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Resumen:

En busca de soluciones medioambientalmente sostenibles a la produccion de plasticos
convencionales los biopolimeros obtenidos por fermentacion microbiana emergen como una
alternativa muy prometedora. Dentro de las propiedades de los biopolimeros, su biodegradabilidad
y biocopatibilidad, los hace idoneos para la produccion de materiales que no sean perjudiciales para
el medio ambiente. En el presente trabajo se realizé una revision bibliografica sobre la sintesis de
biopolimeros con el objetivo de extraer una vision global de sus usos y perpectivas. Con los datos
obtenidos se concluy6 que las investigaciones actuales centran sus esfuerzos en el la produccion de
polihidroxialcanoatos (PHA) como uno de los principales biopolimeros sintetizados por
microorganismos. Sus propiedades y aplicaciones los hace idoneos para su uso en multiples sectores
comerciales. A lo largo de esta revision tocamos los puntos claves de estos bioplolimeros. Pudimos
observar que existe una clara tendencia hacia la busqueda de nuevos microorganismos y fuentes de
carbono que aumenten su eficiencia y reduzcan su precio final de produccion.

Palabras clave: Biopolimeros, Polihidroxialcanoatos, microorganismos.

Resumo:

Na procura de solucidons ambientalmente sostibles para a producion de plasticos convencionais, 0s
biopolimeros obtidos pola fermentacion microbiana xorden como unha alternativa moi prometedora.
Dentro das propiedades dos biopolimeros, a siia biodegradabilidade e biocopatibilidade fanos aptos
para a producion de materiais non danifios para o medio ambiente. No presente traballo realizouse
unha revision bibliografica acerca da sintese de biopolimeros co obxectivo de extraer unha vision
global dos seus usos e perspectivas. Cos datos obtidos, chegouse a conclusion de que as
investigacions actuais centran os seus esforzos na producion de polihidroxialcanoatos (PHA) como
un dos principais biopolimeros sintetizados polos microorganismos. As suas propiedades e
aplicacions fanos aptos para o seu uso en multiples sectores comerciais. Ao longo desta revision
tocamos os puntos clave destes biopolimeros. Puidemos observar que existe unha clara tendencia a
procura de novos microorganismos e fontes de carbono que incrementen a sua eficiencia e reduzan
o seu prezo final de producion.

Palabras clave: Biopolimeros, Polihidroxialcanoatos e Microorganismos

Abstract:

In search of environmentally sustainable solutions to the production of conventional plastics,
production of biopolymers from microbial fermentation is promising alternative. Within the
properties of biopolymers, their biodegradability and biocopatibility make them suitable for the
production of not hazar materials to the environment. In the present study, we made bibliographic
review on the synthesis of biopolymers with the aim of extracting a global vision of its uses and
perspectives. With the data obtained, it was concluded that current research focuses its efforts on the
production of polyhydroxyalkanoates (PHA) as one of the main biopolymers synthesized by
microorganisms. Their properties and applications make them suitable for use in multiple
commercial sectors. Throughout this review we touch on the key points of these biopolymers. We
were able to observe that there is a clear trend towards the search for new microorganisms and carbon
sources that increase their efficiency and reduce their final production price.

Keywords: Biopolymers, Polyhydroxyalkanoates and Microorganisms.



1. Introduccidn:

Debido al constante dafio medioambiental y perturbacién climatica de las actividades
antropogénicas, hoy mas que nunca ha surgido la necesidad de desarrollar una nueva
variedad de tecnologias y procesos que sean amigables con el medio ambiente. Los plasticos
sintéticos han supuesto desde su descubrimiento una herramienta fundamental para el
crecimiento y el desarrollo de la sociedad. Es innegable que, gracias a sus caracteristicas y
versatilidad, son los materiales mas utilizados en la vida cotidiana. Sin embargo, esto ha
supuesto que, a pesar de todas sus ventajas, se hayan convertido en un problema
medioambiental grave. Entre todas las propiedades que presentan los plasticos sintéticos, no
se encuentran la biodegradabilidad ni la biocompatibilidad, lo cual los convierte en
materiales dafiinos para los ecosistemas del planeta. A pesar de los esfuerzos por parte de la
sociedad, de implementar politicas y estrategias para reducir los residuos plasticos o
reciclarlos, a dia de hoy no se ha podido disminuir el impacto perjudicial que estos tienen
sobre el medio. Uno de los objetivos mas investigados en la tltima década es encontrar
materiales capaces de sustituir o reducir el uso de estos plasticos sintéticos. Con ello nacen
los bioplasticos, materiales que presentan propiedades similares o superiores a las de los
plasticos sintéticos, pero que, a diferencia de estos, son menos dafiinos para el medio

ambiente.

En la union europea se denomina bioplasticos a aquellos plasticos que hayan sido
sintetizados a partir de una base biologica, que sean biodegradables o que presenten ambas
caracteristicas (Fig. 1) (EUBP, 2021). Basandonos en esta definicion podemos encontrar tres

categorias de bioplasticos:

- El primer grupo los constituyen los plasticos sintetizados a partir de combustibles
fosiles que pueden biodegradarse, como por ejemplo el tereftalato de adipato de
polibutileno PBAT.

- El segundo grupo son bioplasticos de base bioldgica que no son biodegradables.
Estos son producidos a partir de recursos naturales renovables pero que, debido a su
estructura quimica, no son biodegradables en el medio como el tereftalato de
polietileno (PET) o las poliamidas (PP).

- Elultimo grupo se compone de los bioplésticos que presentan ambas cualidades, es
decir, se producen a partir de una base biologica y son biodegradables, dentro de este
grupo podemos encontrar a los polihidroxialcanoatos (PHA) (EUBP, 2018 y EUBP,
2021).



Aunque dentro de la union europea se consideran bioplasticos a aquellos materiales que
cumplan alguno de los criterios mencionados anteriormente, en este trabajo nos

centraremos unicamente en aquellos que sean biodegradables y de base biologica.

Conventional

plastics

e.g. PE, PP, PET

based

Figura 1: Clasificacion de los bioplasticos seglin la normativa europea. (EUBP, 2017).

Los bioplasticos de base bioldgica y biodegradables son producidos a partir de materiales
organico, o producidos a partir de seres vivos como las bacterias o las algas. Presentan
propiedades similares a las de los plasticos sintéticos pero con la ventaja de generar una
huella de carbono menor y no depender de los combustibles fosiles para su fabricacion.
Algunos de los ejemplos mas conocidos son el acido polilactico (PLA), el polibutileno
succinato (PBS), los polihidroxialcanoatos (PHA) y bioplasticos con base de almidon. Estos
presentan ciertas caracteristicas como la elasticidad, estabilidad térmica, resistencia a la
humedad, biodegradabilidad y biocompatibilidad que les confieren una gran variedad de
aplicaciones. Al ser biocompatibles, al contrario de los plasticos convencionales, los hace
idoneos para su uso en el campo medico como agentes de biocontrol, ingenieria de tejidos,
agentes anticancerigenos, administracion de farmacos, etc. (Kurian y Das, 2021). La
biodegradabilidad de estos materiales supone una de las mayores ventajas en su uso, ya que
los residuos generados una vez terminado su ciclo de vida, conllevan una menor inversion
en tiempo y dinero para su eliminacion. Ademas, su descomposicion en el medio es menos
dafiina que la de los plasticos con base petroquimica, permaneciendo en ¢l una menor

cantidad de tiempo (Gomes et al., 2020).



En los ultimos afios el mercado de los bioplasticos no ha dejado de crecer y se estima que no
parara en lo que resta de década. Pueden utilizarse para fabricar una gran variedad de
productos y para su produccion es posible utilizar pardmetros de procesamiento de los
mismos equipos que se utilizan para plasticos sintéticos, pero ajustandolos al biopolimero
utilizado en ese momento (EUBP, 2021). La industria del embalaje lidera el uso de estos
biopolimeros utilizdndolos para el envasado de productos alimenticios con casi el 48 % (1,15
millones de toneladas), pero en los ultimos afos su uso se ha extendido a otros sectores como
la industria la textil, la automovilistica, la biomédica o medios de consumo. A su vez, las
nuevas politicas de reduccion de uso de plasticos sintéticos, potencian su produccién (EUBP,
2021; Kurian y Das 2021; Gomes et al., 2020). Segun los datos de mercado recopilados por
European Bioplastics junto con el nova-Institute, se estima que la produccion global de
bioplasticos crezca desde los 2,42 millones de toneladas producidas en 2021 a las 7,59
millones en el afo 2026 (Fig. 2.a). A dia de hoy, Asia lidera el mercado de los bioplasticos
con casi la mitad de la produccion global, mientras que Europa se coloca en segunda posicion
conun 25 %. Se estima que en el afio 2026 esta desigualdad de produccion se ampli¢ todavia
mas dejando a Asia con el control del 70% del mercado mundial de los bioplasticos (Fig.

2.b).

2026

Total:
2.42 million tonnes

Figura 2: a) Estimacion del crecimiento de la produccion de bioplasticos entre 2021-2026.b)
Reparto de la produccion mundial de bioplésticos en % (EUBP, 2021).



e Biopolimeros:
Segun de donde provengan o de su método de obtencidon, los biopolimeros pueden

clasificarse en tres grupos:

- Biopolimeros de origen natural, como es el caso de la celulosa o el almidon,
polimeros que se dan por si mismos en la naturaleza.

- Polimeros sintéticos biodegradables, los cuales son procesados para obtener
bioplasticos, como por ejemplo el PBS o el Poli (Butilén Adipato-co-Tereftalato), el
PBAT.

- Polimeros obtenidos a partir de la fermentacion microbiana como es el caso de los
PHA (Rhim et al., 2013). En esta revision centramos nuestra busqueda en aquellos
polimeros contenidos en este tercer grupo y que por tanto, se obtienen a través de un

proceso biotecnologico en el cual participan microorganismos.

El acido polilactico es un polimero ampliamente utilizado, que en los ultimos afios ha ganado
importancia entre las empresas biotecnologicas como base para la produccion de plasticos
biodegradables (Liang, et al., 2018). El acido polilactico se obtiene a partir de la
polimerizacion de cualquiera de los enantidmeros del acido lactico (D-lactico o L-lactico),
o de la mezcla racémica de ambos. La unidad monomérica del acido lactico determina las
propiedades fisicas del PLA final, observandose variaciones en sus propiedades fisicas segiin
el tipo de enantiomero utilizado. Se ha llegado a observar que la estereocomplejacion de
acido poli-D-lactico con acido poli-L-lactico, puede dar lugar a plasticos con propiedades

térmicas superiores (Watcharawipas et al., 2021).

En el estudio de Watcharawipas et al., 2021, se modifico genéticamente una cepa de S.
cerevisiae con la intencion de producir acido D-lactico. Para ello localizaron una cepa de
Leuconostoc pseudomesenteroides y aislaron el promotor de gen de D-lactato
deshidrogenasas, lo clonaron y lo introdujeron en la levadura para que, utilizando glucosa
como fuente de carbono, produjese el polimero de interés. Otros investigadores como Liang
et al., 2018, aislaron una cepa de Enterococcus mundtii del intestino de larva de gusano de
seda para la produccion de acido lactico. El intestino de la larva presenta unas condiciones
ambientales Unicas debido a su alta alcalinidad, convirtiéndose en un nicho de crecimiento
especifico solo para cierto tipo de bacterias. En su interior E. mundtii aprovecha la biomasa
lignocelulodsica ingerida por el insecto y la metaboliza en 4cido lactico. Los investigadores

decidieron aprovechar esta especificidad ambiental para desarrollar un proceso de



produccion en el cual reproducir las condiciones ambientales del estdmago de la larva con

el fin de obtener 4cido lactico a partir de esta cepa microbiana.

Un bioplasticos considerado de alto rendimiento es el Nylon 12, se utiliza principalmente
como recubrimiento para sistemas de combustible y frenos en automoviles. Debido a sus
aplicaciones industriales, se buscan nuevas formas de sintetizarlo mediante procesos
rentables y medioambientalmente sostenibles. El 4cido w-aminododecanoico se considera
uno de los mondmeros potenciales para la produccion del Nylon 12, y es posible su sintesis
enzimatica a partir de derivados de aceites vegetales como el 4cido dodecanoico. Para ello
se construyo artificialmente una ruta catalitica capaz de sintetizar eficientemente el acido -
aminododecanoico y se recombino con un plasmido disefiado una cepa de E.coli, para llevar

a cabo el proceso de conversion (Murshidul ef al., 2018 A y B).

Otra biomolécula con diversas aplicaciones industriales son los acidos grasos. Los acidos
grasos y sus derivados se utilizan para la produccion de diversos polimeros intermediarios,
0 como precursores de los mismos. Se obtienen a partir de la digestion anaerobica de diversos
materiales organicos, como pueden ser los residuos industriales o los lodos de depuradoras.
Ribau et al., 2020 utilizaron residuos de cebada de cerveza para producir acidos grasos
volatiles en reactores acidogénicos a partir de una comunidad microbiana mixta. Estos
estudios siguen en la linea de revalorizar materiales y sustancias de desecho o sin valor de
las industrias, con el objetivo de obtener productos utiles, como son los bioplasticos. Otros
investigadores como Venkateswar et al., 2018, utilizaron Clostridium kluyveri para obtener
acidos grasos de cadena media a partir de etanol o acetato, convirtiendo asi dos sustancias
con bajo valor en productos de interés industrial. Estos acidos grasos de cadena media como

el butirato o el caproato, son utilizados para la fabricacion de bioplasticos y biodiesel.

Estos son algunos ejemplos de polimeros obtenidos a partir de la fermentacion microbiana,
pero dentro de este grupo los mas importantes son los PHA. Los PHA son biopolimeros
sintetizados por los microorganismos en condiciones de estrés nutricional en los que existe
una alta carga de materia orgénica y una deficiencia de otros nutrientes esenciales. Estos
poliésteres microbianos son de gran interés debido a sus propiedades, comparables a las de
los plasticos sintéticos, por lo que tienen una amplia variedad de aplicaciones. Todas estas
razones los convierten en uno de los biopolimeros mas interesantes para la sintesis de

bioplasticos (Kurian y Das 2021).



2. Objetivo y Plan de Trabajo:

e Objetivo:
El objetivo de este trabajo de fin de master (TFM) es realizar una revision bibliografica
actualizada acerca de la biosintesis por parte de microrganismo de polimeros utilizados en

la produccion de bioplasticos.

e Plan de Trabajo:
El plan de trabajo se ha desarrollado desde el mes de Octubre de 2021 y a continuacion se
presenta una descripcion del trabajo realizado por meses asi como un digrama de Gantt (Fig.

3) que resume las actividades desarrolladas en la realizacion de este TFG.
Octubre:

Se decidi6 el tema y el objetivo del TFM. Se discuti6 el procedimiento a seguir para realizar
una revision bibliografica de caracter sistematico. También se puntualizaron la estructura y
la metodologia del contenido del trabajo. Establecida la temdatica y los pasos a seguir, se
comenz6 con la busqueda de articulos en las bases de datos de referencia (Scopus y Web of

Science).
Noviembre / Diciembre / Enero / Febrero:

Durante estos meses se procedido a la construccion de una base de datos a partir de la
bibliografia encontrada que habia sido filtrada siguiendo unos criterios de busqueda
concretos: tema, palabras clave, afios de publicacion, y tipo de documento. Se revisaron los
articulos individualmente para el andlisis de su contenido. Se descartando aquellos que no

se ajustaran a la tematica del trabajo.
Marzo / Abril / Mayo / Junio:

Se inici6 el analisis de los datos utilizados para la revision sistematica y se redacto el
apartado de materiales y métodos. Se sigui6 avanzando con los apartados de introduccion,
resultados y conclusion, incluyendo las representaciones graficas y tablas del mismo. Se
completd la redaccion del TFM y se entregd para su presentacion. Finalmente, se procedid

a la elaboracion de las diapositivas destinadas a la exposicion oral.



DIAGRAMA DE GANTT

01/10/2021 20/11/2021 09/01/2022 28/02/2022 19/04/2022 08/06/2022

Estructura y Metodologia _

Creacion de una base de datos E
Revision individual de las publicaciones [ |
Analisis de los datos _
Redaccion del trabajo I
Elaboracion de la exposicion -

Figura 3: Diagrama de Gantt de las actividades realizadas para la redaccion del TFM.

3. Materiales y Métodos:

Una revision sistematica se basa en recopilar una cantidad significativa y representativa de
articulos relacionados con un tema y analizarlos a través de un método preestablecido,
racional y reproducible. De esta forma, a diferencia de las revisiones tradicionales, se elimina
el libre criterio del autor sistematizando los pasos a seguir para la exposicion de los
resultados, lo que facilita que otros autores puedan revisarla o replicarla (Saenz, 2001; Khan

et al., 2003 y Randolph, 2009).

En este TFM se efectud una revision sistematica en dos bases de datos (Scopus y Web of
Science), acerca de la produccion de biopolimeros que pueden servir como base para la
sintesis de bioplasticos. Se utilizaron como palabras claves: “Biosynthesis y Bioplastic” para
centrar la busqueda de publicaciones en aquellas relacionadas con el tema. El segundo paso
fue acotar la busqueda a articulos y revisiones publicadas entre 2017-2021, el método se
siguiod por igual tanto en Scopus como en Web of Science. Finalmente, se compar6 el nimero
final de articulos encontrados en cada una de las bases de datos y se seleccionaron aquellos
que no coincidian entre ellas. Para la gestion de las publicaciones obtenida se utilizo el gestor
de bibliografia Mendeley®. Una vez se recopilaron los articulos totales, se procedio a su
revision individual descartando aquellos que no concidiesen con el tema del trabajo. Esta

primera revision se centro principalmente en los titulos y resimenes de las publicaciones.

Finalmente una vez recopilados las publicaciones validas para la realizacion del trabajo se
procedio a la revision final de las mismas, a partir de la cual se extrajeron los datos finales

con los que llevar a cabo los resultados y conclusiones, asi como las tablas y figuras.



4. Resultados:

De la busqueda bibliogréfica realizada en las bases de datos siguiendo los pasos establecidos
para la revision sistematica, se extrajeron un total de 98 publicaciones entre los afios 2017 y

2021 (Fig. 4).

Ers o

Biosynthesis and Bioplastic 138 132

2017-2021 78 66

Articulos y Reviews 71 66
98

Figura 4: Publicaciones seleccionadas en las bases de datos Scopus 'y Web of Science para la realizacion de la

revision sistematica.

Durante los cinco afios entre los que se centro la bisqueda, se observd que los articulos
relacionados con la investigacion en la produccion de biopolimeros crecid afio tras afio,
exceptuando aquellas publicadas en 2020, pero esto puede estar relacionado con las

restricciones provocadas por el virus SARS-CoV-2 (Fig. 5.).
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Figura 5: Numero de publicaciones entre los afios 2017 y 2021 siguiendo la metodologia de la revision
sistematica en las bases de datos Scopus y Web of Science



Se revisaron individualmente las publicaciones y se retiraron aquellas no relacionadas con
la sintesis de biopolimeros para la produccion de bioplasticos, quedando 93 publicaciones
de las 98 que formaban la base de datos (Tabla. 1, Anexo 1). El andlisis del contenido de las
publicaciones mostro que de los biopolimeros de interés para la industria, la mayor parte de
los estudios se centraron principalmente en obtener alguna clase de PHA a partir de
microorganismo (Fig. 6a). Y dentro de los PHA la mayoria de investigaciones dirigen sus
esfuerzos en la produccion de los polihidroxibutiratos (PHB) (Fig. 6b), un tipo de PHA de
cadena corta con propiedades similares al polipropileno y el poliestireno (McAdam ef al.,
2020). Por tanto, aunque existen diversos biopolimeros de interés en la industria de los
bioplasticos, tras observar los resultados de la busqueda bibliografica, se llegd a la
conclusion de que los PHA centran los esfuerzos de la comunidad cientifica como
principales sustitutos para los plasticos convencionales. Con estos datos se decidid centrar
gran parte del trabajo en ellos, asicomo en sus métodos de produccion, posibles aplicaciones

y perspectivas de futuro.

Tipos de Biopolimeros PHA

m PHA mOtros Bioplimeros mPHB Copolimeros de PHA  m Otros PHA

Figura 6: a) Diversidad de biopolimeros investigados para la produccion de bioplésticos; b) Tipos de PHA
investigados dentro de las publicaciones seleccionadas.

Aunque los PHA, en un futuro, se ven como un sustituto claro de los plasticos sintéticos, a
dia de hoy todavia se busca abaratar y optimizar su produccion. Dos de los factores claves
para la mejora de este proceso son las fuentes de carbono utilizadas como sustrato y el
organismo utilizado en la fermentacion. Se revisaron individualmente los articulos y se
clasificaron segun el tipo de microorganismo y las fuentes de carbono utilizadas (Fig. 7)
Muchas publicaciones, centraron sus esfuerzos en utilizar sustratos considerados residuos de
otros procesos como fuente de carbono para abaratar los costes finales del proceso (Fig. 7a),
lo cual es un factor clave para que los PHA puedan competir en el mercado con los plasticos

sintéticos. Por otro lado, existe una gran diversidad de organismos capaces de sintetizar PHA



como bacterias, microalgas u organismos superiores. En este aspecto destacaron las bacterias

sobre el resto de organismos, seguido organismos modificados genéticamente (Fig. 7b).

Fuentes de Carbono Microorganismos

W Residuos W No residuos M Bacteria M Archae Algae m Moficados ® Otros

Figura 7: a) Fuentes de carbono investigadas en las publicaciones para la obtencion de PHA; b) Tipos de
microorganismos investigados para la produccion de PHA.

5. Polihidroxialcanoatos (PHA):
Los PHA son poliésteres termoplasticos sintetizados por diferentes tipos de
microorganismos en condiciones ambientales de estrés nutricional. Estos polimeros se
componen principalmente de mondémeros llamados &4cidos grasos (R)-3-hidroxi, que
presentan un grupo R de cadena lateral en su estructura. Estos monomeros se unen entre si
por un enlace éster entre sus grupos carboxilo, para formar el polimero de reserva (Sim6-
Cabrera et al., 2021; Kumar et al., 2020; Mahansaria et al., 2020). La sintesis de PHA
sucede cuando el organismo se encuentra en un medio en el que dispone de un exceso de
fuente de carbono, y una deficiencia en la concentracion de otros nutrientes esenciales, como
el nitrogeno o el fosforo. Los microorganismos acumulan en su citoplasma los granulos de
PHA como fuente intracelular de energia, para utilizarlos en el momento en el que los
necesiten (Fig. 8). Tanto la sintesis como la polimerizacion de los PHA se llevan a cabo
enteramente en el interior del microorganismo (Bilia et al., 2021; Sim6-Cabrera et al., 2021;

Vuong et al., 2021; Kumar et al., 2020; Rekhi ef al., 2021).

Figura 8: a) Granulos de polihidroxialcanoatos en Pseudomona putida TISTR 1522 (Boonyawanich et
al., 2021). b) Granulos de PHA en Natrinema ajinwuensis RM-G10 (Mahansaria et al., 2018).
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e Tipos de PHA:

Los PHA se pueden clasificar seglin varios tipos de criterios. Por la estructura quimica de
los monomeros que los conforman, podemos clasificarlos en aquellos con 4cidos grasos
alifaticos (PHB), 4cidos grasos aromaticos (PHPV) y heteropolimeros (P (3HB-co-3MP),
formados por ambos tipos. Por otro lado pueden clasificarse segin el niimero de carbonos
que los componen: De cadena corta, compuestos de 3 a 5 carbonos como por ejemplo, el 3-
hidroxibutirato (3HB), el 4-hidroxibutirato (4HB), o el 3-hidroxivalerato (3HV). Los PHA
de cadena corta tienen propiedades termoplasticas similares a las del polipropileno y entre
ellos el mas comun es el PHB. En ocasiones se utilizan como material de embalaje, gracias
a su resistencia a la permeabilidad de oxigeno y su biodegradabilidad. De cadena media,
contienen de 6 a 14 carbonos, presentando en su estructura unidades monoméricas como el
3-hidroxihexanoato (HHx) o el 3-hidroxidocanoato (HD). Al ser polimeros cristalinos de
naturaleza elastomérica, los PHA de cadena media gozan de una mayor flexibilidad y un
punto de cristalizacidén menor que los de cadena corta, por lo que sus aplicaciones son mas
amplias, aunque varian en gran medida segin grupo funcional que presenten sus
monomeros. (Simo-Cabrera et al., 2021 y McAdam et al., 2020; Kurian y Das 2021;
Goswami et al., 2021; Kumar et al., 2020).

Por ultimo, dependiendo de la composicion de las unidades monoméricas y de su
disposicion a lo largo de la cadena, podemos encontrar tres tipos de PHA. Los
homopolimeros, que se componen de un solo tipo de mondémeros (poli 4-hidroxibutirato
(4HB), poli 3-hidroxipropinato (3HP), poli 3-hidroxivalerato (PHV)). Los copolimeros
aleatorios, que se forman por varios tipos de monomeros que se distribuyen aleatoriamente
a lo largo de la cadena (poli (3HP-co-4HB), poli (3HB-co-3HP) o el poli (3HB-co-3HV)
(PHBV)). Y los copolimeros en bloque, que se forman por la union en bloques de
monomeros quimicamente distintos a lo largo de la cadena: PHB-b-PHHx, PHB-b-P4HB o
P3HB-b-P3HP (Simoé-Cabrera et al., 2021; Kumar et al., 2020).

e Sintesis de los PHA:
La sintesis de PHA varia dependiendo del microorganismo y la fuente de carbono de la que
parte, se conocen tres vias metabolicas distintas. La ruta principal, que utilizan la mayoria
de los microorganismos, esta relacionada con el ciclo de Krebs. En ausencia de alguno de
los nutrientes limitantes para el crecimiento, el metabolismo del microorganismo reduce la
entrada de acetil-CoA en el ciclo de Krebs para utilizar parte de estas moléculas en la sintesis

de PHA. En un primer lugar, la enzima B-cetotiolasa (PhaA) condensa las moléculas de
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acetil-CoA para dar acetoacetil CoA. La segunda enzima en actuar es la acetoacetil-CoA
reductasa dependiente de NADH (PhaB), que reduce el Acetoacetii CoA a (R)-3
hidroxibutiril CoA. Finalmente se lleva a cabo la polimerizacion de (R)-3 hidroxibutiril CoA
a través la enzima PHA sintasa (PhaC) mediante esterificacion, dando como resultado PHA
de cadena corta (Figura 9.a) (Amiri et al., 2021; Rekhi et al., 2021; Younes et al., 2021;
McAdam et al., 2020; Kumar et al., 2020; Serra et al., 2019).

La segunda ruta biosintética ha sido ampliamente estudiada en Pseudomona putida y se
produce a través de la via de la B-oxidacion de los 4cidos grasos. En ella se utilizan alcanos,
alquenos y alcanoatos para transformarlos en mondémeros de hidroxialcanoatos. Esta
biotransformacion la lleva a cabo la enoil-CoA hidratasa, que convierte la 2-enoil-CoA en
(R)-hidroxiacil-CoA. Los monémeros generados de (R)-hidroxiacil-CoA, se polimerizan a
través de la PHA sintasa dando como resultado PHA de cadena media (Imagen 2.b)
(Boonyawanich et al., 2021; Young et al., 2021; Gomes et al., 2020; Kumar et al., 2020).Por
ultimo en la tercera via el microorganismo utiliza como fuente de carbono azucares simples,
como la glucosa, sacarosa o fructosa, y los combina junto a intermediarios de la sintesis de
acidos grasos para sintetizar PHA de cadena media. En esta ruta también se ve implicada la
PHA sintasa, la cual cataliza la sintesis de PHA a partir de la combinacion de acidos grasos

y azucares (Figura 9.c) (Kumar et al., 2020; Gomes et al., 2019).

Las tres rutas necesitan la accion de la PHA sintasa para la polimerizacion de las unidades
monoméricas formadas en cadenas de PHAs. De la PHA sintasa depende la formacion de
los distintos tipos de PHA y del peso molecular de sus cadenas. Como en cualquier otra
enzima existen varios factores que influyen en la actividad de la PHA sintasa y que afectan
a la polimerizacion de los PHA. Entre ellos esta la relacion C:N, la especificidad de sustrato
y la temperatura de reaccion. Se han reconocido cuatro tipos de PHA polimerasa donde las
clases I, III y IV sintetizan PHA de cadena corta (3C-5C), mientras que la clase II se
relaciona con la sintesis de PHA de cadena media (6C-14C) (Goswami et al.,2021).
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Figura 9: Tres principales vias metabolicas en los microorganismos para la sintesis de PHB (Simo-Cabrera et
al., 2021).A) Primera via, parte del piruvato del Ciclo de Krebs. B) Segunda via mediante la f-oxidacion de
los acidos grasos. C) Tercera via que combina ambas rutas anteriores.

e Propiedades de los PHA
Las caracteristicas fisicoquimicas del polimero dependen directamente del peso molecular y
la composicion de cadena polimérica que lo conforma. La fuente de carbono, los tiempos
de produccion, o el tipo de cepa, afectan directamente a su tamafio y composicion (McAdam
et al, 2020). La estructura quimica de los monomeros que componen las cadenas
poliméricas determinara su biodegradabilidad y comportamiento frente a factores
ambientales, mientras que el tamafo de la cadena define sus propiedades mecéanicas. Por
ejemplo, la biodegradabilidad de las cadenas de homopolimeros como el 4HB es mucho
mayor que las formadas por copolimeros como el PHBV. Y cadenas cortas como el 3HB,
son mas rigidas y fragiles que cadenas de mayor tamafio como las de 4HB, que originan

materiales mas elasticos y flexibles (Simo-Cabrera et al., 2021; Gomes et al., 2020).

Los PHA presentan una estructura semicristalina formada por dos fases, una compuesta de
cristales laminares en diferentes orientaciones denominada fase cristalina, y otra que rodea
a la primera, y se compone de cadenas poliméricas desordenadas, conocida como fase
amorfa. De estas dos fases dependeran la temperatura de transicion vitrea (Tg) y la
temperatura de fusion (Tm), propiedades que determinan el comportamiento mecanico del
polimero. La Tg viene definida directamente por la fase amorfa. Cuando un PHA alcanza su
Tg, la fase amorfa cambia de un estado cristalino a otro gomoso, modificando sus
caracteristicas fisicas (Simo6-Cabrera et al., 2021). Las cadenas de polimeros con pesos
moleculares altos presentan una velocidad de cristalizacion menor, lo que reduce su Tg
produciendo cristales de menor tamafio. Los PHA con una Tg por debajo de la temperatura
ambiente son mas flexibles y resistentes a la traccion que aquellos con una Tg por encima,

que se vuelven mdas quebradizos debido a la rigidez de sus cadenas (Simo-Cabrera et
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al.,2021; McAdam et al.,2020). Por otro lado, la Tm depende de la fase cristalina y determina
el comportamiento del polimero en su fase liquida. La Tm y la temperatura de degradacion
térmica, son claves para el procesamiento de los PHA una vez extraidos de la célula (Simo-
Cabrera et al., 2021). Por lo tanto, el tamafio de la cadena influye en las temperaturas de Tg
y Tm, siendo los polimeros con cadenas mas largas aquellos que presenten temperaturas mas

bajas.

La resistencia a rotura, la degradacion térmica, su moédulo de elasticidad o su
biodegradabilidad son algunas propiedades fisicoquimicas que dependen de la naturaleza
estructural del polimero. Dentro de ellas, la biodegradabilidad es de gran importancia, ya
que se ha convertido en la caracteristica clave de los PHA para ser elegidos como alternativa
a los plasticos sintéticos. Entre los factores que afectan a la biodegradabilidad, encontramos
aquellos que dependen del polimero, como su complejidad, composicion, longitud y grado
de cristalinidad; ademds de los factores ambientales, como el pH, la temperatura, el
contenido de hidrogeno, la humedad o la microbiota presente. Existen una gran variedad de
microorganismos capaces de generar despolimerasas que ayudan a la rotura de los enlaces
entre las cadenas monoméricas que conforman el polimero solubilizandolo en agua. Todos
estos factores tienen un papel directo y determinaran el tiempo que necesita el polimero para
ser completamente degradado en el medio. Ademas su naturaleza biocompatibles los hace
nocuos para los seres vivos lo que reduce todavia més su impacto en el medio (Rekhi et al.,

2021; Kumar et al., 2020).

e Polihidroxibutirato (PHB):
El Poli (3-hidroxibutirato) o PHB fue el primer tipo de PHA en ser identificado y estudiado.
Es producido por una gran variedad de microorganismos como reserva de energia y es el
biopolimero con mayor interés comercial para su produccion. Durante la revision de las
publicaciones se observo que el 60 % de las publicaciones entre el 2017 y 2021 relacionadas
con la sintesis de PHA (Fig. 6b) se centraron en obtener PHB probablemente debido a su
facilidad de sintesis. Estructuralmente se compone de una cadena simple de monémeros de
(R)-3HB, donde la cadena lateral es un tnico grupo metilo ligado por un enlace éster (Young
et al., 2021; McAdam et al., 2020). En la primera seccion de la Tabla. 2 en el Anexo 1 se
puede observar que existe una gran diversidad de organismos capaces de sintetizar este

biopolimero, especialmente bacterias.
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e Copolimeros de PHA:
Para ampliar las aplicaciones de uso de algunos PHA se busca mejorar sus propiedades segiin
el uso que se les pretenda dar. Muchas de las caracteristicas mecanicas del polimero
dependen de la estructura y composicion de su cadena polimérica. Los copolimeros surgen
como solucion para ampliar las aplicaciones de los PHA. En el caso del PHB, el tamaio de
sus cadenas y su peso molecular le proporcionan una alta Tg a temperatura ambiente y un
alto grado de cristalinidad, lo que lo hace rigido y fragil a temperatura ambiente. La
incorporacion de otros mondémeros secundarios para la sintesis de copolimeros basados en
3-hidroxibutirato (3HB) surge como una solucion para ampliar sus aplicaciones de uso.
Monomeros como 3HV, 3-hidroxipropionato (3HP), 4-hidroxibutirato (4HB), 3-
hidroxihexanoato (3HHx), 3-hidroxioctanoato (3HO), 3-hidroxidecanoato (3HD) y 3-
hidroxidodecanoato (3HDD) son algunos tipos de PHA capaces de polimerizarse con el

(3HB) (Gomes ef al.,2020; Mahansaria et al.,2020; Min et al.,2017).

La adiccion de 3-hidroxivalerato (3-HV) a las cadenas de PHB para formar el poli (3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) o PHBYV, permite modificar las propiedades
mecanicas del polimero. Cuando el microorganismo comienza a sintetizar el 3-HV, este se
integra en la columna de las cadenas de PHB aumentando su tamafio y peso molecular. Estas
cadenas mas largas presentan una Tg menor a temperatura ambiente y proporcionan una
mayor flexibilidad y resistencia al polimero (Gomes et al., 2020; Mahansaria et al., 2020).
Con este cambio estructural conseguimos un polimero con mayor resistencia a la traccion
gracias a su elasticidad, permitiendo su uso para aplicaciones en las que las cadenas de PHB
no serian lo suficientemente resistentes. Una vez formado el copolimero (PHBV), sus
propiedades también varian seglin el porcentaje molar de los distintos monémeros que lo
compongan, en este caso, el 3-HB y el 3-HV. Un aumento en las proporciones de 3-HV con
respecto a las de 3-HB, mejora la elongacion del polimero, pero reduce la Tm, la Tg y la

resistencia a la traccion (Tarawat et al., 2020).

La produccion de 3-HV por parte de los microorganismos se consigue afiadiendo al medio,
precursores estructurales del 4cido propidnico o del &cido valérico. Los microorganismos
reducen la sintesis de acetil-CoA precursor del 3-HB y comienzan a sintetizar el 3-HV. Una
vez terminada la sintesis ambos mondmeros son polimerizados en la cadena por la PHA

sintasa (Tarawat et al., 2020; Mahansaria et al., 2020).
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Figura 10: Biosintesis de P (3HB-co-HV) (Choi et al., 2019).

Cabe destacar que los PHA también pueden polimerizarse con otros biopolimeros distintos
para formar nuevos bioplasticos de interés comercial, un ejemplo seria el dcido polilactico.
El acido polilactico tiene la capacidad de polimerizarse junto al PHB dando como resultado
el poli (3-hydroxibutirato-co-lactato) o P (3HB-co-LA), un biopolimero que una vez
polimerizado presenta mejores cualidades mecanicas que el PHB y el PLA por separado. En
este copolimero la fraccion de los mondmeros de acido lactico es la que modifica las
propiedades fisicas finales del material. En su articulo Wu ef al., 2021 expone los resultados
se su investigacion sobre la produccion de P (3HB-co-LA) a partir de hidrolizado de rastrojo
de maiz, desecho obtenido como subproducto agricola. Para ello se disefid6 un promotor
genético con el que transformaron una cepa de E.coli con la que producir de forma eficiente
P (3HB-co-LA) en condiciones aerdbicas, controlando la fraccion de acido lactico que

contenia el polimero.

La capacidad de los PHA de formar copolimeros entre si, o incluso con otro tipo de
biopolimeros, amplia el nimero de aplicaciones comerciales para este biopolimero, ya que
permite una gran variabilidad de las propiedades fisico-mecanicas de los bioplasticos
obtenidos. Los copolimeros pueden ser sintetizados por diferentes tipos de microorganismos
de forma natural, o a través de organismos modificados genéticamente, siempre que se den
las condiciones adecuadas y una de fuente de carbono apta. En la Tabla. 2 del Anexo 1 se

pueden observar distintos ejemplos.
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e Métodos de Produccion:

A nivel industrial se utilizan diversas estrategias para producir el PHA:

Los procesos discontinuos son los mas simples de llevar a cabo. Se producen en
fermentadores en los que se mantienen condiciones de cultivo 6ptimas. El proceso Batch se
inicia controlando las concentraciones de nitrogeno y la fuente de carbono para modificar
previamente las condiciones fisiologicas del microorganismo. Dentro de los procesos
discontinuos existen variantes como el Repeated-batch, en el cual se drena cierta parte del
volumen del fermentador para afiadir una nueva cantidad de medio de cultivo, para reducir
los tiempos entre lotes; o el Feed-Batch, que monitoriza las concentraciones de los nutrientes

clave para la produccion del PHA y los agrega a través de pulsos dependiendo de sus niveles.

(McAdam et al., 2020).

Por otro lado los procesos continuos se mantienen a lo largo del tiempo controlado todos
aquellos factores que pueden afectar al cultivo celular como la temperatura, el pH o las
concentraciones de nutricionales y de producto. El proceso comienza en la etapa de
crecimiento del cultivo, en el cual se mantienen unas condiciones estables para obtener la
mayor cantidad de biomasa posible. Finalizada la etapa de crecimiento, se reducen las
concentraciones de nutrientes esenciales, aumentando el estrés fisiologico de las células del
fermentador. Esta limitacidon nutricional activa el metabolismo secundario de las células,
iniciando la produccion intracelular de los PHA. Esta separacion en dos fases del cultivo
permite aumentar la productividad del polimero a comparacion de un proceso de una sola
fase, por lo que es el método mas utilizado. El método continuo elimina los tiempos de pre
y post preparacion de los biorreactores, por lo que la variabilidad de la calidad del producto
entre lotes no se ve afectada. En términos de productividad y eficiencia supera a los procesos
Batch pero como desventaja, por lo general, son propensos a la contaminacion, lo que puede

provocar pérdidas financieras (McAdam et al., 2020).

e Diferentes Fuentes de Carbono:
Uno de los problemas en la produccion extensiva de los PHA son sus altos costes. Para poder
competir con el mercado de los plésticos sintéticos existen un conjunto de factores que se
deben mejorarse para abaratar el proceso de obtencidon de estos polimeros como su
productividad, rendimiento, eficiencia de recuperacion y el costo de las materias primas.
Entre estos, la fuente de carbono ha sido el factor mas importante para la fermentacion a

gran escala, representando casi la mitad del precio final de la produccion (Young et al., 2021,
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Kumar et al., 2020). Por esta razon se buscan fuentes de carbono baratas y rentables que
mantengan la calidad del producto para poder competir con la industria de plasticos
sintéticos. Los sustratos rentables, como los flujos de residuos de diferentes industrias, se
presentan como posibles soluciones sostenibles en caso de que el producto final satisfaga los

requisitos de calidad.

Existen una gran variedad de estudios en busca de una fuente de carbono barata y de alto
rendimiento para la produccion de estos polimeros. Entre las diferentes fuentes investigadas
se pueden encontrar desde azucares refinados, fuentes de carbono derivadas de biomasa, o
residuos de industrias con una alta carga organica. Los sustratos mas utilizados para la
produccion de PHA son los azucares simples, el glicerol y los aceites vegetales. Pueden
utilizarse sin la necesidad de suftrir un pretratamiento ya que son facilmente metabolizables
por los microorganismos. (Young ef al., 2021). Muchos de estos sustratos se generan como
residuos de otros procesos industriales, especialmente en industrias relacionadas con la
alimentacion. Por estas razones las investigaciones se centran en utilizar estos productos
secundarios, residuos industriales o materiales de desecho como sustratos alternativos para
la sintesis de PHA. Las melazas de cafia de azlcar, el suero lacteo, los aceites vegetales o
los hidrolizados lignoceluldsicos, son algunos ejemplos de sustratos econdmicos y faciles de

conseguir (Young et al., 2021).

Durante la fabricacion del queso casi un 70% de la leche utilizada en el proceso se pierde
convirtiéndose en suero lacteo. Este suero es una fuente de proteinas y acidos grasos que se
puede ser reutilizado para la produccion de PHA. Khattab ez al., 2021 utilizaron suero lacteo,
desecho de una industria quesera, como fuente de carbono para la produccion de PHB en un

cultivo de Bacillus flexus Azu-A2n consiguiendo producir hasta 0,95 g/l de PHB.

Otro proceso de la industria agroalimentaria que genera una importante cantidad de residuos
altamente aprovechables es el tratamiento de la cafia de azticar ya que los residuos formados
se componen de azucares simples muy valiosos como fuentes de carbono. En Bilia et al.,
2021 utilizan los subproductos derivados de una biorrefineria de cafia de azucar (sacarosa,
xilosa, melaza de cafia de azucar, vinazas, bagazo hidrolizado, extracto de levadura,
levaduras lisadas) para alimentar un cultivo de Burkholderia glumae MA13. Durante el
estudio se consiguié una produccion maxima de biopolimero (2,74 g/l) partiendo de la
vinaza de cafia de azicar como principal fuente de carbono. Estos azucares simples, son

baratos y facilmente metabolizables por los microorganismos, haciéndolos idoneos para
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procesos a gran escala. Amiri ef al., 2021 utiliz6 melaza de cafa como fuente de carbono en
un cultivo de Bacillus cereus saba.zh para la producciéon de PHB. En este caso se logré que
el microorganismo fuera capaz de almacenar una enorme cantidad de biopolimero,
alcanzando casi un 90 % de su peso celular (Tabla. 2, Anexo 1). Las melazas de cafia no se
componen uUnicamente de azucares simples, sino que también presentan trazas de
oligoelementos que potencian el crecimiento de los microorganismos, mejorando asi la

produccion y haciéndolas fuentes de carbono idoneas para la sintesis de los PHA.

Otra fuente de carbono para la produccion de PHA son los aceites vegetales. El aceite de
palma se genera en grandes cantidades como residuo de una gran variedad de industrias
alimentarias. Boonyawanich et al., 2021 utiliz6 aceite de palma de un mercado local para la
produccion de PHA. Como la cepa de Pseudomonas putida TISTR 1522 no es capaz de
producir lipasa, aplico un pretratamiento para obtener a partir del aceite, sales de acidos
grasos. Estas sales se utilizaron como fuente de carbono en el fermentador dando como
resultado la acumulacion de distintos PHA (0,95 g/1) en las células. Existen muchas otras
investigaciones (Sayyed ef al., 2021; Mustafa et al., 2020; Khattab y Dahman, 2019; Kang
et al., 2017) que también utilizan restos de industrias agricolas o alimentarias como sustratos

para la produccion de PHA (Tabla. 2).

Residuos lignoceluldsicos

Suero de queso Aguas residuales

Aceites vegetales

Figura 11: Algunos residuos que pueden utilizarse como fuentes de carbono para la biosintesis de PHA.
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Otras fuentes de carbono alternativas son los residuos urbanos. Partir de esta clase de
sustratos conlleva que la fuente de carbono utilizada este cargada de moléculas complejas,
que pueden ser dificiles de utilizar por parte del microorganismo, o incluso nocivas para el
mismo. Normalmente para esta clase de sustratos se realiza un pretratamiento antes de
introducirlos en los fermentadores, mejorando asi el rendimiento del proceso. Aunque estos
tratamientos eliminan los materiales nocivos, el sustrato sigue formado por una amplia
variedad de moléculas, que al metabolizarse afectaran directamente a las propiedades del
polimero. Esto supone cambios en sus propiedades basicas como su peso molecular, el grado
de cristianizacion o sus Tm y Tg (Young et al, 2021; Kumar et al, 2020). Durante el
tratamiento de aguas residuales es habitual aplicar compuestos quimicos con el fin de
eliminar s6lidos en suspension, nutrientes o contaminantes. Para ello se afaden coagulantes,
floculantes o polimeros que faciliten la eliminacion de las particulas en suspension. Como
resultado se generan lodos con alto contenido de materia orgédnica, que pueden ser
aprovechados como fuente de carbono. Xu et al, 2018 propone utilizar estos lodos de
depuradora para la produccion de PHA. Para ello aplica un pretratamiento de peroxido de
calcio al lodo activo para reducir la toxicidad y complejidad de las moléculas que lo
componen, facilitando la acidogénesis de la materia organica en acidos grasos. El sustrato
obtenido durante la fermentacion se utiliza como fuente de carbono para la produccion de
PHA en un (Sequencing batch reactor) SBR, dando como resultado valores optimos de
produccion del polimero. Otro ejemplo de un residuo bastante comun y dificil de eliminar
es el caucho. El caucho est4 constituido por un polimero, el cis-1,4-poliisopreno, que puede
reutilizarse para la obtencion de nuevos materiales. El caucho es un material fuertemente
unido entre sies necesario aplicar un desmenuzamiento fisico antes de utilizarlo como fuente
de carbono. Andler ef al., 2019 investiga la como utilizar el caucho para la produccion de
PHA mediante un cultivo bacteriano. Para ello modifica genéticamente una cepa de
Gordonia polyisoprenivorans transformandola con un plasmido que contenia los genes
necesarios para la f-oxidacion y la sintesis de PHA. De esta forma combina la capacidad de
G.polyisoprenivorans para hidrolizar el caucho en moléculas de cis-1,4-poliisopreno para
luego asimilarlas y oxidarlas en los precursores necesarios para la sintesis de PHA, dando

como resultado la sintesis de monémeros de 3HB y 3HV (Tabla. 2).

De los residuos urbanos generados diariamente el papel es el que mayor volumen ocupa, por
ello Battashi e al., 2019 decidi6 utilizarlo como fuente de carbono para la sintesis de PHA.

Fue necesario triturar y lavar el papel con peroxido de hidrogeno a 121 °C y posteriormente
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con agua antes de filtralo y secarlo. El pretratamiento elimino la lignina y facilit6 el acceso
a la celulosa cuando se aplicéd un tratamiento enzimatico. El hidrolizado final se utiliz6 como
fuente de carbono para el cultivo de Burkholderia sacchari que, en condiciones deficientes
de nitrogeno, fue capaz de producir 1,60 g/l de PHB ocupando este un 44,2 % del peso
celular (Tabla. 2). Este es solo otro ejemplo de los estudios que investigan para encontrar

nuevos sustratos baratos y efectivos con los que sintetizar estos biopolimeros.

Existen casos en los que no es necesario aplicar un pretratamiento previo a estos residuos
complejos. Por ejemplo, en casos en los que la obtencion de PHA no sea el unico objetivo.
Lam et al., 2017, combino la produccion de PHA con el tratamiento a las aguas residuales.
En el estudio se logré obtener PHB y PHV al mismo tiempo que se reducian los valores de
DBO, DQO vy nitrogeno total de aguas residuales de distintas industrias. Como las aguas
residuales contienen una relacion C:N:P en la que el carbono abunda, pero el nitrégeno y el
fosforo son factores limitantes, son un medio favorable para la sintesis de PHA. En primer
lugar se aislaron distintas cepas productoras de PHA, que posteriormente se cultivaron en un
SBR alimentado con las aguas residuales. De las cepas aisladas destacaron dos especies,
Bacillus cereus y Aeromonas ichthiosmia, que fueron las cepas que lograron la mayor
produccion de PHB, 69 mg/g y 84 mg/g respectivamente (Tabla. 2). Durante el experimento
se observo que los cultivos eran capaces de reducir valores de DQO, DBO vy nitrogeno total
a medida que producian los polimeros de interés. Los resultados demostraron que un cultivo
mixto de las cepas, obtenia rendimientos mucho mayores de produccion de PHB y PHV, al
tiempo que soportaban una mayor carga organica. Estos resultados son prometedores, ya que
no solo se obtienen los polimeros de interés, sino que también se consigue tratar las aguas
residuales en su paso por el reactor. Finalmente se comprobd que los PHA obtenidos tenian
propiedades muy prometedoras para su uso en aplicaciones biomédicas como la

administracion de fArmacos, o la ingenieria de tejidos.

Otra clase de fuentes de carbono que han surgido estos ultimos afios con una amplia
proyeccion de futuro en la sintesis de PHA son las fuentes C1. Las fuentes de carbono tipo
C1, hacen referencia a las formas mas simples del carbono que podemos encontrar en el
medio. Podemos encontrarlos en forma de gases (CHa, el CO2 o el CO) y en forma liquida,
como el metanol y el formiato. Existen varias ventajas en el uso de microorganismos capaces
de utilizar este tipo de sustratos para producir PHA. Entre ellas destaca la reduccion en los
costes de fermentacion, ya que pocas cepas son capaces de utilizar estas fuentes C1, por lo

que el riesgo de contaminacion es menor y podria darse el uso de un proceso abierto. A su
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vez los gases como el CO2 o el CH4 son gases baratos y de efecto invernadero, por lo que su
uso supone una ventaja tanto econdmica como ambiental. La fermentacion a partir de
sustratos C1 como el CHg, presentan un rendimiento equiparable a la de la produccion con
glucosa refinada, pero con la ventaja de un precio de partida del sustrato mucho menor. Por
otro lado, las tasas metabolicas de los metildtrofos son mas bajas que las de los organismos
heterdtrofos, por lo que la eficiencia de produccion se reduce. Es necesario hacer balance
entre el abaratamiento y la eficiencia para obtener un resultado positivo del uso de una u otra
fuente de carbono. Los organismos que parten de las fuentes C1 para la produccion de PHA,
no siguen la via habitual que utiliza moléculas de coenzima-A, sino que fijan este carbono
mediante rutas metilotroficas y autotroficas. El CHs y el metanol son asimilados a partir de
rutas metilotréficas mientras que el CO y el CO siguen rutas autotréficas (Ciclo de Calvin-
Benson-Bassaham, via de Wood-Ljungdahl). La produccion de PHA a partir de fuentes C1
es una tecnologia con amplias perspectivas de futuro. Este proceso ayudaria a reducir la
emision de gases invernaderos ayudando a cerrar el ciclo del carbono y utilizando sustratos

considerados residuos (Young Yo et al, 2021).

e M¢todos de Extraccion:
Al ser polimeros intracelulares es necesario buscar y optimizar técnicas eficaces para extraer
y separar el producto de interés de la biomasa celular. El proceso de extraccion depende en
gran medida del sustrato, el método de purificacion y el microorganismo que se utilice.

Existen diversos métodos y cada uno presenta sus ventajas y desventajas.

La extraccion mediante solventes es uno de los métodos mas utilizados debido a que es facil
y sencillo de realizar. El proceso se basa en provocar la rotura celular para liberar los
granulos de PHA al medio. Una vez liberadas se utiliza un solvente adecuado en el cual los
granulos de polimero puedan disolverse, una vez disueltos se le afiade a la mezcla un
precipitante para provocar la sedimentacion del PHA. Solventes halogenados como por
ejemplo el cloroformo o el diclorometano ayudan en la disrupcion celular liberando los
granulos de PHA al medio. Este método es el preferido si se busca obtener el PHA de la
forma mas pura posible, ya que los solventes halogenados neutralizan las cargas de los
aminodacidos facilitando su precipitacion, sin provocar cambios estructurales ni quimicos en
el polimero. Una vez finalizada la precipitacion y el filtrado los polimeros se lavan con etanol
o metanol que permiten recuperar los polimeros con un grado alto de pureza (Kumar et al.,
2020; Kurian y Das 2021). Aunque son eficaces, los solventes halogenados son un problema

a nivel medioambiental por lo que hoy en dia se busca utilizar solventes verdes que son
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reutilizables y biodegradables. Entre estos nuevos solventes podemos encontrar las acetonas
cetonas, el carbonato de etileno, el carbonato de dimetilo, etc. Entre estos destaca el
carbonato de etileno ya que ha dado porcentajes de recuperacion superiores a los solventes
halogenados con la ventaja de no danar las cadenas poliméricas y ser medioambientalmente
amigable. A nivel industrial el uso de estos solventes verdes presenta un menor costo de la
produccion y un menor impacto sobre el medio ambiente (Kurian y Das, 2021). Dependiendo
que solvente se utilice variara la temperatura de extraccion del PHA, ya que esta determinara
la eficiencia de extraccion y la pureza del producto final (Kumar et al., 2020; Kurian y Das

2021).

En el método de flotacién se aplican solventes verdes sobre la biomasa celular para degradar
las células y liberar el PHA. Una vez en el medio se separan los restos celulares de PHA por
autoflotacion de los mismos. Para ello dejan la mezcla en cloroformo a 30°C durante 72 h'y
al terminar se deja la mezcla otras 12h pero esta vez a temperatura ambiente, momento en el
que los restos celulares flotan hacia la superficie separdndose de los PHA. Este método
permite una recuperacion de la mayor parte del polimero con una pureza por encima del 95%

(Kumar et al., 2020).

El uso de CO> como fluido supercritico para la extraccion de materiales de la biomasa
celular es una técnica que ha surgido en los ultimos afios y que supone un método no
contaminante y eficaz. Los fluidos supercriticos presentan una viscosidad, tension
superficial y difusibilidad muy baja, lo que reduce ampliamente el tiempo del proceso de
extraccion. En fase de liquido supercritico el CO» presenta su mayor poder de extraccion,
por lo que al aplicarlo sobre la mezcla es capaz de separar el PHA de los restos celulares.
Durante este proceso el polimero no sufre alteraciones quimicas que puedan afectar a sus
propiedades, por lo que el proceso permite una recuperacion del producto con su maximo
grado de pureza. El amoniaco y el etanol también pueden aplicarse como liquidos
supercriticos de extraccion para los PHA. Otro método surgido como alternativa verde a los
métodos de extraccion por solventes es la extraccion bifasica acuosa. Este método se
compone de dos fases acuosas en la que una de las fases concentrarad los restos celulares
mientras que la otra almacenara las cadenas de PHA. Normalmente la fase superior de
extraccion del polimero de interés es polietilenglicol. Este método permite separar, aislar y
purificar las cadenas de PHA al tiempo que elimina las impurezas y endotoxinas que pueda
presentar la mezcla. Aunque este método presenta muchas ventajas debido a su bajo coste el

porcentaje de recuperacion de PHA es menor que el de los anteriores (Kumar et al., 2020).
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Finalmente encontramos los métodos de digestion quimica y enzimatica. En estos métodos
se provoca la liberacion de los granulos de PHA de la membrana celular y luego se aplica
una digestion que puede ser quimica o enzimatica, donde se busca eliminar por completo los
restos celulares presentes en la disolucion. El primer paso comienza aplicando tensioactivos
(dodecilsulfato de sodio, Triton X-100, palmitoilcarnitina) que provocan la disrupcion
celular. Una vez rotas las células comenzara la digestion, si se aplica una digestion quimica
se afiadiera al medio el solvente que actuara sobre los restos celulares que al ser hidrofilicos
se solubilizaran en agua. Para la digestion quimica suelen utilizarse dodecilsulfato de sodio,

hipoclorito o carbonatos ciclicos (Kurian y Das 2021; Kumar ef al., 2020).

En digestion enzimatica se aplican enzimas proteoliticas que actiian sobre las proteinas de
la pared celular disolviéndolas y liberando los granulos de PHA. La digestion enzimatica es
un método mas complejo que la quimica y se compone de varias etapas. Primero se aplica
un pretratamiento térmico sobre la biomasa, seguido de la hidrdlisis enzimatica que se
produce sobre las células y por ultimo se aplica un lavado con surfactante y la recuperacion
final del producto. Estos métodos con llevan algunas desventajas, por un lado, la digestion
quimica puede provocar dafnos sobre las cadenas poliméricas recuperadas alterando sus
propiedades mecanicas. Aunque la digestion quimica no afecta negativamente al producto
final, obtener una enzima purificada especifica para la digestion supone un proceso que
aumentaria enormemente el coste final de la digestion. Aun con estas desventajas, los
métodos de digestion consiguen recuperar una mayor cantidad de producto por g/L que otros

procesos (Kurian y Das, 2021; Kumar et al., 2020).
6. Obtencion de Bioplasticos:

Una vez extraidos y purificados los PHA es necesario procesarlos para obtener el bioplastico
final a comercializar. Como casi todos los bioplasticos, los PHA se procesan en estado
fundido a través de métodos de extrusion e inyeccion. El proceso de extrusion se aplica
normalmente en todos los procesos de produccion y consiste en fundir y transportar los
polimeros a través de un cilindro que presenta un tornillo en su interior. La temperatura
aportada al cilindro mas la friccion del tornillo, hace que se fundan los materiales de su
interior permitiendo su paso a través de una boquilla para darles la forma deseada o para
transportarlos a su siguiente proceso de modelado. Este paso facilita la polimerizacion de los
monomeros dando como resultado el polimero final que se utiliza para la fabricacion (Pérez

et al., 2007; Patil et al., 2017).
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Durante la fabricacion de peliculas bioplasticas, como es el caso de las utilizadas para el
empaquetado de empresas alimentarias, se utilizan procesos de soplado y moldeo. El
soplado consiste en extruir el bioplastico a través de una boquilla anular vertical por la cual
se aplica aire soplado desde el centro para ampliar el tamano de la pelicula. Esta pelicula
obtenida se enfria, alisa y se aplica otro proceso de extrusion. En el proceso de moldeo la
pelicula pasa a través de una boquilla y se aplica un moldeado a través de un rodillo con
temperatura controlada para enfriarla y darle forma. El uso de uno u otro método depende
del polimero y del tamafo, grosor y propiedades que se pretenda dar al producto final (Pérez

et al., 2007; Patil et al., 2017).
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Figura 12: Procesos para la fabricacion de bioplasticos a partir de PHA (Beltran y Marcilla, 2012: Modificado
por David Soneira).

El moldeo por inyeccion se utiliza cuando se pretende producir un gran nimero de articulos
idénticos como piezas para un automoévil. Este método es eficaz para polimeros con una
velocidad de cristalizacion alta donde el polimero calentado y fundido se aplica sobre un
molde y se cristaliza tomando la forma del objeto. Este método se suele utilizar con
copolimeros como el PHBV. El moldeo por soplado se aplica para articulos huecos como
botellas, donde una vez inyectado el biopolimero a través de una boquilla se aplica un

soplado para formar el interior hueco del objeto (Pérez et al., 2007; Patil et al., 2017).

7. Conclusion:

Uno de los polimeros para la produccion de bioplasticos mas importantes y que mas ha
centrado la atencion de los investigadores son los polihidroxialcanoatos (PHA). Los PHA

son sintetizados por microorganismos en condiciones de estrés alimentario y gracias a sus
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propiedades y facilidad de sintesis, se han convertido en uno de los biopolimeros mas
interesantes para la produccion de bioplasticos a partir de fermentacion microbiana. Durante
la realizacion de esta revision se observo una clara tendencia hacia la busqueda de nuevos
microorganismos capaces de sintetizar estos biopolimeros a partir de fuentes de carbono
baratas y sostenibles. Estos estudios buscan abaratar los procesos de produccion de los PHA,
haciéndolos competitivos en el mercado frente a los plasticos convencionales. Una vez
resueltas estas desventajas, los PHA seran una de las soluciones de gran importancia para

solventar el problema de la contaminacion por plasticos.
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