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Estudio de la produccién de biopolimeros bacterianos como via para
la sustitucion de plasticos convencionales
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Resumen: Hoy en dia existe la problematica a nivel mundial de contaminacién ambiental por el uso de plasticos
que, debido a su lenta degradabilidad y por ende a su acumulacion, generan afectaciones a los ecosistemas y a
la salud. Ademas, la demanda de este tipo de productos sigue en aumento y, aunque los biopolimeros
representan una opcion viable para la sustitucion de los polimeros convencionales, esta no ha sido satisfactoria
debido a los bajos rendimientos obtenidos y al alto costo generado por los recursos necesarios para su
produccion. Por ello, se ha explorado la posibilidad de identificar y caracterizar cepas bacterianas con elevado
potencial de produccién de biopolimeros, destacando las cepas de Bacillus spp., y Klebsiella pneumoniae E22,
reportadas con altas capacidades de produccién, ademéas con rendimientos sostenidos en medios de cultivo de
bajo costo producidos a partir de residuos agricolas. Debido a la importancia de la sustitucion de los plasticos
derivados del petroleo, el presente estudio compila avances relevantes en referencia a la produccion de
biopolimeros bacterianos.

Palabras clave: Biopolimeros bacterianos, PHA, PHB, Bacillus spp., Klebsiella pneumoniae, medios de
cultivo de bajo costo.

Introduccién

Los polimeros son utilizados actualmente para generar una gran diversidad de productos. Sin embargo, debido a
su lenta degradacion y al inminente agotamiento de las reservas mundiales de petrdleo, el uso de estos compuestos
trae consigo problemas ambientales significativos. Es ampliamente conocido que, debido al ciclo de vida de los
plasticos obtenidos a partir de la industria petroquimica, se producen serios impactos negativos en el ambiente, como
son: a) el uso de petréleo como fuente de materia prima; b) el consumo energético durante su produccion; c) las
emisiones de gases de efecto invernadero; y, d) la contaminacion de los ecosistemas. Por ello, es necesario reemplazar
los plasticos convencionales por productos mas amigables con el ambiente, como los bioplasticos, producidos a partir
de biopolimeros (BP), que se degradan en periodos cortos de tiempo cuando estan expuestos a ambientes
biol6gicamente activos (Rodriguez-Contreras et al., 2013; Dash et al., 2017).

Dentro de los tipos BP que existen, se destacan los polihidroxialcanoatos (PHA), que son poliésteres termoplasticos
sintetizados por microorganismos procariotas, especificamente bacterias, generados a través de los procesos de
fermentacién de azlcares o lipidos. Los PHA son poliésteres alifaticos constituidos por monémeros de entre 1000 y
3000 unidades. Estos poseen, en general, caracteristicas fisicoquimicas similares a las de los poliésteres sintéticos
(Kucera et al., 2018) y se les han encontrado utilidades relevantes en un amplio campo de aplicacién, pudiendo
utilizarse en la fabricacion de envases para productos de limpieza, higiene y cosméticos, asi como en aplicaciones
industriales de vida corta, principalmente en aquellos sectores en los cuales las caracteristicas como pureza y
biodegradabilidad son necesarias. Ademas, por tratarse de materiales biocompatibles y facilmente absorbidos por el
organismo humano, los PHA han podido emplearse en el area médico-farmacéutica con gran éxito (Dash et al., 2017).

Aunque se conocen los beneficios de los BP bacterianos, la problematica principal que existe para la produccién
de éstos, a escala industrial, es su elevado costo de obtencion, que es de aproximadamente 10 USD/Kg, en
comparacion con el costo de produccion de los plasticos convencionales, que esta alrededor de 1 USD/Kg (Bello et
al., 2009). Este alto costo de produccion esta asociado principalmente a la elevada inversién necesaria para adquirir
los medios de cultivo utilizados para sostener el crecimiento microbiano y otras materias primas necesarias para la
extraccion del PHA contenido en la biomasa, asi como los bajos rendimientos de obtencion de los BP bacterianos
(Rivas-Castillo et al., 2019). Por ello, en los Gltimos afios nuestro grupo de trabajo se ha dedicado a la tarea de hacer
una revision bibliogréafica extensiva, de identificar experimentalmente cepas bacterianas con alta capacidad de
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produccion de PHA, asi como de desarrollar medios de cultivo de bajo costo que puedan sostener dicha produccion,
considerando que los residuos agro-industriales pueden ser una fuente nutricional bacteriana viable de bajo costo para
la sustitucion de los medios de cultivo tradicionales (Rivas-Castillo et al., 2019; Valdez-Calderdn et al., 2020). Parte
de los hallazgos de estos esfuerzos, asi como los reportes relevantes en este sentido, se comparten en el presente
documento.

Antecedentes

Debido a su relevancia, los procesos bacterianos de produccién de estos BP son investigados en la actualidad, ya
que estos compuestos son acumulados de manera citoplasmatica bajo determinadas condiciones de crecimiento,
especificamente bajo condiciones de estrés. Dentro de los PHA, los polihidroxibutiratos (PHB) son los miembros mas
estudiados de la familia, ya que son producidos por una amplia gama de géneros bacterianos, dentro de los cuales se
han reportado mas de 300 cepas. Por ejemplo, destacan los miembros del género Bacillus, como B. subtilis y B.
safensis, que han sido reportados con la capacidad de acumular mas del 80% de su peso en PHB; ademas, diversas
especies de este género son consideradas como organismos modelo para la industria, ya que son abundantes en la
naturaleza, poseen una gran estabilidad genética, una velocidad rapida de crecimiento y producen una gran variedad
de enzimas de interés industrial (\VValappil-Sabeel et al., 2007).

Asi mismo, se han identificado cepas Gram negativas productoras de PHA, como Klebsiella spp., especificamente
pertenecientes a las especies K. pneumoniae, K. quasipneumoniae y K. aerogenes (Mohapatra et al., 2017; Valdez-
Calderon et al., 2020). Es importante sefialar que, aunque es conocida la patogenicidad de K. pneumoniae, ha sido
reportado que miembros de esta especie presentan un potencial relevante para ser utilizados en diferentes aplicaciones
biotecnoldgicas, como la produccion de compuestos de interés industrial, remocion de metales y produccién de PHA,
y que es posible controlar dicha patogenicidad al escalar los procesos a nivel industrial (Valdez-Calderén et al., 2020).

En general, las cepas bacterianas son flexibles metabolicamente, adaptandose al consumo de diversos sustratos
para crecer y, ademas, contrarrestar la carencia de ciertos nutrientes para subsistir, condiciones bajo las cuales les es
posible producir PHA,; las diversidad de enzimas hidroliticas que poseen (Manna et al., 2019) como las celulasas,
xilanasas, enzimas lignocelul6sicas, etc., les confieren una gran ventaja en el uso de sustratos baratos, derivados del
sector agroindustrial o de otro tipo de industrias (Bocchini-Martins et al., 2011; Naranjo et al., 2013).

Asi mismo, para lograr una alta produccion de BP bacterianos, es necesario trabajar la adecuacion (optimizacion)
de las condiciones de crecimiento del cultivo que se esté utilizando, tomando en cuenta parametros como: pH,
temperatura, volumen y agitacion de los medios de crecimiento (Valdez-Calderdn et al., 2020). EI manejo de estas
variables en un sistema para mejorar el rendimiento de produccién es de suma importancia para lograr aumentar su
factibilidad industrial. Este es el caso del experimental realizado con la cepa de Klebsiella pneumoniae E22, en donde
se implement6 el uso de suministros de bajo costo para la elaboracién de medios de cultivo en donde se pudiera
sostener la produccion de PHB por dicha cepa (Rivas-Castillo et al., 2019), utilizando una temperatura de 30°C y 150
rpm, con un periodo de incubacién de 72 horas, aplicando ademéas un método de extraccion modificado y con base en
el uso de hipoclorito de sodio y cloroformo (Rivas-Castillo et al., 2019). Con dicha cepa, se logré obtener un
rendimiento de produccion de hasta 20 g/L, tanto en medios de cultivo cominmente utilizados en laboratorio como
en medios de cultivo producidos a partir de residuos de cascara de frutas (Angeles-Padilla, 2019; Valdez-Calderon et
al., 2020).

Obijetivo

El objetivo de la presente investigacién fue determinar los avances relevantes sobre el estudio de la produccion de
PHA para la potencial sustitucion de polimeros derivados del petréleo, identificando, para ello, los diversos
microorganismos utilizados hasta la fecha, los medios de cultivo de bajo costo que han sido probados y el tipo de BP
obtenido.

Metodologia
Tipo de investigacion
El enfoque del presente trabajo fue documental, encaminado en realizar un estudio teérico sobre los avances
reportados en referencia de la produccion de PHA en medios de cultivo de bajo costo, utilizando diversos
microorganismos y analizando también los rendimientos de produccion obtenidos en los diferentes casos.

Participantes, muestreo, recoleccion de datos e informacion
Para la recopilacion de la informacion y los datos utilizados, la bisqueda se realizd recabando informacién sobre
los resultados obtenidos en la produccion de PHA, tipos de medios de cultivo o sustratos utilizados, variables fisico-
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quimicas implementadas en cada sistema de produccion, métodos de extraccion de BP, cepas bacterianas empleadas
y tipo de BP producido, tomando en cuenta las investigaciones reportadas en los Gltimos 10 afios.

Materiales, equipo, sistemas, programas computacionales utilizados

La recopilacion de datos se llevé a cabo mediante una busqueda bibliogréfica utilizando plataformas como: Google
académico, PubMed, ScienceDirect, WorldWideScience y SciELO. Para la parte de vigilancia tecnoldgica, se
consultaron las plataformas de SIGA, Patentscope y Google Patents principalmente.

Procedimiento

Busqueda bibliografica

La busqueda bibliografica comprendi6 tanto resultados referentes al estado del arte del tema (articulos cientificos)
como vigilancia tecnoldgica, es decir, documentos relacionados con propiedad intelectual (Lara-Carmona, 2020).
Especificamente para los fines del presente estudio, se consideraron los documentos basados en la produccién de PHA
mediante el uso de microrganismos, pues son un referente del como se ha desarrollado el conocimiento y la tecnologia
en este sentido. Para esta busqueda se utilizaron principalmente los criterios del tipo de microorganismo, medio de
cultivo, productividad y tipo de BP producido.

Crecimiento bacteriano en medios de cultivo de bajo costo

Para el crecimiento bacteriano en medios de cultivo que pudieran abaratar los costos de produccién de BP, ha sido
reportada metodologia diversa, en donde generalmente se prepara un pre-indculo, utilizando cultivos bacterianos
frescos, empleando cominmente medios de cultivo de laboratorio (Mohapatra et al., 2017). Posteriormente, para el
crecimiento de los cultivos en medios de bajo costo, se utilizan residuos ricos en nutrientes (Tanamool et al., 2013;
Rivas-Castillo et al., 2019) y se incuban a temperaturas con agitacion (Berwig et al., 2016), encontrdndose
recurrentemente la utilizacién de 30°C y 150 rpm (Rodriguez-Contreras et al., 2013). Después de un periodo de
incubacidon determinado, el cual varia entre 48 y 72 h (Mohapatra et al., 2016), se determina el crecimiento bacteriano.

Técnicas de extraccion de PHA

Han sido aplicadas diferentes técnicas de extraccion para obtener BP bacterianos, sin embargo, las mas utilizadas
son los métodos de hipoclorito de sodio-cloroformo (Angeles-Padilla, 2019), de etilen y propilen carbonato (Gonzalez-
Garcia et al., 2013), el método de reflujo por cloroformo (Ortega-Arias-Carbajal y Bell-Garcia, 2014) y por bafio
ultrasénico (Gonzalez-Garcia et al., 2013). Dichas técnicas cumplen la funcién de la extraccién del BP, en donde se
destruyen las membranas bioldgicas y todos los componentes celulares, permitiendo la liberacién del compuesto; para
finalizar, la etapa de precipitacion se realiza comunmente utilizando metanol o etanol (Gonzélez-Garcia et al., 2013;
Ortega-Arias-Carbajal y Bell-Garcia, 2014).
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Anélisis y Resultados

Blsqueda bibliogréfica y vigilancia tecnol6gica

Los resultados bibliograficos que se compilaron muestran que las investigaciones y desarrollos tecnoldgicos
referentes a la produccion de BP bacterianos han ido en aumento desde al afio 2010 hasta el afio 2021, pudiéndose
observar la relevancia del PHB, ya que representa alrededor de un tercio de los trabajos publicados al respecto, como
se puede observar en la Figura 1. En el caso de las patentes, se encontrd que principalmente se patentan casettes
genéticos (Diaz-Fernandez y Sanz-Mata, 2021), materiales basados en BP (Moradali y Rehm, 2020) y
microorganismos productores de BP, modificados y no modificados (Wang et al., 2021). En lo que respecta a
secuenciacion genética, se refiere a vias importantes de las rutas metabdlicas responsables de la produccion de BP,
donde hay un interés por aquellas que tienden a incrementar el rendimiento en la produccion. Los materiales, por otra
parte, van desde aquellos preparados con una combinacion de BP, hasta aplicaciones muy particulares de estos BP
obtenidos, como en el caso de peliculas aislantes. Finalmente, los microorganismos reportados y patentados son
organismos modificados o no modificados que han demostrado a nivel de laboratorio ser capaces de aprovechar
diferentes fuentes de nutrientes para una produccién importante de BP, con potencial para ser extraidos y utilizados
en la industria. Aun teniendo este nivel de produccién bibliografica y de desarrollo tecnoldgico, la produccién de BP
bacterianos no ha alcanzado el nivel de desarrollo suficiente para remplazar a los polimeros derivados del petrdleo,
por las causas ya mencionadas.

A |B

N

aq

(=}
1

N

Q

o
1

@
3

=]
(=]
Numero de publicaciones

Numero de publicaciones

50

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021
Afio

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021
Afio

Figura 1. Productos de investigacion y desarrollo tecnoldgico referentes a la produccion de PHA (A) y especificamente de PHB

(B) a partir del afio 2010 hasta la fecha.

Utilizacion de residuos para sostener el crecimiento bacteriano durante la produccién de PHA

Debido a la necesidad de desarrollar medios de cultivo de bajo costo que incrementen la factibilidad de la
produccion de PHA a escala industrial, se ha investigado la utilizacion de diferentes residuos para esta disminucion
de costos. Como se observa en la Tabla 1, existen investigaciones en donde se han utilizado diferentes residuos
agroindustriales y organicos. Estos residuos van desde residuos de tipo bioldgico, cascaras de fruta, lacteos, etc. En
los estudios mencionados destacan los medios de cultivo a base de residuos agroindustriales, debido a que su uso
permite el crecimiento bacteriano y se pueden obtener altos rendimientos de produccion de PHA.

Determinacién de los rendimientos de produccién de PHA con diversas cepas bacterianas

Las cepas bacterianas son flexibles metab6licamente, adaptandose a condiciones de estrés y al consumo de diversos
sustratos y, a partir de ellos, producir diversos tipos de PHA, como PHB, 4cido polihidroxibutirico P(3HB) y
polihidroxibutirato-co-hidroxivalerato P(3HB-co-3HV) (Tabla 1); ademas, las enzimas hidroliticas que poseen les
confieren la ventaja del uso de sustratos baratos para su crecimiento y para la produccién del PHA de alto valor
(Naranjo et al., 2013), lo cual ha permitido la identificacion de microorganismos altamente productores para un futuro
escalamiento (Angeles-Padilla, 2019). Ademas, ha sido estudiada la realizacion de procesos de optimizacion en la
produccion de BP bacteriano, al variar condiciones de crecimiento, como fuentes de carbono, nitrégeno y aireacion
(Kucera et al., 2018).
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Microorganismo Medio de cultivo Ren?glml)ento Tipo de PHA Referencia
Alcaligenes latus Sobrenadante de suero en polvo 1.28 PHB Berwig et al., 2016
+ aditivos
Bacillus cereus PHA 008 Efluente de almazara de palma 191 P(3HB) Sangkharak y Prasertsan,
2012
Bacillus megaterium BA- Melaza 4.16 PHB Kulpreecha et al., 2009
019
Bacillus cereus M5 Extracto de levadura + Peptona 0.09 PHB Yilmaz et al., 2005
Bacillus aryabhattai B8W22 | Sacarosa, fructuosa y glucosa 1.74 PHA Tanamool et al., 2013
Bacillus licheniformis Glucosa 0.44 PHB Rodriguez-Contreras et
al., 2013
Bacillus megaterium Sobrenadante de suero + aditivos 1.06 PHB Obruca et al., 2011
Bacillus megaterium ATCC | Melaza de cafia de azlcar 13 PHB Chaijamrus y Udpay,
6748 2008
Bacillus megaterium uyuni | Glucosa 85 PHB Rodriguez-Contreras et
S29 al., 2013
Bacillus SA Jarabe de datiles 65 PHA Khiyami et al., 2011
Bacillus sp. AS 3-2 Extracto de levadura 1.44 2-metil-3-HB Shah et al., 2012
Bacillus subtilis KP172548 | Glucosa 3.08 PHA Mohapatra et al., 2017
Bacillus subtilis Residuos sélidos de pescado 3.09 PHB Hungund et al., 2013
Haloferax mediterranei Suero de queso 3.99 P (3HB-co-3HV) Pais et al., 2016
Halomonas halophila Suero hidrolizado + aditivos 3.68 PHB Kucera et al., 2018
Klebsiella pneumoniae E22 | Residuos de cascaras de frutas 23.82 PHB Valdez-Calderén et al.,
2020
Lysinibacillus sp. 3HHX Glucosa 4.00 PHB Mohapatra et al., 2016
Paenibacillusdurus BV-1 Fructuosa 0.93 PHB Hungund et al., 2013
Pseudomonas aeruginosa Suero + aditivos 0.30 PHB Singh y Mallick, 2009
Pseudomonas Permeado de suero hidrolizado + 0.24 3 (HB-co-HV) Koller et al., 2008
hydrogenovora aditivos
Bacillus megaterium M14 Extracto de levadura + Peptona 0.522 PHB Yilmaz et al., 2005
E. coli modificada Glucosa 2.30 PHB Wang et al., 2021

Tabla 1. Produccién de PHA en medios de cultivo de bajo costo.

Resumen de resultados

Los resultados hasta la fecha en este campo de investigacién demuestran el potencial de los PHA para la sustitucion
de los polimeros convencionales, y su estudio ha ido en aumento en los ultimos 10 afios, debido a la necesidad de
buscar materiales que sean mas amigables con el ambiente. Asi mismo, los reportes muestran que las cepas Bacillus
SA y Klebsiella pneumoniae E22 presentan una mayor capacidad de produccién en medios de cultivo de bajo costo
que la mayoria de las cepas bacterianas reportadas hasta el momento de concluir la escritura del presente documento.
También, es importante mencionar que el método de extraccion de hipoclorito de sodio y cloroformo ha resultado méas
favorable que otros métodos en cuestiones de eficiencia y costos (Angeles-Padilla, 2019), y estos métodos para la
extraccion y precipitacion de PHA han sido y estan siendo mejorados para lograr mayores rendimientos (Gonzalez-
Garcia et al., 2013; Ortega-Arias-Carbajal y Bell-Garcia, 2014; Rivas-Castillo et al., 2019).

Conclusiones

En la presente investigacién, se han identificado miembros de los géneros Bacillus y Klebsiella con una alta
capacidad de produccién de BP. Los resultados obtenidos demuestran que es factible producir BP de interés industrial
a partir de medios de cultivo de bajo costo, utilizando residuos agro-industriales, permitiendo asi obtener altos
rendimientos con un mayor potencial para ser escalados. Con la gran variedad de cepas bacterianas capaces de producir
PHA, se vislumbra que mediante esta via se pueden obtener diferentes tipos de BP, los cuales pueden encontrar
aplicaciones en diversos sectores.
Limitaciones

Las investigaciones realizadas sobre la obtencion de BP de fuentes bacterianas han ido en aumento en los Gltimos
10 afios. Sin embargo, los rendimientos generados aun no pueden competir con la productividad derivada de los
polimeros convencionales. Por ello, es necesario disminuir los costos de produccién para poder escalar este tipo de
procesos biotecnoldgicos a nivel industrial.
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Recomendaciones

Aunque los hallazgos referentes a la produccion de PHA a partir de diversas cepas bacterianas en medios de cultivo
de bajo costo son prometedores, es importante continuar con los procesos de optimizacién que permitan establecer las
condiciones adecuadas para llevar dichos procesos a mayor escala. Ademas, se visualiza la utilizacién de cepas
modificadas genéticamente, que permitan exacerbar la produccién y potencializar asi su aplicacién.
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