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1 Introduccién y objetivo

1 Introduccién y objetivo

La Federacidn Europea de Biotecnologia define a la biotecnologia como:
“el uso integrado de la ingenieria, bioquimica y microbiologia para conseguir la
aplicacién tecnolégica 6 industrial de los microorganismos, células de tejido
cultivado y sus partes”. En resumen, la biotecnologia es la aplicacion de
agentes bioldgicos ya sea en la industria manufacturera o en operaciones de
servicio. El término biotecﬁologia podria significar que se trata de una
disciplina individual, pero la esencia de la biotecnologia es su naturaleza
multidisciplinaria, la cual requiere de amplias aportaciones de la ciencia y la
ingenieria.

Los principales avances de la biotecnologia, han sido los anticuerpos
monoclonales y la ingenierfa genética. Los anticuerpos monoclonales son los
productos de la tecnologia del hibridoma. Esta se basa en la fusién de célidas
animales, del sistema inmune, con células cancerosas. Las fineas de células
hibridas que se forman tienen la capacidad de crecer y producir anticuerpos

altamente especificos, los cuales se conocen como anticuerpos monoclonales.




2 Intruduccién y objetivo

La ingenieria genética es la capacidad para transferir genes de un
organismo a otro, lo cual no es posible mediante métodos genéticos
ordinarios. Esta técnica ha encontrado una amplia aplicacién en el campo de
la medicina, en [2 agricultura y en Iz industria alimentaria.

Biopolimero es el nombre generalizado para los polimeros que son
contenidos en, y constituyen, la vida de los organismos, y asi se tienen: que las
proteinas, los 4cidos nucleicos, y los polisacéridos, son los miembros mas
predominantes de esta clase. Los biopolimeros consisten de unidades
estructurales repetitivas tales como amino Acidos (proteinas), y azucares
(polisac#ridos), los cuales son unidos por dehidratacidn. La estereoquimica en
los biopolimeros es muy importante para entender sus funciones bioldgicas.

Dentro de la biotecnologia {a produccién de polimeros biodegradables se
ha vuelto importante dadas, las presiones de Ios; grupos ambientalistas,
dentro de los cuales se encuentran los biopoliésteres.

Los biopoliésteres son poliésteres derivados de fuentes bacterianas, y se
basan exclusivamente en 4cidos p-hidroxialcandicos, aunque se conocen
también algunos derivados de #4cidos y-hidroxialcandicos. Los poliésteres
enlazados al fragmento acilo no han recibido tanta atencién como otros

hiopolimeros enlazados glicosidicamente, llamados polisacéridos.
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E!l descubrimiento de los biopoliésteres representa una nueva clase de
macromoléculas naturales - polihidroxialcanoatos)-, conjuntamente con
poliisoprencides, poliglicdsidos, polinuclebtidos y polipéptidos. El gran interés
en los biopoliésteres, se centra alrededor de que son amigables al medio
ambiente, en oposicion al extenso uso de plasticos no biodegradables.

Los poli-p-hidroxialcanoatos, los cuales son usualmente copolimeros, son
poliésteres biotecnolSgicos. £l biopol, una versién comercial de PHA vendido
por ICl, es un copolimero hecho de unidades repetitivas de butirato y valerato.
El desarrollo comercial actual se basa en la tecnologia de la fermentacién,
pero los ingenieros en genética estan clonando genes en ciertas plantas, para

su obtencién.

En este trabajo se llevd a cabo una revisidn bibliogrifica sobre los
biopoliésteres, con la finalidad de contar con informacién actualizada sobre
dichos materiales, para establecer la viabilidad de lineas de investigacién, en

este campo, por lo cual se establecieron los siguientes objetivos:

— Revisar algunos aspectos importantes sobre biotecnologia.
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- Estudiar los diferentes tipos de biopoliésteres y los métodos de obtencién.

—Establecer las relaciones estructura/propiedades de dichos materiales, asi
como las perspectivas para su aplicacién.

— Por (iltimo analizar las diferentes formas de biodegradacién de
biopoliésteres.
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2 Biotecnologia

Algunos han predicho que las proximas décadas serdn las décadas de
“la biotecnologia®, donde el cancer, los defectos de nacimiento, el incremento
' del conocimiento de la vida, los cosméticos, la biodegradacion, los derrames
de petrdleo y la exploracion, y Ia disposicitn de residuos sélidos, y casi todos
los aspectos de nuestra vida material serdn afectados por esta 4rea de la
ciencia.

En las (ltimas décadas se han encontrado rapidamente desarrollos
cientificos e ingenieriles dentro del contexto de la biotecnologia. Si el mundo
econémico se beneficiari totalmente a partir de los avances en biociencias e
ingenierfa bioquimica, éste deberd ser capaz de enfocar los nuevos
conocimientos sobre objetivos comercialmente apropiados.

La biotecnologia en un cierto sentide es el campo mas viejo de la historia
humana y pueden encontrarse referencias en los escritos mas antiguos de la
humanidad sobre el uso de materiales derivados de la biotecnologia. En otro
sentido, la biotecnologia se enfoca al tratamiento directo de los materiales

naturales ¢ sus usos como un abastecedor de alimentos, incluyendo
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las actividades biol6gicamente asociadas y las aplicaciones de estos
materiales. Otro aspecto son los polimeros bioactivos los cuales ejercen algin
tipo de actividad sobre la vida de los organismos. Estos polimeros son
utilizados en agricultura, sistemas de liberacién controlada, medicina y
muchas otras 4reas. Estos materiales también se describen como polimeros
que combinan aspectos de bictecnologia y bioactividad.

Es necesario, en este caso, definir el uso del término biotecnologia dado
que tiene diferentes significados dependiendo del 4rea de aplicaciones. Asi, por
ejemplo, algunos la han considerado como otro aspecto meramente de la
biologia, ésta metodologia es en [a actualidad una nueva unién de la quimica y
biologia en una escala.

Recientemente, han surgido algunos factores adicionales los cuales podrian
redirigir 1a atencién hacia los sistemas biotecnolééicos. Algunos de estos
factores son: (1) obtencibn de recursos renovables a gran escala,
(2) Posibilidad de una biodegradacién natural.

Las reservas de petrleo y carbdn son limitadas y muchos materiales
diversos, incluyendo medicinas, tintes y combustibles dependen de estos
recursos. En general, los polimeros a base de derivados del petr6leo son

poco biodegradables y por lo general representan un problema potencial en
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en su disposicién. Mientras que reciclando se puede aliviar este obstaculo, los
factores econdémicos de el reciclado a(n permanecen inciertos; muchos
plasticos reciclados llevan un cierto costo de recuperacion, haciendo el uso de
plasticos virgenes mas atractivos. Existen, naturalmente, consideraciones
reguladoras para polimeros biotecnolégicos asi como para los
completamente sintéticos.

La biotecnologia moderna es una mezcla de innovacién sobreimpuesta y
fundamentos industriales, estos representan medios de produccién con
prospectos claros, desafiando problemas y estimulando la competencia.

Hoy se sabe que, la Biotecnologia ocupa el primer lugar en los esfuerzos
de investigacién y desarrollo de el mundo moderno. Ni siquiera, hay muchas
definiciones para este nuevo y moderno campo, la mas ampliamente
aceptada es la definicién que dice asi:

“la biotecnologia es la aplicacién de los principios cientificos e ingenieriles para
el procesado de materiales por agentes bioldgicos para proveer bienes y
servicios.”

Sin embargo, ef factor indiscutible es, que la biotecnologia es la tecnologia
para el siglo 21; porque, como la definicidn claramente lo dice, ésta tiene el

potencial para introducir nuevas perspectivas para la solucion de los
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principales problemas de hoy en dia relacionados con la salud, con la
agricultura, con el medio ambiente y 1a utilizacién de los recursos naturales.
Desde el punto de vista de las préximas generaciones, la biotecnologia
indudablemente jugara un papel cada vez méis importante, en el desarrollo de
las sociedades futuras. Asi, un gran niimero de cientificos en el mundo
constantemente han ido centrando sus esfuerzos en diferentes aspectos de
este campo.

La biotecnologia y particularmente su conocimiento y aplicacién en todos
los sectores de la industria, en esta década es una de las actividades lideres
en alta tecnologia. Los fundamentos de la biotecnologia son un prerrequisito
esencial, para extender ampliamente su aplicaci6n en el beneficic de la
sociedad y la industria. Por ejemplo, una drea crucial en los 90°s ciertamente
es la biotecnologia ambiental. Debido a que el descu‘ido y €l incremento de la
contaminacion del agua y del suelo, ast como la industrializacion y el desarrollo
de los paises han ocasionado una catistrofe ambiental. Algunas grandes
ciudades tales como Sao Paolo y la Ciudad de México estan ya en un

estado de contaminacién no-recuperable, la cual afecta seriamente la
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salud de sus habitantes. Para evitar y detener este fendmeno, es necesario
involucrar a todo el mundo (tanto en finanzas y tecnologia). La biotecnologia
ambiental puede en este caso, jugar un rol principal en el control de Ia
contaminacién y en la remediacién de sitios contaminados y particularmente

enla biodegi'adacién de compuestos quimicos tdxicos.

2. 1 Polimeros Nuevos y Tradicionales a partir de la

Biotecnoclogia

Como se ha dicho la biotecnologia puede ser definida como el uso,
modificacién 6 imitacibn de materiales naturales. En este contexto, existen
varios polimeros derivados de la biotecnologia, aunque ellos no siempre se
producen en masa (grandes cantidades). Tradicionalmente, los polimeros mas
antiguos usados por el género humano aparecieron a partir de lo que hoy se
conoce como biotecnologia. Estos polimeros incluyen algodén, cuero,
derivados de [a celulosa, plasticos caseinos y adhesivos, laca, almidones

modificados, papel y productos de madera, cuero, fana, etc.. En efecto la
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la industria primitiva de la pintura se basaba en aceites desecantes naturales.

{_a industria del curtido, parece ser la primera aplicaciéon a gran escala de
{a modificacién intencional de pofimeros para mejorar sus propiedades y su
durabilidad, aunque los curtidores estaban ajenos a los principios de la
naturaleza polimérica del material. La goma laca, “"shellac™ es un poliéster
natural aislado de los exudados de el insecto Laccifer lacca, tuvo gran uso
como un recubrimiento {pintura) 6 barniz. Todos estos materiales no fueron
reconocidos como polimeros hasta tiempos comparativamente recientes,

estos polimeros siguen siendo recursos valiosos.

2.2 Biotecnologia y polimeros industriales

Como se ha visto la biotecnologia fue el origen de los polimeros industriales
mas antiguos incluyendo: derivados de celulosa, algodén, almidén, seda, papel,
gomas, laca, cuero y lana, etc.. Al inicio la industria de las pinturas utilizaba
aceites monoméricos naturales y los primeros adhesivos se obtuvieron a
partir de derivados de la caseina. En este siglo, los polimeros sintéticos han
dominado por el incremento de los petroquimicos, pero los polimeros

derivados de la biotecnologia continuan en gran uso. Han surgido nuevos
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polimeros incluyendo poliésteres naturales, quitina y quitosana, &cido
hialurénico, polimeros semejantes a elastémeros, bioadhesivos, melamina, e
imitacién a las telararias. Algunos de estos polimeros prometen ser materiales
econdmicamente viables en cosméticos y usos relacionados a la medicina y
para aplicaciones generales.

Algunas razones para ¢l desarrollo de los polimeros sintéticos han sido el
factor de a) la simplicidad de su estructura, b) su facilidad de obtencién, y
¢) entender en teoria. Para los primeros quimicos en polimeros, fue facil
deducir las relaciones estructura-propiedad en los polimeros sintéticos.

Otro factor que ha promovido la revolucién de los polimeros sintéticos fue
la facilidad de obtener un amplic intervalo de propiedades y aplicaciones, lo
cual parecia imposible con los polimeros naturales.

Dentro de los polimeros biotecnoldgicos, los derivados de la celulosa han
encontrado grandes areas de aplicacin, en cosmetologia, a!ime_ntos, medicina
y fiberacidn controlada de farmacos, y asi, se tienen la metil-celulosa, la etil-
celulosa, la carboximetil-celulosa de sodio, asi como el acetato de celulpsa. El
almidén es el principal modo de almacenamiento de energia en las plantas y
ha sido empleado de diversas maneras en la industria.

Los polipéptidos tienen menos aplicaciones biotecnolbgicas que los

polisacéridos porque tienden a degradarse mas rapidamente, son de origen




12 Biotecnologia

animal, y tienen estructuras méas complejas. Las aplicaciones méas comunes

SON Como pegamentos.

2.3 Biopolimeros.

Biopolimero es el nombre generalizado para los polimeros que son contenidos
en, y constituyen, la vida de los organismos; preoteinas, acidos nucleicos, y
polisacdridos son los miembros mas prominentes de estos materiales. Los
biopolimeros consisten de unidades estructurales repetitivas tales como
amino 4cidos (proteinas), azucares (polisacéridos). La mayor diferencia
entre los biopolimeros y polimeros sintéticos es que los primeros en su
mayoria son polimeros isoticticos, con estructuras moleculares bien definidas,
y generalmente son polielectrolitos. La estereoquimica en los biopolimeros es
muy importante para entender sus funciones biolGgicas.

Dentro de estos materizles se tienen lo que se conoce como
biopoliésteres, los cuales son poli(hidroxialcanoatos), aunque diversos
investigadores han obtenido también algunos copolimeros derivados del acido
valérico como se vera mas adelante. Son precisamente estos biopoliésteres el

objeto de este estudio.
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3 Biopoliésteres

3.1 Introduccién

Los poliésteres se definen como polimeros fermados por la condensacién de
aleoholes polihidricos, tales como glicol 6 propilenglicol v 4cidos polibasicos,
tales como el 4cido maléico o tereftilico. Por otra parte los biopoliésteres
son poliésteres derivados de fuentes bacterianas, y se basan exclusivamente
en Acidos p-hidroxialcandicos. Aungque se conocen también, algunos derivados
de acidos y-hidroafialcanéicos.

Aungue la funcion éster se presenta ampliamente en productos naturales,
los poliésteres enlazados al fragmento acilo no han recibide tanta atencién
como otros biopolimeros enlazados glicosidicamente, lamados polisacéridos.
El descubrimiento de los biopoliésteres representa una nueva clase de
macromoléculas naturales -poli(hidroxialcanoatos)-, conjuntamente con
poliisoprenoides, poliglicosidos, polinucledtidos y polipéptidos. El gran interés
en biopoliésteres se centra alrededor de que son amigables al medio
ambiente, en oposicién al extenso uso de plasticos no biodegradables.

El miembro mas simple y comin de la familia de [os poli(hidroxialcanoatos)
es el poli{p-hidroxibutirato) (figura 1). Este material es biosintetizado en un
gran nimero de bacterias, como una reserva de energia; andlogo al almidén.

En las plantas los biopoliésteres se encuentran como inclusiones sub-
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micrénicas dentro de las células.
El desarroflo comercial actual esta basado en la tecnologia de la
fermentacion, pero los ingenieros en genética estan clonando genes para

reemplazar el almidén o los lipidos con biopoliésteres en ciertas plantas.

0

CH— CH,—C——0
n

Figura 1. Estructura quimica del poli(p-hidroxibutirato).

Existe un cierto nimero de publicaciones que describen diversos aspectos
de los biopoliésteres. A continuacidn se describe el desarrolio histérico del
conocimiento de estos poliésteres y los aspectos técnicos y ctentificos més
importantes en su desarrolio comercial. En esta etapa de desarrolio
comercial, los biopoliésteres se obtienen comercialmente mediante
fermentacién, con una produccion aproximada de 1,000,000 tbs por aito.
Las preocupaciones por el medio ambiente que han impulsado el reciclado

y tecnologias de limpieza para el manejo de desperdicios, sugiere que la
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produccién de biopoliésteres debe incrementarse significativamente en las

proximas decadas.

3.2 Antecedentes

El poli-p-hidroxibutirato (PHB) se menciona en la literatura microbiol6gica
alrededor de 1901. Estudios datallados fueron reportados por Maurice
Lemoigne a la division Lille de el Instituto Pasteur, a principios de 1925. E
observd inclusiones granulares en el fiuido citoplasmico de una bacteria que no
eran solubles en éter como los lipidos normales. Utilizando observaciones
microscdpicas, saponificacidn, nimero acido, autélisis, solubilidad, variacién del
punto de fusion con el peso molecular, y actividad 6ptica, demostré que el
material era un poliéster con una férmula empirica (CaHeO2)n. También
consider6 que las diferencias observadas en el punto de fusidn, en dos
fracciones separadas, se deben a diferencias en el grado de polimerizacion.

En los siguientes treinta afios, se estudiaron las inclusiones de PHB
primordialmente como una curiosidad académica. En 1952, Kepes y Péaud
Lenoél observaron que las fracciones separadas por Lemoigne eran los
productos de [a hidrélisis de un poliéster fineal de alto peso molecular con una
temperatura de fusién de 180°C, que tenfa un grupo &cido carboxilico en

un extremo y un grupo alcohol en el otro. Weibull correlaciond la presencia de
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granulos lipidos intracelulares encontrados en varias bacterias con el PHB. En
1958 Williamson y Wilkinson revisaron los trabajos previos y fueron los
primero;s en reportar datos sobre el peso molecular y propiedades fisicas.
Macrae y Wilkinson observaron que la cantidad de PHB se incrementaba al
fimitar el nitrégeno en el medio de desarrollo; siguiendo estos _trabajos,
Merrick y Doudoroff examinaron fa biosintesis y procesos de degradacion
enzimatica del polimero dentro de células bacterianas. Los cientificos llegaron
a la conclusion que las bacterias acumulan PHB como material de reserva de
energia, asi como el almidén y el glicégeno son acumulados por otros
organismos; la naturaleza utiliza el aimidén como el medio por el cual las
plantas almacenan energia para uso posterior (la papa y los cereales
contienen grandes cantidades de almid6n); e! glicbgeno es un polisacarido que
tiene en los animales la misma funcibn de almacenamiento de energia que el
almidén cumple en los vegetales.

A fines de los 50°s y principios de los 60°s, Baptist y Werber a W.R.
Grace y Co. en los Estados Unidos de América empezaron a producir grandes
cantidades de PHB para evaluacién comercial. Ellos obtuvieron patentes por la
produccién y procesos de separacién y desarrollaron articulos tales como
suturas y prétesis. Sus innovaciones se extendieron al uso de productos de

fermentacién altamente impuros para la obtencién de faminados pléasticos. Sin
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embargo, su produccién de PHB por fermentacién fue relativamente baja y su
proceso de extraccién por solventes era muy caro. Ademas, el polimero
producido estaba fuertemente contaminado con residuos bacterianos,
haciendo dificil su procesado. El proyecto fue abandonado y el interés
comercial se perdi6 en una década. Como quiera, estos trabajos fueron los
pioneros sobre el uso potencial del PHB como plastico y su aplicacién como un
materfal biocompatihle.

En 1968, ICI (Imperial Chemical Industries) en el Reino Unido, comenzé a
desarrollar una técnologia de proteinas de células simples {SCP), con la meta
inicial de desarrollar un producto alimenticio altamente nutritive para animales.
Se obtuvo un producto alimenticio SCP llamado “Pruteen® mediante
fermentacién, con un alto costo inicial para su produccién a gran escala
comercial. Por lo que se decidid no comercializario, dejando la tecnologia y
facilidades a 1a mano para ser aplicadas a otros proyectos.

Combinando la experiencia en fermentacién a gran escala de la Division de
Agricultura, con habilidades en procesamiento de polimeros y evaluacién de la
Division de Plasticos, ICI se fue preparando para abordar [a comercializaclén
de PHB. La crisis de energia de Ja decada de los 70°s fué un incentivo para
buscar sustitutos naturales de los plasticos sintéticos. ICl establecio

condiciones tales que la bacteria Alcaligenss eutrophus era capaz de producir
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hasta un 70% en peso de biomasa seca como PHB. Sin embargo, las
propiedades mecénicas del PHB puro no mostraban ninguna ventaja particular
sobre el polipropileno, debido a la excesiva fragilidad. Cuando se estabilizé el
precio del petréleo, los costos de produccion del PHB eran mas altos que los
del polipropileno, asi la idea original de desarroilar PHB como un plastico de
gran volumen, se termin.

Como quiera, iICl ha avanzado de gran manera en la produccion de PHB
patentando procedimientos para la produccibn de copolimeros de
p-hidroxibutirato (HB) y p-hidroxivalerato (HV) (figura 2). Esta familia de
materiales, conocidos como PHBV o Biopol, han mejorado muchas
propiedades de el PHB, incluyendo su fragilidad. El interés en desarrollar
poliésteres bacterianos, también se incrememté debido a su

biodegradabilidad. El trabajo de ICl sobre PHB fué publicado en 1981 enun

HB HV

Figura 2. Estructura quimica del poli(g-hidroxibutirato-co-g-
hidroxivalerato).
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escrito sobre Peter King, y en 1983 ICI y MTM (Direccién Tecnoldgica
Marlborough} se unieron Hamandose Biopolimeros Limitados Marlborough
(MBL) para explotar el Biopol. En 1990, el primer producto comercial hecho
de Biopol fue lanzado en Alemania como una botella biodegradable para

empacar un champi biodegradable de Wella.

3.3 Biosintesis

Muchas especies bacterianas aer6bicas y anaerébicas, bajo condiciones de
escasez de nutrientres con un suministro de carbono suficiente, desarrollan
cuerpos de inclusidn sub-micrénicos los cuales estan compuestos de
poli-p-hidroxialcanoatos (PHAs). De los cuales el PHB se tiene en mayor
cantidad. Los cuerpos de inclusiSn de PHB son normalmente esféricos, con
diametro de alrededor de 0.5 um , y juegan el papet de un electrén débil por el
poder reductivo en exceso, desarrollado en un medio bacteriano aerébico con
limitacién de oxigeno. En el casc de limitacién de nitrégeno, las enzimas de
depolimerasa PHB estan ausentes, considerando fa acumulacion.

Las moléculas de PHB insolubles en agua ejercen una presién osmética
intracelular despreciable, haciendo de estos poliésteres materiales ideales de
reserva. La cantidad de PHB en células bacterianas es normalmente 1-30% de
su peso en seco; sin embargo, bajo condiciones de fermentacién controlada

donde se limita el nitr6geno 6 el oxigeno, algunas especies -Azotobactery
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Alcaligenes- pueden acumular polimero hasta en un 90% de su biomasa seca.
Trabajos recientes han mostrado que el PHB puede estar presente en las
células de otras maneras que como cuerpos de inclusién y asf se han aislado
cadenas cortas (130-200 unidades repetitivas) del polimero en membranas
bacterianas y también en una gran variedad de tejidos de plantas y animales.
Este PHB se ha encontrado en pequeiias cantidades -menores al 0.001% de
peso en seco- formando complejos con lipidos, proteinas o sales de aniones
poliméricos, sugiriendo una funcién fisiolégica diferente a la de un material de
reserva. -

Los complejos de PHB con sueros de alblmina o lipoproteinas de muy baja
densidad, pueden servir para modificar la actividad de los transportadores de
proteinas e interferir con la degradacién de estas. El PHB en las membranas
de plasma de bacterias forma un complejo con el calcio y con polifosfatos,
por lo que se ha postulado es una hélice exolipofilicendopolarfilica cerca del
sistema interior del polifosfato de calcio creando un canal continuo a través
de la membrana. Este complejo se cree que juega un papel en [a regulacién de
calcio y fosfato intracelular.

Muchos estudios se han realizado sobre la sintesis metabélica y
degradacién de PHB en microorganismos. Ef camino usado por A. eutrophus

(figura 3) es la mas conocido, y ha sido confirmado experimentalmente
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utilizando carbono-13 y andlisis espectral por resonancia magnética nuclear
(NMR de C13). El blogue construido es el acetil-CoA, que se produce al
alimentar glucosa, fructosa, sucrosa, metanol, dcido acético y mezclas de
diéxido de carbono-hidrégeno. Una enzima p-cetotiolasa condensa dos
moléculas de acetit-CoA para producir acetoacetil-CoA, el cual es reducido a
un R-p-hidroxibutirif por un NADPH-dependiente estereoselectivo acetoacetil-
CoA reductasa. La tercera y (itima etapa de la biosintesis es la accién de la
enzima sintasa PHB, la cual toma el R-p-hidroxibutirl y junta el grupo
p-hidroxil a -el carboxilo final de una molécula de PHB preexistente para formar
un enlace éster, incrementando la longitud de la cadena en una unidad.

Se han reportado un amplio intervalo de pesos moleculares y puntos de
fusidn para el PHB, dependiendo del método de separacién y de la entidad
bacteriana. Bajo condiciones suaves de aislamiento tales como extraccién de
solvente o aislamiento directo de granulos nativos, se pueden obtener
polimeros de altc peso molecular, con pesos moleculares ponderados
promedio del orden de unos cuantos cientos de miles hasta un millén o méas.
En los primeros estudios al combinar el tamafio del granulo con el peso
molecular, permitieron estimar que existen varios cientos de moléculas por

granulo, una situacién anéloga a una polimerizacién por emulsién.
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Figura 3. Papel biosintético de el poli(p-hidroxibutirato).
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En un estudio més reciente, a relacién del peso molecular de las moléculas de
PHB con rendimiento total de PHB producido, permitié asegurar que hay
18 000 moléculas de polimerasa PHE por célula, vy que este nimero
permanece constante durante todo el periodo de acumulacién de PHB.

Algunas bacterias en medios naturales tales como sedimentos de
estuarios y aguas lodosas, pueden acumular tanto PHAs como PHB. Al afiadir
glucosa y 4cido propidnico a cultivos con Alcaligenes eutrophus limitados en
fosforo ¢ nitrégeno, ICI ha desarrollado un proceso para producir uno de
estos materiales, PHBV, en grandes fermentadores. Si se incrementa la
relacién de unidades repetitivas HV a HB , se pueden disminuyir los puntos de
fusibn de los copolimeros mejorando sus propiedades mecanicas vy
caracteristicas termoplasticas.

El andlisis NMR de C-13 de copoliéster aislado a partir de Alcafigenes
eutrophus H16 en medios de cultivo conteniendo [1-13C)propionato,
[1-13CJacetato y ([2-13CJacetato, permite establecer el mecanismo de
biosintesis de copoliéster mostrado en ia figura 4. Cuando el propionato es la
(nica  fuente de carbono en el medio de cultivo, el propionil-CoA
selectivamente elimina el carbonil carbono, formando acetil-CoA. Dos
moléculas de acetil-CoA pueden condensar para formar p-hidroxibutiril-CoA,

o el acetil-CoA  puede reaccionar con el propionil-CoA para formar
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p-hidroxivaleril-CoA. Finalmenmte, bajo la accién de la polimerasa PHB, el
g-hidroxibutiril-CoA y p-hidroxivaleril-CoA copolimerizan, formando un
copoliéster al azar. La relaciébn de unidades HV a HB, en el copoliéster se
incrementa con la concentracién de propionato en el medio de  cultivo,
sugiriendo que la relacién  p-hidroxivaleril-CoA a  p-hidroxibutiril-CoA se
incrementa con la concentracién de propionil-CoA en la célula. Cuando ambos,
acetato y propionato, son usados como fuentes de carbono, acetil-CoA en la
céluta puede ser producido por cualquiera de ellos, decreciendo la proporcién
de unidades HV en el copoliéster. |

Es importante conocer los mecanismos de biosintesis de copoliésteres
para controlar su composicién. Cuando el medio de cultivo contiene §Iucosa Y
acido propiénico, los copoliesteres de PHBV aislados de cultivos de
“Alcaligenes eutrophus” tienen composiciones del 0 al 47% de HV, Doi ha
obtenido un copoliéster con 90% en mol de unidades HV; mezclando glucosa
con acido pentanéico en el medio de cultivo permite el control de la fraccién
de unidades HV en el producto. La Alcaligenes eutrophus, es la bacteria que
en la actualidad se utiliza para la produccién comercial de PHAs por ICl, pero
muchos otros organismos acumulan estos poliésteres y pueden crecer estas
fuentes de carbono al igual que los A. eutrophus. Algunos ejemplos son:

Pseudomonas oleovorans, Bacillus megaterium,  methilobacterium, unas
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especies de Aphanothece, una cianobacteria Nocardia y Pseudomonas
cepacia. Un cultivo de Chromobacterium violaceum, alimentado con fuentes de
valerato de carbono en atmésfera limitada de nitrégeno, produjo fa primer
muestra bacteriana de 100% PHV, mientras que a partir de un cultivo de
Rhodococcus bacterium se aislé un polimero con un 99% PHV al ser

alimentado con acido valérico.

P A

CHy CH,— C— SCoa %9 oy— cH~ o~ CH- C SCoA

propionil-CoA p-hidroxivaleril-CoA
/ COPOLIESTER
co~ /
4

i P P

CH ™ C™ SCo# » CH JTH ~TH 3T ~SCoA

acetil-CoA p-hidroxibutiri-CoA

Figura 4. Papel biosintético del poli(p-hidroxibutirato-co-p-
hidroxivalerato).
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En 1989, Ramsay evalub la posibilidad de utilizar Pseudomonas cepacia,
uno de los microorganimos nutricionalmente méas versatiles, para producir
PHAs por fermentacién de un material de desperdicio barato. Esta bacteria
es también resistente a los efectos toxicos de pequedas cantidades de
4cidos carboxilicos, las cuales se pueden acumular localmente en
concentraciones toxicas, debido al mezclado imperfecto en los grandes
fermentadores usados para la produccidon comercial de PHA, matando los
microorganismos mas sensibles. La P. cepacia cultivada en una sal mineral
que contiene 0.5% fructosa como la (nica fuente de carbono permite obtener
PHB de un alto peso molecutar (Mw= 5.4X105 g mol"), con un 50% en peso
celular seco. La adicién de acido propidnico a los cultivos produjo PHBV por
encima del 30% del peso de biomasa seca; al incrementar la concentracion de
&cido propi6nico se incrementa la relacién HV/HB pero disminuye la cantidad
total de polimero producido. Estos resultados sugieren que P. cepacia puede
ser una alternativa adecuada para la produccién comercial de PHA en lugar
de A. eutrophus; aunque estos microorganismos pueden acumular PHB sobre
mezclas de residuos y desperdicios, se requieren desperdicios que contienen
una sola fuente de carbono para tener Gnicamente acetil-CoA, para obtener

copolimeros de composicién controlada.
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3.4 Separacion

Una vez que los poliésteres se han acumulado en células bacterianas, las
paredes de estas deben romperse para separar el polimero de los restos de
la céluta. Se debe tener mucho cuidado, para evitar la depolimerizacién
durante estos procesos; las primeras mediciones de las propiedades fisicas
del PHB aislado mostraron grandes variaciones en los pesos moleculares, lo
cual, luego se probd, era principalmente debido a los métodos utilizados para
la separacidon. También se pueden llevar a cabo ciertos grados de hidrélisis
enzimatica "in vivo" antes de la separacién.

En general para la separacibn de PHAs, se han seguido tres
aproximaciones:, a) extraccién por solventes, b) digestibn quimica con
hipoclorito de sodio y ¢) enzimdlisis selectiva. Se mejora la eficiencia mediante
centrifugacién del caldo de fermentacién, donde las concentraciones de las
células es de 50 g/l, y se obtiene pasta de células concentradas que se utiliza

como punto de partida para la separacién de polimero.

3.4.1 Extraccién por sclventes

También conocida como la aproximacién fisica para la extraccién de PHA, el
método de extraccién por solventes usualmene produce polimeros con alto

peso molecular.
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Ei PHA se extrae de la pasta de células bacterianas por disolucion en un
solvente orgénico como cloroformo, cloruro de metileno, 1,2-dicloroetano,
1,1,2-tricloroetano carbonato de propileno. La solucién se filtra para eliminar
los desperdicios de células y entonces ¢l PHA se precipita por enfriamiento
lento de la solucién o por adicitn de un no-solvente como metanol, dieti-éter o
hexano. Los poliésteres se pueden purificar posteriormente por redisolucion
en cloroformo y reprecipitacién con hexano o dietil-éter. SEW mejora la
pureza del PHA si previamente, a la extraccién por solventes, es tratada la
biomasa con metanol o acetona, ya que se incrementa la permeabilidad de ia
membrana celular y permite remover [ipidos y desnaturalizar algunas
proteinas de bajo peso molecular que usualmente se extraen durante |la
separacion del polimero.

El PHB obtenido por este método es un poivo blanco, altamente cristalino,
de alto peso molecular, mientras que otros PHAs con menores rapideces de
cristalizacion forman peficulas o agregados los cuales cristalizan
generalmente a tiempos mayores. Como quiera, el método requiere grandes
volimenes de solventes y no-solventes, para extraer y para precipitar el
polimero; por consiguiente este método no es adecuado para grandes
operaciones comerciales, y s6lo se recomiendan cuando se requiere una alta

pureza del polimero.




29 Biopoliésteres

3.4.2 Digestion con hipoclorito de sodio

También conocida como la aproximacién quimica, este método fue utilizado
primero por Williamson y Wilkinson para separar granulos de PHB a partir de
Bacifllus cereus. Las células bacterianas se tratan por 30-60 minutos, con una
solucién de hipoclorite de sodio, degradando vy disolviendo la pared celular vy
otros componentes no-PHA, pero dejando los granulos de poliéster
aparentemente intactos. El polimero se puede purificar, lavandolo con dietil-
éter 0 metanol para remover los lipidos. Debido a fa alta alcalinidad se puede
causar desdoblamiento de la cadena, afectando las propiedades superficiales
y el peso molecular de las cadenas poliméricas.

Se han efectuado diferentes aproximaciones para minimizar el dafio
causado al polimero por este método. Nuti mostré que liofilizando (congelar
secando) células de Azotobacter chroococcum antes del tratamiento con
hipoclorito, se logré disminuir la depolimerizacién causada por este método.
Nuti et. al., observaron que liofilizando Ias células disminuian la actividad de la
depolimerasa y que tratando las células con 4cido fenilacético, antes de la
liofilizacién se estabilizaba e! peso molecular. Controlando con cuidado el pH ¥
el tiempo de digestion, Berger fue capaz de aislar PHB de alta pureza (35%)
con un alto peso molecular (600 000). El pretratamiento con un surfactante

incrementa tanto la pureza como el peso molecular de los granulos aislados.
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A pesar de estos avances, se tienen algunos problemas con este método,
como la dificultad para eliminar completamente las trazas de hipoclorito de
sodio de el polimero, y por consiguiente contaminacién del medio ambiente

por el mismo.

3.4.3 Digestidn enzimatica
Esta aproximaci6n bioquimica para la separacién de PHA fue desarrollada en
1964, cuando Merrick y Doudoroff usando lisozimas y deoxirribonucleasa
para solubilizar el peptidoglycans y A4cidos nucleicos, respectivamente, de
células de B, cereus. Las paredes celulares debilitadas fueron entonces rotas
por ultrasonido para liberar los granulos de PHB en una suspension
amortiguadora. Los grénulos separados por este método son todavia
capaces de la sintesis enzimatica y degradacién de las cadenas de PHB ya
que estan muy cercanas a su estado “in vivo™. Se encontré que el 98% del
granulo esta constituido de PHB ¥y el 2% sobrante fueron proteinas con
trazas de lipidos. Una modificacién de este método ha sido utilizada
recientemente con A. eutrophus.

La versibn mas avanzada del proceso de enzimélisis selectivo, ha sido
descrita por Holmes et. al. El proceso se enfoca a una alta produccion de

biomasa, con un alto porcentaje en peso de PHA por peso de biomasa seca
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(% PHA). La digestién enzimética de los componentes de la célula usualmente
causan una liberacién repentina de los 4cidos nucleicos {ONA) en el medio de
suspensién, por lo que esta se vuelve altamente viscosa y virtuaimente
imposible de tratar posteriormente. Para prevenir esta situacién, se utiliza
una etapa de calentamiento previa a la digestibn enzimética para
desnaturalizar y solubilizar el DNA. Siguiendo este pretratamiento, seé usan
varias enzimas (alcalasa, fosfolipasa, lecitasa y lisosomas) las cuales se
separan de una u otra forma, en etapas secuenciales. Se controlan
cuidadosaménte el pH y la temperatura y asf se obtiene la actividad 6ptima
de las diferentes enzimas.

Los productos obtenidos por este procedimiento de separacion,
usualmente contienen un minimo de 90% de material PHA, 1-3% de
“peptydoglycans” y 6-7% de protefnas. El PHA separado es sometido a un
paso de purificaci6n extra por extraccién de solvente -como se describio
anteriormente- o un secado con espreado, resultando granulos de 0.2 - 0.5
pm de didmetro. La cristalizacién es iniciada, a un minimo hasta la superficie
del granulo, por el tratamiento de calentamiento. Esta etapa del proceso se

puede controlar para producir el nivel deseado de depolimerizacién.
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3.5 Propiedades

E! homopolimero PHB es un material termoplastico, es una resina altamente
viscosa y moldeable a temperaturas cercanas al punto de fusién (mayores).
Estas propiedades frecuentemente son comparadas con las del polipropileno
(Tabla 1), como ambos polimeros tienen puntos de fusién, grado de
cristalinidad y temperaturas de transicién vitrea (tg} similares. Aunque, el PHB
es mas rigido y més quebradizo que el polipropilenc. La fragilidad de! PHB es
grande debido a la presencia de cristales grandes en Ja forma de esfenulitas,
los cuales se forman durtante el enfriamiento a partir del fundido, un
tratamiento en rodillos calientes para remover grietas del interior de las
esferulitas puede reducir su fragilidad, permitiendo la produccién de peliculas
dactites (flexibles). Los materiales también difieren en sus propledades
quimicas, ya que el PHB presenta una baja resistencia a solventes, pero
también una mucho mayor resistencia natural a la radiacién ultravioleta que el
polipropileno,

Las primeras evaluaciones de PHB incluian la produccién de molduras,
extrudados, peliculas y fibras, cuyas propiedades fueron generalmente
satisfactorias pero no espectaculares. Las peliculas para empaque tienen
excelentes propiedades de barrera para gases, siendo cinco veces menos

permeable al dibxido de carbono que el poli{tereftalato de etileno) (PET), y
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Tabla 1. Propiedades de PHB comparadas con las de polipropiieno

(PP).

PHB PP
Punto de fusidn 175 176
cristalino (°C)
Cristalinidad (%) 80 70
Peso molecular 5x 10° 2x10°%
{Daltons)
Temperatura de -4 -10
transicion vitrea (°C)
Densidad {g cm -3) 1.250 0.905
Médulo de Young (GPa) 4.0 1.7
Fuerza de tensién 40 38
(MPa)
Extension al romper 6 400
Resistencia buena pobre
ultravioleta
Resistencia solvente pobre buena

fue mas resistente que las peliculas de polipropileno pero no tanto como las

de PET. El PHB se puede reforzar usando fibra de vidrio; 1as molduras con

refuerzo de fibra de vidrio fueron resistentes y maés flexibles que las

contrapartes de nylon similares, pero su resistencia al calor no fue adecuada

bajo las especificaciones de ingenieria.
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Las propiedades de los copolimeros de PHBV mejoran sustancialmente, al
incrementarse la concentracién de unidades de HV desde un 0-25%. Existe un
decremento en el punto de Fusién (tabla 2), aumentando el tamafic de [a
ventana de procesamiento en la cual el pofimero puede ser fundido sin
degradarse. lLa temperatura de transicién vitrea también decrece,
permitiendo el uso de estos materiales a bajas temperaturas sin que
resquebrajen y se pongan vidriosos. El decremento en el médulo de Young -
médufo de flexion- indica un mejoramiento de la flexibilidad. La resistencia al
impacto también se incrementa al incrementar la concentracion de HV,

indicando que la flexibilidad del material aumenta.

Tabla 2. Propiedades fisicas de los copolimeros P(HB-co-HV)

P(HB-co-HV) | Punto de Transicion Médulo  Fuerza  Cortes.*
(% en mol HV}| fusién vitrea  de Young de) fuerza de
(°C) (°C) {GPa) tensién  impacto
{MPa) Izod (J/m)
0] 179 10 3.5 40 50
3 170 8 2.9 38 60
9 162 6 1.9 37 95
14 150 4 1.5 35 120
20 145 -1 1.2 32 200
25 137 -6 0.7 30 400

* El corte con 1mm de didmetro
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Ademés de su origen biosintético de los copolimeros de PHBV, se suman a
estos materiales, un cierto nimero de propiedades interesantes, en relacién a
polimeros plramente sintéticos. Al haber sido hechos por bacterias, estos
materiales termoplasticos también pueden ser degradados por bacterias,
colocandose entre los pocos completamente biodegradables. Otro efecto de
sus origenes biosintéticos, es la actividad éptica, significando que las pelicufas
0 soluciones de PHBY pueden rotar el plano de la luz polarizada que incide
sobre ellos. ésto se debe a que el carbono-g en tode monémero en una
cadena PHB o PHBV tiene una configuracién R absoluta (Figura 5, ejm. de
configuracién R y S), asi, el polimero es perfectamente isotictico y puede
alcanzar un alto nivel de cristafinidad. Estos cristales no tienen centro de
simetria, resultando en un cambio en la direccién del momento dipolo
promedio si los cristales son deformados en una direccién particular, por lo
que se produce una polarizacién tal que se genera una carga superficial en
respuesta a la deformacién bajo esfuerzo cortante, estos materiales
generan un voltaje cuando son comprimidos, o se deforman cuando se les
aplica un voltaje. Esta propiedad es conocida como piezoelectricidad, y es

tipica de muchos sistemas biol6gicos, pero no usualmente de plasticos.
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3.5.1 Morfologia

Diversos programas de investigacién, se han enfocado al estudio de la
estructura cristalina de PHAs. Estudios de WAXD (difraccién de rayos X en
angulo amplio) sobre fibras orientadas y sobre cristal (nico PHB
producen patrones de difraccién una distancia repetida de 0.596 nm , lo que
requiere que las cadenas tengan una conformacitn de helicoidal. Por

microscopia electrénica de transmision, se ha observado que el espesor de

AYANA
YA NEA
XM\ M
N Y <

Figura 6. Esquema de cristal laminar de cadena plegada de
poli{p-hidroxibutirato).
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los cristales laminares en forma de listén es de 5 nm , estos cristales estan
formados por cadenas plegadas, con el eje de la fibra normal a la superficie
laminar (Figura 6). Este tipo de arreglo de cadena plegado se forma
facilmente cuando las cadenas de PHB se precipitadas a partir de soluciones
diluidas, y es un rasgo comin de la morfologia cristalina de la mayoria de los
polimeros sintéticos. Et PHB esta propenso a asumir esta morfologia laminar.
El PHV forma cristales cuadrados correspondiendo a una diferente celda
unitaria,

Estudios posteriores, incluyendo difraccion de rayos-X de las fibras, andlisis
de minimizacién de energia, y andlisis diagonal de minimos cuadrados,
permiten concluir que las moléculas cristalinas de PHB estan empacadas en
una celda unitaria ortorrdmbica en forma de helicoidal, con su eje de rotacién
a lo largo de la direccién de propagacién de la cadena. Aunque los primeros
estudios proponen hélices con giro, los Gltimos concluyen que las hélices tienen
giros a la izquierda. Los primeros pardmetros de la celda unitaria reportados
son a(n validos, con a = 0.576 nm, b = 1.320 nm y ¢ = 0.5%6 nm. Dos
cadenas de polaridad opuesta pasan por la celda unitaria de acuerdo con el
grupo espacial P212121 (Figura 7).

Los oligbmeros de PHB adoptan ia misma conformaciéon helicoidal y

los mismos parametros de red cristalina que el PHB de alto peso molecular,
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Figura 7. Proyecciones sobre las caras ab y bc de la celda unitaria de
poli{ g-hidroxibutirato).
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aunque la temperatura de fusién disminuye al disminuir el grado de
polimerizacidn.
Cuando los copolimeros de PHBV cristalizan, se observa un fenémeno
interesante. La espectroscopia NMR C13 de estos copolimeros muestra una
distribucién Bemoulliana de comondmeros de todas las composiciones.
Normalmente esto podria impedir [a cristalizacién del polimero; sin embargo,
después del templado, todos los copolimeros de PHV son casi igualmente
cristalinos. Esto es posible debido a un fendmeno conocido como isomorfismo,
por medio del cual dos compornentes del comonémero cristalizan en la misma
red, como el del homopotimero de PHB. En el caso de PHBYV, se tienen dos
tipos de redes: cuando se incrementa el contenido de HV, la red cambia de
repente al del PHV. Este fendémeno es conocido como isodimorfismo. Este
comportamiento no ha sido visto en todos los copolimeros; para exhibir este
comportamiento, los dos comonémeros deben tener formas y volimenes
similares, y las conformaciones de cadena de ambos homopolimeros deben
ser compatibles en cualquiera de las redes.

Como resultado del comportamiento isodimérfico de PHBV, el punto de
fusién y la entalpia de fusién de los copolimeros decrece con el incremento de

contenido de HV, pasa a través de un minimo a ~ 40% de HV, entonces
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aumenta el valor para homopolimero PHV. Estos efectos fueron demostrados
cuando los valores obtenidos de PHBV sintético se incluyeron, para tener
resultados a todas las concentraciones de HV (Figura 8); posteriormente
esto se obtuvo utilizando materiales biosintéticos. Estos resultados son
expresados como una depresién del punto de fusién del PHB y de [a entalpia
de fusion causada por inclusién de unidades de HV dentro de la red del PHB.
Inevitablemente, el reemplazo de un grupo CH3 por CzHs da lugar a la
deformacién de la red; cuando se transforma el entrelazado a el de
homopolimero de PHV, la inclusién de unidades HB en la red del homopolimero
de PHV, no tiene un efecto similar. Comrespondientemente, hay un incremento
lineal en los parametros de la red al incrementarse el contenido de HV hasta
un 409%. )

El fenémeno de isodimorfismo ha dado a los copolimeros con
composiciones del 0-25% HV -los cuales son de interés comercialmente- con
mayor importancia que la que cabria esperar. Normalmente, al cristalizar
con exclusion de la unidad agregada, 10-20% de una unidad repetida

diferente, causa una marcada calda en el grado de cristalinidad.
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Figura 8. Variacién del punto de fusién (7,) y la entalpia de fusion
(AH,) con la composicién bacteriana {circulos rellenos) y el poli(p-

hidroxibutirato) sintético fraccionado (circulos vacios).
Redibujado y adaptado, con permiso de Bloembergem et al [9] Copyright 1989
American Chemical Society.
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En este caso, la unidad agregada es incluida en la red, proveyendo una familia
de polimeros con puntos de fusién que van desde 180 hasta 100 °C, los
cuales mantienen un grado de cristalinizaci6n por encima del 50%. La
deformacién de la red, debido a la cocristalinizacién de una unidad repetida
ligeramente mayor que la del HB, es también responsable de su mejor
tenacidad.

Desde una perspectiva de ia tecnologia de los plasticos, el control de Ia
velocidad de cristalinizacidon y degradacién térmica son muy importantes.
Porque ef PHB y PHB\) cristalizan lentamente {con respecto al polietieno) , se
utilizan aditivos de nucleacién para promover la formacion rapida de cristales
en la muestra. Estudios fundamentales sobre cinética de cristalinizacién, han
proporcionado datos referentes a los cuales PHB tiene una velocidad de

nucleacion mucho menor que la de polietileno.

3.5.2 Morfologia inicial

Otra area de la investigacién de PHA es la de morfologia inicial, para
determinar que tan fuertemente se asemejan los poliésteres recién
biosintetizados, a los modelos propuestos. Como el proceso comercial para

la obtencién de PHBV es la separacién de granulos dentro de una suspensién
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acuosa, entender el estado inicial y su evolucion en funcidn de las diferentes
etapas del proceso es importante econdmicamente. Por ejemplo, el PHBV se
puede separar sin secar, COmo una suspensién concentrada de granulos o
como un latex; se requiere entender las propiedades de este latex para
optimizar el procesado posteriormente.

Se han encontrado evidencias de la presencia de una membrana de 2.54
nm de espesor, en los alrededores de los cuerpos de inclusibn de PHB, los
cuales se han reportado para las especies bacterianas como: Rhodospirillum
rubrum, Bacillus cereus, ferrobacillus ferroxidans, Azotobacter chroococcum
Beij, Bacillus thuringiensis, Pseudomonas oleovorans y en el alga azul-verde
Chiorogloea fritschii. Las actividad de la sintasa y depolimerasa parecen estar
relacionadas con esta membrana, como lo muestran varios estudios sobre la
maodificacién de la morfologia inicial de los grénulos purificados. Por ejemplo,
tratamientos fisicos y quimicos de los granulos, tales como hipoclorito de
sodio, acetona, tripsina, y congelacién y descongelacién, dadan fa membrané
y causan traﬁsforhacién morfolégica irreversible de la superficie granular. Son
necesarias mas investigaciones para evaluar la naturaleza de esta
membrana y su papel en la actividad enzimitica de los cuerpos de inclusién de

PHB naturales.
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La colocacién superficial de las enzimas de [a sintasa, implican un
crecimiento aposicional de las cadenas de PHA en el desarrollo de |a
morfologia inicial de las inclusiones. Basado en modelos de morfologia de
cadena extendida de polimeros sintéticos, la ausencia de entrelazamientos es
una caracteristica importante de la morfologia inicial de la inclusién. Un
intento, en parte exitoso, para explotar esta caracteristica fué crear fibras
de cadena extendida de PHA. Otra importante propiedad funcional es la
movilidad segmental, la cual permite la interaccidn enzimitica dentro de la
inclusion y la superficie exterior. Dada [a naturaleza ciclica de la acumulacién
de PHA, la acci6n de la depolimerasa esta probablemente en yuxtaposicién
con sintasa sobre la superficie de inclusion.

La morfologia de las inclusiones de PHA, se propuso originalmente podrian
ser cristalinas, semejante a [las de separacién de grénulos secos. Sin
embargo, un estudio reciente de alta resolucién de C13 NMR demostr6d que
hasta un minimo de 70% de las moléculas eran mobviles; por lo que las
inclusiones de PHA deben ser principalmente no cristalinas. Un estudio de
microscopia de barrido (SEM) y de transmisi6n (TEM) de granulos de PHB
congelados y deformados, obtenidos en suspensién de un cultivo de A
eutrophus, revelé que los granulos estan compuestos de una coraza cristalina

encerrando un niicleo de material no-cristalino.
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La coraza esta formada por cristales laminares traslapados, mientras el
nGcleo sufridé una deformacién flexible a la temperatura del nitrégeno liquido
{-196 *C). Estos nicleos de moléculas rapidamente se rearreglan en cristales
laminares aislados cuando se deforman a 150-190 *C, sugiriendo que estan en
un estado metaestable en el material naciente.

Por otra parte, se ha propuesto que moléculas de agua forman una
pseudorred con las moléculas de PHB in vivo (figura 9); debido a Ila
separacion, el cambio del medio da lugar a una cristalizacién topotactica a
partir de la superficie granular, produciendo la coraza sélido alrededor del
nicleo de morfologia no-cristalino. Los cristales laminares en la superficie no
fomentan la cristalizacion en el nicleo, a menos que ef granulo sea calentado
por €l agua al difundirse hacia afuera. Una hipitesis alternitava para la falta
de cristalinidad en el nicleo, se basa en un argumento puramente cinético, es

que la nucleacién homogénea es altamente improbable en el PHB.

La falta de cristalinidad en inicial en los granulos modifica la solubilidad,
por lo cual los granulos se hinchan en mezclas de acetona/agua o
metanol/cloroformo y precipitan como cristales laminares al secarse. Esta

morfologia inusual esta de acuerdo con el modelo de un granulo mostrado en
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Figura 9. Modelo representativo de hidrégenos enlazados de
moléculas de agua a dos cadenas de poli{g-hidroxibutirato) desde
dos sitios adyacentes en una primera etapa de la biosintesis.

la figura 10. Si los granulos son liofilizados o0 secados con espreado, se
provoca la cristalinidad. La liofilizacién fisicamente forza la morfologia,
mientras que el secado con espreado es el equivalente a un tratamiento de

calor. El efecto de varios tratamientos destructivos (ultrasonido, choque de
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Q Proteinas
O Sitios biosintéticos
'; Membrana de lipido

Cadenas de PHB en una
conformaci6n helicoidal

g Segmentos de cadena de
PHB en conformacion p

¢ Uniones hidrégeno con
molkéculas de agua

Figura 10. Modelo representativo de la localizacién de los sitios biosintéticos
y otras proteinas en las cercanias de la membrana del cuerpo de inclusion. El
acercamiento muestra los diferentes arreglos conformacionales que [as
cadenas de polimero pueden adoptar.

calor, etc) y varios procesos de secado (secado con espreado, congelar
secando, etc) sobre la morfologia granular no se ha entendido a(in todavia,

3.6 Degradacion

La razén principal por el interés general en los PHAs, es su biodegradabilidad.
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Ya que habiendo sido hechos por bacterias, pueden ser completamente
degradados a di6xido de carbono y agua por la accién bacterial continua.
Los procesos de biodegradacién se dividen en dos categorias: a) intracelular
y b) extracelular,

También son de interés para los procesadores y usuarios de articulos
hechos de PHAs los procesos de degradacion no-biolégicos, asi como su
estabilidad térmica e hidrolitica. Se han reportado numerosos estudios de la

biodegradacién de materiales PHBV bajo diferentes condiciones ambientales.

3.6.1 Biodegradacién intracelular

Estudios sobre degradacién se han realizado sobre Baciflus megaterium con
extractos de Rhodospirillum rubrum, y sobre Alcaligenes eutrophus, Zoogloea
ramigera y Azotobacter beifjerinckii. Generalmente, estos procesos son mas
desconocidos que la biosintesis, pero la trayectoria m4s conocido para [a
degradacién intracelular es el que se ha representado en la figura 11, el cual
se combina con el camino biosintético mostrado en la figura 3, para formar el
ciclo completo del metabolismo del PHB. El PHB es depolimerizado por una
enzima PHB-depolimerasa, frecuentemente en conjuncidn con un dimero

hidrolasa, para dar 4cido R-g-hidroxibutirico. Este 4cido es oxidado por una
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enzima dehidrogenasa para dar acetilacetato, el cual es esterificado a
acetoacetil-CoA por una enzima acetoacetil-CoA-sintetasa. Este es
degradado por acetil-CoA por una reaccidn retro-Claisen catalizada por
una enzima p-cetotiolasa; esta enzima es la dnica usada tanto en bicsintesis
como en la biodegradacién, y se puede involucrar en la regulacién de los dos
caminos. £n la presencia de oxigeno, el acetil-CoA puede entonces entrar al
ciclo del 4cido tricarboxilico (también conocido como el ciclo del dcido citrico)
para ser completamente oxidado a diéxido de carbono, con la
correspondiente liberacién de energia.

Sin embargo, se requieren mas investigaciones para determinar los
detalles finos de este proceso. Por ejemplo, A. eutrophus es el (nico
microorganismo en el cual el acido R-p-hidroxibutirico es el producto directo
de [a depolimerizacién por la depolimerasa; en otros microorganismos, la
depolimerasa degrada el PHB a dimeros, los cuales son subsecuentemente
unidos por un dimero hidrolasa. Enzimas depolimerasa han sido aisladas
desde A. eutrophus, B. megateriumy R. rubrum, pero su modo de accién no
es bien conocido; la degradacién de grinulos naturales de PHB, separados
desde B. megaterium, al exponerse a extractos de R. rubrum requieren de
tres componentes: una esterasa, un activador termoestable y una

depolimerasa termolabil.
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Figura 11. Biodegradacién intracelular del poli(g-hidroxibutirato).
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Se tienen més conocimientos acerca de la dimero-hidrolasa. Esta enzima
ha sido separada a partir de Zoogloea ramigera y R. rubrum, y puede
hidrolizar no solo el dimero (R,R), sinc también, mas lentamente, dimeros
(R,S) y (S,R) (el Gltimo por Z. ramnigera solamente). El dimero (S,5) no es
atacado por cualquiera de las dos enzimas. Oligémeros (trimeros,
tetrameros y pentameros) son atacados méas rapidamente que el dimero;
por ejemplo, el dimero hidrolasa de R. rubrum hidroliza trimeros cuatro veces
mas rapido que dimeros. El dimero intracelular hidrolasa aislado de
Pseudomonas lemoignei muestra ser altamente especifico para |la
configuracién R de p-hidroxibutirato.

La naturaleza ciclica de la biosintesis y biodegradacién ha sido
demostrada por A. eutrophus. Siempre que un exceso de una fuente de
carbono este presente en el medio de cultivo bacteriolégico, una limitacion en
nitrégeno trae un desbalance de desarrollo el cual causa la acumulacién de
inclusiones de PHB en las células. Aunque la acumulacibn de PHB es
predominante bajo tales condiciones, la degradacién continda, dando una
continua desaparicién de PHB dentro de los cuerpos de inclusion. Un estudio
separado mostré que PHB de alto peso molecular se produjo en la primera

etapa de acumulacién (arriba de las 10 horas), entonces el peso molecular




53 Biopoliésteres

decrece lentamente durante el periodo restante de acumulacidn. Estos
resultados soportan la naturaleza ciclica de acumulacién de PHB, asi mismo
implicando la alta movilidad de los segmentos de PHA dentro de las

inctusiones.

3.6.2 Biodegradacién extracelular
Por liberacion de enzimas de depolimerasa en el medio, algunas bacterias,
semejantes a P. lemoignei o Alcaligenes faecalis, pueden crecer sobre PHA
extracelular. La depolimerasa degrada al polimero en oligbmeros,
principalmente dimeros. Un dimero hidrolasa es producido intracelularmente o
es liberado 6 excretado -extraceluldrmente- junto con [a enzima de
depolimerasa [a cual degrada subsecuentemente estos oligbmeros a unidades
monoméricas. La depolimerasa aislada a partir de Comamonas sp. parece
tener un mecanismo diferente de hidrlisis de PHB, ya que el producto directo
de la hidrélisis de PHB por la enzima purificada es p-hidroxibutirato.

La depolimerasa producida por P. lemoignei muestra ser una exoenzima,
excretada en pequefias cantidades durante la fase de crecimiento pero
principalemente al cesar este. La presencia del producto de hidrélisis, acido

p-hidroxibutirico, también suprime la excrecién de enzima. La depolimerasa ha
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sido purificada en cuatro enzimas separadas, cada una de las cuales fue
capaz de hidrolizar PHB y sus oligbmeros, pero fue incapaz de degradar al
éster dimérico. El anilisis de los productos de hidrélisis permite llegar a la
conclusién de que la depolimerasa tiene més afinidad con la terminal hidroxilo
que con el carboxilo de los oligbmeros, y que el desdoblamiento de los grupos
éster ocurre siempre en el segundo'y tercer enlace a partir del grupo terminal
hidroxilo.

Una enzima de depolimerasa aislada y purificada desde A. faecalis mostré
estricta especificidad hacia polimeros PHB que han sido qmmicamenté
purificados pero no con los granufos naturales. El anslisis de los productos de
hidro6lisis de el R-p-hidroxibutirato designado a el hidroxilo terminal mostré que
las enzimas se unen s6lo al segundo enface del éster desde el hidroxilo
terminal del trimero y tetramero y act(an como una enzima endotipo hacia el
pentidmero y oligdmeros mayores. Su afinidad hacia los PHB, en substratos
amfifilicos, se considera debido a la presencia de un sitio hidrofébico en la
enzima que interactua con el polimero.

La enzima depolimerasa T1, purificada desde A. faecalis fue usada en
tres estudios separados para monitorear la degradacion de una so[ucién de

peliculas obtenidas por colado de PHB y de PHBV. Estos estudios mostraron
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gue la degradaci6én superficial de [as peficulas era aparente sin una pérdida
significativa de peso y que la actividad hidrolizadora era mayor para el PHB
que para el PHBV. Esto sugiere que la depolimerasa del A. faecalis primero
hidroliza las cadenas en las regiones no-cristalinas, y luego procede a

depolimerizar las cadenas en las regiones cristalinas.

3.6.3 Degradacién térmica

Se requiere entender la degradacién térmica de PHAs para disefar el
procesado para minimizar los dafios estructurales. El mecanismo de
degradacién térmica de PHAs es bien entendido en términos de el rearreglo
Mclafferty; en efecto, el PHBV es susceptible a rompimientos térmicos,
produciendo mediante pirdlisis acido croténico en aproximadamente un 90%.
Para controlar este aspecto de degradacién durante el procesado son
necesarios aditivos adecuados; sin embargo, es necesario tomar
precauciones si los productos de PHBV van a ser expuestos por periodos
prolongados al calor. Los primeros estudios sobre degradacién térmica de
PHB fueron reportados por Morikawa, Marchessault y también por
Hauttecoeur. Estos dos estudios recalcan degradacién controlada para

obtener oligbmeros con dobles enlaces terminales en lugar de |a hidr6lisis.




56 Biopoliésteres

Un estudio detallado de degradacién térmica de PHB identificd los
productos volétiles de la degradacién. Cuando se calento desde 0 a 338 °C
bajo vacio, el PHB libera 4cido isocroténico (0.9% en peso), &cido crotbnico
(35.2% en peso) y el dimero (41.2% en peso), trimero (12.5% en peso) y
tetramero (2.9% en peso} de PHB. Cuando el calentamiento se continda hasta
500 °C, se observan trazas (4% en peso) de los productos de degradacién
de estos volatiles: didxido de carbono, propeno, ceteno, acetaldehide y
g-butirotactona. Mediciones de la pérdida de peso molecular de PHB durante la
degradacion isotérmica 170-200 °C mostraron que la degradacién térmica
ocurre a través de un proceso de rompimiento al azar Involucrando la
descomposicién de un anillo de éster de seis miembros similar a la reaccién
Chugaev. Esta reaccién da un incremento en el peso molecular en las etapas

tempranas del proceso de degradacién.

3.6.4 Degradacién hidrolitica

Como [a bacteria y hongo que utiliza PHB no estan presentes en el cuerpo
humano, 1a degradacién in vivo debe proceder por otras rutas, tales como
hidrélisis. Esta puede ser catalizada por enzimas, por sistemas de cuerpo

inmunes. La degradacién hidrolitica de PHB y PHBV ha sido estudiada tanto
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“in vivo" como “in vitro”. Estudios in vitro, de la velocidad de degradacién de
una solucién y peliculas de PHBV obtenidas por colado y por fundido en un
medio amortiguador de fosfato mostraron un aumento en la rapidez de
degradaciébn al incrementarse el contenido de HV, o al aumentar la
temperatura. El proceso de fusién previo afectd significativamente la rapidez
de degradacidn hidrolitica. Aunque el peso de muestra y la resistencia a la
tensidn permanezcan constantes por varios meses, la modificacidn superficial
y el incremento en porosidad de la matriz ocurrida durante este tiempo
permite después degradacién acelerada. Estudios de degradacion in vivo de
monofilamentos de PHB mostraron que el material debe ser predegradado
con 10 Mrad y-irradiacién. E! Incremento-del contenido de HV en los
copolimeros de PHBV no incrmenta la rapidez de degradacidn in vivo, y adin
retarda la rapidez de hidrélisis a altas temperaturas.

Estudios de la degradacién heterogénea de peliculas de PHB y PHBV -689%
en mot de HV- en un medioc amortiguador confirmaron que el rompimiento de
cadenas al azar se lleva a cabo tanto en los dominios cristalinos como en los
no-cristalinos. Se ha sugerido un proceso hidrolitico de dos etapas:
rompimiento al azar de las cadenas que da lugar a una disminuci6n en ef peso

molecular, causando pérdida de peso de las peliculas por debajo de un peso
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molecular de 13 000. Un aparente incremento en la cristalinidad con tiempo de
hidrdlisis se explico debido a la cristalizacién de fragmentos de cadena en
regiones amorfas hidrolizadas; una explicacién alternativa es que hidrdiisis
preferente de cadenas en las regiones amorfas deja una mayor cantidad de
cadenas en las zonas cristalinas. Un estudio de degradacién hidrofitica
posterior sobre fibras de PHBV (149% en mol de HV) mostr6 que la resistencia
a la tensién de las fibras solo comenzaba a decrecer cuando el peso
molecular era inferior a 70 000, alcanzando un valor de cero cuando €l peso
molecular era alrededor de 17 000; e peso de la fibra disminufa s6lo cuando
el peso molecular era inferior a 17 000.

Estudios recientes sobre la hidrélisis de PHB en una solucién «N de 4cido
clorhidrico a 104.5 °C han mostrado que €l 4cido ataca a las uniones éster
tanto de la coraza cristalina como del nicleo amorfo. Durante las primeras
seis horas, la pérdida de peso fue moderada y [a cristalinidad aumenta
regularmente; después de este tiempo, la rapidez de pérdida de peso es casi
constante duplicando y disminuye [a cristalinidad. Fué notable en este estudio,
la retencion de la textura del granulo después de un desdoblamiento extenso

de cadena, y la alta cristalinidad después de la hidrélisis del residuo.
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3.6.5 Degradacion ambiental

La gran relevancia para los usuarios de articulos de PHB o PHBV, es la
rapidez de degradacién de estos articulos bajo diferentes condiciones
ambientales. La biodegradacién normalmente procede via ataque superficial
por bacterias, hongos y algas. Estos organismos pueden excretar enzimas
extracelulares que solubilizan la superficie de PHB sobre [a cual se desarrollan.
Los productos solubles de degradacién son entonces absorbidos a través de
fa pared celular y metabolizados. El porque de la importancia del ataque
superficial, la rapidez de biodegradacién depende en parte sobre la facilidad
de colonizacién superficial. El drea superficial y espesor son importantes, ya
que segln sea la textura superficial en ciertos casos las colonias bacterianas
pueden ser lavadas facilmente de superficies uniformes.

La degradacion real a veces depende del medio involucrado, asi como del
espesor del articulo. Estos factores controlan la demanda biolGgica de
oxigeno y e! suministro de nutrientes esenciales para el crecimiento
microbiano, tales como nitrégeno y fésforo. Estudios realizados en diferentes
ambientes muestran que la velocidad de degradacién de PHB decrece
progresivamente en medios anaerébicos tales como aguas fecales, suelos

muy himedos, sedimentos de agua de mar, etc. Tanto en pruebas in vivo
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como in vitro se observaron velocidades de degradacién lentas (>70 dias).

Un ejemplo de las velocidades de biodegradacién se muestra en la figura
12 para una peficula de PHBV enterrada en suelo himedo (C14-marcado);
arpoximadamente el 50% de carbono contenido fue perdido a COz en el
espacio de 16 semanas. Una moldura de resina de espesor de 1 mm probada
como pastilia se reportdé destruida completamente en un espacio de seis
semanas en aguas fecales aerfbicas; este tiempo se incrementd a 60-70
semanas en aguas fecales y suelo a 25 °C, y a 350 semanas en agua de mar
a 15 °C. Peliculas para empaque de 50 pm de espesor son totalmente
degradadas en 1-2 semanas en aguas fecales anaerébicas, 7 semanas en
aguas fecales aerébicas, 10 semanas en suelo a 25°C y 15 semanas en
agua de mar a 15 °C. Una botella de champi moldeada hecha de PHBV se
degrada casi completamente después de 15 semanas en una pila de
compost. En rellenos sanitarios se tiene una degradaci6n significativa en 40
semanas.

Dado que ¢l PHBY se degrada bajo ta! gran variedad de condiciones, la
pregunta pertinente es ;Cual serd su vida de anaquel?. Afortunadamente, la
velocidad de degradacién de PHB en aire hdmedo es insignificante,

teniendo una duracién aceptable en un anaquel. Lo mas serio es [a falta de
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Figura 12. Biodegradacién de Cis-marcado de poli(g-hidroxibutirato-co-g-
hidroxivalerato) en suelo himedo.

procedimientos de pruebas estandarizadas para a8 evaluacibn de

bicdegracién lo que hace dificl poder comparar resultados de diferentes
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investigadores que trabajan en condiciones diferentes sobre distintos tipos de
muestras. Esta limitacién puede ser resuelta, utilizando el PHBV como uno de
los materiales patrones de referencia para asi poder corelacionar pruebas a
escala laboratorio. De este modo, otros materiales degradables tipo
poliéster, pueden ser calibrados al compararlos con muestras de referencia
de PHBV. Resultados preliminares indican que entre todos los termoplasticos
biodegradables, solamente poli(e-caprolactona) degrada a la misma velocidad

que PHBV,

3.6.6 Efectos en reciclado

Como el interés general en PHB se basa generalmente sobre su
biodegradabilidad, el considerar reciclado a gran escala de este polimero es
ignorar una de sus propiedades mas importantes. Sin embarge, es (ti
considerar los efectos potenciales de PHB como un contaminante en el
reciclado corriente de polimeros sintéticos convencionales, tales como las
poliolefinas. Los tratamientos térmicos casi sin duda acusan efectos térmicos
y mecénicos sobre el polimero, con pérdida significativa del peso molecular del
PHB. Esto puede producir 4cido croténico libre a partir el hidroxibutirato

y dobles enlaces al final de las cadenas de PHB. Asicomo un posible
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entrecruzamiento debido al caracter vinflico de este sistema. Si la cantidad de
PHB no es grande, entonces no tendra un efecto significativo sobre la mezcla
reciclada. Para grandes cantidades de PHB, las metodologfas convencionales
de reciclado para polimeros sintéticos convencionales probablemente no sean
aplicables, en este caso, un composteo o manejo de un sistema de relleno

sanitario seria més apropiado.

3.7 Aplicaciones

Se han contemplado una gran variedad de aplicaciones para el PHB y el PHBV,
gracias al amplio intervalo de propiedades especializadas de estos
materiafes. Aungque el interés primario en estos materiales fué debido a su
biosintesis a partir de recursos renovables y por lo tanto independiente de la
petroquimica, sin embargo, el interés mis general esta relacionado a su
biodegradabilidad. Esto permite la reducciébn de desperdicios, asi como la
creacién de materiales con un mayor valor agregado ya que la degradacién
es la caracteristica funcional de el producto. La quiralidad del polimero
permite también usarlo en aplicaciones mas comunes, tales como bloques

quirales en sintesis orgéanicas.
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Una de [as aplicaciones més simples para PHBV es como un substituto
biodegradable para recipientes de poliolefinas, peliculas de plastico y bolsas. El
primer uso comercial de PHBY fué desarrollado por Wella AG, Darmstadt
(Alemania) los cuales han desarrollado una botella, moldeada por inyeccién
por soplado, para empacar un champl de cabello biodegradable. El PHBV
también ha sido usado para recipientes de aceite de motor y mangos
desechables para navajas de afeitar. Tales aplicaciones de PHBV son
particularmente una ventaja en articulos dificiles de separar por reciclado,
tales como peficulas de cocina, servilletas y toallas sanitarias.

Las propiedades de PHBY, como barrera para gases permiten
aplicaciones en empacado de alimentos, 0 como un reemplazo para
poli{tereftalato de etileno) para botellas de plastico en bebidas. Esta
propiedad de barrera también !a tienen los copolimeros de PHBV, por lo que
se puede utilizar en recubrimiento de papel ¢ carton, tales como envases
para Iecﬁe tipo “tetrapack”™. €El revestimiento de polietileno  usado
generalmente para estos propésitos es no-biodegradable, previendo ademaés
la degradacion del cartdn y el reciclado rutinario de los componentes fibrosos;
el material recubierto con PHBY muestra ser completamente biodegradable y

también mas facil de reciclar que el "tetrapack” de papel convencional.
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Una técnica poco usual de electrodeposicién de polvos, ha sido utilizada
para para depositar PHB sobre substratos de baja constante dieléctrica
como el papel. El polvo adherido electrostaticamente se funde posteriormente
y es calandreado para producir una pelicula con propiedades de barrera
contra gases, de alta transparencia. La adhesion de ésta capa es muy
superior a la pelicula laminada en fundido. La deposicién del polvoy la
biodegradacién son objeto de una patente reciente para el uso de PHBV
como toner en xerigrafia, las dificultades para el desprendimiento de
tintas plésticas en papel se facilita por métodos quimicos y enziméticos,
durante las operaciones de reciclado de papel.

Aplicaciones mas especializadas del PHBV incluyen liberacion controlada,
donde se requiere la biodegradacién mientras el articulo esta en uso. Como el
Alcaligenes eutrophus, organismo usado para la produccién comercial de
PHBYV, fué el primero en ser aislado desde el suelo, el PHBV, es naturalmente
adecuado para aplicaciones en [a agricultura donde se requiere su
biodegradacién en el suelo. Por ejemplo, insecticidas incorporados dentro de
grénulqs de PHBV y esparcido con la segadora seﬁan liberados a una
velocidad variable relacionada con el nivel de actividad de la plaga, como las

bacterias degradan el pofimero, este seré afectado por los mismos factores
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ambientales que las plagas del suelo. Similarmente, como el PHBV se degrada
bien en el estdmage del ganado, este puede ser usado com¢ una matriz
biodegradable para liberacién de farmacos en medicina veterinaria.

El PHBV también puede ser usado internamente en humanos, como el
polimero mismo es no-téxico y compatible con el tejido vivo, y el Gnico
producto de degradacion es el 4cido R-p-hidroxibutirico, €l cual es
urn metabolito normal en mamiferos, encontrado en concentraciones de
3-10 mg/100 ml de sangre en humanos adultos saludables. También se ha
detectado PHB de bajo peso molecular, unido principaimente a albGmina pero
también a lipoproteinas de baja densidad, en el suero sanguinec humano.
Estudios de pacientes obesos sufriendo hambre terapéutica han mostrado
que p-hidroxibutirato de sodio puede ser usado como una fuente de carbono
via intravenosa u oral; mejorando {a conservacién de protefnas en el cuerpo,
sin reducir la rapidez de pérdida de peso; Un derivado acilo del polimero se ha
patentado para utilizarlo como emuisificante de alimentos & auxiliar en la
elaboracién de mantequilla.

Para aplicaciones de liberacién controlada de farmacos en medicina, el
PHBV se puede utilizar no como una pastilla, sino como microcéapsulas, las

cuales se inyectan subcutineamente como una suspensién 6 como un
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comprimido que se administra oralmente. Como un material médico, un rasgo
mas del PHBV es que es muy biocompatible, pruduciendo una respuesta
extremadamente ligera del organismo, y que la rapidez de biodegradaci6n in
vivo es lenta. Por ejemplo, un monofilamento de sutura quirdrgica requeriria
varios afios para ser totalmente reabsorbido por el cuerpo; como el tiempo
tomado por la biodegradacién es relacionado al 4rea superficial, suturas de
multifilamentos o microcdpsulas se absorben mucho més rapido.

Aplicaciones tipicas de PHBV en hospitales podrian ser como limpiadores
quirdrgicos, polvos para -heridas y polvos lubricantes para guantes de
cirujano. Se ha propuesto también una membrana compatible a la sangre. ICI
ha desarrollado un proceso de hilado centrifugo para hacer productos de
algodén semejantes a la lana y gasas a partir de una solucién concentrada
de PHBV; tratadas después con surfactantes biocompatibles, las fibras
intrinsecamente hidrofébicas, las cuales son muy semejantes a la lana-algodén
absorbente. Como quiera, a diferencia de las fibras de algodén, las particulas
de fibras de PHBV de las gasas o de algodén pueden ser dejadas sin afectar
la herida, ya que son hiodegradables.

Un uso de alta tecnologia futuristica de PHBV podria ser como injertos

vasculares o vasos sangulneos, compuesta de fibras muy finas arregladas
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para formar un tubo impermeable al agua de didmetro intemno adecuado,
actuaria como un entablilado para nuevos tejidos en desarrollo, siendo
completamente reemplazado por tejido natural. Esto evitaria el problema de
formacién de trombos y bloqueo eventual en arterias sintéticas, lo cual se
debe a fa respuesta del organismo de cuerpos extrafios no-degradables en
las paredes vasculares. Se han desarroliado ya implantes quirirgicos de PHB
y PHBV para conexién de partes del cuerpo tubulares, asi como hojas o
resortes de PHBY para separar tejidos en las heridas.

Otras aplicaciones de PHBV pueden ser posibles debido a su respuesta
piezoeléctrica. Como e} tamafio de este efecto es un orden de magnitud
menor que el de poli(fluoruro de vinilideno) (PVDF); es dificl que pueda
reemplazario en equipos electrénicos de alta fidelidad; sin embargo, el PHBV
puede ser (il donde se requiere una respuesta independiente a [a
temperatura. Por ejemplo, el PHBV puede ser adecuado como un sensor de
presién en un aparato de sellado por calor, donde ¢l PVDF podria no ser
adecuado ya que su respuesta piroeléctrica podria interferir con el efecto del
esfuerzo de deformacién piezoeléctrico.

Ademés, siendo las propiedades piezoeléctricas del PHBV similares a [as

de los huesos y ya que se sabe que estos pueden ser reforzados y reparados
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por estimulacién eléctrica; por lo tanto, el tratamiento de una fractura
mediante {a fijacion con una placa, hecha de un compuesto reforzado de PHB
con propiedades mecanicas semejantes, podria estimular e! crecimiento del
hueso y su curacién. Una ventaja adicional de tales placas es que estas son
biodegradables, y pueden ser dejadas donde sern reabsorbidas lentamente
por el cuerpo, en lugar de requerir una segunda operacién para removerlas.
Otras aplicaciones de PHB pueden surgir de su actividad dptica y potencial
sintético. La cromatografia es potenciaimente una de tales aplicaciones, ya
que una fase quiral estacionaria se puede usar en cromatografia para
separar isémeros dpticos. El PHB puede también ser hidrolizado para proveer
mondmeros dpticamente puros para utilizarlos como bloques constructores
en sintesis organicas quirales; en este caso se han reportado compuestos que
incluyen los fungicidas norpirenoforin, pirenoforin y vermiculina, el componente
macrociclico del antibidtico elaiofiin, el enantiémero def producto natural
grahamimicin A1 y feromonas del pequefic escarabajo europeo de [a corteza
de olmo y el gusano de raiz del maiz del oeste. La biosintesis de PHBV
también forma las bases de un proceso para denitrificar agua de beber.
Comercialmente, el PHBV esta disponible como un polvo secado por

espreado, con un contenido de HV del 0-25%. La concentracién de unidades
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de HV, afectan ambas propiedades y la Qelocidad de degradacién de los
materiales, haciendo ciertas aplicaciones méas factibles a ciertas
concentraciones de HV. El PHB puro (0% de HV) es considerado til para
aplicaciones donde ta fragilidad no es un problema, y se requiere ¢l monémero
puro: esto incluye implantes médicos, aplicaciones farmacéuticas, y su uso
como bloques constructores quirales. Una ligera reduccién en fragilidad
(S%HV) hace el material adecuado para molduras obtenidas por inyeccion
soplado, si el contenido de HV del polimero es igual o mayor a 109%, es (il
para molduras rigidas obtenidas por inyeccion, extrusién e inyeccidn por
soplado para empaques de materiales. Finalmente, el PHBV con 20% de HV
es adecuado para liberacién controlada y aplicaciones veterinarias y médicas.
Se tienen también disponibles diferentes grados de PHBV en funcién del uso
requerido. Los més econdmicos son los grados técnicas 0 estandar con un
95-96% de pureza y pesos moleculares de 400 000- 750 000, estos pueden
ser procesados sin aditivos, aunque para el procesado en fundido se
recomienda el uso de agentes de nucleacién como: el nitruro de boro, talco,
mica microniiada o yeso. Si se desea modificar sus propiedades se pueden
utitizar plastificantes, cargas, pigmentos los cuales se unen en fundido con el

PHBV. Para medicamentos y usos farmacéuticos, se tienen especialmente
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grados con un 99.5% de pureza con pesos moleculares del orden de 30 000
a 750 000. Grados que contienen hidroxiapatita, como carga, tienen usos
médicos. Si se almacenan en condiciones de limpieza, en seco, no es necesario

un tratamiento previo, del polvo o de los granulos antes del procesado.

3.8 Aspectos econémicos
Ef factor principal detras de la aplicacion de las resinas de PHBV como resina
de especialidad y no de gran volumen, es su costo. A niveles de produccién
general (660 000 Ib/afo), el precio es de 8 a 10 US $/Ib; el cual ha sido
disminuido, para 1996, hasta US$4/Ib, cuando se puso en operacién una
nueva planta capaz de producir 10-20 milones Ib/afio. Este precio lo hace
competir dificilmente con el polipropileno que cuesta de 0.30 a 0.45 US $/Ib.
Existen numerosos ejemplos de mejoras tecnolégicos y que junto conla
econcmia de escala reducen draméticamente el costo de nuevos materiales;
como quiera, con precios bajos, alto-valor-agregado, aplicaciones especiales,
en vez de producirlo como pléstico de gran volumen, son las posibles salidas
para la produccién del PHBV.

El costo de produccién de PHBV tiene tres componentes principales:

materiales, principalmente fuentes de carbono; el proceso de fermentacién en
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si mismo, incluyendo la separacién y purificacion del polimero; y los costos
adicionales relacionados con el capital. La mejora en el proceso de
fermentacién y en las tecnologias de extraccién del polimero, asi como fa
economia de escala, tienden a mejorar la competitividad del biopoliéster;
ahora el alto costo se debe principalmente al alto costo del substrato y del
proceso de separaci6n. Altemativas para menores costos de substratos
incluyen materiales como metanol, hemicelulosa hidrolizada y melaza. £l costo
de substrato por tonelada métrica de PHB producido se ha calculado para
una gran variedad de substratos (tabla 3). Claramente se puede ver que
reemplazando la glucosa, como substrato podria reducir en gran medida el
costo; por ejemplo, el uso de lactosa en lugar de glucosa reduciria los costos
del substrato en un 86%. A(n mis econdmico en términos de costo de
substrato serfa el uso de bacterias fotosintéticas como Rhodobacter o
Rhodospirifium para producir PHB con luz del sol; esto es sdlo practico si se

pueden realizar mejoras substanciales en la productividad.

3.9 Perspectivas futuras
En la actualidad, muchos investigadores se encuentran estudiando los PHAs y

se han obtenido nuevos miembros de esta familia. Se cuenta ahora conuna
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evaluacién més detallada de fas propiedades de los homopolimeros y se
pueden disefar, a partir de sintesis quimica, un gran nimero de estructuras.
Mezclas de PHAs con otros polimeros, permiten la modificacién de
propiedades y ajustar las velocidades de degradacién, asi como una
reduccién en los costos. También se tienen progresos en transgenética, los
cuales pueden algin dia permitir la produccién de PHAs en plantas tales como
tabaco y nabo silvestre. Las cuales producen hasta un 40% en peso de
de lipidos y los mecanismos de biosintesis de los lipidos y del PHB son casi

idénticos.

3.9.1 Otros PHAs bacterianos

El PHB y PHV son sélo los dos primeros miembros de la familia de
biopoliésteres cuya estructura general se muestra en la figura 13. El PHB
bacteriano con cadenas largas laterales, fue separado primero por Wallen y
Rohwedder a partir de sedimentos de estuarios; en 1983, De Smet
descubrieron gue cultivos bacterianos de Pseudomonas oleovorans podrian
ser alimentados con un  substrato n-octano, para producir terpolimeros

p-hidroxioctanoato principalmente.
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Tabla 3. Efecto del costo de substrato por tonelada métrica (t.m.)
sobre el costo de produccion total de PHB.

Substrato Costo aproximado Produccién de Costo de

($US/t.m. de  PHB/substrato substrato/PHB
substrato ($US/t.m. PHB)

fermentable)

Metanol 184 0.18 1020

Etanol 502 0.50 1005

Glucosa 493 0.33 1495

Fructosa 517 0.33 1565

Sucrosa 790 0.33 2395

Melaza de cafia 220 0.42 524

Lactosa (suero 71 0.33 215

de queso)

Hemicelutosa 69 0.20 345

hidrofizada

Acido lactico 173 0.33 525

(suero de queso

fermentado)

Acido acético 705 0.33 2135

Esto ha dirigido los esfuerzos de un gran nimero de estudios hioquimicos, en
los cuales varias fuentes de alimentacién fueron suministrados para una

amplia variedad de bacterias en orden a obtener un rango de poliésteres con
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HO CH CH C—0 H
L 0,

R= metil; p-hidroxibutirato (HB)

R= etil; p-hidroxivalerato (HV)

R= propil; B-hidroxicaproato (HC)
R= butil; p-hidroxiheptanoato (HH)
R= pentil; p-hidroxioctanoato (HO)
R= hexil; p-hidroxinonanoato (HN)
R= heptil; p-hidroxidecanoato (HD)
R= octil; p-hidroxiundecanoato (HUD)

Figura 13. Estructura quimica generalizada para los
poli(p-hidroxialcanoatos).

diferentes longitudes [aterales de cadena. Principalmente se ha reportado la
chtencion de polialcancatos con cadenas laterales de nueve carbonos, a

partir de Psudomonas cleovorans 6 por Pseudomonas putida; alimentadas
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con n-alcanos y acidos alcanéicos. Sin embargo, copolimeros de PHB y poli(3-

hidroxi-2-butenoato) pueden también-ser producidos por unas especies de

Nocardia desarrolladas sobre butano, y el uso de Baciflus megaterium

también ha sido reportado. Las bacterias que producen PHA-LSC no

producen PHB bajo pruebas taxonémicas microbianas estandar.

Tabla 4. Propiedades fisicas de los poli(3-hidroxialcanoatos)a

Muestra | Promedio Promedio Tg Tf Densidad

en masa de longitud comienzo (° C) {g/mi)

de de lado de (¢ C)
monémero  cadena

(g/mol)  (C atomos)
PHB 86.09 1.00 5 180 1.2430
PHV 100.12 2.00 -11 105-108 1.20
PHC 121.16 3.50 -25 N/A N/A
81.5% en
mol de HC
PHH 128.17 4.00 -33 45 N/A
93.5% en
mol de HH
PHO 141.8 4.99 -36 61 1.019
86.1% en
mol de HO
PHN 146.69 5.32 -39 54 1.026
58.4% en
mol de HN
PHD 153.00 6.25 -40 54 1.033
11.1% en -

mol de HD
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En la tabla 4 se reportan las propiedades de PHAs L.SC. A diferencia de los

Tg (°C)
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Nomero promedio de carbonos de cadenas laterales

Figura 14. Temperatura de transicién vitrea

(Tg) de los poli(p-
hidroxialcanoatos) en funcién de el nimero de carbonos en las cadenas
{aterales.
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termopléasticos PHB y PHBY, fos PHAs LSC son elastémeros termoplésticos,
con puntos de fusidn del orden de 45-60 °C y Tgs por debajo de 40 °C (figura
14). Los PHAs LSC no son homopolimeros, pero son nombrados a partir de
su componente principal por razones de simplicidad. Por ejemplo, PHO
producido por P. ofeovorans puede contener mas de un 85% en mol de
unidades de HO, probablemente mezclado al azar con otras unidades
repetitivas, tales como p-hidroxicaproato (HC) y g-hidroxidecanoato (HD). La
unidad repetida predominante en los PHAs LSC tiene el mismo nimero de
carbonos que el substrato, mientras las otras unidades repetidas difieren por
lo menos en dos o mas carbonos debido a el proceso de p-oxidacion de
fisiologia bacteriana.

Los PHAs con grandes cadenas laterales, es decir, grupos alquilo entre
pentilo y heptilo son propuestos para tener una conformacién minima de
energfa con un eje de helicoidal de doble-entrelazado y para cristalizar en una
red ortorrébmbica o monoclinica con dos moléculas por unidad celular,
Justamente como el PHB y PHBV. Ef extremo helicoidal de 0.455 nm es mucho
menor que los valores de 0.596 nm y 0.556 nm para PHB y PHV,
respectivamente, como un resultado del incremento en la interaccion de la
cadena lateral. Estos polimeros cristalizan con cadenas laterales alquilicas en

una conformacién extendida, para formar iaminas ordenadas en uno o el otro
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de los posibles modelos, como se muestra esquematicamente en la figura 15.
Los poliésteres con cadenas laterales funcionalizadas, son atractivos por
ser sistemas novedosos para liberacién controlada de firmacos, se han
producido por bacterias alimentadas con substrato modificado. Los poli(g-
hidroxialquenoatos), los cuales contienen insaturacién en Jas cadenas laterales,
. se pueden producir alimentando Pseudomonas oleovorans con 1-alquenos y
4cidos alquendicos. Estos materiales, son semejantes al PHA LSC saturado,
tienen también una menor cristalinidad comparados con los PHB y losrPHBV, y
son también elastémeros térmicos méis que termoplésticos. El grado de

insaturacién puede ser variado desde O a aproximadamente 50% mediante.
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Figura 15. Dos modelos de poli(p-hidroxialcanoato) helicoidal: A) espigado;
B) peine doble.
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el uso de diferentes relaciones de n-alcanos a 1-alquenos como substratos.
Cuando 1-octeno vy 1-deceno son usados como la fuente de carbono, el
poliéster formado consiste de ambos p-hidroxialcanoato y p-hidroxialquenoato
insaturado terminalmente, de la cadena del cual cuelgan varios grupos de
longitudes desde el propilo al heptilo. También se han preparado PHAs con
cadenas laterales de cinco-carbonos metilo-ramificados, asi se tienen también
PHAs con cadenas laterales alcano bromadas y con contenido ciano.
Recientemente, copolimeros de 3-hidroxibutirato (p-hidroxibutirato} y
4-hidroxibutirato (y-hidroxibutirato), P(3HB-co-4HB), se han obtenido a partir
de Alcaligenes eutrophus alimentado sobre A&cidos 4-hidroxibutirico y
4-clorobutirico ¢ y-hidroxibutirato (figura 16). Estos copoliésteres pueden
ser preparados con diferentes composiciones de comonémero similar a PHBV,
y tienen una distribucién secuencial al azar de monémeros. El comportamiento
de los polimeros va desde cristalino hasta elastomérico, dependiendo de la
composicion; la incorporacién de hasta el 27% de unidades 4HB aumenta ia
velocidad de biodegradacidén enzimatica en relacidn a! PHB 6 PHBV. Si se
incrementa el contenido de 4HB de 0 a un 85% en mol en peliculas
cristalizadas obtenidas por colado a temperatura ambiente por dos semanas
resulta en disminucién de la cristalinidad desde un 59 a un 29%, y una caida

en el punto de fusion desde 180 a 48 °C. El P(3HB-co-94%4HB) fué
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notable por tener una velocidad de cristalizacién idéntica a la  del
homopolimero P(3HB), pero con una unidad celular correspondiente a
poli{(4-HB). Este sistema de copolimeros no muestra el fenémeno de
. isodimorfismo, porque el rasgo conformacional cristalino de las unidades

repetidas de 4-HB son diferentes de aquellas de 3-HB.

Cl
1 f P
HO‘E CH— CH ;—C— o—:HEcnz— CH,— CH;— C— O%H
X y

3HB 4HB

Figura 16. Estructura quimica del poli(3-hidroxibutirato-co-4-
hidroxibutirato).

Adicionalmente se ha Dbiosintetizado el P(4HB) a partir de Alcaligenes
eutrophus usando un substrato de 4cido 4-hidroxibutirico, citrato y sulfato
de amonio. Un nuevo terpoliéster (figura 17) que contiene unidades 3HB, 4HB
y 3HV se ha producido en cultivos de Alcaligenes eutrophus alimentados con
4cido 4-hidroxibutfrico y &cido pentanbico. La fraccién 4HB en los
terpoliésteres se incrementa con el aumento en la fraccién de &cido

4-hidroxibutirico, mientras la fraccién de 3HV se aumenta al incrementar la
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Figura 17. Estructura quimica del poli(3-hidroxibutirato-co-4-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato).

relacién con el 4cido pentandico. Otro copoliéster de 3-hidroxibutirato y cerca
de 7% de 3-hidroxipropionato fue reportado en 1991 [59]; este también tiene
més susceptibilidad hacia la biodegradacion enzimatica que FPHB
bacteriano.Del gran nimero de poliaicanoatos obtenidos en la Gitima decada,
la mayoria se basan en alcanoatos pg-substituidos. La obtencién de
alcanoatos y-substituidos tales como el P{(4HB) es notable porque la
polimerizacién abriendo €l anillo de y-factonas es virtuaimente desconocida (en
condiciones ambientales naturales). Hasta la fecha, los Gnicos polialcanoatos
sintéticos de esta familia, con propiedades adecuadas para ser considerados

comercialmente, son la polipivalolactona y poli(e-caprolactona). El {itimo se
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produce comercialmente y presenta buenas caracterfsticas en cuanto a su

biodegradabilidad.

3.9.2 PHAs sintéticos
Se han ilevado a cabo numerosos estudios para la preparacién de PHAs
sintéticos abriendo anillo de las p-lactonas. Sin embargo, en la actualidad no
estan disponibles a una escala de produccién comercial, en comparacién con
la fermentacién bacteriana, debido a lo caro de la preparacién de monémeros
de lactona y, més particularmente, al catalizador para la polimerizacién. El
catalizador alquilo de aluminio, que produce los poliésteres sintéticos mas
parecidos a los de origen bacteriano, produce solamente de un 10 a un 20%
de polimero isotictico estereoregular, E! uso de un catalizador de
isobutilaluminioxano mejora el rendimiento hasta 37%. La importancia
inmediata de los PHAs sintéticos estriba en una produccién a escala de
pofiéster termoplastico, sino como un modelo para entender mejor las
propicdades de los materiales biosintéticos.

Un ejemplo de PHAs sintético que se ha utilizado para ayudar a entender
los materiales biosintetizados, fue la preparacién del copolimero de PHBV
sintético con un amplio intervalo de composiciones, desde el 0 a 100% de Hv,

en orden para demostrar el fendmeno de isodimorfismo en PHBV; sélo fue
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posible obtener muestras biosintetizadas con un contenido de hasta el 47%
de HV. Otro avance de los poliésteres sintéticos es que pueden producir los
homopolimeros; el mayor nimero de polimeros bacterianos, especialmente
aquellos que contienen grandes cadenas laterales alquilo, son generaimente
terpoliésteres. Asi, las propiedades fisiscas y quimicas especificas para los
homopolimeros bacterianos LSC son medibles solamente a partir de los
poliésteres sintéticos. Estas medidas son importantes para la prediccién de
las relaciones estructura/propiedades para el disefio de materiales para
aplicaciones especificas.

El potencial de los PHAs sintéticos también esta en la posibilidad de
obtener un poliéster con substituyentes en carbono-g del centro, el cual no es
posible obtenerlo a partir de fuentes biolégicas. Un ejemplo es el copoliéster
sintético de p-hidroxibutirato y malato de p-bencilo. Este material no ha sido
reportado que tenga un anilogo bacteriano y es un material potencialmente
biodegradable, ya que puede sufrir desbencilacion para producir un
copolimero de &cido hidroxibutirato-maléico.

Otro aspecto de los PHAs sintéticos es que los estereocopolimeros
pueden ser obtenidos para uso racémico y monémero de lactona
dpticamente activo. Por ejemplo, el PHB atictico es facilmente preparado

desde p-butirolactona racémica y un catalizador zincorgénico, mientras
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andlogos isotacticos de los polfmeros bacterianos pueden ser hechos usando
catalizadores organozinc y organcaluminic con B-butirolactona pura
dpticamente.

Polimeros isotacticos conteniendo bloques de secuencias R y S a lo largo
de la cadena pueden también obtenerse desde p-butirolactona racémica y
catalizador de organoaluminio. Recientemente, se ha preparado PHB
sindiotctico, con centros R y S alternados. Estos estereobloques de
copolimeros sufren biodegradacién a rapideces las cuales son comparables a
las de polimeros biosintetizados. Ademss, la rapidez de biodegradacion es
una funcién de la tacticidad del polimero, muestras con tacticidad intermedia
son mucho més biodegradables que las muestras con alta isotacticidad. La
figura 18 muestra los resultados de hidr6lisis heterogénea de PHB sintético
por una depolimerasa extracelular a partir de A. faecalis. La conjurci6n
favorable de baja cristalinidad y alta movilidad de cadena en agua es una
explicacién propuesta del por qué muestras de tacticidad intermedia son

rapidamente degradadas por enzimas.

3.9.3 Mezclas

Otra aproximaciébn para modificar fas propiedades de PHB y PHBV, [a cual
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Figura 18. Degradacién enzimatica de bacterias (100% isotactico) y
poli(p-hidroxibutirato}) como una funcién de la tacticidad.
Depolimerasa extracelular se utilizé a partir de Alcaligenes
feacalis

biopoliéster con otros materiales. Diferentes estudios han demostrado la
miscibilidad del PHB con: poli(bxido de etileno), poli(acetato de vinilo),

poli(fluoruro de vinilideno) y poli{cloruro de vinilo). Mezclas completamente

biodegradables de PHA y almidén también se han investigado. La presencia
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de almid6n se utilizé para incrementar la velocidad de degradacién de PHA,
obteniendose eventualmente una degradacién del 100%; para mantener
propiedades mecénicas aceptables, la concentracién del almidén debe ser
inferior al 409%.

También han sido elaboradas mezclas entre diferentes PHAs, o entre
diferentes estereoisémeros de PHB. Las cuales es probable que tengan buena
miscibilidad. Asi, si el PHB bacteriano se mezcla en solucion con PHBV (8%
HV), dande una compatibilidad cristalina (co-cristalizacion} la cual da sélo una
endotérma de fusién-. Mezclas de PHB sintético atéctico con PHB bacteriano
mejoran significativamente la susceptibilidad de el biopolimero para la
degradacién enzim4tica, con una mezcla de 50% en peso se tiene fa més alta
rapidez de degradacién. Estas peliculas obtenidas por colado son también
mas duras y menos flexibles que las de homopolimeros de PHB bacteriano.
Cuando una muestra parcialmente isotactica de PHB sintético se mezclé con
PHB bacteriano, se observé un solo punto de fusion, entre los valores de los
puntos de fusidn de los componentes puros, a todas las composiciones. Esto
es debido, evidentemente a la miscibilidad de las fases cristalinas de estos
materiales, debido a la cristalizacién isomérfica.

La miscibitidad de PHBV al fundir con termoplasticos comerciales esté

bajo investigacién activa; de interés particular es el caso cuando el mismo
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termoplastico comercial es biodegradable. En estudios donde PHB &6 PHBV
fueron mezclados en fundido con butirato acetato de celulosa (CAB) ¢
propicnato acetato de celulosa (CAP), las mezclas con un 50% de PHB &
PHBV fueron miscibles y amorfas, mientras que mezclas con cantidades
mayores al 50% de PHB & PHBV fueron semimiscibles y semicristalinas. El
PHBV en estas mezclas cristaliza en una morfologia diferente a PHBV puro,
estas mezclas tienen diferentes propiedades fisicas, por o mismo, como
mejor resistencia al rasgado, que cualquiera de los dos componentes purgs,
Se pueden obtener diferentes morfologias de estas mezclas por tratamiento
térmico de las mismas, las cuales pueden permitir el arreglo de la morfologia

segin sean los requerimientos de biodegradabitidad.

3.9.4 Ingenieria genética

Un desarrollo excitante en sintesis de PHA es Ia clonacién de fos genes en
A. eutrophus que determinan cuanto PHB puede acumular la bacteria. Estos
genes han sido transferidos a Escherichia colii una bacteria estandar de
laboratorio, lo que pemmite utilizar todas las herramientas desarrolladas para
trabajar la E. coli, tiene células que son diez veces mayores que las de una
normal; si se ponen los genes de PHB en este mutante de £ coli (mutante), se

puede producir una bacteria que acumulara diez veces mas que las de uno
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normal; poniendo los genes de PHB en esta forma de E. coli {mutante) para
poder producir una bacteria que acumulara 10 veces mas polimero por célula,
haciendo el polimero facil de producir. La separacién del polimero también
puede simplificarse introduciendo los genes de PHB dentro de un E. coff
deformado, el cual se revienta cuando se calienta a una cierta temperatura.
Una vez que las células se han desarroliado y rellenado con PHB, se
incrementa la temperatura desde 28 a 42 °C abriendose [a célula y
liberandose el polimero. Inicialmente, los productos de PHB obtenidos a partir
de E. cofi fueron mucho menores que los reportados, lo mismo que la
obtencién de PHBY por un mutante.

Un desarrollo muy reciente es la transferencia de genes de PHB dentro de
plantas de maiz y papa, asi ellas producen el biopolimero termopléstico en
vez de almidén. Como sea, adn existen muchos obstaculos por vencer antes
que pueda ser perfeccionada esta técnica; el insertar los genes es
relativamente simple en comparacién con las dificultades de regularlos en las
plantas. Una vez que las plantas puedan producir PHB, seria necesario desviar
la produccién de almidén de modo que las plantas puedan aprovechar toda
su energia para la produccion del PHB., La separacion del polimero de las

células de ia planta puede ser mas dificil, y en el caso de produccién de PHB
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por maiz, la reproduccién de las plantas se convierte en un problema, ya que
tas plantas no pueden metabolizar el PHB para permitir €l desarrollo de
semillas,

El enfoque més sencillo para obtener [a produccién de PHB en plantas, es
poder comenzar con papas y nabos. En estas plantas, los camotes o raices
sirven sélo como 6rganos de almacenamiento, y no son necesarios para la
reproduccion. Por lo tanto, serfa posible modificar la papa para manufacturar
el polimero en el camote en lugar de almidén, pero el resto de las funciones
fisioldgicas de la papa permanecerian de la manera usual. El primer paso en
este proceso ya ha sido realizade, con la produccion de PHB en Arabidopsis
thaliana, una hierba pequeda relacionada a la planta de la mostaza.
Eventualmente, el PHA puede ser econdmicamente producido por granjeros a
gran escala. Transgeneticistas sugieren que la planta de nabo silvestre, la
cual produce grandes cantidades de aceite sobre unas bases comerciales,

puede ser la planta méas adecuada para este propésito.

3. 9.5 Desarrollos comerciales
El desarrollo activo de productos de PHBY ha sido facilitado por disponibilidad
de grandes cantidades producidas por Zeneca (antes ICI Biopolymers

Division), Billingham, Reino Unido, cuya capacidad de produccion es de 660 000
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Ib/afo. El producto esta disponible en suspensién concentrada de granulos
(latex), en un polvo obtenido por secado por espreado o formulado en
granulos. Otro tipo de obtencién es reportado por Chenie-Linz en Austria,
que utiliza un proceso de extraccién de solvente para la separacion del
polimero; hasta ahora, Chenie-Linzen ha producido varias toneladas de PHB
por fermentacién con Afcaligenes fatus, pero ia preparacién de PHBV, P(3-HB-
€0-4HB) y P(3HB-co-4HB-co-3HY) se realiza a escala de laboratorio. Chenie-
Linzen propone la tecnologia del usoe de §gentes nucledtidos innocuos
biclégicamente y plastificantes para tener un rango de propiedades de PHB
comparable a los copoliésteres de PHBV. *

La presentacion en idtex se propone como un reemplazo parz {0s usos
otros polimeros en latex, con aplicaciones comerciales, tales como en
encuadernacién (empastador) o el recubrimiento de papel y cartén o como
fibra en el campo de la construccidn. Otro camino novedosc es la
electrodeposicidn de los PHAs como una pelicula soportada por la aplicacion
directa del polvo PHA, seguida por fusién y calandreado. Se han reportado
buenas propiedades de barrera a la humedad de papel envoltorio, han
utilizado latex y con revestimientos en polvo, reteniendo tanto la

biodegradabilidad y la reciclabilidad de las fibras de papel. Simifarmente, la
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extrusién de granulos formulados para papel envoltorio se ha desarrollado
activamente para producir copas biodegradables y envolturas de alimentos
para el mercado alimenticio. Reportes de la biodegradabilidad y de
propiedades de barrera de tales peliculas estan disponibles [28].

£l uso mas prometedor, hasta ahora, ha sido la biodegradabilidad de
botellas para shampoo en la industria. El moderno champé de cabello es
usualmente también biodegradable, de aqui que [a botella sea completamente
biodegradable por el ambiente natural. Aplicaiones similares de recipientes
para aceites lubricantes § detergentes liquidos domésticos se han demorado
un poco probablemente por razones de costo mas que por factibilidad. La
[amina de papel envoltorio de PHBV puede ser un atractivo con menor costo
que las aplicaciones para empacado {con recipientes). La tecnologia de
fabricacién esta bien desarrollada en papel envoltorio en el campo del
empacado.

Hasta el presente el PHBV se ha desarrollado exitosamente sélo como un
termoplastico el cual es biodegradable y biocompatible, la principal razén
para retrasar sus usos generales es debido a factores econdmicos. Mientras
tanto, otros numerosos termoplasticos semi-biodegradables de bajo costo
son rivales para el mercado comercial; estos son frecuentemente mezclas de

almidén gelatinalizado con termoplasticos sintéticos.
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Digno de atencibn es el termoplastico poli(e-caprolactona), la
biodegradabilidad y termoplasticidad del cual son comparables con las de
PHBV. Sin embargo, este material es de bajo peso molecular, tiene méas bajo
punto de fusibn que el PHBV, y es menos versatil en términos de sus

propiedades fisicas.
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4 Conclusiones

A partir de este siglo los polimeros sintéticos han dominado el mercado,
debido al desarrollo de la petroquimica, pero los polimeros derivados de la
biotecnologia continuan en uso. Recientemente, han surgido algunos factores
que han hecho necesario dirigir nuevamente Jla atencién hacia los sistemas
biotecnolégicos ante la necesidad de uso y conservacion de recursos
naturales asf como por su biodegradabilidad. Por otra parte debido a que las
reservas de petrbleo y carbén no son ilimitadas y muchos materiales
dependen de estos recursos, se estan buscando alternativas viables para la
obtencién de nuevos materiales. Por ello se ha incrementado el interés en
desarrollar poliésteres bacterianos debido a sus excelentes propiedades y a

su biodegradabilidad.

El homopolimero PHB es un material termoplastico, es una resina
altamente viscosa y moldeable a temperaturas cercanas al punto de fusion
{mayores). Estas propiedades se comparan con fas del polipropileno, ya que
ambos tienen puntos de fusién, grado de cristalinidad y temperaturas de
transicidn vitrea similares. Aunque, el PHB es mas rigido y quebradizo que el

polipropileno.
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Se han obtenido peliculas para empaque de PHB, las cuales tienen
excelentes propiedades de barrera para gases, siendo 5 veces menos
permeable a! didxido de carbono que el PET, y son més resistentes que las de
polipropileno.

Los copolimeros de PHBV o biopol, han mejorado muchas propiedades del
homopolimero PHB, incluyendo su ffagilidad. Al incrementarse la concentracién
de unidades HV desde un 0-25%. Existe una disminucion del punto de fusion, {a
temperatura de transicidén vitrea, permitiendo el uso de estos materiales a
bajas temperaturas sin que resquebrajen y se pongan vidriosos. La
resistencia al impacto se incrementa al aumentar la concentracidon de HV,

indicando que la flexibilidad del material se incrementa.

Al haber stdo hechos por bacterias, los biopoliésteres (PHA"s) también
pueden ser degradados por bacterias, colocandose entre fos pocos
materiales termoplisticos completamente biodegradables. Pueden ser

degradados a di6xido de carbono y agua por la accién bacterial continua.

El factor principal de la aplicacién de las resinas de PHBV como resina de

especialidad y no de gran volumen, es su costo. Existen numerosos ejemplos
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de mejoras tecnolfgicas y que junto con la economia de escala reducen el
costo de estos nuevos materiales.

En 1990, el primer producto comercial hecho de biopol fue lanzado en
Alemania como wuna botella biodegradable para empacar champi
biodegradable, fo que indica que si se incrementan las investigaciones y se
encuentra el proceso més econdmico los PHA s tienen un gran futuro por su
biodegradabilidad.

Otro aspecto es modificar las propiedades de PHA’s, mediante la
obtencién de mezclas del biopoliéster con otros materiales, lo cual también
reduce el costo del material final. Se ha demostrado la miscibilidad del PHB
con: poli(6xido de etileno), poli{acetato de vinilo), poli(fluoruro de vinilideno) y
poli(cloruro de vinilo). También se tienen mezclas de PHA y almidén
completamente biodegradables. La presencia de almidén incrementa Ia

velocidad de degradacién de PHA.

Con la ingenieria genética se ha estudiado la transferencia de genes de
PHB dentro de plantas como maiz, papa y nabo silvestre. Con el objeto de
que estas puedan producir PHB, para lo cual seria necesario desviar la
produccién de almidén de modo que las plantas puedan aprovechar toda su

energia para la produccién del PHB.
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Por otra parte el PHBV se ha desarrollado exitosamente sélo como un
termoplastico el cual es biodegradable y biocompatible, la principal razén
para retrasar sus usos generales son factores econémicos. Mientras tanto,
se han desarrollado termoplasticos semi-biodegradables de bajo costo a
partir de mezclas de almidén gelatinalizado con termoplasticos sintéticos, que

son rivales en el mercado.
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5 Apéndice

Apéndice

Abreviaturas utilizadas en el trabajo

Abreviatura Significado

A. eutrophus Alcaligenes eutrophus
A. faecalis Alcaligenes faecalis
B. cereus Bacillus cergus

B. megaterium

Bacillus megaterium e

CAB

Butirato acetato de celulosa

CAP Propionato acetato de celulesa

-Co A - Coenzima A

DNA Acido desoxiribonucléico

E. coli Escherichea coli

HB g-hidroxibutirato

HC B-hidroxicaproato

HD g-hidroxidecanoato

HO g-hidroxioctanoato

HV g-hidroxivalerato

ICt Imperial Chemical Industries

LSC Longitudes laterales de cadena

MBL Biopolimeros Limitados Marlborough
MTM Direccidn Tecnolégica Mariborough

Mw Peso molecular promedio en peso

N Concentracién normal

NADP Nicotinamida adenina dinucléotido fosforilada
NMR Resonancia magnética nuclear

P, cepacia Pseudomonas cepacia

PET Poli(tereftalato de etileno)

pH - Potencial de hidrégenc

PHA s Poli-hidroxialcanoatos

PHA-LSC PHA con longitudes laterales de cadena
PHB Poli-p-hidroxibutirato

P(3HB) Poli-3-hidroxibutirato

P(4HB) Poli-4-hidroxibutirato

PHBV Poli-g-hidroxibutirato—co-g-hidroxivalerato
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Apéndice

Abreviaturas utilizadas en el trabajo

Abreviatura

Significado

PHO Poti-g-hidroxioctanoato
1 PHY Poli-g-hidroxivalerato
P. lemoignei Pseudomonas lemoignei
PVDF Paoli{fiuoruro de vinitideno}
| R. rubrum Rhodospirillum rubrum
SCpP Proteinas de células simples
SEM | Microscopia por barrido de electrones
| TEM Microscopia de transmision de elect.
Tg Temgperatura de transicién vitrea
WAXD Difraccién-de rayos X en-angulo amplic.
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