 10 % 2.50 1.0 % 
Agua destilada c.b.p. 25.00  

Sol II BD: Guardar a temperatura ambiente  (únicamente dos meses). 
 

Solución III BD: 
 

Volumen 

Acetato de potasio 5 M 30.00 
Ácido acético glacial 5.75 
Agua destilada c.b.p. 50.00 

Sol III BD: Se almacenó a 4ºC.  

Procedimientos de preparación a pequeña escala. 

• De cultivo en  placa o medio líquido : 

• A partir de medio líquido, colocar en un tubo para microcentrífuga, 3 mL de un 
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cultivo de toda la noche en el medio selectivo apropiado, centrifugar 1 min en 

una microcentrífuga, eliminar el sobrenadante, agregar 150 ml de solución I BD 

y agitar hasta que se resuspenda el paquete celular. 

• A partir de un cultivo en placa de toda la noche en medio selectivo sólido, tomar 

una asada gruesa y resuspenderla en 150 ml de solución I BD, en un tubo para 

microcentrífuga. 

• Agregar 300 ml de la solución II BD y agitar en agitador orbital por 30 seg y 

dejar reposar 5 min en un baño de hielo. 

• Agregar 300 ml de la solución III BD, agitar por inversión unas 100 veces para 

mezclar perfectamente y dejar reposar en el baño de hielo por 10 min. 

• Centrifugar por 10 min (de preferencia a 4°C) y transferir el sobrenadante a un 

tubo para microcentrífuga nuevo y estéril. 

• Agregar 700 ml de isopropanol, agitar bruscamente por inversión y dejar reposar 

por 10 a 15 min en el baño de hielo o bien, por 20 min a -20°C. 

• Centrifugar por 15 min (de preferencia a 4°C) y eliminar el sobrenadante. 

• Para eliminar el exceso de sales agregar 1 ml de etanol al 70 %, agitar en 

agitador orbital por 30 seg y centrifugar nuevamente por 5 min, eliminar el 

sobrenadante. 

• Secar la pastilla calentando a 56 ó 65°C el tiempo requerido y resuspenderla con 

40 ml de agua bidestilada estéril. 

1.4 Técnica para rellenar extremos de DNA. 

Para rellenar los extremos de DNA lineal, utilizar el fragmento grande de la DNA 

polimerasa I de E. coli (Fragmento Klenow), obtener el DNA lineal cortando con la 
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endonucleasa de restricción adecuada en el regulador apropiado, no es necesario 

inactivar la enzima de restricción (excepto cuando se desee un corte parcial), 

limpiar el DNA, ni eliminar el regulador.  

• Colocar juntos todos los componentes de la mezcla de reacción según la 

siguiente tabla: Incubar a 37°C por 10 min, inactivar a 65°C por 20 min 

Mezcla de reacción Volumen (µl) Cantidades 

DNA cortado  de 0.1 a 5.0 µg 
Regulador de ligación 5 X 8.0  
dNTPsc (5 mM c/u) 1.0  
Klenow (4 ó 5 u/µl) 0.5 2 a 2.5 u 
Agua destilada estéril c.b.p. 40.0  

 

1.5 Preparación de células para transformación y electrotransformación. 

Preparación de células competentes en pequeña escala. 
 
• Con un cultivo de toda la noche, inocular un matraz con medio fresco, el volumen 

del inóculo es de la centésima parte del volumen de medio. 

• Incubar a 37°C con agitación vigorosa durante 90 min. 

• Enfriar rápidamente el matraz en un baño de hielo. 

• Colocar en tubos de microcentrífuga estériles y fríos, 1.5 ml del cultivo frío. 

• Centrifugar por 1min. Descartar el sobrenadante. 

• Agregar 100 ml de una solución fría de CaCl2 0.1 M y glicerol al 15%, resuspender 

haciendo uso de un agitador orbital a la máxima velocidad por 5 a 10 seg. Enfriar 

inmediatamente en el baño de hielo. 

• Centrifugar por 25 seg. Descartar el sobrenadante y resuspender con 33 ml de la 

solución fría de CaCl2 y glicerol. 
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• Después de 5 min en baño de hielo, agregar la solución de DNA, a razón de 3.3 ml 

por tubo y continuar con la transformación como se indicó arriba. 

 

Procedimiento de transformación de E. coli   

• Descongelar las células competentes en un baño de hielo, transferir 100 µl de la 

suspensión de células competentes a cada uno de los tubos para microcentrífuga que 

se requiera (los tubos deben estar enfriados previamente). 

• Agregar la solución de DNA, el volumen no debe ser mayor de 10 µl, mezclando 

suavemente mientras se va depositando el DNA en el seno de la suspensión 

bacteriana, incubar en el baño de hielo por 20 min. 

• Dar un choque térmico a las células, incubando a 42ºC C por 90 sec. 

• Incubar nuevamente en el baño de hielo por 2 min. 

• Agregar 1 ml de caldo LB, incubar con agitación vigorosa a 37°C por 1 h. 

• Sembrar sobre las placas con medio selectivo, incubar a 37°C por toda la noche.  

 

Preparación de células electrocompetentes de Cupriavidus necator. 

• De un cultivo fresco en NR, tomar seis a ocho colonias aisladas y con la morfología 

característica de Cupriavidus necator, e inocular un matraz con 20 ml de NR. 

Incubar en agitación a 30°C por toda la noche. 

• Inocular dos matraces con 200 ml de NR cada uno, con 10 ml del cultivo anterior. 

Incubar en agitación a 30°C, hasta alcanzar una DO625 entre 5.0 y 6.0. 

• Centrifugar en frío en frascos para centrifuga de 500 ml limpios y estériles, por 7 

min a 900 x g. Descartar el sobrenadante. 
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• Resuspender las células en el mismo volumen que el del cultivo, con glicerol al 

10%, preparado con agua destilada y desionizada, y esterilizado en autoclave, la 

solución debe estar fría (0-4°C) y los frascos se deben mantener en un baño de 

hielo. Centrifugar  con las mismas condiciones y descartar el sobrenadante. 

• Hacer otro lavado con glicerol al 10% frío, utilizando ahora sólo 100 ml en total, 

centrifugar y descartar el sobrenadante. 

• Resuspender las células en 20 ml de glicerol al l0% frío y juntar las células en un 

sólo frasco. Centrifugar y descartar el sobrenadante. 

• Resuspender las células en 2 ó 3 ml de glicerol al 10% frío y transferir en 

volúmenes de 100 µl, a tubos para microcentrífuga nuevos, estériles y enfriados 

en el baño de hielo. Congelar las células con nitrógeno líquido y guardar los 

tubos a  -80°C.  

Electrotransformación de Cupriavidus necator. 

• Descongelar las células electrocompetentes en un baño de hielo. 

• Mezclar de 1 a 10 µl de la solución de DNA (dializada contra agua desionizada 

estéril), con 50 µl de células y colocarlas en una celda para electrotransformación 

fría. 

• Colocar los indicadores del aparato de electrotransformación, BIO-RAD Gene 

Pulser™, en 1.8 kV, 200 (  y 25 µF y efectuar la descarga. El tiempo de descarga 

generalmente es de 5.2.a 5.5 mseg. 

• Agregar inmediatamente 950 µl de NR e incubar con agitación vigorosa por 1 h a 30 

°C. 

• Sembrar en el medio selectivo e incubar a 30°C hasta la aparición de colonias.  
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1.6 Tinción Azul Nilo 

 

Se requieren dos soluciones: 

a) solución acuosa al 1% de Azul Nilo A : (sigma Chemicals 0766. lote 017H4384). 

La solución debe ser filtrada antes de su uso. Para una mejor disolución se calienta de 

manera moderada. Con este colorante no es necesario el reflujo con solución ácida para 

formar la oazona. 

b) solución acuosa al 8% de ácido acético. 

 

Procedimiento de tinción. 

a). Hacer un frotis delgado  a partir de células lavadas (dos veces). (con solución salina y 

agua destilada respectivamente). 

b). Secar la preparación al calor. 

c). Cubrir con colorante azul nilo a 55ºC por 10 min. 

d). Lavar con agua destilada 

e). Remover el exceso de colorante con sol. acética al 8% 

d). Lavar la preparación 

f). Dejar secar 

g). Humedecer con una gota de agua y colocar un cubreobjetos. 

h). Observar a microscopio con luz UV a 460 nm. 
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La máxima excitación del colorante se obtiene a 362 nm. Aunque  460nm es adecuada 

para la observación microscópica. Por lo general la fluorescencia se incrementa al 

aumentar la concentración de PHB. Sin embargo no se recomienda el uso de esta  tensión 

para cuantificar PHB. 

 

1.7 Tinción Rojo Nilo 

Preparar una solución: 

1 mg del Nilo rojo ml-1 de acetona 

Procedimiento:  

10 µl de solución madre del Nilo de color rojo se adicionan 1ml de muestra y se mantiene 

en la oscuridad durante 15 min. La fluorescencia de la Red del Nilo se emite con una 

línea de 488 nm láser y las emisiones entre 580-620 nm.  

 

1.8 Determinación de hidroxiácidos por cromatografía de Gases 

1.8.1 Propanolisis de Hidroxiácidos 
 
Esta técnica es una adaptaciones a dos métodos propuestos por Braunegg et al., (1978) y 
Riis y Mai (1988).  
 
Soluciones: 
 

1. Preparar una solución de 1-propanol con HCl al 20 %. 

2. Preparar una solución de 2.0 g de ácido benzoico en 50 ml de propanol, usado como 

estándar interno. 

 

Procedimiento: 
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Centrifugar 3 ml de muestra en dos tubos eppendorf (1.5 ml c/u) a 10000 rpm durante 10 

minutos, retirar el sobrenadante y adicionar 1 ml de propanol ácido al 20%. (sol 1).  

Primero añadir 0.5 ml en el tubo eppendorf, resuspender y vaciarlo en un tubo HACH 

con rosca, después agregar otros 0.5 ml para enjuagar el tubo eppendorf y vaciarlo en el 

tubo HACH nuevamente. 

Adicionar al tubo 2 ml de cloroformo, y 50 ml  de sol 2 sellarlos con cinta teflón, poner a 

100ºC durante 4h en el digestor HACH. 

Una vez concluido el tiempo, enfriar a temperatura ambiente y adicionar 1 ml de agua 

desionizada y agitar vigorosamente durante 1min. Dejar reposar y esperar a que se 

formen las dos fases, tomar la fase orgánica (inferior) con una pipeta Pasteur colocarla en 

un vial, posteriormente se filtra y se inyecta al cromatógrafo de gases 1 ml de muestra 

siempre y cuando el Cromatografo de Gases ya haya alcanzado las condiciones antes 

mencionadas. El tiempo de retención de estandar (β-hidroxibutirato) y ácido benzoico es 

de 3.5 min y 4.5 min respectivamente. 

 

 

 

 

 

1.8.2 Tiempos de retención obtenidos para los hidroxiácidos analizados 
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