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RESUMEN.

Los PHAs son biopolimeros acumulados y almacenados por varios tipos de microorganismos bajo
condiciones de crecimiento limitadas. Su importancia radica en que sus propiedades son similares a
las de los plasticos de origen quimico, pudiendo ser una solucion a los problemas ambientales que
los plasticos tradicionales ocasionan. Muchos paises han centrado gran parte de sus investigaciones
en desarrollar métodos mas econdémicos y viables para la produccion de estos biopolimeros con el fin
de mejorar la calidad de vida de la poblacion mundial. Este trabajo es una recopilacién de
informacion publicada en algunas revistas cientificas a partir del 2000 hasta el 2010 con el fin de
mostrar la trayectoria en el desarrollo de la producciéon de PHAs a nivel mundial. Se realizo un trabajo
investigativo en el cual la informacién fue organizada en orden cronolégico mostrando los avances a
través de los ultimos 10 anos, centrado en produccién de PHAs, y abarcando de forma muy basica
avances en cuanto a identificacidn, extraccion, metabolismo y por ultimo aplicaciones de estos en la

industria.
1. Introduccion.

Los numerosos residuos ocasionados por los plasticos derivados del petrdleo, la produccion de los
mismos a partir de una fuente no renovable, la dificil y lenta degradacion de estos compuestos, los
altos niveles de contaminacién ocasionados por los plasticos desde su produccién hasta su
degradacion en donde se producen gran cantidad de toxinas y en general la destruccion del
ecosistema que estos causan, han obligado a los cientificos a buscar nuevas alternativas que sean
mas amigables con el ambiente. La sintesis de polimeros naturales ha llamado mucho la atencion a
nivel industrial ya que comparten caracteristicas semejantes con los plasticos tradicionales pero sin
todos los dafos colaterales que estos representan, ademas de sus innumerables usos a nivel

industrial, medico, genético, etc.

Los polihidroxialcanoatos (PHA) producidos a partir de bacterias, son poliésteres de 2 a 6-
hidroxiacidos que se producen a nivel intracelular en el microorganismo en la forma de granulos.
Estas acumulaciones son reservas de carbono y energia, que se dan cuando la fuente de carbono
esta en exceso y otro nutriente como nitrégeno, fosfato, sulfuro, hierro, magnesio, potasio u oxigeno
esta limitado en el medio. Cuando se suple la limitaciéon de nutrientes, el PHA es polimerizado y

metabolizado como fuente de carbono y energia (Kessler, 2000)

El 3-hidroxioctanoato (PHB) fue uno de los primeros PHA descubierto siendo el primer ejemplo de
polimero con variedad de mondémeros. Los PHA estan pueden estar compuestos basicamente de
cuatro mondémeros, 3-hidroxibutirato (3HB), 3-hidroxivalerato (3HV), 3-hidroxi-2-metilvalerato (3HMV)
y 3-hidroxi-2metilbutirato (3HMB).
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Desde que se identificaron estos biopolimeros los aspectos referentes al aislamiento, produccion,
procesos fermentativos, extraccién, caracterizacion fisico-quimica entre otras han sido ampliamente
estudiados. Debido a sus altos costos de produccién, su uso ha sido limitado por lo que muchos
estudios se han centrado en encontrar formulas que disminuyan considerablemente los costos de
produccion, ademas de la optimizacion de procesos, la busqueda de sustratos mas econdémicos, la
seleccién de nuevas cepas con mayores rendimientos, la manipulacion de cepas con el fin de mejorar
la productividad y la incansable busqueda de mejorar las condiciones ambientales tan desfavorables

a las que se enfrenta el mundo en la actualidad.
2. Formulacién del problema y Justificacion

Los Polihidroxialcanoatos (PHA) son poliésteres acumulados por diversas bacterias en la forma de
granulos intracelulares que pueden corresponder hasta el 80% de la masa celular seca. En la
actualidad son considerados una posible soluciéon a problemas ambientales causados por plasticos
tradicionales, derivados del petroleo, ya que sus propiedades son similares a estos. Son
biopolimeros termoplasticos que pueden ser degradados totalmente por bacterias, algas y hongos, y
aunque son evidentes sus ventajas al compararlos con plasticos, los altos costos de produccion

limitan notablemente su uso.

El objetivo de este trabajo es realizar una revision bibliografica sobre los avances a nivel industrial en
la produccion de polihidroxialcanoatos en la primera década del siglo XXI , teniendo como referencia

las principales bases de datos con reconocimiento cientifico.

Palabras clave: polihidroxialcanoatos, plasticos, problemas ambientales.
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3. Marco Teérico y Revision de Literatura.
3.1. Polihidroxialcanoatos.

Polihidroxialcanoatos (PHA) son poliésteres acumulados por diversas bacterias en la forma de
granulos intracelulares que pueden corresponder hasta el 80% de la masa seca celular (Anderson &
Dawes, 1990). El acumulo de estos polihidroxialcanoatos en bacterias no afecta la presion osmética
de las células (Kessler. 2000). Esta clase de biopolimeros despert6 el interés industrial debido a sus
propiedades termoplasticas semejantes a los polimeros de origen quimico, ademas presentan una
alternativa para minimizar los serios problemas ambientales causados por los polimeros
petroquimicos (Gomez & Bueno Netto, 1997; Silva et al., 2007). La sintesis de PHA normalmente
ocurre cuando hay exceso de una fuente de carbono en el medio de cultivo y la limitaciéon de al

menos un nutriente esencial para el crecimiento (N,P, O,, etc) (Kessler., 2000).

Los PHAs estan compuestos de mondmeros de acidos grasos 3-hidroxi con forma lineal. Se
producen generalmente como un polimero de 103 a 104 mondmeros, que se acumulan como
inclusiones de 0.2 a 0.5 micras de diametro. La estructura, composicién del mondémero, las
propiedades fisico quimicas, el tamafo y numero de granulos es variable de acuerdo al

microorganismo.

CHS ﬁ PHB

I

I
(-O-CH-CHy-C-),

Figura 1. Estructura quimica de los PHA. Se muestran estructuras con diferentes radicales. PHB
(R= metil), PHV (R= etilico) y PHH (R= propilo). (Kojima, 2004)

Actualmente, son conocidos cerca de 150 diferentes mondmeros constituyentes de
polihidroxialcanoatos y son producidos por diferentes bacterias bajo diferentes condiciones de
cultivo a partir de diferentes fuentes de carbono. De acuerdo con el largo de la cadena carbédnica

principal del mondémero, los PHA son clasificados en PHAsy Yy PHA[ . Los PHAg (short chain lenght)
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son los PHA que contienen cadenas cortas de monémeros, es decir, monomeros de 3 a 5 4tomos de
carbono y son encontrados en diferentes especies bacterianas (Ralstonia eutropha, Rhodococcus
ruber, entre otras). Los PHA,y (médium chain lenght) contienen mondmeros de cadena media, es
decir, de 6 a 16 atomos de carbono y son encontrados en Pseudomonas sp. (Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas oleovorans, Pseudomonas putida) (Rehm, 2003). De los 150 diferentes
monomeros detectados en bacterias, cerca del 90% pertenecen a la clase de los PHA,q (Rehm &
Steinbuchel, 1999). La composicion monomérica de los PHA, como el peso molecular vy la
distribucion del peso molecular les confieren diferentes propiedades fisicas y mecanicas. Asi, estos
biopolimeros se podran constituir en un futuro muy préoximo en polimeros hechos sobre medida para

las diferentes aplicaciones (Kim et al., 2007).

Dentro de los polihidroxialcanoatos mas estudiados, se destaca el homopolimero de cadena corta
poli-3-hidroxibutirato (P3HB). En Brasil este biopolimero (P3HB) ya es producido en escala industrial
por la PHB Industrial S.A utilizando tecnologia desarrollada por la Universidad de Sao Paulo, por el
Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas do Estado de Sao Paulo S.A y por el Centro de Tecnologia de
Copersucar (CTC)(Nonato et al., 2001).

Los polihidroxialcanoatos que contienen mondmeros de cadena media (PHALg) poseen
caracteristicas distintas de aquellas que contienen mondémeros de cadena corta (HAs,). En cuanto a
los PHAsy que se asemejan a los plasticos como el polietileno, los PHA., presentan propiedades

elastomérica semejantes al caucho (Kim et al., 2007).
3.2. Aplicaciones de los PHA

Aunque aun no son comercializados los PHA,, algunas aplicaciones industriales ya fueron descritas,
entre ellas a confeccién de peliculas de recubrimiento; agentes ligantes en formulaciones de tintas a
base de agua; como fuente de mondmeros quiralicos para la sintesis de compuestos activos (Withol
& Kessler, 1999) y como soporte para ingenieria de tejidos e implantes médicos temporarios (Zinn et
al., 2001; Wang et al., 2002; Misra et al., 2006; Kim et al., 2007).

Babu et al., 1997, evalué la utilizacion de PHA, como componentes de adhesivos sensibles a
presién en comparacién con a 3M Company (St Paul, MN, USA). Las formulaciones que presentaron
mejores resultados contenian en su composicién monémeros con numero par de carbonos (HAp) y
monomeros con numero de carbonos impar (HAI) o entonces HAp saturados. Para la obtencion de
estos polimeros, fueron utilizados mezclas de los acidos nonanoico o 10-undecenoico con acido
octanoico. Aunque los resultados presentados por varios autores son interesantes, ya que
demuestran la posibilidad de obtener PHA¢ con aplicacién industrial importante, se debe resaltar
que las fuentes de carbono utilizadas son a elevados costos, representando un impedimento en la

produccion de estos polimeros con un costo compatible para la aplicacion deseada.



3.3. Metabolismo PHA

En la biosintesis de PHA, un factor que contribuye para el surgimiento de diferentes monémeros es la
fuente de carbono utilizada, la cual sera convertida en un hidroxiacil-CoA por medio de las vias
Steinblchel & Litke-Eversloh (2003)

destacan también que ademas del sustrato, la capacidad de producir monémeros de cadena media y

metabdlicas existentes en cada cepa bacteriana (Fig. 1).

larga en una misma cadena polimérica esta relacionada con la especificidad de la PHA sintetasa. Las
PHA sintetasa son enzimas claves en el proceso de sintesis de polihidroxialcanoatos y cataliza las
ligaciones de los monémeros formados por trans-esterificacion (Satoh, 2002). Las PHA sintetasa son
agrupadas en 4 clases que se diferencian por la especificidad en incorporar polimeros de cadena
corta o larga (Rhem, 2003). El género Pseudomonas abriga la clase Il de PHA sintetasa. Esta clase
esta constituida por un uUnico polipéptido que presenta especificidad para HA,g, dificiimente
incorporando HAg, (Rhem, 2003).

Substratos

Vias metabdlicas
bacterianas

OH
P

SCo&

|
R—CH—{CHy )7 C
Hidroxiacil-Cod

0.

R ﬁ: 1|2 ICIJS

| ! )
© CH c: CH cy
: SN TN 7N
\;\0/ \(CHz)n e CHa)y
' PHA

Figura 2. Metabolismo de sintesis de PHA en bacterias (Gomez & Bueno Netto, 2001)

Esta claro que dependiendo del tipo de sustrato utilizado, diferentes monémeros seran generados e
incorporados al PHA. (Tajima, 2003) proponen las tres principales vias metabdlicas involucradas en
la sintesis de PHA,. La primera via genera 3-hidroxiacil-CoA por la via de biosintesis de &cidos
grasos cuando se proporcionan carbohidratos. A partir de la condensacion de diversas moléculas de
Acetil-CoA (via malonil-CoA) es generado el 3-hidroxiacido que sera incorporado al polimero
(Steinbuchel & Hein, 2001). La segunda via consiste en la oxidacién de alcanos, alcoholes o acidos
carboxilicos por intermedio de la B-oxidacion (Lageveen et al., 1988; Brandl et al., 1988). Cuando a la
célula se le suministra acido hexanoico como Unica fuente de carbono, se observa la presencia de
monodmeros que contiene dos carbonos mas, asi la condensacion de Acetil-CoA con otros Acil-CoA

intermediarios de la B-oxidacién también deben ocurrir.



La composicion de los PHA,, obtenidos a partir de carbohidratos no puede ser alterada
significativamente, debido a que los sustratos son inicialmente convertidos en Acetil-CoA y los
mondmeros sintetizados a partir de este intermediario metabdlico por la via de biosintesis de acidos

grasos.

Es evidente que el consumo de plasticos a nivel mundial se ha incrementado de manera importante,
segun Rosalia Morales y otros miembros de Lauder Class 2010, el consumo anual de plasticos en el
mundo se ha multiplicado por veinte desde los afios 50, superando en la actualidad las 150 millones
de toneladas. Se estima que la produccién de 1 kilo del plastico mas comun precisa energia
equivalente a 2 kilos de petrdleo y materias primas; ademas, emite aproximadamente 6 kilogramos de

diéxido de carbono.

Por estas razones los biopolimeros juegan un papel ambiental de gran importancia, debido a que
pueden contrarrestar todos estos efectos negativos, como lo mencionan directivos de Braskem, el
fabricante petroquimico y de plasticos lider en Latinoamérica, cuando dicen que los bioplasticos
pueden ademas de prevenir el efecto invernadero producto del calentamiento global, evitar el

agotamiento de recursos como el petréleo.

Los bioplasticos son a partir de materias primas renovables, son reciclables y tienen las mismas

caracteristicas que los plasticos quimicos.

Otra gran ventaja como senala Jeffrey Wooster, gestor de la cadena de valor en Dow Chemical, el
mayor fabricante de plésticos del mundo cuando dice: “al final se trata de las emisiones de carbono”,
es que los bioplasticos tienen un efecto positivo sobre el carbono al absorber el CO, durante la
fotosintesis que se da en los campos de cafa de azucar, cuando por cada kilo de bioplastico que es
manufacturado se retiran entre 2,1 y 2,5 kilos de CO, a diferencia de los polimeros derivados del

petréleo que emiten grandes cantidades de didéxido de carbono a la atmosfera.
4. Objetivos.
4.1. Objetivo General.

Realizar una revisién bibliografica enfocada en los avances a nivel industrial en la produccion de

polihidroxialcanoatos a nivel mundial en la primera década del siglo XXI.
4.2. Objetivos Especificos.

A partir de bases de datos, realizar una recopilacion de informacién de los ultimos diez afos en

referencia a los avances en la produccién de polihidroxialcanoatos.
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Organizar la informacion recogida durante la busqueda de tal forma que se pueda mostrar las areas
mas desarrolladas en la produccion de polihidroxialcanoatos a nivel mundial con datos registrados en

la primera década del siglo XXI.

5. Metodologia.
5.1. Obtencion de la informacion: Se realiz6 una revisién bibliografica en bases de datos.
5.2. Poblaciéon Universo: Articulos cientificos sobre produccion de polihidroxialcanoatos

5.3. Muestra: Se realizé un proceso de seleccién bajo los criterios: fechas de publicacion entre los
afios 2000 a 2010, calidad del documento teniendo en cuenta la cantidad de veces que ha sido citado

y tema especifico (produccién de polihidroxialcanoatos).

5.4. Organizacion de la Informacién: Se trabajo la informacion en orden cronolégico de tal forma

que se facilité su entendimiento para eventualmente organizar los datos de la monografia.

5.5. Interpretacion de Resultados: Se obtuvo datos aproximados del desarrollo en la produccién de

polihidroxialcanoatos a nivel mundial segun los datos encontrados en los articulos.

5.6. Exposicion de los resultados: Sustentacion del trabajo.

6. Resultados y Discusion.

Es evidente que gran parte de la industrializacion mundial se debié a los combustibles fésiles, a las
fuentes de energia que estas representan en la produccion de materias primas y en general en todas
las utilidades que se obtienen a partir de ellos. El gran problema que surge de esto es que dichos
recursos no son renovables, es decir, su uso en algun momento va a estar limitado, mas aun con la
explotacion que han tenido a lo largo de la historia y las altas tasas de utilizacién que se generan
diariamente en todo el mundo. En el 2007 las estadisticas mostraron que aproximadamente en el
mundo se consumian anualmente 140 millones de toneladas de plastico, para producir estas
exorbitantes cantidades de plastico se necesitan aproximadamente 150 millones de toneladas de
combustibles fésiles, cuya sustitucién es casi imposible y ademas de ser un problema econémico
mundial importante, demuestra que somos dependientes del petréleo (Suriyamongkol, 2007), estas y
muchas otras razones revelan un atractivo panorama a futuro en la produccion de PHA,
representando un gran desafio industrial y cientifico en la busqueda de nuevas fuentes de energia
sostenibles. Los granulos de PHAs fueron observados por primera vez en 1888 por Beijerinck

(reported in Chowdhury, 1963) y la composicion de los mismos fue descrita por Lemoigne quien lo
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clasifico como material desconocido en forma de homopoliester de los acidos 3-hidroxibutirico
llamado polihidroxibutirato (PHB) (Lemoigne, 1926, 1927). La primera vez que se reporto alguna
funcién para los PHB fue en 1958 por Macrae y Wilkinson quienes observaron la facil y rapida
degradacion de estos biopolimeros producidos por Bacillus megaterium y Bacillus cereus 'y
degradados por los mismos (Macrae y Wilkinson, 1958) de aqui en adelante las investigaciones no
se han detenido, los cientificos entendieron la gran importancia que puede representar a futuro la
produccion a gran escala de estos bioplasticos y su potencial uso a niveles inimaginables, por lo tanto
en algunos paises no se han escatimado recursos para el desarrollo de novedosas estrategias en la
produccion, manejo, degradacion y sobre todo disminucion de los altos costos que representa la

obtencién de estos compuestos a partir de microorganismos.

Aunque antes del afio 2000 los PHAs eran investigados y producidos industrialmente, su mayor auge
ha sido en el siglo XXI debido a la concientizacidon que se ha tenido a nivel mundial de los problemas
ambientales a los que nos enfrentamos y que podrian ser fatales para nuestro planeta, por lo tanto se
han venido buscado diferentes alternativas para solucionar algunos de los problemas mas evidentes,
dentro de los cuales esta el uso de nuevas materias primas que reemplacen los productos derivados
del petrdleo, fuente de energia y base de multiples materiales de gran importancia en la vida

cotidiana.

En el afio 2000 no se conocia mucho sobre la regulacion metabdlica de PHAs, solo se tenia algunas
tentativas de lo que ocurre a nivel de metabolismo celular, lo Unico claro era la gran diversidad de
mecanismos de regulacién para la acumulacion eficiente de PHAs, los cientificos sabian que adquirir
y desarrollar estos conocimientos seria una herramienta muy valiosa para optimizar la produccién a

nivel industrial (Kessler, 2000)

Estudios referentes a la produccion de PHAS, en los que los autores jugaban con los factores fisicos y
quimicos de los ensayos muestran que en general las células cultivadas bajo condiciones fisicas
optimas controladas automaticamente de temperatura y pH en fermentador en procesos aerobios,
presentan una mayor tasa de crecimiento que en los ensayos con agitacion en matraz, debido a que
estos no tienen las condiciones optimas, produciendo modificaciones constantes en los medios de
cultivo y en la célula, la utilizacion de la fuente de carbono y por lo tanto la acumulacion del
biopolimero. También se comprobdé que al adicionar diferentes clases de sustratos o al realizar
mezclas de los mismos al medio de cultivo, la composicion de los PHAs era diferente
significativamente, probablemente por la facilidad de absorcion y asimilacion de los componentes o
por el tiempo de utilizacidon de los mismos, por lo tanto se cree que la formacién de copoliéster es al
azar. (Do Young Kim, 2001).

Ademas de representar una gran ventaja al tener caracteristicas similares a los plasticos

tradicionales, los PHAs han sido producidos a partir de residuos industriales, como lodos de aguas
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residuales, lo que contribuira de forma importante en el manejo de desechos con fines ecoldgicos y
también disminuira los elevados costos que conlleva la producciéon de estos biopolimeros a nivel

industrial.

El departamento de ingenieria quimica de Hong Kong University of Science & Technology, publicd un
estudio sobre la producciéon de PHAs a partir de aguas residuales ricas en almidon tratadas en un
reactor UASB. Los acidos obtenidos en el proceso de degradacion del almidén, acido butirico y acido
propidnico, son utilizados después de una microfiltracion como enriquecimiento para el
microorganismo, Alcaligenes eutrophus, produciendo el PHA con un rendimiento comparable al

obtenido con los &cidos puros. (Jian Yu, 2001)

Algunos microorganismos que son capaces de acumular PHAs han sido aislados de suelo y aunque
en laboratorio se dificulta cumplir con las condiciones de crecimiento que presenta el suelo, ha sido
exitoso el aislamiento y los rendimientos obtenidos por estos microorganismos al aportarle a los
medios fuentes de carbono que después de estudios resultan especificos para estos y permiten su
crecimiento y produccién de PHAs. Bacillus sp. es una de las cepas conocidas como potencial
acumulador de PHAs intracelularmente en condiciones fisicas y de cultivo especificas (Tajima, 2002).
Muchas de las cepas aisladas después de ensayos bioquimicos y/o especificos permiten hacer una
relacion de las cepas del suelo con cepas ya conocidas y estandarizadas lo que facilita su manejo en

el laboratorio.

En el 2002 surgidé un proyecto muy interesante elaborado por el Departamento de Biotecnologia de la
Escuela de Ingenieria de Osaka University Yamadaoka en Japoén, que propuso el desarrollo de un
controlador de modelo predictivo, con el fin de controlar las concentraciones de etanol y n-pentanol
ademas de la fraccion molar en la produccion de PHAs. Este modelo fue exitoso controlando la tasa
de consumo y la concentracion de entrada y salida de alcohol en cultivos discontinuos, lo cual era de
gran importancia ya que se podia predecir los requerimientos del cultivo tanto al inicio como al final

del crecimiento. (Chanprateep, 2001)

Al trascurrir los afios los investigadores no solo procuran producir PHAs sino también optimizar los
procesos, metodologias y materiales necesarios en esta industria con el fin de evitar errores y
desperdicios prediciendo los requerimientos del microorganismo y del cultivo para aumentar los

rendimientos en produccion.

Las investigaciones y los avances a nivel industrial en la producciéon de PHAs a través de los afios,
arrojaron resultados que comprobaron que muchos microorganismos eran capaces de sintetizar y

almacenar dichos biopolimeros, algunos en mayores porcentajes que otros.

Algunos autores sugieren la produccién de PHA a partir de fuentes de carbono renovables con el fin

de reducir los altos costos que requieren los procesos para la produccion de estos biopolimeros a
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nivel industrial. La produccién de PHA puede ser constantemente optimizada, si se evaluan los
factores fundamentales e influyentes que determinan la velocidad de sintesis del biopolimero por
parte de las cepas. Las cepas mas utilizadas en la produccion de PHA debido a su facil manejo,
gran conocimiento de sus rutas metabdlicas y en general de todas sus funciones son Escherichia coli
genéticamente modificada y Pseudomonas sp., estas cepas presentan alta actividad en la
acumulacion de PHA y al ser modificadas genéticamente se pueden mejorar notablemente sus

rendimientos, obteniendo mejores resultados. (Taguchi, 2002)

En el ano 2003 el Departamento de Microbiologia de Alimentos, Central Food Technological
Research Institute, en la India, publico un estudio sobre cepas de Rhizobium meliloti_aisladas de
plantas de legumbres capaces de sintetizar a partir de sucrosa, como fuente de carbono, del 10-30%
mas PHA que otras cepas de Rhizobium spp. que almacenaban del 27-57% de PHA de su biomasa
celular. Los cientificos trataron esta cepa con 4'-N-piperidinobutil-2-clorofenoxazina obteniendo
mutantes capaces de sintetizar hasta 69% de PHA con un rendimiento mejorado de 11 a 47%
dependiendo de las diferentes proporciones de carbono y nitrdgeno en comparacion con la cepa
madre (Lakshman, 2006). Lo que estos trabajos aportan a la industria es la posibilidad de manipular
las cepas con el fin de mejorar la productividad y los rendimientos de los procesos biotecnolégicos,
mejorar las cepas para poder aprovechar sus mecanismos al maximo y obtener en mayor cantidad el
producto deseado. Al jugar con las fuentes de carbono, sometiendo las cepas a estrés por limitacion
de nutrientes y otras variables fisicoquimicas permiten poner a prueba la maxima capacidad de los
microorganismos de producir PHA, ya que es bien sabido que estos polimeros son acumulados como
reserva por algunos microorganismos en condiciones adversas al crecimiento normal. (Lakshman,
2003)

Son evidentes las ventajas que presenta la produccion de PHAs, primero porque son sintetizados por
numerosos géneros bacterianos que en condiciones de crecimiento con limitacion de nutrientes como
fosforo, nitrégeno entre otros y exceso en la fuente de carbono acumulan estos polimeros en la forma
de granulos intracelulares. EIl microorganismo los puede biodegradar mediante PHA depolimerasas y
PHA hidrolasas extracelulares hasta CO, y agua, usandolos eventualmente como fuente de carbono
en situaciones de escasez de nutrientes, representando un rol fundamental en la supervivencia
microbiana, lo cual a nivel industrial representa una gran ventaja debido a que estos biopolimeros
pueden ser degradados por las bacterias que los produjeron, por otras bacterias e incluso por hongos
a diferencia de los residuos plasticos que se acumulan en grandes cantidades en el ambiente y cuya
degradacion es lenta. Segundo pueden ser producidos a partir de fuentes renovables, a diferencia de
los producidos de petroleo. Ademas de esto, son termoplasticos y comparten propiedades similares a

la de los plasticos tradicionales, pudiéndolos reemplazar facilmente.

Debido a los altos costos de produccién, su uso ha sido muy limitado, por lo tanto desde que se

identificaron estos compuestos producidos por microorganismos, los laboratorios han iniciado una
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laboriosa investigacién para la formulacién de nuevos procesos, la investigacion de nuevas cepas, la

optimizacion de bioprocesos con el fin de disminuir costos y aumentar productividad.

Segun un articulo publicado por la Universidad de Buenos Aires en el 2004, existen posibilidades de
producir PHA con costos competitivos, entre las cuales plantean: la produccion de PHA en plantas,
debido a que se pueden cultivar en grandes cantidades utilizando tan solo la luz solar. El problema
de esta produccion radica en la poca cantidad producida de PHA y en algunos casos se puede ver
afectado el crecimiento de la planta debido al metabolismo vegetal compartimentalizado; produccion
de PHA en microorganismos optimizando el rendimiento, teniendo en cuenta que la purificacion sea
facil para no incrementar costos y buscar sustratos econémicos, por ejemplo en Brasil se producen a
partir de melaza de cana y en Corea y Estados Unidos a partir de sustratos de origen vegetal. (Aleida,
2004)

Los PHA se depositan intracelularmente como cuerpos de inclusion y en algunos casos han llegado a

representar mas del 90% del peso seco celular (Fig. 3).

Figura 3. Células de Pseudomonas putida con granulos de PHA. Microscopia de fluorescencia.
(Aleida, 2004)

A medida que las investigaciones van avanzando, la propuesta de nuevos sustratos va surgiendo vy el
mejoramiento en los controles durante el proceso de fermentacién permite un mejor monitoreo del
proceso y de esta forma un mejor rendimiento. En el College of Food Science, South China
Agricultural University usaron un medidor de potencial de oxido reduccion con el fin de regular y
monitorear el proceso fermentativo para la produccion de PHAs a partir de lodos activados,
reemplazando el medidor de oxigeno disuelto, permitiendo una mayor precisién. Se encontraron
resultados importantes que demuestran que al ajustar los rangos de las fuentes de carbono y

controlar el oxigeno disuelto por medio del medidor de potencial oxido reduccién se puede tener
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control sobre la composicion de los PHAs, por lo tanto el oxigeno disuelto juega un papel importante
en la composicion de los copolimeros de PHA. Este estudio muestra la posibilidad de producir PHAs
a partir de lodos provenientes de aguas residuales, disminuyendo los costos, el tiempo y los procesos
para el tratamiento de estos lodos, ademas plantea la posibilidad de trabajar con componentes como
el lodo activo proveniente de aguas residuales sin necesidad de tratamiento de esterilizacion, ni
conservacion de cepas puras, resultando en una disminucion significativa de los costos de
produccion de PHA. (W.F. Hu, 2005)

Numerosos articulos han sido publicados, y las investigaciones en cuanto a la produccién de PHAs
cada vez son mas frecuentes. Muchos factores fisico-quimicos han sido evaluados y puestos a
prueba con el fin de conocer y establecer aquellos que influyen o interfieren en la produccién de estos
biopolimeros. En el 2006 en Tailandia Charuvan Kasemsap y Chalermraj Wantawin investigaron el
efecto del pH en la productividad y el contenido intracelular de PHAs a partir de lodos activos
provenientes de aguas residuales, encontrando que los rendimientos se podian comparar con los
obtenidos a partir de cepas puras si el proceso tenia una fase anaerobia y un aumento en el pH, ya
que de esta forma la célula necesita menos energia para la captacion de acetato en su proceso
metabdlico andxico, demostrando una vez mas que la produccién de PHAs a partir de lodos activados
es una solucion innovadora que reduce notablemente los costos de proceso, es amigable con el

ambiente y puede manejar operaciones mas flexibles. (Kasemap, 2006)

Por medio de diversos estudios fueron encontrandose nuevas cepas con capacidad de acumulacion
de PHA, uno de estos microorganismos fue Microlunatus phosphovorus, que produjo cantidades
significativas de PHAs bajo diversas condiciones de crecimiento y diferentes fuentes de carbono. Una
parte del experimento fue realizado en Batch, con un sistema de ciclos aerobios y anaerobios,
mostrando que la producciéon de PHAs por parte de M. phosphovorus también ocurre en la fase
anaerobia. Ya que en este caso la produccion de PHAs se da en la fase anaerobia, observaron que
al poner acetato como unica fuente de carbono la acumulacién de PHA ocurria, es decir que el
microorganismo respiraba acetato durante la fase aerobia y cuando la fuente de carbono era glucosa
el microorganismo no era capaz de sintetizar el biopolimero. Aunque estos resultados aportaban
nuevos microorganismos productores de PHA, es evidente que los altos costos de las fuentes de
carbono y los procesos utilizados no permiten ver este estudio como una solucién viable porque a
nivel industrial los costos serian muy altos. (Akar, 2006). Al evaluar los resultados de otra cepa,
Wautersia eutropha crecié bajo condiciones mixotréficas y con acidos grasos de cadena impar,
promoviendo la sintesis de cuatro y cinco componentes de PHA con hidroxibutirato e hidroxivalerato
en mayor cantidad; hidroxihexanoato e hidroxioctanoato en menor cantidad. Cuando el numero de
carbonos de los acidos grasos es par, los compuestos hidroxioctanoato y en menor cantidad
hidroxihexanoato, junto con pequefas cantidades de hidroxivalerato son acumuladas dentro del

polimero. (Volova, 2006). Algunas bacterias fotosintéticas también pueden sintetizar el polimero. Un
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estudio publicado en el afio 2006 en Tailandia, muestra que la bacteria Rhodobacter sphaeroides es
capaz de producir PHA mostrando un 60% de produccion cuantificada en la masa seca celular.

(Lorrungruang, 2006)

Otros sustratos han sido utilizados a lo largo de esta primera década del siglo XXI. Los residuos de
procesos de agricultura como la cascarilla de arroz y residuos de almidén de maiz, han mostrado que
el almidon de maiz no solo reduce los costos del material, sino que ademas incrementa la
concentracion celular y la acumulacion de PHAs. En ensayos de laboratorio Huang y otros autores
de este estudio encontraron que Haloferax mediterranei no puede crecer a partir de cascarilla de
arroz en contraste con los sorprendentes resultados que se obtuvo al usar el almidéon de maiz como
sustrato, donde la concentracién de PHA alcanzo el 77.8% g/L y un contenido de 55.6 del PHA del
peso seco celular, representando mas de dos veces la concentracion celular y tres veces la
concentracién de PHA si se usa solo almidon de maiz, haciendo este proceso potencialmente viable a
gran escala si se continua con el mismo modelo de fed-batch, y bajo los mismo parametros utilizados

a nivel de laboratorio.(Huang, 2006)

Una vez sintetizados los biopolimeros los cientificos empezaron a darles multiples usos como
reemplazando plasticos, en lineas de pesca e innumerables usos en el campo de la medicina, entre
otros. Debido a los altos costos mencionados a lo largo de este trabajo, los ingenieros metabdlicos
empezaron a intervenir con el fin de extraer las enzimas que participan en la produccién de PHA y
mejorar la actividad enzimatica o también mejorar la especificidad por el sustrato con el fin de utilizar

de forma mas eficiente sustratos renovables y optimizar los procesos de produccién (Nomura, 2006)

En el 2007 el Departamento de Quimica de la Universidad Nova de Lisboa, en Portugal, estandarizo
un proceso de produccion de PHAs a partir de cana de azucar, con el fin de tener patrones a seguir
tratando de disminuir los errores disminuyendo costos de produccion. Encontraron que la influencia
del pH durante el proceso determina la composicion de los acidos grasos volatiles producidos,
afectando directamente la composicién de los PHAs producidos; altas concentraciones de amonio
son negativas en la produccion de PHAs pero estimula el desarrollo de la acumulacion de PHA por el
microorganismo en el paso de seleccion; la acumulacion estable de PHA se logro usando como
materia prima melaza, con una baja carga organica y con alta concentracién de amonio,

proporcionando una presién selectiva para la acumulacion (Albuquerque, 2007).

A medida que fueron tomando fuerza y siendo mas conocidas las ventajas y propiedades de los
PHAs, se fueron encontrando aplicaciones mas especificas. Un articulo publicado en Japén por la
Universidad de Tokio, en el afio 2007, apunto las investigaciones en la produccion de PHAs para
usos en ingenieria tisular. El experimento fue realizado en ratones, arrojando importantes resultados
que mostraron que es posible utilizar los copolimeros de PHA como implantes subcutaneos. Estos

implantes fueron tolerados en experimentos in vivo, ademas mantuvieron su estructura a lo largo del
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experimento tanto in vivo como in vitro, no presentaron ningun tipo de dafio ni cambio después de la
esterilizacion, las propiedades mecanicas fueron similares a las de la piel humana proporcionando
suficiente apoyo biomecanico, son biodegradables, flexibles y presentaron excelente
biocompatibilidad mecénica. Al cambiar la fraccion molar de los monémeros es posible crear
implantes que satisfagan las necesidades de regeneracién de las diferentes células (Ying Tang,
2007). Gracias a trabajos como este los biopolimeros cada vez van tomando mas fuerza en la
industria, ademas de ser una posible solucién a problemas ambientales, se abren infinitas puertas en
el uso de estos en otros campos de accion como la biomedicina, en este caso la ingenieria tisular, un
campo de gran importancia en la regeneracién de células de tejidos, para posibles aplicaciones en
caso de quemaduras, infecciones, accidentes, entre otros, y en el cual los avances han sido muy
lentos, porque se dificulta la obtencion de materiales que cumplan las propiedades unicas de los

tejidos vivos.

Aunque Colombia junto con algunos paises de Sur América no estan muy avanzados en cuanto a
produccion de PHA se refiere, en el 2008 la Revista Colombiana de Biotecnologia de la Universidad
Nacional de Colombia publico un articulo en el que planteaban una tecnologia novedosa que permitia
liberar toxinas de una cepa de Bacillus thuringiensis por medio del uso de granulos de PHA, hallando
una solucion ambiental importante, ya que la toxina producida por este microorganismo seria
inmovilizada dentro de granulos, que eventualmente serian utilizados como control biolégico de
plagas, teniendo la posibilidad de alterar parametros como el tamano del granulo e incrementar el
contenido de toxina por granulo debido a que las proteinas del insecticida estarian en un soporte
biodegradable. (Rosas, 2008). Se puede observar que los PHA comienzan a ser importantes hasta
en paises en vias de desarrollo, y aunque su produccién no sea tan viable y tal vez demoren muchos
afios en mejorar los procesos para poder comenzar a utilizarlos, comienzan a tomar fuera en todos
los tipos de mercado, o por lo menos se dan a conocer para en un futuro satisfacer las diferentes

necesidades de cada pais.

Los avances no se detuvieron y junto con ellos las técnicas para mejorar los rendimientos en la
produccion de PHA, en el afio 2008 encontraron en la India una cepa de Bacillus flexus que al ser
cultivada en sacarosa y sacarosa con aceite vegetal producia PHA y PHB con gran eficiencia, el
procedimiento consistia en irradiar con rayos gamma de diferente intensidad las células, y
observaron que se mejoraba la sintesis de granulos intracelulares de PHA y su peso molecular
incrementaba de forma considerable; aunque la célula sufria dafios en su estructura (Fig. 4) cuando
la irradiacion era baja la célula seguia siendo funcional, ademas presentaba una mayor facilidad en
la extraccion del biopolimero, del 45% y 54% respecto al peso de biomasa. La calidad del PHA no
se vio muy afectado después de la irradiacién, pero la ventaja se presento en el momento de

cuantificar el peso molecular del PHB que se incremento de 1.5 x 10° a 1.9 x 10° después de la

Xix



irradiacion (10kGy), el incremento del PHA en el peso molecular fue de 1.7 x 10°a 2.3 x 10° con la

misma irradiacion. (Divyashree, 2008).

Figura 4. Micrografia electronica Bacillus flexus expuesto a diferentes dosis de irradiaciéon gamma. A
= control; B = 10kGy; C = 20kGy y D = 40kGy. (Divyashree, 2008)

La produccién de PHA usando desperdicios organicos una vez mas se plantea como una solucion

ambiental importante y una reduccién en los costos de produccion.

A lo largo de los afos las industrias han buscado soluciones que permitan el aprovechamiento de sus
desechos. La produccién de PHA se ha convertido en una posible salida, ya que dichos desechos
pueden ser utilizados como fuente de carbono, planteando una solucién eficiente y amigable con el

ambiente.

En el 2008, cientificos coreanos realizaron pruebas en las que se comprobé que al adicionar glucosa,
extracto de levadura y sales organicas a desperdicios ricos en nutrientes provenientes de desechos
de cerdos y utilizando Azotobacter vinelandii, se obtuvo un incremento considerable en el crecimiento
celular 8,5 veces mayor y un aumento en la produccién de PHA 7,0 veces (Ryu, 2008). Estos
resultados son relevantes ya que representan un avance a nivele industrial de gran importancia
planteando la posibilidad de reutilizar desechos organicos de forma natural y ademas producir a
partir de estos y sin necesidad de procesos estériles, o que implica grandes costos, PHA de forma
eficiente, mas econdémica y sobre todo de forma amigable con el ambiente. Esta metodologia es tan
simple que cualquier pais y cualquier industria podrian implementarla en sus procesos, optimizando

los rendimientos, la produccion y disminuyendo los costos significativamente.
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Otra industria que ha concentrado sus investigaciones en el aprovechamiento de sus desechos ha
sido la industria de lacteos. Se utilizd el suero hidrolizado con el fin de obtener lactosa, glucosa y
galactosa. En un estudio publicado en el 2008 se utilizaron estos compuestos como fuente de
carbono para Pseudomonas hydrogenovora que utilizo estos sustratos y se comparo los resultados
con los obtenidos con sustratos puros de glucosa y galactosa limitando la fuente de nitrégeno, con el
fin de predecir si los rendimientos eran mayores, menores o iguales que con los sustratos puros. Los
resultados fueron satisfactorios, ya que sorprendentemente los rendimientos fueron mas altos con el
lactosuero como fuente de carbono en la produccién de PHA (Koller, 2008), lo que representa una
solucion viable para la utilizacién de los desperdicios de la industria de lactosa que tantos problemas

ambientales y econémicos representa para este sector de la industria.

Debido a las caracteristicas de los PHAs los cientificos han buscado nuevas aplicaciones para estos,
el Departamento de Ciencias Biolégicas y Biotecnologia de la Universidad de Beijing en China,
publicé un estudio en el que se utilizaron PHA para producir vasos sanguineos artificiales, se estudio
si era posible que se formara elastina en estos soportes, ademas se evalué la morfologia celular que
proliferaba en ellos y el crecimiento celular en los andamios del biopoliéster. Los resultados una vez
mas sorprendieron a los cientificos ya que se comprobd que era posible la produccion de elastina en
el interior de estos, ademas presentan muy buena elasticidad sin perder la fortaleza necesaria para
que soporte los flujos sanguineos y el transporte de células sanguineas (Cheng, 2008). Los PHA
cada vez van tomando mas importancia debido a sus innumerables aplicaciones, en este caso la
posibilidad de ser utilizados en ingenieria de tejidos sanguineos, util en situaciones donde la
regeneracién no sea posible y necesite intervencion médica, abriendo las puertas a un futuro en

donde la biomedicina pueda suplir las necesidades de los pacientes de forma natural y segura.

Muchos autores coinciden a través de afos de investigacién en que el efecto de la fuente de carbono
influye directamente sobre la cantidad y caracteristicas del PHA sintetizado. La afinidad que tiene el
microorganismo por el sustrato es de gran importancia y esto fue demostrado al mezclar fuentes de
carbono sin obtener ningun incremento significativo en la acumulacién de PHA (Pijuan, 2009). Al
pretender biosintetizar PHA es importante conocer el metabolismo del microorganismo que se va a
utilizar porque no todos los mondmeros producidos tienen utilidad y este aspecto es muy importante

sobre todo cuando se busca un resultado especifico.

Innumerables especies de microorganismos han sido estudiadas para evaluar la produccién de PHA y
las diferencias econdmicas que representan dependiendo de los sustratos que utilizan para la
sintesis de los mismos y lo que esto significa a nivel de costos en la produccién. En 2009 se publico
un articulo sobre el uso de haléfilos como Haloferax mediterranei que utilizan sales para la produccion
de PHA presentando un gran potencial a nivel industrial para la produccién biotecnolégica de PHA.
Esta cepa acumula PHA utilizando glucosa, almidén e hidrolizado de suero de leche como fuentes de

carbono, la composicion quimica y el peso molecular del polimero puede ser modificado dependiendo
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del sustrato utilizado, los rendimientos obtenidos en este estudio apuntan a uno de los mas altos
reportados hasta entonces (Quillaguaman, 2009), lo cual evidencia que el uso de cepas provenientes
de ambientes marinos pueden significar una nueva alternativa ya que se amplian los horizontes en la
busqueda de nuevos y mejores organismos capaces de producir biopolimeros con mejores

rendimientos y mayor productividad.

A nivel neuroldgico también pueden ser utilizados los PHA, un reporte realizado en el 2009, plantea
los PHA como membranas que pueden ser utilizadas a nivel neuronal, benefician el transporte de
nutrientes y productos metabdlicos, ademas se puede controlar el comportamiento de las neuronas
ajustando las caracteristicas de la superficie de las peliculas de PHA y aunque presenta desventajas,
al realizarle las modificaciones necesarias podrian ser funcionales y en algun momento poder realizar
sinapsis y reemplazar estas células que no se regeneran de forma natural en el cuerpo (Yu Bo-Yi,
2009)

Algunas bacterias no han sido muy explotadas debido a su variabilidad en cuanto a actividad
biolégica y estructura se refiere, este es el caso de las cianobacterias, este grupo tiene gran
especificidad por sustrato y condiciones de crecimiento especificas. En el 2010 se realizo un estudio
que demostré que las cianobacterias pueden tener potencial produciendo PHA a partir de CO, como
fuente de carbono y que los rendimientos se pueden incrementar de manera importante al crear
condiciones de estrés. Este estudio mostro el incremento en la acumulacion de PHA en la cepa de
Spirulina subsalsa al incrementar las concentraciones de NaCl en el medio de cultivo. Analisis
indican que el polimero tiene una estabilidad térmica superior a 200 c lo que representa una ventaja a
nivel industrial. Aunque la produccion de PHA es relativamente baja, puede ser una valiosa opcion
para poder utilizar el CO,, ayudar al mejorar el ambiente y ademas producir compuestos alternativos,
como los PHAs. (Shrivastav, 2010)

En actualidad siguen las investigaciones en cuanto a la aplicacion de PHA en la medicina, cada dia
se van conociendo mas ventajas y mejorando los procesos, evidentemente los paises orientales
llevan la delantera en cuanto a la produccién de estos biopolimeros. Los usos a nivel medico son de
gran importancia ya que pueden lograr avances inimaginables, pueden ser usados en la reparacion

de danos severos al sistema nerviosos central.

A partir de PHA los cientificos han creado nanofibras que imitan matrices extracelulares naturales.
Presenta gran cantidad de ventajas ya que presentan gran resistencia, diferenciacién celular;
permiten sinapsis, sinaptogenesis, crecimiento celular, conexién, viabilidad, adhesion, ademas son
biodegradables y lo mas importante de todo son compatibles con las células del sistema nervioso (Xu
Xian-Yi, 2010). Los alcances han sido tan perfectos que representan una posibilidad prometedora en
la reparacién de lesiones de medula espinal, un campo tan delicado e importante en la recuperacion

de pacientes con dafios que a veces son considerados irreparables.
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7. Conclusiones.

Aunque los polihidroxialcanoatos fueron descubiertos y descritos hace muchos afios, hasta hace poco
se han venido conociendo a fondo sus ventajas, su metabolismo y las diferentes aplicaciones que

pueden tener.

Los PHA pueden ser una solucidon ambiental importante, pudiendo reemplazar los plasticos derivados
del petréleo, pueden ser producidos a partir de sustratos renovables a diferencia de los plasticos
tradicionales, ademas su degradacion puede ser realizada por los mismos organismos que los
producen e incluso por otros sin producir toxinas en este proceso como las que producen los plasticos

y en un tiempo mucho menor.

Los altos costos de produccién limitan el uso de los biopolimeros, pero se ha venido trabajando por
mucho tiempo en la optimizacién de procesos y en la busqueda de nuevas e innovadoras soluciones

para disminuir notablemente estas cifras, e incrementar la produccion y los rendimientos.

Muchos paises estan interesados en el desarrollo de esta industria biotecnolédgica, pero es evidente
que la vanguardia la tienen los paises orientales, las publicaciones son innumerables y los avances

asombrosos e incluso algunos se salen del alcance de paises en vias de desarrollo como Colombia.

Muchas aplicaciones se han encontrado para estos polimeros desde simples pegamentos, y fibras
hasta en campos de ingenieria tisular, genética, ingenieria ambiental, medicina, entre otros. En un
futuro el uso de PHA va a ser indispensable y sus alcances aun estan fuera de la imaginacion de los

grandes cientificos.

La estructura y composicion de los PHA puede ser controlada, conociendo el metabolismo del
organismo utilizado con el fin de poder jugar con los sustratos empleados, pudiendo predecir los

resultados.

La modificacién genética de los microorganismos presenta una herramienta importante en el
incremento de la produccion biotecnoldgica de estos PHA, ya que se puede transformar una cepa
obligando a su maquinaria genética a producir y explotar sus capacidades al maximo, optimizando

los procesos y disminuyendo los costos al aumentar la produccion.
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