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En esta revision se analizan diferentes aspectos relacionados con unos
biomateriales muy interesantes, denominados genéricamente poli-hidroxi-
alcanoatos o, de forma abreviada, PHAs. Estos compuestos son poliésteres de
origen bacteriano que poseen propiedades y caracteristicas muy similares a los
plasticos de origen petroquimico, razén por la que nos referiremos a ellos como
bioplasticos. A lo largo del articulo, se describe su estructura quimica, sus
propiedades, las rutas responsables de su biosintesis y de su degradacion, asi
como sus multiples aplicaciones clinicas, farmacologicas, medioambientales y,
en suma, biotecnoldgicas.
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poliésteres, Pseudomonas putida.

Introduccion

Los estudios mas recientes acerca de la evolucion de la especie humana en
nuestro planeta han revelado que en los tltimos cien afios (periodo comprendido
entre 1918-2018) la poblaciéon mundial se ha cuadriplicado (Fig. 1). De conti-
nuar a este ritmo, en el ano 2040 se alcanzaran los 9200 millones y en el 2100 la
Tierra estara habitada por 11200 millones de seres humanos. Como consecuen-
cia, los recursos naturales destinados a asegurar la supervivencia comenzaran a
escasear, por lo que nuestra especie entrara, tal y como predice la Fig. 1, en fase
estacionaria de crecimiento. La busqueda de nuevos recursos provocara una in-
dustrializacion creciente de nuestra sociedad lo que, de no ponerse limites, con-
ducir, sin ninguna duda, a una explotacion feroz de diferentes ecosistemas, a la
contaminacion masiva de grandes extensiones de nuestro planeta (quizas poten-
ciando el efecto invernadero) y, en conjunto, a una modificacion irreversible de
la Biosfera.

Forma de mencionar este articulo: Luengo, J.M. 2018, Bioplasticos de origen bacteriano: los poli-
hidroxi-alcanoatos. AmbioCiencias, 16, 5-24. ISBN: 1998-3021 (edicién digital), 2147-8942 (edicion
impresa). Deposito legal: LE-903-07.
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Figura 1. Evoluciéon de la poblacion humana durante los tres
ultimos siglos (World Population Prospects: The 2017 Revision,
United Nations).

Una de las manifestaciones mas evidentes del efecto negativo que esta
causando la superpoblaciéon es la acumulacion, en determinados habitats, de
compuestos no naturales a los que denominamos xenobioticos. A pesar de que
muchos de esos productos pueden ser degradados en tiempos relativamente cor-
tos, otros, denominados recalcitrantes, que poseen unas estructuras molecu-
lares muy estables, suelen requerir decenas de afios para ser completamente eli-
minados. Entre estos altimos cabe destacar, por su abundancia, los plasticos de-
rivados del petréleo, también denominados plasticos convencionales o plasticos
de origen petroquimico.

Desafortunadamente, el uso de plasticos es tan comun, que muchas acti-
vidades humanas, incluso las mas rutinarias, no podrian realizarse sin estos ma-
teriales. Debido a ello, tenemos una dependencia absoluta de materiales que de-
rivan de un recurso finito (el petréleo) y, ademas, su uso masivo provoca la acu-
mulacion de residuos que no sélo ha afectado grandes areas del planeta (mas de
1.400.000 km® en la zona del océano Indico) (Olivera et al., 2010; Villarrubia-
Gomez et al., 2018), sino que también han alcanzado el espacio exterior, dando
origen alo que se denomina "basura césmica" (Fig. 2).

Para poner remedio a este acuciante problema medioambiental, los go-
biernos de diferentes paises se han visto impelidos a potenciar el desarrollo de
proyectos de investigacién enfocados a la busqueda de nuevos materiales que,
manteniendo las caracteristicas de los plasticos de origen petroquimicos, pue-
dan ser eliminados o reciclados con relativa facilidad.
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Figura 2. Acumulacién de residuos en el océano Indico (parte iz-
quierda de laimagen) y en el espacio exterior (derecha). Imagenes
tomadas de Internet (Walia, A. 2014. New Study Finds 88 Percent
of Earth's Ocean Surface Now Polluted With Plastic Trash;
Moreno-Alvarez, H., Poliakova, M y Gbmez-Roa, A. 2016. Revista
de divulgacion cientifica y tecnologica de la Universidad
Auténoma de Nuevo Ledén, Méjico, 19 No. 81).

Plasticos convencionales

La palabra plastico deriva del griego nhactiyocy se utiliza para referirse a
aquellos materiales o compuestos que, a diferencia de los cuerpos elasticos, al ser
comprimidos pueden cambiar de forma, conservandola luego de modo perma-
nente (Gilbert, 2017).

Aunque parezca paradojico, los materiales plasticos surgieron en 1860 co-
mo consecuencia de las limitaciones impuestas a una actividad ladica. Debido a
la escasez de marfil, un material fundamental para la elaboraciéon de bolas de bi-
llar, la empresa mas importante de ese sector (Phelan & Collander, Nueva York,
EEUU) convocd un concurso con el fin de conseguir un sustituto aceptable del
mismo. John Wesley Hyatt (Fig. 3) present6 un proyecto en el que se detallabala
sintesis de un compuesto (denominado celuloide) constituido por nitrato de ce-
lulosay que fue utilizado parala fabricacion de diferentes objetos.

Sin embargo, a fuer de ser escrupulosamente rigurosos, el primer plastico
sintético moderno fue la parkesina, ideada y patentada por el britanico
Alexander Parkes a mediados del siglo XIX (Parkes, 1866). Aunque este
polimero parecia a priori muy prometedor, no tuvo éxito y la empresa creada por
Parkes cerro al cabo de dos afios.

Unos anos mas tarde (1909) Leo Hendrik Baekeland, sintetiz6 la
baquelita a partir de fenol y formaldehido. Este producto constituy6 el primer
plastico totalmente sintético de la historia (Baekeland, 1910).

En la década de los afios 30, Eric William Fawcett y Reginald Oswald
Gibson describieron que el etileno polimerizaba bajo la accién del calor y la
presion formando un termoplastico al que llamaron polietileno (PE). Al
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reemplazar en el etileno un 4tomo de hidroégeno por uno de cloro, Lonsbury
Semon (Fig. 3) produjo el cloruro de polivinilo (PVC), un plastico duro y muy

resistente al fuego. De forma analoga se obtuvo el poli-tetra-fluoro-etileno
(PTFE), conocido popularmente como teflon; el poliestireno; su derivado el
poliestireno expandido (o EPS), y el nailon, la primera fibra artificial sintetizada
(Wallace Hume Carothers, Dupont Co. Delaware, EEUU) (Gilbert, 2017).

Enladécadadelos 50 Karl Ziegler, en el instituto Max Planck, y el quimico
italiano Giulio Natta, del Instituto Politécnico de Milan, describieron unos cata-
lizadores (catalizadores de Ziegler-Natta) que permitian conseguir un exhaus-
tivo control tanto de las estructuras como de la longitud y de las propiedades de
ciertos polimeros (Gilbert, 2017). Desde esa fecha el nimero de polimeros plas-
ticos convencionales creci6 exponencialmente, de forma que practicamente todo
lo que nos rodea esta constituido parcial o integramente por plasticos de dife-
rente naturaleza.

Eric W. Faweett (1927-2000) y

John Wesley Hyatt  Alexander Parkes .. Hendrik Baekeland Reginald O. Gibson (19027-1983)
1837-1920 1813-1890 1863-1944

Lonsbury Semon Wallace Hume
1898-1999 Carothers Karl Ziegler Giulie Natta Maurice Lemoigne
1896-1937 1898-1973 1903-1979 1883-1967

Figura 3. Cientificos que han realizado aportaciones relevantes
relacionadas con el descubrimiento y/o con la sintesis de
polimeros plasticos.

Los bioplasticos

Los bioplasticos son materiales poliméricos con propiedades semejantes
a las de los plasticos petroquimicos, pero que, a diferencia de ellos, se obtienen,
total o parcialmente, a partir de precursores sintetizados por los seres vivos.
Unos derivan de macromoléculas biologicas (almidén, aceite de soja, celulosa,
etc.) y, por lo tanto, son biodegradables. Otros, estan formados por mezclas de
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éstos y de plasticos convencionales, lo que implica que son s6lo parcialmente

biodegradables y un tercer grupo, los denominados bioplasticos de origen micro-
biano, son polimeros biodegradables constituidos por unidades sintetizadas in-
tegramente por bacterias. Dentro de este ultimo grupo se incluyen los poli-
hidroxialcanoatos (PHAS), el poli-lactato (PLA), el poli-butilén-succinato (PBS),
el poli-para-fenileno (PPP), el poli-trimetilen-tereftalato (PTT) y el polietileno
(PE) (Fig. 4).
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Figura 4. Estructura quimica de las diferentes familias de
bioplasticos.

En esta revision nos referiremos exclusivamente a los PHAs, ya que éstos
son los tnicos bioplasticos polimerizados in vivo, biodegradables, y que poseen
propiedades similares a las de los plasticos derivados del petroleo.

Descubrimiento delos PHAs

En 1923, el microbidlogo francés Maurice Lemoigne (Fig. 3), Director del
Laboratorio de Fermentaciones del Instituto Pasteur en Lille (Francia),
descubri6 el poli-3-hidroxibutirato (PHB) en cultivos de Bacillus megaterium
(Lemoigne, 1923). Este compuesto, que poseia actividad 6ptica, fue considerado,
erroneamente, como un material lipidico, motivo por el cual este autor y sus
aportaciones cientificas permanecieron ignorados hasta que Wilkinson en
Edimburgo y el grupo de Doudoroff y Stanier en Berkely redescubrieron los
PHBs (Williamson y Wilkinson, 1958; Doudoroffy Stanier,1959).

El analisis de esos polimeros, a los que la comunidad cientifica denomind
poli-hidroxialcanoatos (abreviadamente PHAs), revel6 que en realidad se tra-
taba de una familia de compuestos constituidos por, al menos, 125 monémeros
diferentes (Oliveraetal.,2010).

En resumen, los PHAs son poliésteres producidos por un gran niimero de
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bacterias que se acumulan como inclusiones supramoleculares (carbonoso-
mas), observables como granulos refringentes al microscopio 6ptico y como
cuerpos electrolucidos cuando se utiliza el microscopio electronico (Fig. 5). Es-
tos compuestos constituyen una valiosa reserva energética; protegen al microor-
ganismo ante diferentes situaciones de estrés; participan en la formacion de
biofilms; sirven para mantener el estado redox intracelular y, en algunas bacte-
rias (como Azospirillum brasilense) modulan la quimiotaxis, esto es, la capaci-
dad para modificar su movilidad en funcion del gradiente de concentracion de
ciertos nutrientes (Chen, 2010).

GRANULOS
DE PHAs

A ) ..
Fﬁ 3‘ - i Aspecto al MO
’ - . Q}A

Figura 5. Fotografia optica (izquierda) y electronica (derecha su-
perior) de Pseudomonas putida U cuando esta bacteria se cultiva en
medios que contienen precursores de PHAs (Oliveraet al., 2010).

Clasificacion delos PHAs
Dada la gran diversidad estructural de los PHAs (se han descrito méas de
150 tipos diferentes) la clasificacion de estos polimeros no ha sido una tarea sen-
cilla. Nosotros (Luengo et al., 2003) los hemos agrupado atendiendo a los si-
guientes criterios:
- frecuencia de aparicion: PHAs comunesy PHAs inusuales
- naturaleza quimica de los monoémeros: alifaticos, aromaticos y mixtos
-tamanio delaunidad monomérica:
- aquellos cuyos mondémeros contienen entre 3y 5 carbonos (denominados
scl-PHAs o PHAs de cadena corta)
- los que contienen mondémeros cuya longitud oscila entre 6 y 12 carbonos
(alos que nosreferiremos como mcl-PHAs o PHAs de cadena media),y
- aquellos otros en los que la longitud de sus monoémeros es superior a 12
atomos de carbono (Ilamados lcl-PHAs o PHAs de cadena larga).
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- origen biosintético: naturales, semisintéticosy sintéticos
Y, finalmente,en funcion de:

- tipos de monomeros presentes en los PHAs: homopolimeros y
heteropolimeros.

Propiedades delos PHAs

Todos los PHAs comparten dos caracteristicas esenciales: (i) son biode-
gradables, lo que implica que pueden ser eliminados tanto en condiciones aero6-
bicas como anaerobicas, sin dejar ningin tipo de residuo y (ii) son biocom-
patibles, esto es, esos materiales pueden aplicarse en un ser vivo (hombre u otras
especies) sin causar efectos nocivos (Luengo et al., 2003).

Ademas, los PHAs poseen otra serie de caracteristicas que les hacen muy
interesantes. Son termoplasticos, piezoeléctricos y con elasticidad variable; pue-
den contener grupos funcionales; su peso molecular oscila entre 20000 y 30 mi-
llones de Da; poseen monoémeros quirales; son hidrofébicos e impermeables a
los gases y, lo que es muy importante, sus estructuras moleculares pueden ser di-
senadas y modificadas, casia voluntad, mediante ingenieria genética.

Biosintesis de PHAs de cadena corta(scl-PHAs)

A finales de la década de los 80, se consigui6 la clonacion de los genes in-
volucrados en la sintesis y movilizaciéon de polihidroxibutirato en el microor-
ganismo Cupriavidus necator, asi como la expresion heterologa de estos genes
en Escherichia coli (Slateretal.,1988).

Esos estudios demostraron que para sintetizar el polimero se requerian
tres genes (phaC, phaBy phaA), localizados en el cluster pha (acronimo de poli-
hidroxialcanoato). Las tres proteinas codificadas por esos genes catalizaban la
sintesis de acetoacetil-CoA desde acetil-CoA (reaccién llevada a cabo por PhA);
la reduccion esteroespecifica de este compuesto a (R)-3-hidroxibutiril-CoA (eta-
pa catalizada por PhB) y, finalmente, la polimerizacién de este monémero para
generar PHB (reaccion catalizada por la polimerasa PhaC) (Fig. 6).

Ademas de los genes anteriormente citados, se precisan otros, localizados
en regiones gendmicas separadas, que codifican proteinas requeridas para la or-
ganizacion y estabilidad del granulo (PhaP); para la movilizacion de los mono-
meros desde el polimero (PhaZ, que es una despolimerasa), y para regular tanto
su biosintesis (PhaR) como la distribucion de los granulos durante la division
celular (PhaM).

Recientemente, se han identificado otros genes que codifican otras poli-
merasas, -cetotiolasas, NADPH-oxidorreductasas y despolimerasas alterna-
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tivas, variantes de PhaP (phaP1-phaP7), asi como otros que codifican hidrolasas
de oligbmeros (phaY1, phaY2) (Kobayashi et al., 2005; Jendrossek y Pfeiffer,
2014).

0 0 OH O
PhaA '
SGop et SCoA = SCoA ™8

Acetil-CoA Acetoacetil-CoA (R)-3-OH-butiril-CoA

phaC phaB phaA
(1717 bp) (1179bp) (738 bp) (670 bp) (1260 bp)

phaY phaM
(551 bp) (363 bp) (1770 bp)

Figura 6. Ruta responsable de la sintesis de PHB y organizacion
de los diferentes genes que codifican las enzimas requeridas para
ese procesoy parala movilizacion de sus monoémeros.

Laregulacion delaruta de sintesis de PHB es muy compleja ya que esté so-
metida a sefiales metabolicas, ambientales y otras puramente genéticas. Asi, un
exceso de acetil-CoA reduce la sintesis de estos polimeros, mientras que todas las
condiciones metabdlicas o ambientales que causan una reduccién del contenido
de acetil-CoA desencadenan o restauran la sintesis de PHB. Por otra parte, PhaC
y PhaZ se sintetizan como proteinas inactivas, por lo que requieren polipéptidos
distintos (PhaM en el caso de PhaC y uno desconocido en el caso de PhaZ) para
ser convertidas en enzimas plenamente funcionales. Adicionalmente, se ha com-
probado que la sintesis de PhaP es un proceso dependiente de PHB que requiere
la participacion del represor PhaR. En suma, la sintesis y organizaciéon de los
granulos de PHB es un proceso complejo que requiere la particion de numerosas
proteinas, algunas de las cuales, o son desconocidas, o han sido caracterizadas
sblo parcialmente.

Biosintesis de PHAs de cadena media (mcl-PHASs)

A diferencia de los anteriores, los PHAs de cadena media, o mcl-PHAs,
estan constituidos por monémeros alifaticos (usualmente acidos 3-OH-alcanoi-
cos) en los que la longitud de la cadena carbonada esta comprendida entre 6y 12
atomos de carbono.

Su biosintesis requiere la participacion de cinco proteinas diferentes
(PhaC1, PhaC2, PhaD, PhaF y Phal), codificadas por otros tantos genes que
pertenecen al locus pha (Fig.7).
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Figura 7. Organizacion de los genes que codifican las enzimas re-
queridas para la biosintesis, acumulacién intracelular de mcl-
PHAs y movilizacion de los monémeros. En la parte inferior se
representa la estructura de un granulo de PHA indicando la loca-
lizacion de algunas de las proteinas mas importantes y las diferen-
tesrutas (a, b, cyd) implicadas en la sintesis y en la degradacion de
las unidades monomeéricas. 1, Alcano 1-monooxigenasa; 2, alcohol
deshidrogenasa; 3, aldehido deshidrogenasa; 4, acil-CoA ligasa; 5,
acil-CoA deshidrogenasa; 6, enoil-CoA hidratasa; 7, 3-OH-acil-
CoA deshidrogenasa; 8, 3-cetotiolasa; 9, (R)-enoil-CoA hidratasa;
10, 3-cetoacil-CoA reductasa; 11, b-cetotiolasa; 12, acetoacetil-CoA
reductasa dependiente de NADPH. 13, acetil-CoA carboxilasa; 14,
ACP-maloniltransferasa; 15, 3-cetoacil-ACP-sintetasa; 16, 3-
cetoacil-ACP-reductasa; 17, 3-OH-acil-ACP reductasa y 18, enoil-
ACPreductasa (Luengo et al.,2003).

El analisis funcional de esas cinco proteinas revel6 que PhaC1y PhaC2, ac-
tan como polimerasas. Usualmente se encuentran formando complejos inacti-
vos (dimeros) que requieren la presencia de acil-CoA derivados para convertirse
en enzimas funcionales (Obeso et al., 2015). Ambas reconocen monomeros alifa-
ticos y aromaticos y, aunque estructuralmente muy similares, poseen distinta
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especificidad de substrato (Arias et al., 2008).

Otras dos proteinas, PhaF y Phal, participan en la organizacion de los gra-
nulos de PHA en el interior de la bacteria. Ambas poseen una gran homologia con
oleosinas (unas proteinas relacionadas con la acumulacion de lipidos en vegeta-
les) y, por estarazon, dela combinacion de pha (de polihidroxialcanoatos) méasla
terminacion sinas de oleosinas, se las ha denominado genéricamente fasinas
(Garciaetal.,1999; Sandoval et al., 2007).

El analisis estructural de una de estas fasinas, la denominada PhaF, ha re-
velado que es una proteina en la que existen dos dominios perfectamente defini-
dos (Maestro et al., 2013). Uno, el correspondiente al extremo amino terminal
(denominado péptido BioF), posee homologia con oleosinas y es el responsable
de la union de esta proteina a las cadenas nacientes o al granulo de PHAs. El otro
dominio, localizado en el extremo carboxilo terminal, esta relacionado con una
secuencia consenso presente en las histonas del tipo H,. En suma, PhaF es una
proteina bifuncional que se une a granulos de PHA y también a DNA. Esta par-
ticularidad tiene una gran importancia biotecnolégica tal y como describiremos
mas adelante.

Adicionalmente, entre los genes phaC1 y phaC2 (Fig. 7) se encuentra otro
gen, phaZ, que codifica una despolimerasa requerida para la liberacion de los
mondémeros desde el polimero (de Eugenio et al., 2007). Finalmente, PhaD es
una proteina que controla la expresion de las fasinas PhaF y Phal (de Eugenio et
al.,2010).

La regulacién del metabolismo de los PHA es harto compleja, puesto que
tiene lugar tanto a nivel enzimatico (mediada por inhibicion de cofactores y dis-
ponibilidad de metabolitos) como a nivel transcripcional (lo que requiere la par-
ticipacion de reguladores especificos -PhaD, PhaF- y de reguladores globales -
RpoN, RpoSy Crc-).

Acumulacioén intracelular de PHAs

Aunque todavia no ha sido esclarecido con precisiéon el proceso que con-
duce a la acumulacién intracelular de PHAs, para explicarlo se han propuesto
tres modelos diferentes: el micelar; el de formacion de brote o yema y el de an-
damio o scaffold (Jendrossek y Pfeiffer, 2014).

La hipotesis que propone el modelo micelar, sugiere que los granulos de
PHAs se generan como consecuencia de un proceso de autoensamblaje de las
cadenas poliméricas nacientes, originando inclusiones citoplasmicas insolubles
rodeadas por una unidad de membrana.

La segunda hipotesis (la de brote o yema) preconiza que las polimerasas
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seunirian ala membrana citoplasmatica (donde se incorporarian también las fa-
sinas) y alli comenzarian a sintetizarse las cadenas nacientes de PHAs. Los oligo-
meros, unidos a la membrana, se agregarian en el espacio intermembranal, for-
mando, al crecer, una especie de yema que, una vez alcanzado el tamafo critico,
seliberaria al citoplasma como una entidad independiente o granulo.

El tercer modelo, el de andamio o scaffold, propuesto exclusivamente pa-
ra explicar la sintesis de PHBs, asume que la polimerasa (PhaC) se encuentra
unida al cromosoma bacteriano por medio de la proteina PhaM, quien actuaria
como esqueleto o andamio durante la sintesis del polimero.

A pesar de que todas estas hipotesis cuentan con defensores y detractores,
ésta ultima (modelo de andamio) parece serla méas aceptada.

Movilizaciony degradacion delos granulos de PHAs

Cuando la concentracion de los nutrientes presentes en el medio dismi-
nuye, los PHAs acumulados intracelularmente comienzan a ser movilizados. La
proteina responsable de la liberacion de los monémeros es la despolimerasa
PhaZ, una esterasa que hidroliza todos aquellos PHAs cuyos constituyentes es-
tan unidos mediante enlaces oxoésteres (de Eugenio et al.,2007). Una vezlibera-
dos, los (R)-3-OH-acil (o aril)-CoA generados, son degradados a través de la ruta
de beta-oxidacion de los acidos grasos (Olivera et al., 2001). Por lo tanto, la acu-
mulacion de PHAs en las bacterias se debe, a la existencia de un notable desequi-
librio entre la velocidad de sintesis yla de su movilizacion (Fig. 7).

Como ya hemos advertido, una de las ventajas de los PHAs frente a los
plasticos convencionales es que son biodegradables, es decir, los sistemas vivos,
o partes de ellos, pueden eliminar estos compuestos del medio ambiente. La de-
gradacion extracelular de PHAs se lleva a cabo por despolimerasas extracelula-
res, que también son esterasas; pero diferentes de PhaZ. La enzima prototipo es
la despolimerasa de Pseudomonas fluorescens, una proteina que hidroliza PHAs
de cadena media (Chen, 2010).

Factores que afectan la produccion de PHAs

Uno de los mayores problemas que atafien a la produccion de bioplasticos
y, en particular a la de los PHAs, son los bajos rendimientos de produccién. Unas
veces, esta limitacion se debe a la escasa capacidad biosintética del microorga-
nismo productor y otras a sus estrictos requerimientos nutricionales. Por esta
razon, las estrategias cientificas disefiadas para mejorar la producciéon industrial
de PHAs han pretendido conseguir cepas con mayor capacidad biosintética; pero
que, a la vez, sean capaces de utilizar como nutrientes las materias primas (o los
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subproductos) generados en el pais o en la zona del mundo donde se van a pro-
ducir esos polimeros. Por estas razones, las aproximaciones cientificas disena-
das para abordar la produccion industrial de PHAs, han tenido como objetivos
prioritarios: (1) la seleccion de la mejor cepa productora; (2) aquella que sintetice
el polimero o copolimero mas valioso; (3) la que utilice como nutrientes las ma-
terias primas mas baratas; (4) la que para cultivarse requiera condiciones poco
exigentes (incluso ausencia de esterilidad); (5) aquella que requiera los procesos
de fermentacion, purificacion y extraccion menos costosos y, finalmente, (6), la
que seamas facil de manipular genéticamente.

De todas las aproximaciones experimentales, la herramienta molecular
mas util para conseguir tales propositos ha sido, sin ninguna duda, la ingenieria
genética. Mediante diferentes abordajes se ha conseguido incrementar el nime-
ro de copias de los genes biosintéticos; se han alterado los mecanismos responsa-
bles de su regulacion; se han eliminado los cuellos de botella metabélicos y/o se
han suprimido las rutas catabélicas que desviaban el flujo de mon6meros, o que
secuestraban precursores monomeéricos (Olivera et al., 2001). Adicionalmente,
la ingenieria de proteinas ha permitido disefiar polimerasas que reconocen mo-
nomeros inusuales, y la ingenieria metabodlica ha facilitado la biosintesis de
PHAs a partir de materias primas mucho méas baratas.

Hoy dia, disponemos ya de bacterias manipuladas genéticamente que
acumulan grandes cantidades de PHAs (mas del 75% del peso seco de las bacte-
rias), constituidos por monoémeros que poseen estructuras quimicas muy diver-
sas, y con caracteristicas y aplicaciones biotecnolégicas muy interesantes (Fig.
8).

Una alternativa al uso de bacterias recombinantes ha sido la utilizacion de
ciertos eucariotas (levaduras y plantas) como biofactorias de PHAs. Asi, se han
empleado cepas de levaduras recombinantes pertenecientes a las especies
Sacharomyces cerevisiae y Yarrowia lipolytica, que expresaban en peroxiso-
mas algunos los genes requeridos para sintetizar polihidroxibutirato en la bacte-
ria Cupriavidus necator. Desafortunadamente, la cantidad de polimero acumu-
lado nunca superd el 7 % respecto al peso seco; rendimiento que era unas 10 veces
inferior al que se obtenia con bacterias manipuladas genéticamente (Bogdawa et
al.,2005). Por estarazon, esta linea de investigacion fue abandonada y se abord6
otro proyecto que tenia como finalidad expresar esos mismos genes en plantas.
El mayor tamano de las células vegetales; su contrastada capacidad para acumu-
lar inclusiones lipidicas y lo poco costoso que resultaba su cultivo en grandes
extensiones, hicieron concebir grandes esperanzas en este tipo de estudios.
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Figura 8. Aspecto de la cepa silvestre Pseudomonas putida U
(paneles Ay B) asi como la de un mutante superproductor de mcl-
PHAs (P. putida U AfadBA) (paneles C y D) en el que se han
delecionado los genes responsables de la beta-oxidaciéon de los
acidos grasos. Las microfotografias (A 'y C) han sido realizadas con
un microscopio electronico (ME) de transmision, mientras que las
de B y D han sido obtenidas con un ME de barrido. El panel E
muestra el aspecto de la cepa silvestre (parte superior) y del mu-
tante (parte inferior) cuando se cultivan en un medio en el que am-
bas cepas acumulan PHAs. En el panel F se muestran las laminas
de PHAs obtenidas a partir de diferentes cultivos.

En 1992 se describi6 por primera vez la sintesis de PHB en un recombi-
nante de la planta Arabidopsis thaliana. Desde entonces, la investigacion para
optimizar los procesos de producciéon de PHA en plantas ha continuado hasta
nuestros dias, lograndose expresar los genes que codifican la ruta de biosintesis
de estos polimeros en distintas especies vegetales (Porier y Brumbley, 2010). Sin
embargo, a pesar de que mediante estas estrategias se ha conseguido cierto éxito,
la produccion de PHASs en cultivos extensivos de plantas sigue siendo muy baja,
debido, fundamentalmente, a que la acumulacion de PHAs en tejidos vegetativos
provoca clorosis y, como consecuencia, una notable reduccion del crecimiento de
las plantas recombinantes.

Produccion global de PHAs

Establecer la cantidad real de PHAs que se produce a nivel mundial no es
una tarea sencilla ya que existe una diferencia notable entre los datos publicados
por las diferentes compaiiias y los valores reales. Asi, si nos atenemos a los es-
tudios de mercado mas recientes, en el afio 2014 se produjeron 32.000 toneladas
(Nova-Institute, Alemania), cifra que segiin European Bioplastic se duplicara en
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el préximo quinquenio (Khandal et al., 2015). No obstante, la capacidad real
para obtener estos biomateriales a nivel mundial es muchisimo mayor (alrede-
dorde 6,7 millones de toneladas en el ano 2018), y va a seguir creciendo exponen-
cialmente ya que, a tenor de las previsiones mas conservadoras, la demanda de
materiales plasticos para el afio 2100 sera de 2000 millones de toneladas, lo que
requeriria consumir el 50% de las reservas de petroleo disponibles a nivel
mundial para sintetizarlos.

Aplicaciones biotecnologicas

Si las caracteristicas y propiedades de estos polimeros ya los hacian parti-
cularmente atractivos, el interés por estos biomateriales ha crecido exponen-
cialmente al comprobar sus multiples e interesantes aplicaciones. Algunas de
ellas, las mas importantes, las describimos a continuacién.

Uso como materiales de empaquetamiento

Los primeros PHAs obtenidos se utilizaron para elaborar recipientes des-
tinados a contener productos de uso comun, asi como para bolsas de almacena-
miento. Hoy dia su uso es mucho méas amplio, y entre los materiales fabricados
por diferentes empresas encontramos: bolsas de la compra, envases, materiales
para tapizar, bolsas para desechables, tubos, fibras con alta resistencia a la
traccion y diversos articulos con aplicaciones muy diferentes (Iwata y Tanaka,
2010; Nodaetal.,2010).

Aplicaciones en medicinayen farmacia

Los PHAs y sus derivados se han utilizado también en medicina, funda-
mentalmente en Quirdrgica, y han servido para fabricar protesis, para desarro-
llar elementos empleados en la fijacion de suturas y guias de nervios, para ela-
borar materiales usados en la reparaciéon del cartilago articular (por ejemplo,
menisco), para fabricar placas 6seas, injertos 6seos y de tendones. También han
sido usados para obtener parches cardiovasculares, stents y valvulas venosas.
Recientemente, los PHAs han servido para elaborar implantes oculares, protec-
tores dérmicos, apositos para heridas y homeostaticos (Williams y Martin, 2005;
Bianetal.,2009; Wanget al., 2010; Williams et al., 2013).

Un aspecto interesante lo constituye el hecho de que los PHAs y sus deri-
vados puedan actuar como transportadores de proteinas implicadas en la morfo-
génesis 0sea y que, ademas, sean promotores de la proliferacion celular. Este
descubrimiento ha conducido a su utilizacion en procesos de regeneracion dsea,
asi como en la reparacién de tejidos (Williams et al., 2013). Buena prueba de ello
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es que algunos productos derivados de los PHAs han sido ya autorizados por la
FDA, para ser utilizados como implantes.

En farmacia, los PHAs se han utilizado fundamentalmente como activa-
dores de la coagulacion; como radiopotenciadores y quimioprotectores; como
inhibidores del 6xido nitrico sintetasa y, en algunos casos, como antibacterianos
(Sandoval et al., 2005). Ademas, el acido 3-hidroxi-butirico y sus derivados ac-
than sobre funciones cerebrales muy complejas, incrementando la capacidad y la
velocidad de aprendizaje y potenciando, muy significativamente, la memoria
(Zouetal.,2009).

En los dltimos anos la manipulacion de particulas cuyo tamafio oscila en-
tre 1y 100 nanémetros (base de la nanotecnologia) ha sufrido un gran avance. El
uso de particulas tan pequefias, presenta ventajas interesantes respecto a mate-
riales de mayor tamafio, ya que, debido a su mayor area superficial, poseen una
mayor reactividad quimica. Los PHAs han sido usados como material de partida
para elaborar nanoparticulas que actian como vehiculos de diversos farmacos
(antitumorales, antiinflamatorios, analgésicos o antihelminticos) y que han sido
disenadas para dirigirse a receptores celulares especificos (Yamamoto et al.,
2005).

Aplicaciones en agricultura
-Empleo de PHAs en cultivos inoculantes

El uso de cultivos microbianos utilizados como formulaciones comercia-
les (también llamados cultivos inoculantes) para ser aplicados a suelos, es una
practica habitual en agricultura. Suelen comercializarse como polvo mezclado
con turba, como granulos, o bien como formulaciones liquidas y se suelen afadir
directamente al suelo donde se van a plantar semillas, o bien mezclados con las
semillas, antes de que éstas sean depositadas en semilleros. Pues bien, se ha com-
probado que ciertas especies pertenecientes a los dos géneros bacterianos mas
utilizados en este tipo de cultivos facilitadores (es decir Rhizobium y
Azospirillum), soportan mejor las condiciones estresantes y colonizan mas
rapidamente las raices de las plantas si acumulan intracelularmente PHBs
(Chen, 2010).
- Usodelos PHA como vehiculo de insecticidas

Como ya advertiamos al analizar las fasinas implicadas en la formacion
del granulo de PHA, el analisis de la estructura molecular de esas proteinas (so-
bretodolade PhaF), ha permitido, mediante estrategias muy ingeniosas, disefiar
sistemas de vehiculizacion de insecticidas que permiten acceder directamente al
organismo diana y combatirlo, mucho mas eficazmente, que empleando proce-
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dimientos de fumigacion habituales. Asi, ciertos insecticidas pueden incorpo-

rarse a granulos de PHAs y ser anadidos a formulaciones que se ponen en contac-
to con, o son ingeridas por, el insecto que se pretende combatir (Moldes et al.,
2006).

Purificacion de proteinas
Dentro de las miltiples aplicaciones de los PHAs, una de las méas pro-

metedoras y, probablemente, una de las mas sofisticadas, es la que hace referen-
cia a su uso para la purificacion de cualquier proteina con interés biotecnologico
(Moldesetal.,2004).

Utilizando la biologia sintética se han fabricado diferentes construcciones
genéticas en las que, a la secuencia del gen que codifica la proteina deseada (la
que se pretende purificar), se ha afiadido la secuencia de DNA de una inteina (es-
to es, una proteina que se autoescinde por variacion del pH), y, unida al gen que
codifica la inteina, la secuencia del péptido BioF (aquel que, como ya vimos, era
responsable de la union de la fasina PhaF al granulo de PHA). El gen producto de
esta fusion se superexpresa in vivo, en E. coli y de esta manera, se consigue una
proteina hibrida (BioF-Inteina-Proteina deseada) que posee la facultad de unir-
se a PHAs a través del péptido BioF. El extracto libre de células de E. coli, se in-
cuba con granulos de PHAs, de modo que el complejo BioF-Inteina-Proteina
queda adherido al granulo y se separa del resto de las proteinas por centrifuga-
cion a baja velocidad. Luego, mediante un simple cambio de pH, la proteina que
se pretende purificar, se libera al sobrenadante por autoescision de la inteina,
quien junto al péptido BioF se mantiene pegado a las particulas de PHAs en el
precipitado. Este método permite la produccion y purificacion de proteinas con
un alto valor afiadido, de un modo continuo, rapido y a un coste muy bajo.

Uso como aditivos alimentarios
En los tltimos anos, debido a la aparicion y proliferacion de bacterias que
han desarrollado mecanismos de resistencia a los antibioticos, se han aplicado

politicas sanitarias que pretenden disminuir la utilizacién de estos compuestos
como promotores del crecimiento en explotaciones ganaderas.

Algunas moléculas, como son los acidos grasos de cadena corta, podrian
ser unos buenos substitutos de los antibioticos ya que pueden actuar como bac-
teriostaticos y, ademas, ejercer un control negativo sobre la expresion de algunos
factores de virulencia. Esto es, una vez ingeridos, influyen positivamente sobre la
salud del hospedador.

Pues bien, teniendo en cuenta que los PHAs al degradarse, durante su
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paso a través del tubo digestivo de los animales, liberan monémeros (bien alifa-
ticos o bien aromaticos) que cumplen las mismas funciones que los 4cidos grasos
de cadena corta, la adicién de PHAs al pienso podria ejercer un efecto de biocon-

trol similar al descrito para aquellas moléculas. Nuestro grupo de investigacion
ha evaluado el potencial de los PHAs como agentes preventivos de infecciones
causadas por diferentes bacterias en crustaceos, peces, aves y en cerdos.

Usodelos PHAs como fuente de energia calorifica

Ciertos ésteres derivados de los monémeros que integran algunos PHAs
(p. €j. los ésteres metilicos del acido 3-hidroxi-butirico y de los acidos 3-hidroxi-
alcanoicos de cadena media) pueden ser utilizados como biocombustibles. De
hecho, se ha comprobado que esos compuestos tienen un calor de combustion
parecido al del etanol y que la adiciéon de un 10% de esos ésteres a este alcohol,
incrementa su calor de combustion en mas de un 30 % (Chen, 2010).

Conclusionesy perspectivas de futuro

Todas las consideraciones anteriormente expuestas nos permiten esta-
blecer que los PHAs representan una alternativa real a los plasticos de origen pe-
troquimico. El gran nimero de compuestos que pueden obtenerse en funcién del
microorganismo productor (bien sea una cepa silvestre o aquella manipulada ge-
néticamente); el hecho de que sean biodegradables y sus multiples aplicaciones
biotecnoldgicas, ha hecho que estos polimeros puedan solventar problemas eco-
l6gicos, clinicos, farmacologicos e industriales.

Adicionalmente, la descripcién de nuevos PHA (p. €j. los denominados
inusuales) en microbios aislados de habitats hasta hace poco desconocidos; el di-
seno de nuevos métodos para detectar pequenias cantidades de estos polimeros
(incluso en poblaciones microbianas complejas); los avances en genética, meta-
gendmica y en ingenieria metabolica; la sintesis quimica de nuevos polimeros en
los que se ha modificado la estructura de algunos monémeros, o la obtencién por
fermentacion de PHA en los que se alternan los diferentes monémeros en pro-
porciones estrictamente controladas, han incrementado el nimero de PHA sus-
ceptibles de ser utilizados en un futuro préoximo. Ademas, el hecho de que estos
bioplasticos puedan ser sintetizados por diferentes organismos (bacterias, leva-
duras, hongos filamentosos e incluso por plantas) cuando se cultivan en medios
que contienen fuentes de carbono de diferente naturaleza, tiene la ventaja de que
estos biomateriales pueden ser obtenidos en cualquier pais del mundo, lo que
contribuira al desarrollo industrial de muchas zonas, incluso las mas deprimi-
das, de nuestro planeta. No es de extranar, pues, que los PHAs descubiertos por
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Lemoigne en 1926, hoy dia, casi un siglo después, constituyan uno de los bioma-
teriales mas atractivos y con un futuro industrial mas prometedor.
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