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Resumen

El articulo analiza el panorama general de la produccién de bioplisticos, asi como las propieda-
des de los polihidroxialcanoatos (PHA) y las condiciones para su produccién: temperatura, pH,
tiempo, agitacion, sustrato, medios de cultivo y microorganismo. La investigacién plantea que la
produccién de bioplésticos derivados de microrganismos es una alternativa ante la problemitica
ambiental generada por el uso de plésticos producidos por la industria petroquimica. Este estudio
describe la sintesis del biopolimero segun dos tipos de bacterias: las que necesitan de la limitacién
de algin nutriente esencial para la produccién de metabolitos secundarios y las que no requieren
limitacién de nutrientes porque producen el biopolimero durante la fase de crecimiento. El estudio
concluye que es necesario evaluar otros tipos de microorganismos para obtener un mejor rendi-
miento y una mayor produccién de bioplastico.

Palabras clave: bioplisticos, recursos renovables, sostenibilidad, rendimiento, microrganismos.
Abstract

The article analyzes the general panorama of the production of bioplastics, as well as the properties
of the polyhydroxyalkanoates (PHA) and the conditions for their production: temperature, pH,
time, agitation, sustrate, culture media and microorganism. The research proposes that the produc-
tion of bioplastics derived from microorganisms is an alternative to the environmental problems
generated by the use of plastics produced by the petrochemical industry. This study describes the
synthesis of the biopolymer according to the types of bacteria: those that have the limitation of
an essential nutrient for the production of secondary metabolites and those that do not require
limitation of nutrients because they produce the biopolymer during the growth phase. The study
concludes that it is necessary to evaluate other types of microorganisms to obtain a better yield
and a higher production of bioplastic.
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INTRODUCCION

Las industrias buscan alternativas ecoamigables que transformen sus procesos, no solo en términos
de eficiencia, sostenibilidad y rendimiento, sino que ademds disminuyan la produccién de dese-
chos industriales, la huella de carbono y el uso de reactivos contaminantes. Una de estas alterna-
tivas es la produccién de polihidroxialcanoatos (PHA) para remplazar los plésticos derivados del
petréleo. Los PHA son poliésteres sintetizados intracelularmente por algunos microorganismos
(arqueas, bacterias o microalgas) como reserva de carbono y energia. Estos poliésteres tienen ca-
racter biodegradable y se originan a partir de fuentes de carbono renovables.

El plastico biodegradable (PHA) mds comun es el polihidroxibutirato (PHB). E1 PHB fue el
primer poliéster descrito de esta familia de compuestos; se caracterizé en los afios veinte, aunque
se desarrollé una década después. En 1982 la compaiiia inglesa Imperial Chemical Industries Ltd.
inici6 el desarrollo de un poliéster termopléstico completamente biodegradable; usé Wautersia eu-
tropha mediante un proceso de fermentacién, en el que se emplearon tanques agitados con medio
liquido para favorecer el crecimiento de la especie. El producto se llamé comercialmente Biopol;
sus caracteristicas fisicas eran superiores al PHB, pues era mis flexible y resistente. Posteriormen-
te, Metabolix inici6 la produccién de diversos PHA de bacterias y plantas transgénicas, al igual
que la empresa japonesa Kaneka Corporation, que desarrollé estos plasticos con el nombre de
Nodax (Segura, Noguez y Espin, 2007).

La Universidad Nacional de Colombia ha realizado varias investigaciones sobre la produccién
de PHA: i) produccién del biopolimero utilizando tres especies de Pseudomonas (1997); ii) evalua-
cién experimental de diferentes métodos de recuperaciéon de PHA sintetizados por Pseudomonas
(2001); iii) estrategia de fermentacién por lote alimentado con Ralstonia eutropha H16, con el
fin de aumentar la productividad del polimero (2002); iv) estudio de bioprospeccién en diversas
regiones del pais,’ en el que se aislaron microorganismos de suelos colombianos para evaluar su
potencial como sintetizadores de biopolimero y se realizé un cepario de especies productoras de
PHA (2002); v) evaluacién de un sistema de polimeros de fermentacién por lote alimentado,
buscando alternativas para escalar el proceso a nivel industrial e identificar cepas que produzcan
una cantidad considerable de bioplistico segun trabajos anteriores (2005). Actualmente, se estin
realizando investigaciones para la produccién de PHA con sustratos de menor costo que permitan
realizar un proceso biotecnoldgico econémicamente eficiente a gran escala (Becerra, 2013). Este
es el caso de la producciéon de PHA a partir de Ralstonia eutropha en un medio con harina de yuca,
mediante un proceso de hidrélisis enzimdtica para la obtencién de glucosa, de la que se obtiene
una cantidad considerable de 0.62 g/L del biopolimero (PHA) (Rojas et dl. 2016).

Este articulo explica algunos rasgos de los polimeros alternativos fabricados a partir de mi-
croorganismos: ruta de sintesis, caracteristicas e importancia de los nutrientes limitantes en el cre-
cimiento de una cepa productora de plastico PHA, con el objetivo de evaluar esta alternativa para
la disminucién de residuos plasticos derivados de hidrocarburos y el aprovechamiento de residuos
biolégicos utilizados como sustratos. Igualmente, compara la cantidad de polimero sintetizado a
partir de diversos microorganismos y sus condiciones de produccién (a escala laboratorio) utili-
zando especies como Bacillus subtilis y Ralstonia eutropha.

1 ‘Aislamiento y caracterizaciéon de microorganismos con alta capacidad de almacenamiento de poliésteres tipo
polihidroxialcanoatos (PHA); proyecto financiado por Colciencias.
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REsuLTADOS
Propiedades de los polihidroxialcanoatos (PHA)

Los plasticos PHA han sido reconocidos y estudiados por sus propiedades fisicas y su alta biode-
grabilidad; debido a estas cualidades, su desarrollo en el drea de biotecnologia ha sido amplio, lo
que ha promovido la inversién de recursos para el desarrollo de estos materiales.

En la tabla 1 se describen las propiedades y caracteristicas del biopolimero: temperatura de
transicién vitrea (T'g), temperatura de cristalizacion (Tm), cristalidad y elongacién.

Tabla 1. Cuadro comparativo de propiedades poliméricas caracteristicas de PHA de cadenas laterales
cortas (SCL) y de cadenas largas (MCL) versus las propiedades del polipropileno

Propiedades PHA SCL PHA MCL PP
Tm (°C) 61 177 176
Tg (°C) -36 2 -10
Cristalinidad (%) 30 70 60
Elongacion (%) 300 5 400

Fuente: Castillo (2008).

Debido a su estructura, los PHA de cadena lateral corta o SCL (short chain length), catalo-
gados como termoplasticos, tienen una cadena R de 1-2 dtomos de carbono. Por su parte, los PHA
de cadena lateral media o MCL (medium chain lengh), calificados como elastémeros, tienen una
cadena R de 3-13 dtomos de carbono; también se caracterizan por tener una cristalidad menor,
asi como puntos de fusién menores (Poirier, Erard y MacDonald-Comber, 2002).

De acuerdo a la tabla 1, las propiedades del bioplistico PHA de cadena lateral media son se-
mejantes a las del polimero comercial polipropileno, por lo que puede competir con los polimeros
hechos a base de petréleo. Por otra parte, los polimeros PHA tienen una propiedad caracteristica:
la biodegrabilidad, es decir, son sintetizados biolégicamente por bacterias y pueden llegar a ser eli-
minados de la bidsfera sin afectar el medio ambiente (Maheshwari, Rani, Parihar y Sharma, 2013).

El factor tiempo en el periodo de degradacién del plistico es una de las caracteristicas que
confirman la situacién expuesta. Por ejemplo, el polipropileno (que es una forma muy refinada del
petréleo) se descompone completamente en aproximadamente 500 afios (Vidal y Jara, 2008), cul-
minado este tiempo atn pueden existir “micropldsticos”, particulas tan reducidas que a simple vista
no se pueden ver, pero que se acumulan y alteran la vida en el ecosistema; por el contrario, un bio-
pléstico se descompone en cuestién de semanas (con un tratamiento menos agresivo) y como ma-
terial orgdnico serd de patrén reconocido para el ecosistema en el que se encuentre (Acosta, 2014).

En la figura 1 se muestra la estructura general del PHA.

Figura 1. Férmula general para los polihidorxialcanoatos (PHA).
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A continuacién, las figuras 2 y 3 sintetizan el método general de produccién de un biopolime-
ro como el PHA.
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Figura 2. Diagrama esquematico de la produccion de biopolimeros y su proceso de purificacion.

Fuente: adaptado de Kreyenschulte, Krull y Margaritis (2014).
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Figura 3. Esquema general en la producciéon de PHA. El esquema indica las caracteristicas principales
(segun lo que el usuario quiera disponer para su transformacion y aplicacion final): fermentacion,
recuperacion y procesamiento del polimero.

Fuente: Gonzilez et 4l. (2012).
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R. eutropha produce moléculas de acetil-CoA a partir del metabolismo de carbohidratos. Estas
moléculas (via malonil-CoA) son incorporadas a la biosintesis de nuevos dcidos grasos, proceso
que genera el 3-hidroxiacil, que es transportado de la ACP (acy/ carrier protein) para la coenzima
A (Coa) y ahi es polimerizado por la accién de la PHA sintasa (Rehm y Steinbiichel, 1999).

Segun las condiciones de cultivo adecuadas para la sintesis del biopolimero, las bacterias uti-
lizadas para la produccién de PHA se clasifican en dos grupos. El primer grupo lo conforman las
bacterias que requieren la limitacién de algin nutriente esencial (Gonzilez, et dl., 2012), como
R. eutropha, Protomonas extorquens o Pseudomonas sp.; esta restriccién ocasiona que el microor-
ganismo frene su reproduccién (que es una fase de considerable gasto energético) y produzca un
metabolito secundario (PHA).

En el segundo grupo estdn las bacterias que no requieren limitacién de nutrientes, pues acu-
mulan el polimero durante la fase de crecimiento (metabolito primario); algunos microorganis-
mos que pertenecen a este grupo son A. vinelandii, Alcaligenes latus'y Eschenchia coli recombinante
(Lopez, 2013).

Los metabolitos secundarios se producen por rutas anabdlicas (Maldonado, 2010) y no son
esenciales para el crecimiento del cultivo de produccién; no obstante, cumplen un papel impor-
tante en la supervivencia de diversas especies, pues el almacenamiento de estos metabolitos en
cuerpos de inclusién se utiliza como fuente de carbono o energia para microorganismos durante
periodo de ayuno (posteriormente recupera el carbono) (Arcos, 2007).

Para la produccién de biopolimero PHA, algunos microorganismos como Ralstonia eutropha
y la familia bacteriana Pseudomonas generan la enzima PHA sintasa cuando hay ausencia de ele-
mentos nutricionales como N, P, S, O o Mg. Cuando crecen en medios ricos, los microrganismos
no producen metabolitos secundarios o su produccién es muy reducida. La informacién genética
necesaria para producir estos metabolitos se expresa al méximo nivel cuando el crecimiento se
halla restringido (Parés, Farrds y Judrez 2015).

Varias investigaciones en el tema han realizado estudios utilizando diversas bacterias, como
las mencionadas, teniendo en cuenta la capacidad de sintesis de PHA (principalmente de cadena
corta). Estas bacterias sintetizan metabolitos secundarios mediante la limitacién de un nutriente
especial, como nitrégeno, fésforo, azufre, magnesio u oxigeno. En cuanto a los sustratos para el
crecimiento bacteriano, se requieren que estos tengan altas concentraciones de fuentes de carbono;
dicha fuente actiia como materia prima para la sintesis del PHA, como, por ejemplo, la sacarosa,
que se puede encontrar en la melaza de cafia y que es muy usada por su economia y abundancia en
los sectores azucareros (Porras, Cubitto, y Villar, 2012).
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Condiciones de proceso para la obtencion de PHA

Las condiciones del proceso para la sintesis de PHA a partir de Bacillus subtilis y Ralstonia Eu-
tropha, tratadas por Sanabria y Sarmiento (2017) y Rojas, Hoyos y Mosquera (2016), se analizan

en la tabla 2.

Tabla 2. Condiciones de proceso para produccion de PHA a partir de Bacillus subtilis y Ralstonia eutropha

PRODUCCION DE PHA

A partir de Bacillus subtilis

A partir de Ralstonia eutropha

PROCESOS

Almidon de papa

Harina de yuca

Acondicionamiento
del sustrato

Activacién de cepa
microbiana

Incubacion

Fermentacién

Extracciéon de PHA

Cantidad de
biopolimero extraido

Recoleccion, secado, molienda, tamizado,
autoclavado y purificacién. Preparacion de
solucién de almidén de papa 0.5 % m/v

Utilizacién de solucién de agar nutritivo

Temperatura 36 °C, pH 7, medio aerobio, para
escoger las colonias mas puras y realizar la
fermentacién

Preparacion de algunas muestras con nutrientes
(evaluar si el microorganismo hidroliza el almidén
0 no, y si para el crecimiento microbiano y
produccion de PHA, la cepa necesita o no de
nutrientes). Condiciones: concentracion de
sustrato de 15g/L, 72 horas a 15.75 rad/s y pH

7 con muestreos cada 24 horas para analizar el
comportamiento de la concentracion de azlcares
reductores hasta completar 72 horas.

Implementacién de tratamiento con NaCl, NaOH
y etanol, con centrifugacion a velocidades de 350
y 6000 rpm.

Pellet extraido de 0.62 % al finalizar el proceso
extractivo en el fermento de 15g/L sin la adicién
de nutrientes al sustrato.

Hidrdlisis enzimatica para la obtencién
de glucosa a partir de la harina de yuca
con enzimas: BAN 480l con actividad de
alfa—amilasa y DEXTROZIME GA del
tipo Glucoamilasa (glucano 1.4 alfa-
glucosidasa)

Activaciéon en medio tripticasa soya
(triptona 17 g/L, soytona o peptona de
soya 3 g/L, glucosa 2.5 g/L, cloruro
de sodio 5.0 g/L, fosfato dipotasico de
hidrégeno 2.5 g/L)

Temperatura de 32 °C
por 48 horas

La fermentacion se llevo a cabo durante
36 horas, en un medio minimo de sales
a 30 °C y agitacion de 150 rpm utilizando
como inéculo la bacteria cultivada en
medio enriquecido tripticasa soya (TSB)
al 10 %.

Centrifugacién en medio fermentado a
4500 rpm durante 15 min, para posterior
extraccion empleando 5mL de acido
sulfurico 0.1 M en ebullicién durante

1 hora

Con una relacién de C/N = 20, la
produccion de biopolimero de 0,62 g/L.

Fuente: Sanabria y Sarmiento (2017) y Rojas, Hoyos y Mosquera (2016).

Tratada la diversidad de microorganismos que pueden producir PHA, en la tabla 3 se relaciona
la cantidad de PHA producido con el tiempo de fermentacién y el sustrato utilizado.
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Tabla 3. Adaptacion, bacterias con los mas altos rendimientos de PHA

Microorganismo Sustrato Tiempo (h) Biomasa (g/L) PHA (g/L) (%)
] Info. no
Alcaligenes latus Sacarosa ) ) 112 98.5 88
disponible
Azotobacter vinelandii Sacarosa 47 40 319 79.8
Bacillus s| Decanoato 24 Info. no 0.4 80
PP- disponible ’
L Residuos Info. no Info. no Info. no
Cupeiavidus necator L ) ) i . . . ] 87
liquidos de alimentos disponible disponible disponible
L . . Info. no
Cupriavidus necator h16 Aceite de plantas ) ] 44 6.8 80
disponible
Info. no Info. no Info. no
Enterobacter cloacae SU-I Lactosa ) ] ) ) ) . 94
disponible disponible disponible
Pseudomonas putida Dodecanoato Info. no
48 5.3 . . 84.3
KTOY06 gluconato disponible
Ralstonia eutropha Glucosa 74 281 230.4 82
Info. no Info. no Info. no
Rhodobacter shaeroides Acético ) . . . . i 95
disponible disponible disponible
. ) Info. no Info. no
Wautersia eutropha Aceite de canola . ] ) ] 18.2 90
disponible disponible

Fuente: Gonzilez et 4l. (2012).

CONCLUSIONES

Para hacer competitiva la produccién de los biopolimeros desde el punto de vista ambiental, tec-
noldgico y econémico, se deben aprovechar residuos agroindustriales como almidén de tubérculos
(por ejemplo, papa y yuca) en la produccién de PHA, de manera que se reutilicen estas corrientes
que a nivel industrial no tienen mucho valor, pero que si tienen una aplicacién importante en nue-
vos bioprocesos, en la medida en que actdan como sustratos para cepas que sintetizan sustancias
capaces de reemplazar materiales cuya descomposicién es ambientalmente negativa. En la tabla 3
se observa los procedimientos realizados y las condiciones para la extraccién de biopldstico a partir
del microorganismo Ralstonia Eutrophay Bacillus Subtilis utilizando harina de yuca y almidén de
papa como sustrato, respectivamente. Los datos muestran una produccién de PHA de 0.62 g/L y
pellet extraido de 0.62 %, en el mismo orden, lo que representa la mayor produccién para el mi-
croorganismo Ralstonia Eutropha, con una relacién C/N = 20 y condiciones de acondicionamien-
to-fermentacion diferentes a Bacillus Subtilis.

El estudio de esta rama de los bioprocesos y la microbiologia ha sido pricticamente nuevo
(hace treinta afios aproximadamente), por lo que la informacién proporcionada para produccién a
gran escala e industrializacién del biomaterial es muy escasa o solo corresponde a ciertos grupos
de investigacién en paises desarrollados con fuentes financieras y con apoyo del gobierno (que
es quien autoriza estos estudios). Estos estudios son ain reservados, lo que genera un alto valor
agregado en el producto final.

Desde el punto de vista econémico, aunque los polimeros derivados del petréleo son econémi-
cos, actualmente se evalua la diversidad de sustratos con el fin de reducir los costos de produccién
de PHA a partir de microorganismos, como una alternativa de produccién de bioplisticos frente
a la disminucién de las reservas de petréleo.
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El microorganismo con mayor produccién de PHA es Ralstonia eutropha, el cual sintetiza el
poliéster cuando el nitrégeno de su fuente nutricional se ve limitado; no obstante, es necesario
evaluar otro tipo de microorganismos y otros estudios con el fin de obtener el mejor rendimiento y
la mayor produccién de bioplastico.
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